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ANTIFUNGALNO DELOVANJE ETARSKIH ULJA LEKOVITOG I AROMATICNOG
BILJA NA VRSTE RODA TRICHODERMA - PATOGENE JESTIVIH GLJIVA

Sazetak

Na osnovu morfoloskih, ekoloskih i molekularnih karakteristika ITS i tef-la regiona,
identifikovani su prouzrokovaci zelene plesni jestivih gljiva (bukovace i Siitake) u Srbiji i Severnoj
Makedoniji: Trichoderma pleuroti, Trichoderma pleuroticola i Trichoderma harzianum kompleks
vrsta (THSC). U okviru Trichodema harzianum kompleksa iz gajilista jestivih gljiva (Sampinjona,
bukovace i Siitake) u Srbiji, identifikovane su vrste: Trichoderma afroharzianum, Trichoderma
atrobrunneum, Trichoderma guizhouense, Trichoderma simmonsii i Trichoderma cf. harzianum. U
istrazivanja su ukljuceni i izolati vrsta T. pleuroti i T. pleuroticola sa bukovace iz Madarske i
Hrvatske, kao i izolati vrste Trichoderma aggressivum f. europaeum sa Sampinjona iz Srbije.

U cilju pronalazenja efikasnog bioagensa za zastitu jestivih gljiva od zelene plesni, ispitano je
antifungalno delovanje etarskih ulja prema razli¢itim vrstama roda Trichoderma, prouzrokovaéima
zelene plesni Sampinjona, bukovace i Siitake. Ispitan je kvantitativni i kvalitativni sastav i
antifungalno delovanje 11 etarskih ulja ekstrahovanih iz lekovitog i aromati¢nog bilja poreklom iz
Srbije: divlje nane, pitome nane, majc¢ine dusSice, bosiljka, jele, bora, tuje, kleke, hajducke trave,
kantariona i mirodije. Antifungalno delovanje odredeno je primenom razli¢itih in vitro metoda
(kontaktne i fumingantne; mikrodilucione i makrodilucione).

Etarska ulja mirodije i majcine duSice ispoljila su fungicidno delovanje prema svim
ispitivanim patogenim vrstama roda Trichoderma primenom kontaktne mikrodilucione metode.
Etarska ulja divlje i pitome nane ispoljila su fungicidni efekat samo prema prouzrokovaéima zelene
plesni bukovace i Siitake. Najbolje inhibitorno kontaktno delovanje prema svim ispitivanim vrstama
roda Trichoderma ispoljilo je etarsko ulje mirodije, zatim ulja biljaka iz familije Lamiaceae (maj¢ina
dusica, divlja nana, pitoma nana i bosiljak). Dominantne komponente u sastavima etarskih ulja bile
su: mirodija — karvon, limonen i a-felandren; majc¢ina dusica — geraniol, karvakrol i timol; pitoma
nana — mentol i menton; divlja nana — 1,8-cineol, linalol i mentil acetat i bosiljak — linalol i metil
kavikol. Probit analizom utvrden je visok nivo osetljivosti Trichoderma spp. izolata prema
kontaktnom delovanju etarskog ulja mirodije. Delimi¢no inhibitorno delovanje ispoljila su etarska
ulja hajducke trave i Cetiri zimzelene biljke (jela, kleka, tuja 1 bor), dok je za etarsko ulje kantariona
zabelezeno stimulativnio delovanje na porast patogenih gljiva. Dominantne komponente u sastavima
etarskih ulja bile su: tuja — a-pinen i B-3-karen; kleka — a-pinen, mircen i sabinen; jela — p-menta-
2,4(8)-dien, triciklen i kamfen; bor — a-pinen i B-pinen; hajducka trava — B-pinen, 1,8-cineol, B-
kariofilen i kamfor i kantarion — B-kariofilen, 2-metil oktan, (E)-p-farnesen i a-pinen.

Primenom makrodilucione fumigantne metode odreden je efekat gasovite faze testiranih ulja
na klijanje spora i porast micelije testiranih vrsta roda Trichoderma. Najbolje antifungalno delovanje
primenom ove metode pokazala su etarska ulja biljaka iz familije Lamiaceae sa potpunom inhibicijom
porasta micelije svih patogenih vrsta, kao 1 etarsko ulje mirodije sa potpunom ili delimi¢nom
inhibicijom porasta micelije patogena.

Primenom Checkerboard metode ispitan je efekat kombinacija tri etarska ulja, a najbolje
antifungalno delovanje je pokazala kombinacija mirodija-divlja nana, kod koje je zabeleZen
sinergisticki efekat delovanja pema osam od devet testiranih vrsta roda Trichoderma.

Osetljivost izolata Trichoderma spp. prema fungicidima prohlorazu i metrafenonu ispitana je
primenom in vitro makrodilucione metode. Svi testirani izolati Trichoderma spp. pokazali su visoku
osetljivost prema oba fungicida. Odredena je selektivna toksi¢nost (indeks selektivnosti) za fungicide
prohloraz i metrafenon, kao i etarsko ulje mirodije na osnovu toksi¢nosti ovih jedinjenja za patogene
gljive sa jedne i jestive gljive (domacine) sa druge strane. Najbolju selektivnu toksi¢nost za bukovacu
1 Siitake pokazao je prohloraz, dok je metrafenon bio bolji za Sampinjon.

Efikasnost etarskog ulja mirodije, biofungicida na bazi azadiraktina i fungicida prohloraza
prema T. aggressivum f. europaeum ocenjena je u oglednom gajilistu Sampinjona. Najveca efikasnost
postignuta je primenom fungicida prohloraza i biofungicida na bazi azadiraktina u standardnim



dozama primene. Etarsko ulje mirodije u dozi primene od 2% ispoljilo je statisticki znacajno vecu
efikasnost u poredenju sa etarskim uljem mirodije primenjenim u dozi od 1%. Sva testirana
antifungalna jedinjena u oglednom gajilistu su delovala pozitivno na prinos Sampinjona. Ispitivanjem
prirode medusobnog dejstva ulja mirodije i fungicida prohloraza zabelezen je aditivni efekat kod
efikasnosti u suzbijanju patogena i sinergisticki u uticaju na prinos.

Na osnovu rezultata dobijenih u in vitro i in vivo ispitivanjima kao i prirode zajednickog
dejstva sa fungicidom, etarsko ulje mirodije se moze preporuciti za formulisanje preparata koji bi se
koristio kao deo uspesne i ekoloski opravdane strategije suzbijanja prouzrokovaca zelene plesni
jestivih gljiva. Za etarska ulja maj¢ine dusice, pitome nane, divlje nane i bosiljka preporucuju se dalja
in vivo proucavanja kako bi se mogla koristiti kao dodaci ili glavne komponente novih formulisanih
biopreparata.

Kljuéne reci: zelena plesan jestivih gljiva, Trichoderma spp., bukovaca, Siitake, Sampinjon, etarska
ulja, fungicidi, selektivna toksi¢nost

Naucna oblast: Biotehnicke nauke
UZa naucna oblast: Fitopatologija
UDK: 615.282.123:665.52]:635.82(043.3)



ANTIFUNGAL ACTIVITY OF MEDICINAL AND AROMATIC PLANT ESSENTIAL
OILS AGAINST TRICHODERMA SPECIES - EDIBLE MUSHROOM PATHOGENS

Abstract

Based on morphological, ecological and mycological characteristics of ITS and tef-1a regions,
the causal agents of green mould disease of edible mushrooms (oyster and shiitake) from farms in
Serbia and North Macedonia: Trichoderma pleuroti, Trichoderma pleuroticola and Trichoderma
harzianum species complex (THSC), were identified. Within the Trichodema harzianum species
complex from farms of edible mushrooms (button mushroom, oyster and shiitake) in Serbia,
Trichoderma afroharzianum, Trichoderma atrobrunneum, Trichoderma guizhouense, Trichoderma
simmonsii and Trichoderma cf. harzianum were identified. The isolates of T. pleuroti and T.
pleuroticola species from Hungary and Croatia, as well as isolates of Trichoderma aggressivum f.
europaeum from Serbia were included in research.

In order to find an effective biological control agent, antifungal activity of the essential oils to
several Trichoderma species, the causal agents of green mould disease of edible mushrooms, were
tested. The qualitative and quantitative content and antifungal activity of 11 essential oils extracted
from medicinal and aromatic plants from Serbia: spearmint, peppermint, thyme, basil, fir, pine, thuja,
juniper, yarrow, St. John's wort and dill, were investigated. Antifungal activity of essential oils was
determined using several in vitro methods (contact and fumigant; microdilution and macrodilution).

Using the contact microdilution method, essential oils of dill and thyme exhibited fungicidal
activity against all tested Trichoderma species. Essential oils of spearmint and peppermint exibited
fungicidal activity only against Trichoderma species isolated form shiitake and oyster mushroom.
The dill essential oil has shown the strongest inhibitory activity to all tested pathogenic Trichoderma
species, followed by four oils of Lamiaceae plants (thyme, spearmint, peppermint and basil). The
contact activity of dill essential oil was confirmed using the macrodilution method, and high
sensitivity of Trichoderma spp. isolates was confirmed using regression analysis. The main
components in the compositions of essential oils were: dill — carvone, limonene and a-phellandrene;
thyme — geraniol, carvacrol and thymol; peppermint — menthol and menthone; spearmint — 1,8-
cineole, linalool and menthyl acetate and basil — linalool i methyl chavikol. Essential oils of yarrow
and four evergreen plants (fir, juniper, thuja and pine) was shown a partially inhibitory activity, while
the St. John’s wort oil was stimulated mycelial growth of all tested Trichoderma species. The main
components in the compositions of essential oils were: thuja — a-pinene and B-3-carene; juniper — a-
pinene, myrcene and sabinene; fir — p-mentha-2,4(8)-diene, tricyclene and camphene; pine — a-pinene
and B-pinene; yarrow — B-pinene, 1,8-cineole, p-caryophyllene and camphor and St. John's wort — -
caryophyllene, 2-methyl octane, (E)-B-farnesene and a-pinene.

The effects of the volatile phase of essential oils on spores and mycelia were studied using
macrodilution fumigant method. The strongest activity was demonstrated by essential oils of four
plants from Lamiaceae family causing total inhibition of mycelial growth of all tested Trichoderma
species, as well as dill essential oil which caused total or partial inhibition of mycelial growth.

Using the Checkerboard method, the synergistic activity of three essential oils combinations
were tested, and the dill-spearmint essential oil combination has demonstrated the strongest activity
against eight out of nine tested Trichoderma species.

Using the macrodilution method and probit analysis, the sensitivity of Trichoderma spp.
isolates to the fungicides metrafenone and prochloraz were determined. All examined isolates were
found to be highly sensitive to both fungicides tested. Considering the susceptibility of host fungi to
the fungicides and dill essential oil, the selective toxicity was determined. The fungicide prochloraz
was shown the best selective toxicity for oyster mushroom and shiitake, while the fungicide
metrafenone was better for button mushroom.

The efficacy of dill essential oil, biofungicide based on azadirachtin and fungicide prochloraz
was evaluated against T. aggressivum f. europaeum in experimental mushroom growing room.
Prochloraz and biofungicide based on azadirachtin showed the highiest efficacy against the pathogen.



The dill essential oil applied in a dose of 2% showed statisticaly significant highier efficacy than the
dill essential oil applied in a dose of 1%. All tested antifungal compounds applied in experimental
mushroom growing room showed positive effect on the button muhroom yield. The combination of
prochloraz and dill essential oil showed additive reaction against pathogen, while the combination of
prochloraz and dill essential oil showed synergistic reaction in effect on mushroom yield.

The results of in vitro and in vivo tests indicate that dill essential oil can be used as a
biopreparation for the ecologicaly suitable control of green mould of edible mushrooms. Additionaly,
the results have shown that the essential oils of thyme, peppermint, spearmint and basil have the
potential for further in vivo experiments in order to be used as additives or main components of new
formulated biopreparations.

Keywords: green mould disease of edible mushrooms, Trichoderma spp., oyster mushroom, shiitake,
button mushroom, essential oils, fungicides, selective toxicity

Scientific field: Biotechnical Science
Scientific subfield: Phytopathology
UDC: 615.282.123:665.52]:635.82(043.3)
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1. UvOD

Sampinjon [Agaricus bisporus (Lange) Imbach], siitake [Lentinula edodes (Berk.) Pegler] i
bukovaca [Pleurotus ostreatus (Jasg.) P. Kummer] su tri najviSe gajene vrste jestivih gljiva (pecuraka)
na svetu. Mnoge Stetocine i bolesti mogu smanjiti prinos i kvalitet gajenih gljiva, medu kojima mikoze
izazivaju najveée Stete (Grogan, 2008; Potocnik et al., 2015; Gea et al., 2021). Vrste roda
Trichoderma, zahvaljujuéi izrazenom mikoparazitizmu, nanose ogromne gubitke u gajilistima
pecuraka Sirom sveta i prouzrokuju bolest poznatu kao zelena plesan. Gubici u prinosu jestivih gljiva
usled pojave zelene plesni mogu biti od 60 do 100% (Seaby, 1996; Kredics et al., 2010). Bolest se
manifestuje pojavom simptoma pegavosti i trulezi na karpoforama jestivih gljiva, a znaci prisustva
patogena se uocavaju i na/u supstratu kog kolonizuje. Micelija vrsta roda Trichoderma je gusta, u
pocetku belicaste boje, a nakon sporulacije postaje tamnozelena, po ¢emu je bolest i dobila ime
(Kosanovi¢ et al., 2013). Razlicite vrste roda Trichoderma su identifikovane kao agresivni patogeni
i glavni prouzrokovaci zelene plesni jestivih gljiva: Trichoderma aggresivum f. europaeum Samuels
and W. Gams, Trichoderma aggressivum f. aggressivum Samuels and W. Gams i Trichoderma
harzianum kompleks vrsta (THSC) prouzrokuju zelenu plesan Sampinjona, Trichoderma pleuroti
S.H. Yu and M.S. Park, Trichoderma pleuroticola S.H. Yu and M.S. Park i Trichoderma harzianum
kompleks bukovace, a Trichoderma harzianum kompleks Siitake (Hatvani et al., 2007; Komon-
Zelazowska et al., 2007; Wang et al., 2016).

Zastita jestivih gljiva od bolesti ukljucuje niz preventivnih mera u gajilistu: striktnu higijenu,
tretmane dezinficijensima i primenu biofungicida i fungicida, ali je uprkos svim tim merama malo
podataka o uspe$nom suzbijanju zelene plesni. Mali broj fungicida je preporuc¢en za primenu u zastiti
jestivih pecuraka u svetu, a medu njima se kao najefikasniji navodi prohloraz (Koesanovi¢ et al.,
2013). Nedavno je u zastiti jestivih gljiva od bolesti u nekim zemljama Evropske unije uveden u
primenu fungicid metrafenon i to za suzbijanje paucinaste plesni (prouzrokova¢: Cladobotryum spp.)
i suve trulezi (prouzrokova¢: Lecanicillium spp) (Carrasco et al., 2017). Uvodenje novih fungicida
u zastitu jestivih gljiva od bolesti je ograni¢eno, jer su mala ulaganja materijalnih sredstava
agrohemijskih kompanija u razvoj fungicida koji se primenjuju u malim usevima (Chrysayi-
Tokousbalides et al., 2007). Medutim, i pored svih otezavajucih faktora (razvoj rezistentnosti, mali
broj preparata, selektivna toksi¢nost, toksi¢nost za neciljne organizme 1 zivotnu sredinu), hemijske
mere su i1 dalje najces¢i 1 najefikasniji nain zastite.

Poslednjih godina paznja se sve viSe usmerava na otkrivanje alternativnih mera zastite u vidu
primene biofungicida. Biofungicidi, odnosno fungicidi prirodnog porekla mogu biti biohemijski —
formulisani biljni ekstrakti i ulja, zatim sredstva na bazi korisnih mikroorganizama sa antagonistickim
dejstvom na Stetne organizme ili aktivatori otpornosti domacina. Komercijalno su dostupni preparati
na bazi razliCitih Bacillus vrsta koje izazivaju znaajnu inhibiciju porasta T. aggressivum
(Milijasevié-Marcié¢ et al., 2016), a u upotrebi je i preparat na bazi etarskog ulja ¢ajnog drveta
(Kosanovi¢ et al., 2013). Kako se uspesSnija i ekoloski opravdana strategija zastite jestivih gljiva
odnosno suzbijanja prouzrokovaca zelene plesni zasniva na poveéanoj upotrebi bioloskih agenasa i
smanjenoj upotrebi hemijskih sredstava, u okviru ove doktorske disertacije, ispitivano je antifungalno
delovanje etarskih ulja lekovitog i aromati¢nog bilja na vrste roda Trichoderma koje su identifikovane
kao patogeni jestivih gljiva u Srbiji i regionu.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Osnovne karakteristike jestivih gljiva

Sakupljanje gljiva iz prirode zbog jestivih i lekovitih svojstava seze u daleku proslost ljudskog
roda. Prvo pominjanje pecuraka za ljudsku upotrebu potice iz 400. godine pre nove ere, kada je
Hipokrat opisivao njihova lekovita svojstva. Do danas je opisano izmedu 80 i 120 hiljada vrsta gljiva
sa krupnim karpoforama koje se sastoje iz drske i SeSira (makromiceta), mada se njihov broj u prirodi
procenjuje na oko 1,5 miliona vrsta (Kirk et al., 2001). Od preko 38 000 identifikovanih vrsta gljiva
u svetu, oko 2000 je u razli¢itom stepenu jestivo i ve¢ina poseduje lekovita svojstva. Oko 35 vrsta
gljiva je kultivisano, dok je samo oko 20 vrsta industrijski znac¢ajno. Poceci gajenja pecuraka vezuju
se za Kinu. Prve gajene gljive bile su: Auricularia auricula-judae (Bull.) Quél (Judino uvo),
Flammulina velutipes (Curt. Ex Fr.) Sing. (panjev¢ica), Lentinula edodes (Berk.) Pegler (Siitake),
Pleurotus spp. (bukovaca) itd. (Chang, 1999). Sredinom 20. veka primenjena je intenzivnija
tehnologija gajenja sedam vrsta pecuraka, ¢ija proizvodnja je ¢inila 90% ukupne svetske proizvodnje:
Sampinjon (Agaricus bisporus) sa 32%, Siitake sa 26%, bukovaca 14%, Judino uvo 8%, slamnatica
(Volvariella volvacea (Bull.) Singer.) 5%, panjev¢ica 3% i zuto uvo (Tremella spp.) 2%. Bukovaca i
Sampinjon su bile jedine pecurke koje su se do 1994. godine gajile na svim kontinentima, a od 1997.
godine se gaji i jestiva gljiva Siitake (Royse et al., 1999). Siitake je poslednjih godina postala najvise
gajena jestiva gljiva sa 22% ukupne svetske proizvodnje, a zatim Sampinjon, bukovaca, slamnatica i
panjevcica Cine¢i ukupno 85% svetske proizvodnje (Royse et al., 2017). U Srbiji se godisnje
proizvede oko 9 hiljada tona Sampinjona 1 manje bukovace i Siitake. Na prvom mestu u svetu po
proizvodnji jestivih gljiva je ubedljivo Kina koja proizvede oko 40 milona tona godi$nje, dok je u
Evropi vode¢a Holandija sa proizvodnjom od oko 260 hiljada tona jestivih gljiva godi$nje (FAO,
2020).

Sampinjon [Agaricus bisporus (Lange) Imbach]. Sampinjon pripada carstvu Fungi, razdelu
Basidiomycota, klasi Agaricomycetes, podklasi Agaricomycetidae, redu Agaricales, familiji
Agaricaceae i rodu Agaricus (Mycobankdatabase, 2022). Veoma je ukusna, hranljiva i lekovita
jestiva gljiva. Skoro 90% sveze tezine karpofora Sampinjona (89,7%) ¢ini voda. Karpofore su bogate
proteinima (4,9% sveze teZine), ugljenim hidratima (3,6% sveze teZine), vitaminima (B1, B2, B5, B6,
C, D, H i nikotinskom kiselinom), amino-kiselinama (izoleucin, leucin, lizin, asparagin, fenilalanin,
treonin, triptofan, valin, histidin, alanin, arginin, aspartatska kiselina, cistein, cistin, glicin, glutamin,
glutaminska kiselina, ornitin, prolin, tirozin), dok su siromaSna mastima (svega 0,2% sveze tezine)
(Maksimovi¢, 1995). Najzastupljenije masne kiseline su linoleinska (53,45-68,78%), palmitinska,
oleinska i stearinska (Aktumsek et al., 1998).

Karpofor ili nadzemni deo (pecurka) Sampinjona sastoji se od SeSira i drske. Supstrat za
gajenje prorastaju hife, koje formiraju miceliju gljive. Micelija Sampinjona se razvija u podlozi,
veoma je razgranata i na njoj se obrazuju primordije od kojih ¢e se daljim diferenciranjem formirati
plodonosna tela tipa karpofora. Sasvim mlade karpofore su loptastog oblika, zatvorene i tek se kasnije
razgranicavaju na centralno postavljene drske i sesire. Drska je sagradena od paralelno postavljenih,
a SeSir od rastresitih hifa. Sa donje strane SeSira se formira lamelarni himenofor, koji je u pocetku
bele, zatim ruzicaste i na kraju crne boje, zbog prisustva velikog broja tamnih bazidiospora.
Sazrevanjem karpofora opna puca, a njeni ostaci se zadrzavaju po obodu $eSira u vidu resa i na
drSskama u vidu prstena (anulus). Pucanjem opne omoguceno je oslobadanje bazidiospora.
Bazidiospore su dvojedarne, elipti¢ne, crne, glatkih ¢elijskih zidova i dimenzija 6 — 9 x 4 — 6 um. Na
bazidijama se obrazuju samo po dve bazidiospore, po ¢emu je vrsta i dobila ime (bisporus).
Sampinjon se moZe razmnoZavati na dva na¢ina: vegetativno i generativno (Maksimovi¢, 1995).

Tehnologija gajenja Sampinjona, kao i drugih jestivih gljiva, predstavlja biotehnoloski proces
reciklaze lignoceluloznog organskog otpada. Smatra se retkim, mozda ¢ak i jedinim aktuelnim
procesom koji spaja proizvodju hrane bogate proteinima i smanjenje zagadenja Zivotne sredine (Beetz
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and Kustidia, 2004). Sampinjoni se mogu gajiti na intenzivan (industrijski) i ekstenzivan naéin, u
zavisnosti od vrste objekata i njihove opremljenosti. Jedan ciklus (turnus) proizvodnje traje 75 — 90
dana u zavisnosti od uslova gajenja, racunaju¢i proizvodnju komposta - supstrata, zasejavanje
micelije, postavljanje pokrivke, uzgoj i berbu (Maksimovié, 1995).

Celokupnom ciklusu prethodi proizvodnja micelije gajene gljive kao “semenskog materijala”
u trajanju od 2 — 3 nedelje. Cista kultura $ampinjona iz vegetatitvnog razvoja se razvija na sterilnom
zrnu Zitarica (pSenica, jeCam, proso i dr.) kao nosacu, koje se masovno proizvodi, $to u potpunosti
opravdava poistovecivanje micelije sa semenom biljaka (Maksimovi¢, 1995).

Supstrat za gajenje Sampinjona ili kompost se pravi od poljoprivrednog otpada, slame i
konjskog ili pile¢eg stajnjaka. Priprema supstrata se odvija u dve faze: prva faza je faza aerobne
fermentacije, kojom mikroorganizmi iz zivotinjskog stajnjaka razlaganjem biljnog materijala
obezbeduju dostupan ugljenik za Sampinjon, a druga faza je faza pasterizacije — kontrolisanog
zagrevanja supstrata, kojom se uniStavaju Stetni mikroorganizmi i pospesSuje razvoj korisnih
termofilnih mikroorganizama koji dodatno razlazu biljni materijal do raspolozivog oblika za
Sampinjon. Dodatnim procesom kondicioniranja supstrat se dovodi u najoptimalnije stanje za gajenje
Sampinjona. Nakon toga sledi zasejavanje supstrata micelijom Sampinjona, koja ¢e ga u potpunosti
prorasti za 2 — 3 nedelje (Van Griensven and Van Roestel, 2004).

Na povrsinu potpuno proraslog supstrata micelijom Sampinjona nanosi se pokrivka sa¢injena
od treseta, peska 1 kreca. Uloga pokrivke je zaStita povrSine supstrata od isuSivanja i stvaranje
povoljnih uslova za intenzivno i brzo obrazovanje primordija, odnosno karpofora. Kako bi se na
povrsini obrazovale karpofore, miceliji $ampinjona je potrebno jo§ oko sedam dana da u potpunosti
proraste pokrivku. Karpofore se nakon toga obrazuju u talasima svake dve nedelje. Sampinjoni se u
toku proizvodnje beru 4 — 6 puta (Maksimovi¢, 1995).

U poslednje vreme se zbog nakupljanja steto¢ina i inokuluma prouzrokovaca bolesti ciklus
gajenja skracuje 1 zavrSava nakon trece ili ¢ak druge berbe. Vreme izmedu berbi (talasa) je obi¢no
oko nedelju dana, a celokupna berba traje oko 40 dana. Nakon berbe se vr$i sortiranje 1 ¢uvanje
Sampinjona prema potrebama trzista.

Na uspeSnu proizvodnju 1 razvoj Sampinjona utiCu mnogobrojni faktori. Optimalna
temperatura za rast Sampinjona u fazi razvoja micelije je od 22 do 25°C, a u fazi plodonoSenja od 14
do 20°C. Za intenzivnu proizvodnju Sampinjona je neophodno obezbediti poviSenu vlaznost supstrata
(68-72%), pokrivke (60-65%) i vazduha u gajilistu (85-95%) (Maksimovi¢, 1995).

Bukovaca [Pleurotus ostreatus (Jasq.) P. Kummer]. Bukovaca pripada carstvu Fungi,
razdelu Basidiomycota, klasi Agaricomycetes, podklasi Agaricomycetidae, redu Agaricales, familiji
Pleurotaceae i rodu Pleurotus (Mycobankdatabase, 2022). U ishrani se mogu koristiti razli¢ite vrste
roda Pleurotus: Pleurotus eryngii (DC.) Quel., Pleurotus pulmonarius O. Hilber and O.K. Mill.,
Pleurotus djamor (Ruph. ex. Fr.) Boedjin, Pleurotus sajor-caju (FR.) Singer, Pleurotus cystidiouss
O.K. Mill., Pleurotus citrinopieatus Singer, Pleurotus cornucopia (Paulet) Rolland i P. osteratus
(Martinez et al., 2005; Knop et al., 2015; Zhang et al., 2016; Balletini et al., 2016). Bogate su
proteinima, vlaknima, vitaminima (B1, B2, B12, C, folatima) i mineralima (Ca, K, Md, Na, P, Cu,
Fe, Mn i drugim) (Mattila et al., 2001; Caglarirmak, 2007). Proizvode mnogo vaznih biomolekula
(lektin, enzime, organske kiseline, polisaharide 1 glikoproteine) koji u¢estvuju u raznim bioloSkim
procesima. Pojedine vrste roda, uz pomo¢ degradiraju¢ih enzima, mogu znafajno smanjiti neke
zagadivace sredine (Vyas and Molitoris, 1995; Novotny et al., 1999, 2001).

Karpofore, kao i micelija raznih vrsta bukovace luce supstance koje mogu imati
antiinflamatornu, imunostimulatornu, imunodemulatornu, ribonukleaznu i antitumornu aktivnost
(Patel et al., 2012). Predstavljaju izvor enzima i metabolita koji se Siroko koriste u industriji i
medicini. Nanba (1993) je krajem devedesetih godina proslog veka pokazao njihovu antitumornu
aktivnost. Antitumorno dejstvo ima sastojak pleuron (polisaharid beta-1,3/1,6—glukan), dok
lovastatin (mevinolin) snizava nivo holesterola u krvi. Bukovaca je izuzetno lekovita i kao takva se
koristi za ublaZavanje i reSavanje brojnih zdravstvenih problema ljudi (Bugarski i sar., 1995;
Quimio, 2004).



Sesir bukovade je asimetri¢an, pljosnat i lepezastog oblika. Oblik dosta podseéa na izgled
Skoljke, po ¢emu je i dobila latinski naziv ostreatus i engleski oyster. Drska je kratka, Siroka i
ekscentricno postavljena u odnosu na $esir. Boja je promenljiva i moze biti tamnosiva, svetlosiva,
tamnoplava ili krem i vremenom postaje sve bleda. Lamele su bele boje i postavljene sa donje strane
SeSira. Spore su bele ili sivo-ljubicaste, cilindri¢ne, uglavnom se stvaraju u velikim koli¢inama, $to
moze dovesti do alergijskih reakcija kod uzgajivata (Eger, 1978). Zivotni ciklus se sastoji od
vegetativne i reproduktivne faze (Cho, 2004; Tisdale, 2004).

Zabelezeno je da su prvi put u Evropi uzgajane u Nemackoj tokom Prvog svetskog rata, dok
se danas uzgajaju Sirom sveta (Dinesh et al., 2013). Mogu se gajiti na Sirokom spektru biljnih
poljoprivrednih ostataka i celuloznog industrijskog otpada (Pani, 1997).

Gajenje bukovace je, za razliku od drugih jestivih gljiva, jednostavniji i jeftiniji proces.
Supstrat koji se koristi za gajenje bukovace sastoji se samo od biljnog materijala, jer bukovaca luci
lignocelulozne enzime koje Sampinjon ne stvara. Biljni materijal podleze samo pasterizaciji i za njen
razvoj je potrebno manje vremena nego za razvoj Sampinjona. Supstrat se priprema od iseckane slame
(sa eventualnim dodatkom drugih celuloznih suplemenata) i pasterizuje 1 — 2 h pri temperaturi od
60°C (Royse, 2007).

Nakon pasterizacije i hladenja supstrata, zasejava (inokulacija) se micelijom bukovace 1
smesta u plasti¢ne vrece. Priprema “semenskog matrijala” bukovace odvija se po istom principu kao
priprema “semenskog materijala” Sampinjona, razvitkom c¢iste kulture bukovace na sterilnom zrnu
zitarica. Period inkubacije micelije u supstratu traje 12 - 14 dana pri 25°C, a karpofore se formiraju
na ivicama perforacija plasti¢nih vre¢a (Royse, 2007). Uz odrzavanje optimalne temperature i
vlaznosti, berba se moze odvijati 3 — 4 nedelje (Sanchez, 2010).

Na uspesSan razvoj bukovace uticu mnogobrojni faktori. Vlaznost vazduha se reguliSe u
zavisnosti od faze razvoja gljive i krece se imedu 80 i 95% (Koso, 1991), dok je preporucena
temperatura izmedu 10 i 21°C (Stamets, 1993).

Siitake [Lentinula edodes (Berk.) Pegler]. Jedna od tri najvise gajene jestive gljive na svetu,
uz Sampinjon 1 bukovacu, je 1 Siitake. Naziv vrste je japanskog porekla i sastoji se od reci “Sii”, koja
oznacava vrstu drveta (Castanopsis cuspidata Schottky) na kojoj se gljiva uspes$no razvija i reci
“take”, koja znaci gljiva (Wasser, 2005). Imajuci u vidu da je Japan najveci proizvodac Siitake u
svetu, ovaj naziv je postao opiteprihvacen. Siitake pripada carstvu Fungi, razdelu Basidiomycota,
klasi Agaricomycetes, podklasi Agaricomycetidae, redu Agaricales, familiji Omphalotaceae i rodu
Lentinula (Mycobankdatabase, 2022). Razvija se ha mrtvom drvetu.

Karpofore sadrze oko 90% vode i bogate su ugljenim hidratima (58-60% suve teZine),
proteinima (20-23% suve tezine) i vlaknima (9-10% suve tezine). Takode su izvor vitamina
(kompleks vitamina B (B1, B2, B3, B5, B6, B11 i B12), C, D, folata) i minerala (Ca, K, Mg, P, Na,
Cu, Fe, Mn i drugih) (Chang and Miles, 1984; Mattila et al., 2001; Caglarirmak, 2007).

Osim u ishrani, §iitake imaju veliku primenu i u medicini. Iz karpofora §iitake izolovana su
brojna jedinjenja koja imaju lekovita svojstva. Najznacajniji su polisaharidi lentinan i protein lentin,
koji ispoljavaju antitumorni, antibakterijski, antiviralni, antifungalni, imunomodulatorni,
imunostimulatorni i mnoge druge efekte (Wasser, 2005). Treba napomenuti da se na bazi lentinana
sintetiSu pojedini lekovi koji se koriste u lecenju pacijenata obolelih od kancera.

Sesir siitake je poluloptastog oblika, koji ponekad moze biti i ravniji. Sesir je smede do crne
boje, a kasnije boja posvetljuje. Ivice SeSira su blago zavrnute 1 sa starenjem se okrecu na gore.
Karpofore su karakteristicnog mirisa i ukusa, §to najviSe zavisi od podloge na kojoj se gaje.
Najprijatnije su na supstratu od mesavine piljevina. Lamele su sa donje strane, zrakasto rasporedene
oko centra drske. Na njima nastaju bele do bledosmede spore. Drska je sagradena od mnostva ¢vrsto
slepljenih i isprepletenih hifa. Moze biti bele, svetlosive ili smede boje (Maksimovi¢, 2002).

Siitake se tradicionalno uzgajala na drvenim trupcima (Chang and Miles, 1989; Stamets,
1993), dok je danas takav pristup zamenjen brzim i jednostavnijim nac¢inom kultivacije u plasticnim
vre¢ama napunjenim piljevinom (Sanchez, 2010). Glavne prednosti gajenja u plasti¢nim vrecama su
krac¢e vreme proizvodnog ciklusa i ve¢i prinosi (Sanchez, 2004, 2010).
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Kao hranljiva podloga koriste se usitnjeni ostaci drveta tzv. piljevina, dok se za pripremanje
supstrata mogu koristiti razli€iti recepti. Najzastupljenija kombinacija je piljevina hrasta i topole sa
dodatkom slame i drugih dodataka. Dobro izmeSani sastojci supstrata se pasterizuju na 60 - 70°C u
trajanju od 1 — 2 h, a zatim se hlade. Nakon hladenja sledi zasejavanje supstrata ve¢ pripremljenom
micelijom Siitake i punjenje plasti¢nih vreca. Supstrat se inkubira u trajanju oko tri nedelje, pri
optimalnoj temperaturi od 23 — 25°C i vlaznosti vazduha 60 — 70%. U periodu plodono$enja potrebna
je niza temperatura (oko 18°C) i poviSena vlaznost vazduha (do 95%). Berba se obavlja u talasima,
kojih u proizvodnom ciklusu moze biti pet do Sest (Maksimovi¢, 2002).

2.2. Prouzrokovaci mikoza jestivih gljiva

U proizvodnji jestivih gljiva zebelezen je razvoj razlicitih prouzrokovaca bolesti (gljiva,
bakterija i virusa) i StetoCina, koji su u gajiliStima sa umerenom temperaturom, visokom vlagom i
pristupa¢nim hranljivim materijama u kompostu, pronasli idealne uslove za svoj opstanak (Staunton
et al., 1999; Potoc¢nik et al., 2015). Patogene gljive kao $to su: Mycogone perniciosa (Magnus)
Delacroix, Lecanicillium (Verticillium) fungicola (Preuss) Hassebrauk, i vrste rodova Cladobotryum
i Trichoderma, izazivaju najznacajnije mikoze jestivih peCuraka: mokru i suvu trulez, paucinastu i
zelenu plesan (Poto¢nik et al., 2015).

Prouzrokova¢ mokre trulezi Sampinjona je Mycogone perniciosa (Magnus) Delacroix.
Patogen obrazuje dve vrste konidija: uzane, elipsaste, glatkih ¢éelijskih zidova fijalospore (na
dugackim hifama) i dvocelijske, krupne, ornamentisane, sa specijalnim konidiogenim celijama
aleuriospore (na bo¢nim hifama) (Umar and Van Griensven, 1999; Sharma and Kumar, 2000).
Simptomi koji su karakteristiéni za ovu bolest su deformisane, tumorozne karpofore (uvecane,
zadebljale i kvrgave) sa tamnosmedim kapljicama ekstracelularne te¢nosti na povrsini. Ova te¢nost
je bogata aleuriosporama koje privlace Sampinjonske muve, prenosioce infekcije (Umar et al., 2000).
Pored Sampinjona jo$ su dve vrste bukovace Pleurotus nebrodensis (Inzenga) Quel. i P. eryngii
osetljive na ovog patogena. Na njima se mogu uociti deformacije karpofora, za koje se ranije smatralo
da su viroze (Sisto et al., 1997).

Prouzrokova¢ suve trulezi Sampinjona i bukovace je Lecanicillium fungicola (Preuss)
Hassebrauk (stari naziv Verticillium fungicola). U okviru vrste izdvojena su dva varijeteta: L.
fungicola var. fungicola i L. fungiciola var. aleophilum (Gams and Van Zaayen, 1982). Simptomi
bolesti su razli¢iti i zavise od stepena razvoja karpofora jestive gljive u toku infekcije i od koli¢ine
umesto pravilno diferenciranih karpofora. Pojavljuje se usled rane i jake infekcije u fazi zacetka
primordija. Infekcije u kasnijoj fazi razvoja daju razli¢ite promene poput uzduznog cepanja drske i
smedih pega na karpoforama. Moze se desiti da se pre berbe simptomi ne uoce, ve¢ da se pojave u
vidu pega nakon branja. Takve karpofore predstavljaju dodatni izvor infekcije u gajilistima (North
and Wuest, 1993). Nedavno je potvrdeno da se L. fungicola kao prouzrokova¢ suve trulezi moze
javiti i na Siitakama (Sharma et al., 2016).

Paucinastu plesan Sampinjona mogu izazvati tri vrste roda Cladobotryum: C. dendroides
(Bulliard: Fries) W. Gams and Hoozemans, C. mycophilum (Oudemans) W. Gams and Hoozemans i
C. varium Nees: Fries (Eicker and Van Greuning, 1991). Sve tri vrste izazivaju pojavu sivo-belih
kolonija nalik paucini na povrsini pokrivke. Masa konidija stvorena na tim kolonijama, pri dodiru sa
povrsinom karpofora Sampinjona, izaziva pojavu smedih pega, ¢ime smanjuju kvalitet i vrednost
proizvoda (Adie et al., 2006). Vrste roda Cladobotryum su najpoznatije po parazitiranju Sampinjona,
ali se mogu javiti i na mnogim drugim gajenim i divljim pecurkama. Utvrdeno je da vrsta C.
mycophilum moze jednako izazvati pauinastu plesan na Sampinjonima, vrstama bukovace P.
ostreatus, P. eryngii i Siitakama (Back et al., 2012; Gea et al., 2011, 2012, 2019a). Nedavno je
utvrdeno da je i vrsta C. dendroides prouzrokova¢ paucinaste plesni na Siitakama (Sharma et al.,
2016; Gea et al., 2018).

Vrste roda Trichoderma izazivaju bolest zelene plesni jestivih gljiva, koja nanosi ogromne
gubitke u prinosu Sirom sveta. U kompostu i na pokrivci se razvija tamnozelena kolonija patogena,
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Cije spore kasnije izazvaju pojavu smedih pega i lezija na karpoforama (Muthumeenakshi et al.,
1998). Kolonije neretko prekrivaju karpofore sampinjona izazivaju¢i njihovo truljenje (Seaby, 1996).
U gajilistima Sampinjona najStetnije vrste su: Trichoderma atroviride P. Karst, T. aggressivum f.
europaeum Samuels and W. Gams, T. aggressivum f. aggressivum Samuels and W. Gams i vrste iz
T. harzianum kompleksa, dok su u gajilistima bukova¢e dominantne: T. pleuroti S.H. Yu and M.S.
Park i T. pleuroticola S.H. Yu and M.S. Park, kao i vrste iz T. harzianum kompleksa (Hatvani et al.,
2007; Komon-Zelazowska et al., 2007; Kosanovi¢ et al., 2013; Innocenti et al., 2019). Vrste iz T.
harzianum kompleksa dominiraju i u gajilistima Siitake (Wang et al., 2016). Pored ovih vrsta u
gajilistima jestivih gljiva Cesto se srecu i mnoge druge manje znacajne vrste roda Trichoderma, koje
izazivaju manje ekonomske Stete.

2.3. Rod Trichoderma

Identifikacija i klasifikacija. Rod Trichoderma je prvi put spomenut davne 1794. godine
(Persoon, 1794). Obuhvata ve¢inom saprotrofne vrste koje uglavnom zive u zemljistu. Teleomorfni
stadijum ovog roda pripada razdelu Ascomycota, klasi Pyrenomycetes, redu Hypocreales, familiji
Hypocreaceae i rodu Hypocrea. Zbog morfoloske sli¢nosti, do 1969. godine se smatralo da postoji
samo jedna vrsta u okviru ovog roda — Trichoderma viride Pers., dok je danas uz pomo¢ molekularnih
analiza identifikovano preko 400 vrsta (Index Fungorum, 2023).

Sredinom 20. veka, Rifai (1969) je opisao devet “zbirnih* vrsta roda Trichoderma: T.
aureoviride Rifai, T. hamatum (Bonord.) Bain, T. harzianum, T. koningii Oudem, T. longibrachiatum
Rifai, T. piluliferum Rifai, T. polysporum (Link: Fr.) Rifai, T. pseudokoningii Rifai i T. viride, ¢ija je
podela bila zasnovana prema morfoloskim karakteristikama, odnosno prema nacinu grananja
konidiofora, karakteristikama i rasporedu fijalospora i morfologiji konidija. Svaka “zbirna” vrsta
obuhvatala je dve ili viSe do kraja nerazjasnjenih vrsta. Dvadesetak godina kasnije predlozena je nova
klasifikacija, zasnovana na morfoloskim karakteristikama takode, gde je rod podeljen u pet sekcija:
Trichoderma, Pachybasium, Saturnisporum, Longibrachiatum i Hypocreanum (Bisset, 1984, 1991a,
b, ¢, 1992; Gams and Bissett, 1998).

Otezana morfoloska identifikacija vrsta roda Trichoderma je uslovila razvoj metoda za brzu i
specifiénu detekciju i identifikaciju izolata (Kubicek et al., 2003), pa je poslednjih godina
molekularna identifikacija postala standard u klasifikaciji roda. Prve tehnike u istrazivanjima su bile
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) i RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA),
a kasnije i analiza genskih sekvenci (Lieckfeldt et al., 1998). Razvojem molekularnih metoda
baziranih na sekvenciranju i filogenetskim istrazivanjima (Kindermann et al., 1998; Kullnig-
Gradinger et al., 2002) doslo se do novih saznanja u identifikaciji vrsta roda Trichoderma. Pocetkom
dvehiljaditih godina identifikovano je prvih 100 vrsta (Druzhinina et al., 2006), a samo nekoliko
godina nakon toga se broj povecao na 300 (Druzhinina et al., 2011).

Prva istrazivanja vezana za molekularnu identifikaciju vrsta roda Trichoderma bila su
zasnovana na analizama sekvenci internalnog transkripcionog spejsera (ITS). Prajmeri za
amplifikaciju ITS regiona pronadeni su jo§ devedesetih godina proslog veka (White et al., 1990). Za
identifikaiju i karakterizaciju vrsta roda Trichoderma molekularnim i filogenetskim analizama, kao
najvaznije navode se sekvence ITS1 i ITS2 regiona, kao i tef-1a i rpb2 genskih regiona (Jaklitsch,
2006, 2011; Blaszcezyk et al., 2013). U cilju poboljSanja razvrstavanja unutar roda i zbog toga §to
ITS1/ITS2 regioni omoguciju slabije filogenetsko razdvajanje, pored ova dva regiona Kkoriste se i
regioni koji kodiraju tef-1a gen, rpb2 gen, endohitinaze, aktin i kalmodulin (Druzhinina et al., 2010;
Chaverri et al., 2015). Prema istrazivanjima, introni u tef-1o genu obezbeduju najbolje filogenetsko
razdvajanje unutar roda (Jaklitsch, 2006, 2011), pa je njihova upoterba pri identifikaciji veoma
srodnih vrsta roda Trichoderma od velikog znacaja. Najpouzdanija identifikacija vrsta dobija se
analizom kombinovanih molekularnih markera (Druzhinina et al., 2010; Chaverri et al., 2015;
Allaga et al., 2021).

Za brzu identifikaciju vrsta konstruisana su dva jednostavna bioinformati¢ka algoritma:
TrichOKey (analiza na osnovu ITS1/ITS2 sekvenci) i TrichoBLAST (analiza na osnovu ITS1/ITS2,
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tef-1a. i rpb2 sekvenci) (Druzhinina et al., 2005; Kopchinskiy et al., 2005), a upotrebom BLAST
programa moguce je determinisati sve poznate vrste roda (http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST).
Danas se sve poznate vrste roda Trichoderma mogu identifikovati PCR tehnikom, DNA
sekvenciranjem i primenom bioinformati¢kih algoritama. Zahvaljujué¢i pomenutim molekularnim
metodama, broj vrsta ovog roda je u stalnom porastu i danas obuhvata preko 400 vrsta (Index
Fungorum, 2023). Genske sekvence svih vrsta nalaze se deponovane u banci gena GenBank NCBI
(National Centar for Biotehnology Information).

Opste odlike vrsta roda Trichoderma. Vrste roda Trichoderma su ve¢inom saprotrofne
gljive, koje naseljavaju razlicite ekosisteme u razli¢itim klimatskim zonama (Kredics et al., 2014).
Mogu se nac¢i na drvetu i kori drvenastih biljaka u vecini slucajeva (83%), zatim na supstratu i
karpoforama pecuraka (13%), na zeljastim biljkama (2%) i u zemljistu (2%) (Atanasova et al., 2013).
Jedna od najbitinijih karakteristika po kojoj se istiCu je sinteza sekundarnih metabolita, koji se
masovno proizvode i primenjuju u razli¢itim biotehnoloskim procesima. Uloga sekundarnih
metabolita, pre svega, ima veliki znacaj u interakciji sa razli¢itim organizmima (Sivasithamparam
and Ghisalbert, 1998). Do danas je opisano preko 180 sekundarnih metabolita koje stvaraju vrste
roda Trichoderma (Sood et al., 2020). Takode, produkuju i veliki broj enzima (hitinaze, proteaze, -
1,3-glukanaze), koji razlazu ¢elijski zid micelije drugih organizama. Zahvaljuju¢i antagonistickim
svojstvima, pojedine vrste se mogu primenjivati u bioloskoj zastiti bilja od razli¢itih fitopatogenih
organizama, gde mogu biti direktni inhibitori njihovog rasta (hiperparazitizam, antibioza i
kompeticija) ili indirektni (podsti¢uéi rast i razvoj biljaka na razne nacine) (Sood et al., 2020).

Brojna antifungalna jedinjenja su izolovana iz razli¢itih vrsta roda Trichoderma: alameticin,
viridin, gliovirin, gliotoksin, ergosterol, peptavirin, koninginin, stigmasterol, trihodermin, trihokonin,
harzianolid, harzianopiridon, 6-fenil-piron (6-PP) i mnoga druga (Reino et al., 2008; Ali Khan et
al., 2020). Jedna od prvih antifungalnih supstanci izolovana je iz vrste T. viride (6-pentil-a-piron,
jedinjenje karakteristicnog mirisa kokosa), koja je koris¢ena kao inhibitor porasta fitopatogene gljive
Rhizoctonia solani (Dennis and Webster, 1971; Collins and Halim, 1972). U zastiti bilja
komercijalno su dostupne sledeCe vrste u sastavu biofungicida: T. harzianum, T. atroviride, T.
koningii i T. virens, koje se uspe$no koriste u suzbijanju mnogobrojnih fitopatogenih vrsta razli¢itih
rodova (Armillaria, Botrytis, Fusarium, Monilinia, Phoma, Phytophthora, Pythium, Sclerotinia,
Venturia, Verticillium i drugi) (Lumbsden et al., 1993; Monte, 2001). Upotreba ovakvih preparata
zasnovana je na tretiranju semena ili dodavanju ovih vrsta u zemljiSte gde se zajedno razvijaju sa
korenom biljke, sintetiSu sekundarne metabolite i parazitiraju druge patogene mikroorganizme
(Howell et al., 2000).

Sekundarni metaboliti pojedinih vrsta mogu se koristiti i u humanoj medicini. Primer je
dermadin (izolovan iz T. koningii i T. viride), koji se Kkoristi kao inhibitor rasta bakterija
Staphylococcus aureus i Escherichia coli (Tamura et al., 1975).

Kolonije koje obrazuju vrste roda Trichoderma su prvobitno vazdusaste, vunaste do
paucinaste, beliCaste do Zuckaste boje, a nakon sporulacije postaju smaragdno do tamnozelene.
Uglavnom brzo rastu 1 ponekad mogu imati aromati¢an miris koji podseca na kokos, zahvaljujuéi
antifungalnoj supstanci 6-pentil-a-piron. Na ¢vrstoj hranljivoj podlozi se razvijaju u koncentri¢nim
krugovima. Obrazuju uspravne, bezbojne 1 piramidalne konidiofore. Konidije su jednocelijske,
ovalne ili elipsoidne, lepljive, zelene boje i prose¢nih dimenzija 3 — 5 X 2 — 4 pm. Micelija moZe
obrazovati i jednocelijske hlamidospore loptastog oblika (Seaby, 1996; Kosanovi¢ et al., 2013).

Vrste roda Trichoderma mogu biti korisne kao agensi bioloske zastite, ali i Stetne kao
agresivni patogeni gajenih pecuraka. Poslednjih decenija je uoc¢eno da brojne vrste roda Trichoderma
izazivaju pojavu zelene plesni, bolesti jestivih pecuraka koje se u industrijskom obimu gaje u svetu,
poput Sampinjona, bukovace i Siitake (Hatvani et al., 2007). Zelena plesan jestivih gljiva se
manifestuje pojavom simptoma pegavosti i trulezi karpofora pecuraka i kolonizovanjem supstrata za
njihov uzgoj. Micelija je u pocetku belicaste boje, a nakon sporulacije postaje tamnozelena, po cemu
je bolest i dobila ime (Kosanovié et al., 2013).


http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST

2.3.1. Vrste roda Trichoderma - patogeni Sampinjona

Prve znacCajne epifitocijske pojave zelene plesni Sampinjona uocene su devedesetih godina 20.
veka u Evropi (Velika Britanija i Irska) (Seaby, 1987; Doyle, 1991), Americi i Kanadi (Rinker, 1993;
Romaine et al., 1996), kada je pojava bolesti izazvala gubitke od 30 do 100% prinosa. Nakon toga,
bolest se brzo prosirila u druge zemlje (Geels, 1997; Hermosa et al., 1999; Mamoun et al., 2000).
Iz svih zaraZzenih gajiliSta izolovana je vrsta T. harzianum. Medutim, na osnovu morfologije,
odgajivackih karakteristika i patogenosti, utvrdeno je da su bolest izazvala tri biotipa poreklom iz
Britanije (Thl, Th2 i Th3) i jedan poreklom iz Severne Amerike (Th4) (Seaby, 1987), koji su kasnije
identifikovani kao nove vrste i forme. Biotip Th2 sa Britanskih ostrva identifikovan je kao T.
aggressivum f. europaeum Samuels and W. Gams, a biotip Th4 iz Severne Amerike kao T.
aggressivum f. aggressivum Samuels and W. Gams (Samuels at al., 2002). Tokom poslednje dekade,
agresivna forma T. aggressivum f. europaeum se pojavila i u gajilistu Srbije (Kosanovi¢ et al., 2013).
U gajilistima Sampinjona se mogu naéi i neke druge manje agresivne vrste roda Trichoderma: T.
longibrachiatum, T. ghanense, T. atroviride, T. koningii i T. virens (Hatvani et al., 2007; Kosanovi¢
et al., 2013). U Srbiji je na Sampinjonu potvrdeno prisustvo sledecih vrsta iz roda Trichoderma: T.
aggressivum f. europaeum, T. harzianum, T. atroviride, T. koningii i T. virens (Kosanovi¢ et al.,
2013).

Simptomi Kkoje izazivaju ove vrste se javljaju u vreme prorastanja micelije Sampinjona kroz
supstrat u vidu guste, u pocetku bele mase micelije koja nakon sporulacije postaje tamnozelena do
smaragdna, a zatim i u vidu pega i nekroza boje rde na SeSirima i drSkama karpofora Sampinjona,
nakon dospevanja i klijanja spora na njima (Kredics et al., 2010; Kosanovi¢ et al., 2013). Pove¢ano
prisustvo grinja iz roda Pygmephorus, poznatih pod nazivom crveni pauk, mogu ukazivati na prisutvo
bolesti zelene plesni u gajilistu Sampinjona, jer se one hrane sporama roda Trichoderma (Samuels et
al., 2002). Najznacajniji prouzrokovaci zelene plesni u gajilistima Sampinjona su vrste iz kompleksa
T. harzianum i dve forme vrste T. aggressivum (europaeum i aggressivum) (Samuels at al., 2002;
Hatvani et al., 2007; Kosanovi¢ et al., 2013).

Trichoderma harzianum (Rifai). Vrsta T. harzianum obrazuje kolonije koje se brzo razvijaju
i formiraju vazdusastu miceliju u pocetku svetlije Zuto-zelene boje koja se za kratak period promeni
nakon sporulacije u tamnozelenu boju. Konidiofore su uspravne, bezbojne i grade piramidalne
strukture. Fijalide su postavljene pod uglom od 90 stepeni, dimenzija 3,5—7,5x2,5—-3,8 umido 10
um duge. Konidije su jednocelijske, ovalne, elipsoidne, zelene i dimenzija (2,5) — 3,5 % (2,6) — 3 pm.
Optimalna temperatura za razvoj ove vrste je 25 — 30°C (Kosanovi¢, 2013). Isti temperaturni uslovi
vaze i za agresivne forme vrste T. aggressivum, za koje je poznato da su filogenetski veoma sli¢ne sa
T. harzianum i smatra se da su nastale iz dva nezavisna izvora u Evropi i Severnoj Americi
prilagodavaju¢i se uslovima sredine u gajiliStima Sampinjona (Hermosa et al., 2000). Vrsta T.
harzianum je Siroko rasprostranjena i najprisutniji prouzrokovac¢ zelene plesni u gajilistima jestivih
gljiva. Cesto se srece u gajilistima $ampinjona i bukovace (Park et al., 2006; Hatvani et al., 2007,
Kosanovi¢ et al., 2013), a posebno u gajilistima Siitake (Lee et al., 2008; Kim et al., 2012; Wang
et al., 2016), gde predstavlja najznacajnijeg prouzrokovaca zelene plesni. Takode, T. harzianum se
koristi kao baza komercijalno dostupnih biofungicida Sirom sveta 1 ima vaznu ulogu u bioloskom
suzbijanju fitopatogenih gljiva (Troian et al., 2014).

Ova vrsta je definisana kao kompleks (“zbirna vrsta”), odnosno kao skup taksonomski veoma
bliskih vrsta — “T. harzianum species complex” (THSC). Brojna filogenetska istrazivanja usmerena
su na identifikaciju vrsta u okviru ovog kompleksa (Chaverri et al., 2015; Oskeira et al., 2015;
Allaga et al., 2021). U pocetku se smatralo da se u okviru ove vrste nalazi sedam podvrsta, ali je
tokom 2015. godine uradena reidentifikacija po kojoj se u okviru T. harzianum kompleksa nalazi 14
vrsta: T. harzianum; Trichoderma guizhouense Q.R. Li, E.H.C McKenzie and Yong Wang;
Trichoderma inhamatum Veerkamp and W. Gam; Trichoderma lentiforme (Rehm) P. Chaverri,
Samuels and F.B. Rochae; Trichoderma lixii (Pat.) P. Chaverri, Trichoderma afarasin P. Chaverri
and F.B. Rocha; Trichoderma afroharzianum P. Chaverri and F.B. Rocha; Trichoderma
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atrobrunneum F.B. Rocha, P. Chaverri and W. Jaklitsch; Trichoderma camerunense P. Chaverri and
Samuels; Trichoderma endophyticum F.B. Rocha, Samuels and P. Chaverri; Trichoderma
neotropicale P. Chaverri and F.B. Rocha; Trichoderma pyramidale W. Jaklitsch and P. Chaverri;
Trichoderma rifaii F.B. Rocha, P. Chaverri and Samuels i Trichoderma simmonsii. P. Chaverri, F.B.
Rocha, Samuels, Degenkolb and W. Jaklitsch (Chaverri et al., 2015).

Najcesce izolovane vrste iz T. harzianum kompleksa u gajilistima pecuraka, udruzene sa T.
harzianum, su T. atrobrunneum, T. guizhouense i T. simmonsii (Oskeira et al., 2015; Innocenti et
al., 2019; Gruji¢ et al., 2019). Konacan broj vrsta u okviru T. harzianum kompleksa nije utvrden, pa
su tako Allaga et al. (2021) iz gajilista Siitake u Madarskoj izolovali vrstu Trichoderma pollinicola
F. Liu and L. Cai. Gruji¢ et al. (2019) su u Srbiji potvrdili prisustvo vrste T. guizhouense.

Trichoderma aggressivum (Samuels and W. Gams). Dve agresivne forme nove vrste T.
aggressivum su dominantne u gajilistima Sampinjona Evrope - Trichoderma aggressivum f. europeum
(Samuels and W. Gams) i Severne Amerike - Trichoderma aggressivum f. aggressivum (Samuels and
W. Gams). Filogenetski su dosta sli¢ne prethodno opisanoj T. harzianum vrsti. Vrsta T. aggressivum
f. aggressivum obrazuje fijalide dimenzija (4,0-) 5,7 — 7,8 (-21) x (1,3-) 2,7 — 3,5 (-4,3) um i
hlamidospore pre¢nika 5,3 — 8,7 um, dok T. aggressivum f. europaeum obrazuje fijalide dimenzija
(4,0-) 4,3-59 (-6,1) x (2,3-) 2,9 — 3,7 (-5,0) um i hlamidospore pre¢nika 7,7 — 11, 3 um. Ove dve
forme se morfoloski medusobno mogu razlikovati jedino po tome $to su statisticki (interval poverenja
95%) fijalide T. aggressivum f. aggressivum (7,5 — 7,8 um) duze od fijalida T. aggressivum f.
europaeum (6,5 — 7, 0 um) (Samuels et al., 2002). Pored toga, Seaby (1996) je zabelezio razlike u
morfologiji kolonija, a takode su primecene i razlike u brzini porasta kolonije.

U Srbiji je potvrdeno prisustvo T. aggressivum f. europaeum (Kosanovié¢ et al., 2013) i
pretpostavlja se da je uneSena kompostom uvezenim iz Madarske. Prirodno staniSte vrste T.
aggressivum jos$ uvek nije poznato, a u moguce prenosioce se ubrajaju vozila za transport supstrata,
osoblje u gajilistu, insekti, nematode i grinje (Kredics et al., 2010). Smatra se da je Sirenje evropske
forme ove vrste u Velikoj Britaniji zapoceto preko zajednickih kupaca, prevoZenjem komposta od
jednog proizvodaca do drugog, a pretpostavka je da je 1 u nasu zemlju tako uneta.

Savoie et al. (2001) navode da je T. aggressivum agresivnija u odnosu na T. harzianum
zahvaljujuéi boljoj adaptaciji 1 vecoj toleranciji na druge mikroorganizme u kompostu, $to joj
omogucuje kolonizaciju vece povrSine komposta pre direktne interakcije sa A. bisporus.

2.3.2. Vrste roda Trichoderma - patogeni bukovace

Zelena plesan bukovace je prvobitno uocena u Severnoj Americi, koju je izazvala vrsta T.
viride (Sharma and Vijay, 1996), ali su prvi znacajni gubici zabelezeni u Severnoj Koreji (Yu,
2002), gde je je vecina izolata pripadala dvema kasnije identifikovanim novim vrstama: Trichoderma
pleuroti S.H. Yu and M.S. Park i Trichoderma pleuroticola S.H. Yu and M.S. Park (Park et al.,
2006). Pocetkom 21. veka, znacajni gubici kao posledica bolesti zelene plesni zabeleZini su i u
gajilistima bukovace Sirom Evrope (Kredics et al., 2006; Hatvani et al., 2007, 2012; Gea, 2009;
Blaszczyk et al., 2013), gde je vecina izolata pripadala prethodno navedenim novoidentifikovanim
vrstama. Pored ove dve najdominantnije vrste, Hatvani et al. (2007) su iz supstrata Sampinjona i
bukovace izolovali i druge manje zastupljene vrste: T. harzianum, T. longibrachiatum, T. ghanense,
T. asperellum i T. atroviride. U Srbiji je na bukovaci potvrdeno prisustvo vrsta iz kompleksa T.
harzianum: T. afroharzianum, T. guizhouense i T. simmonsii (Allaga et al., 2021).

Trichoderma pleuroti (S.H. Yu and M.S. Park). Vrsta T. pleuroti poseduje morfoloske
karakteristike tipicne za rod Gliocladium. Na PDA podlozi nakon 72 h obrazuje kolonije polupre¢nika
52 — 60 mm, sivkasto-zelene boje, koje vremenom postaju tamnije. Konidiofore su dimenzija 3 - 4 x
4 — 13 um. Konidije su elipsoidnog oblika, bledozelene boje, glatkih zidova i dimenzija 3,6 x 2,1 pm,
a pored njih moZe obrazovati i manji broj hlamidospora. Ova vrsta je izolovana samo iz gajiliSta
bukovace i do sada nije pronadena van njega. Zbog toga se pretpostavlja da ona moze biti endofit
biljaka koje se koriste za pripremu supstrata — pSenice, pirin¢a, pamuka (Komon-Zelazowska et al.,
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2007). Nedavno je otkriveno jedinjenje tripleurin koje ova vrsta sintetiSe 1 koje je izmedu ostalog
odgovorno za inhibiciju rasta micelije bukovace (Marik et al., 2017).

Trichoderma pleuroticola (S.H. Yu and M.S. Park). Vrsta T. pleuroticola poseduje
morfoloske karakteristike tipicne za sekciju Pachybasium. Na PDA podlozi obrazuje kolonije
polupre¢nika 60 — 65 mm nakon 72 h, u pocetku zelenkasto-sive, a kasnije tamnozelene boje.
Konidiofore su dimenzija 3,0 — 4,2 x 4,2 — 9.5 um i formiraju male pustule koje se spajaju u Sirokim
koncentricnim zonama. Konidije su okruglaste do Siroko elipsoidne, svetlozelene boje i dimenzija 3,7
x 2,8 um, a pored njih obrazuje i hlamidospore dimenzija 4 — 10 um (Komon-Zelazowska et al.,
2007). Za razliku od prethodne vrste koja je pronadena samo u gajilistu bukovace, ova vrsta se moze
naci 1 van gajiliSta 1 izolovati iz zemljista, biljnih ostataka, drveta u raspadanju ili divlje bukovace
(Komon-Zelazowska et al., 2007; Hatvani et al., 2008; Kredics et al., 2009). Obe vrste su
filogenetski dosta sli¢ne vrsti T. aggressivum (Park et al., 2006; Komon-Zelazowska et al., 2007).
Mogu biti izolovane iz supstrata bukovace u toku inkubacije kada ne postoje vidljivi simptomi i u
toku plodonosenja kada su jasno uocljive zelene kolonije na povrSini supstrata. Spore patogena lako
se mogu prenositi unutar gajilista, a pronadene su i u telima insekata iz familija Phoridae i Sciaridae
(Innocenti and Montanari, 2014). Takode, smatra se da se ove mikopatogene vrste odrzavaju i $ire
preko supstrata. U gajiliStu se mogu naci obe vrste zajedno ili moze dominirati samo jedna od njih,
pa je na primer zabelezeno da je u Italiji dominantnija T. pleuroticola, a da se u Madarskoj ¢esce
javlja T. pleuroti (Komon-Zelazowska et al., 2007).

2.3.3. Vrste roda Trichoderma - patogeni Siitake

Zelena plesan, izazvana razli¢itim vrstama roda Trichoderma, moze napasti i unistiti supstrat
za rast micelije Siitake 1 tako smanjiti prinos i ove jestive gljive. Vrste koje su identifkovane u
gajilistima Siitake su Trichoderma polysporum Rifai i T. harzianum (Komatsu, 1976; Tokimoto and
Komatsu, 1979), zatim Trichoderma oblongisporum Bisset, T. viride, T. longibrachiatum, T.
atroviride i T. pleuroticola (Jiang et al., 1995; Wang et al., 2016). 1z zarazenog komposta $iitake u
Kini, ¢ak 68% izolata identifikovano je kao vrsta T. harzianum, $to ukazuje da je ova vrsta
najznacajniji prouzrokovac zelene plesni §iitake u odnosu na ostale izolovane vrste (Lee et al., 2008;
Wang et al., 2016). Allaga et al. (2021) su identifikovali T. atrobrunneum, T. guizhouense, T.
simmonsii i T. pollinicola kao dominantne vrste u okviru T. harzianum kompleksa medu izolatima iz
gajilista Siitake. U Srbiji je na S$iitaki potvrdeno prisustvo vrsta iz kompleksa T. harzianum: T.
atrobrunneum, T. guizhouense i T. simmonsii (Allaga et al., 2021).

2.3.4. Interakcija vrsta roda Trichoderma i jestivih gljiva

Brojna istrazivanja su sprovedena kako bi se utvrdilo na koji na¢in vrste roda Trichoderma
dospevaju do jestivih gljiva i kakav medusobni odnos uspostavljaju. Nije u potpunosti razjaSnjeno na
koje se sve nacine prenose ovi mikopatogeni 1 kako se prvobitna interakcija odvija, ali dosada$nja
istrazivanja ukazuju da se uglavnom prenose zarazenim supstratom i da prisustvo micelije domacina
uslovljava njihov rast i razvoj (Romaine et al., 2005; Kredics et al., 2010).

Vrste roda Trichoderma su uglavnom kompetitori drugih mikroorganizama i micelije
Sampinjona sve do trenutka dok ne iskoriste sve raspolozive hranljive materije, kada zapocinju sa
parazitiranjem 1 liziranjem hifa Sampinjona (Savoie et al., 2001; Williams et al., 2003). Uspesnu
kompetitivnost za prostor i hranljive materije ostvaruju sintetisanjem vancelijskih enzima, toksi¢nih
metabolita i isparljivih organskih jedinjenja. Zabelezeno je da A. bisporus inicira prorastanje
komposta vrstama roda Trichoderma i da se one ne razvijaju ili se dosta slabije razvijaju ukoliko u
kompostu nema micelije Sampinjona (Romaine et al., 2005). Upravo se agresivnost vrste T.
aggressivum u odnosu na T. harzianum pripisuje boljoj i vecoj kolonizaciji supstrata pre direktne
veze sa Sampinjonom (Savoie et al., 2001).
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Sintezom liti¢kih enzima, antifungalnih komponenti i sekundarnih metabolita prouzrokovaci

Vrste T. pleuroti i T. pleuroticola se razlikuju po morfoloskim, ekolo$kim i metaboli¢kim
karakteristikama, ali i u pogledu delovanja na bukovacu. Obe vrste inhibiraju razvoj bukovace i
pleuroticola (Komon-Zelazowska et al., 2007; Sobieralski et al., 2012), navode¢i da prilikom
prodiranja u miceliju bukovace T. pleuroti izaziva odgovaraju¢u antagonisticku reakciju, dok T.
pleuroticola ne izaziva nikakvu vidljivu reakciju domacina. Medutim, in vitro i in vivo ispitivanjima,
Innocenti et al. (2019) su zabelezili vecu agresivnost vrste T. pleuroticola. Klijavost i rast spora
prouzrokovaca zelene plesni je najbolja kada je temperatura supstrata povisena (oko 30°C). Kada se
spore patogena nadu u blizini bukovace, adsorbuju se za ¢elijski zid micelije domacina, pri c¢emu se
prepoznavanje vrsi uz pomo¢ lektina. Nakon toga spore patogena klijaju i brzo se Sire kroz supstrat
domacina (Qui et al., 2017).

2.4. Primena etarskih ulja u bioloSkoj zastiti gajenih kultura od bolesti

Na osnovu dosadasnjih istrazivanja, moze se reci da je potvrdena efikasnost razlicitih etarskih
ulja u sprecavanju razvoja patogena U in Vitro ispitivanjima. Najveéi broj ispitivanja odnosi se na
uskladisteno vocée i povrée, gde je zabelezeno znacajno smanjenje razvoja skladisnih patogena
potapanjem, premazivanjem ili prskanjem plodova rastvorima etarskih ulja (Hadizadeh et al., 2009;
Nabigol and Morshedi, 2011; Abdel-Kader, 2011). Pored toga, potencijalni oblici primene etarskih
ulja u bioloskoj zastiti voca i povrca od patogena, zabelezeni su u procesu fumigacije voéa (Liu et
al., 2002), inkorporiranju u pakovanja sa modifikovanom atmosferom (Nakatsu et al., 2000), zatim
u tretmanima zemljista pre setve (Nguefack et al., 2008), prskanjem listova biljaka u polju (El-
Mougy, 2009) i drugim. Kao fumiganti mogu se primenjivati u vidu granularnih formulacija ili u
vidu spreja. U lzraelu su patentirane kapsule, koje omogucavaju postepeno oslobadanje etarskih ulja
(Koul et al., 2008).

Komercijalna primena etarskih ulja zahteva odobren patent 1 obezbedenu dovoljnu koli¢inu
standardizovanog etarskog ulja. Potrebno je obezbediti vece koli¢ine etarskog ulja vodeci rac¢una o
njegovoj postojanosti, koju je teze obezbediti imajuci u vidu promenljivost sastava ulja kao posledicu
razli¢itih geoklimatskih i genetickih faktora. Pri formulisanju je potrebno voditi ratuna da se
dodavanjem razli¢itth nosaa ne umanji antimikrobni potencijal, a takode je bitno odraditi 1
organolepticke testove, jer tretmani ne smeju uticati na kvalitet tretiranih sirovina. U pojedinim
zemljama su dostupni biopreparati na bazi etarskih ulja koji se koriste kao insekticidi, fungicidi ili
herbicidi: SporanTM (EcoSMART Tehnologies, California, USA) na bazi etarskog ulja ruzmarina
(fungicid), MartinTM (EcoSMART Tehnologies, California, USA) na bazi karanfili¢a 1 eugenola
(herbicid i fungicid) (Koul et al., 2008); Timorex EC 66 i Timorex Gold (Stockton — Agrimor, Petach
Tikva, Israel) na bazi ulja ¢ajnog drveta (fungicid, baktericid i insekticid) (Carson et al., 2006;
Reuveni et al., 2006; Kosanovic et al., 2013; Mihajlovi¢ et al., 2013), Ozoneem Trishul (Biogenesis
d.o.o., Backa Topola, Srbija) i drugi preparati na bazi nim ulja i njegove aktivhe komponente
azadiraktina (insekticid i fungicid) (Campos et al., 2016) i mnogi drugi.

2.4.1. Dosadas$nja istraZivanja u zaStiti jestivih gljiva

Fungitoksicno dejstvo preparata na bazi biljnih ekstrakata, etarskih ulja i njihovih komponenti
nije jako, ali se mogu koristiti kao dopuna hemijskim sredstvima, smanjujuci tako upotrebu klasi¢nih
hemijskih preparata na §to manju meru (Potocnik et al., 2015). Imajuéi u vidu mali broj dostupnih
fungicida i razvoj rezistentnosti prema postoje¢im preparatima u gajili§tima jestivih gljiva, poslednjih
decenija sprovedena su brojna ispitivanja bazirana na proucavanju antifungalne aktivnosti etarskih
ulja prema prouzrokovacima bolesti jestivih gljiva. Toksi¢nost razliCitih etarskih ulja prema L.
fungicola, M. perniciosa i vrstama roda Cladobotryum u in vitro uslovima zabeleZena je u brojnim
radovima (Glamoclija et al., 2006; Tanovi¢ et al., 2006, 2009; Sokovi¢ and Van Griensven, 2006;
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Sokovié et al., 2009; Lukovi¢ et al., 2018). Najjace dejstvo prema ovim mikopatogenim gljivama
ispoljila su ulja cimeta, karanfili¢a, timijana i ¢ajnog drveta (Tanovi¢ et al., 2006; Lukovi¢ et al.,
2018). Etarska ulja origana, majcine duSice i nane ispoljila su jako dejstvo prema vrstama roda
Trichoderma: T. aggressivum f. europaeum, T. harzianum, T. atroviride i T. viride (Sokovi¢ and
Van Grienven, 2006; Purovi¢-Pejcev et al., 2014; Lukovi¢ et al., 2020) u in vitro uslovima.
Zadovoljavajucu efikasnost prema T. harzianum u gajilistu bukovace (Angelini et al., 2008) i u
gajiliStu Sampinjona (Kosanovi¢ et al., 2013) ispoljilo je etarsko ulje cajnog drveta, dok je etarsko
ulje majc¢ine dusice ispoljilo zadovoljavajuéu efikasnost u gajilistu Sampinjona prema C. mycophilum
(Gea et al., 2019b) i prema M. perniciosa (Regnier and Combrinck, 2010).

2.5. Etarska ulja lekovitog i aromati¢nog bilja

Biljke su godinama sluzile kao izvor bioloski aktivnih supstanci. Uzimajuéi u obzir da mogu
produkovati na stotine metabolita, postoji veliko interesovanje za njihovo fitohemijsko ispitivanje
(Rios and Recio, 2005). Specifi¢ni, najéesce tecni i mirisni produkti biljnog tkiva, nazivaju se etarska
ulja, dok se biljke u kojima su glavni sastojci etarska ulja nazivaju aromati¢nim biljkama. Aromati¢ne
biljke su dosta rasprostranjene u prirodi, a veliki broj njih se gaji radi proizvodnje sirovina
(aromati¢nih droga), zac¢ina i etarskih ulja. Ponekad je tesko odrediti da li su biljke vaznije kao lek,
hrana, zaCin ili industrijska sirovina, a samim tim i preciznu definiciju lekovitog bilja (KiSgeci i sar.,
2009). Koli¢ina ulja u lekovitim i aromati¢nim biljkama varira u Sirim granicama i najéesce je u
opsegu od 0,05 do 20%. Hemijski sastav etarskih ulja takode varira i uglavnom su to slozene smese
razli¢itih monoterpena, seskviterpena i fenilpropanskih jedinjenja (Kovacevié¢, 2004).

Sirovine i etarska ulja lekovitog i aromati¢nog bilja upotrebljavaju se pre svega u hemijsko-
farmaceutskoj industriji, zatim u proizvodnji kozmetickih preparata i parfimerijskih proizvoda, u
prehrambenoj industriji kao zacini i aditivi poslastica i napitaka, u duvanskoj industriji itd. (Sarié¢,
1989; Kisgeci i sar., 2009). Od preko 250 000 cvetnica, samo je 6% ispitivano na potencijalnu
biolosku aktivnost, dok je 15% analizirano fitohemijski, Sto ukazuje da je ova oblast nedovoljno
istrazena i da joj treba posvetiti viSe paznje (Heinrich et al., 2014).

2.5.1. OpSste karakteristike lekovitih i aromati¢nih biljaka

Pitoma nana (Mentha piperita L.) pripada familiji Lamiaceae. Poznata je i pod drugim
narodnim nazivima: crna nana, metvica, paprena nana, metva i drugim. To je viSegodiSnja zeljasta
biljka, visine 1 do 80 cm sa razgranatim i poleglim ili uspravnim stablom, naj¢esce zelene do ljubicaste
boje. Listovi su joj jajasto kopljasti, naizmeni¢no postavljeni, nazubljeni, zelene do crvenkaste boje i
jakog mirisa. Jak miris poti¢e od velike koliine etarskog ulja. Cvetovi su grupisani na drSkama,
svetloljubicaste boje 1 dvopolni. Plod je oraSica sa Cetiri semena, ali se biljka razmnoZava pretezno
vegetativnim putem. Uzgaja se u vrtovima, dok se divlja vrsta moze na¢i uglavnom na vlaznim
staniStima. Biljka pitome nane se koristi kao lekovita i kao zacinska biljka. Ima Siroku primenu u
narodnoj medicini, farmaceutskoj i kozmetickoj industriji. Bogata je gvozdem, selenom, cinkom,
organskim Kiselinama, karotinom, beatinom i etarskim uljem, koje je glavna aktivna materija
(Gursky, 1999). Kao dominantne komponente etarskog ulja pitome nane navode se monoterpeni,
dok ukupan broj komponenti varira od 26 (Sokovi¢ et al., 2009) do 48 (Nikoli¢ i sar., 2013). Nikolié
i sar. (2013) navode da su mentol (35,57%) i menton (22,5%) najdominantnije komponente, dok
Sokovi¢ et al. (2009) beleze pored mentola (37,4%) i mentona (12,7%), znacajno prisustvo i
mentilacetata (17,4%). Pored mentola, mentona i mentilacetata, u dominantne komponente moze se
ubrojiti i mentofuran (Pino et al., 2002). Prisustvo etarskog ulja u zdravoj biljci pitome nane varira,
najvise je zastupljeno u vr$nim i mladim listovima, dok se najkvalitetnije ulje dobija u vreme cvetanja
(Tucakov, 1990).

Divlja nana (Mentha spicata L.) pripada familiji Lamiaceae. Morfoloski je dosta slicna
pitomoj vrsti. Uglavnom je prisutna kao samonikla biljka na vlaznijim staniStima. Smatra se jako
lekovitom 1 Cest je sastojak raznih lekovitih Cajeva 1 preparata. Prijatnog je mirisa i bogata etarskim
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uljem (Gursky, 1999). Zbog lekovitih svojstava i sve veée potraznje u farmaceutskoj, kozmetickoj i
prehrambenoj industriji viSe nije samo samonikla biljka, ve¢ se komercijalno uzgaja Sirom sveta.
Sokovi¢ et al. (2009) beleze prisustvo ukupno 27 komponenti u sastavu etarskog ulja, od kojih su
najdominantnije karvon (49,5%), menton (21,9%), limonen (5,8%) i 1,8-cineol (3%). lako morfoloski
sli¢na pitomoj nani, znacajno se razlikuje od nje po hemijskom sastavu. Razlika je zasnovana na tome
Sto se oksidacija monoterpena odvija na razliitim mestima na p-mentan prstenu. Pitoma nana stvara
isklju¢ivo monoterpenoide na C3 atomu (menton i mentol), dok divlja nana stvara proizvode
isklju¢ivo na C6 atomu (karvon) (Popovié, 2005). Zabelezena je i razlika u prinosu etarskih ulja ove
dve vrste, i to u korist pitome nane (Mahboubi, 2021).

Majcina dusica (Thymus serpyllum L.) pripada familiji Lamiaceae. Poznata je i pod drugim
narodnim imenima: timijan livadski, bakina dusSica, divlji bosiljak, vrisak i drugim. VisegodiSnja je
zeljasta biljka sa jednogodis$njim stablom i drvenastim donjim delom (trajna biljka), sli¢na je grmu
poleglom po zemlji iz kog izrastaju oko 30 cm duga zelena stabla. Dok je biljka mlada, stabljike mogu
biti i crvenkaste boje. Listovi su sitni, elipsasti, na vrhu blago zasSiljeni, zeleno-sive boje i sa kratkim
dr§kama. Cvetovi su ruzi¢aste do lila boje, grupisani na vrhovima stabljika, jakog i prijatnog mirisa.
Majcina duSica uglavnom raste na osuncanim livadama, brezuljcima i padinama, ali se moze uzgajati
i uvrtovima kao Thymus vulgaris. Moze se koristiti kao za¢inska i lekovita biljka. Bogata je gvozdem,
kalcijumom, taninima, flavonoidima, organskim kiselinama i etarskim uljem. Etarsko ulje je izrazito
aromati¢no, zuto sa crvenkastom nijansom, ljutog ukusa i jakog mirisa (timol) (Gursky, 1999).
Lekoviti sastojci se isklju¢ivo nalaze u listovima i cvetovima, pre svega etarsko ulje. Najzastupljenije
komponente su fenoli (timol, karvakrol, borneol i drugi), koji su najodgovorniji za jako antifungalno
dejstvo biljke. Smatra se da timol i karvakrol deluju na enzime ¢elijskog zida i na taj na¢in ispoljavaju
inhibitorno antifungalno dejstvo (Sokovi¢ et al., 2009). Analizom etarskog ulja maj¢ine dusice iz
Srbije, identifikovano je ukupno 65 komponenti podeljenih u pet grupa. Izdvojeni su germakren-D
(16%), trans-nerolidol (24,2%) i timol (7%) (Petrovié i sar., 2014).

Bosiljak (Ocimum basilicum L.) pripada familiji Lamiaceae. Poznat je i pod narodnim
nazivima: bosiok, bosilje, mislodin, bazilika, maslidan i drugim. JednogodiSnja je zeljasta biljka,
razgranatog stabla i visine oko 40 cm. Listovi su jajoliko kopljasti, zasiljeni na krajevima i postavljeni
vrhovima stabljika. Biljka ima jak 1 prijatan miris. Uzgaja se u baStama i vrtovima na osun¢anim 1
humusom bogatim zemljistima. Moze se koristiti kao lekovita i za¢inska biljka. Bogata je taninima,
glikozidima, saponinima, mineralnim materijama, Secerima, askorbinskom kiselinom 1 etarskim
uljem (0,4-0,8%). Etarsko ulje sadrzi eugenol, cineol, metil-kavikol (estragol), kamfor, timol i druge
komponente, koje se mogu koristiti kao antimikrobna jedinjenja (Gursky, 1999). Najve¢i prinos ulja
dobija se tokom i nakon cvetanja, dok je najmanji pre cvetanja biljke (Toncer et al., 2017). Glavne
komponente etarskog ulja iz Srbije su linalol (51,52-74,73%) i metil-kavikol (2,49-18,79%) (Jela¢ié¢
i sar., 2011), a pored njih mogu biti zastupljeni: 1,8-cineol, geraniol, eugenol, kamfor, kamfen, o-
pinen i drugi (Stanojevi¢ et al., 2017).

Kantarion (Hypericum perforatum L.) pripada familiji Hyperaceae. Poznat je i pod narodnim
nazivima: gospino zelje, gospin cvet, krvavac, bljuzgavac, ivanj¢ica i drugim. Visegodisnja je zeljasta
biljka sa uspravnim i u gornjem delu razgranatim stablom, visine od 20 do 70 cm. Listovi su jajasti,
naspramni, glatki i celi po obodu. Cvetovi su grupisani i smes$teni na vrhovima stabala i grancica,
zlatnozute boje. Biljka ima karakteristian miris i opor, gorak i aromati¢an ukus. Raste na suvim
brezuljcima, poljima 1 livadama, na ivicama Suma 1 kamenitim podrucjima. Bogat je gvozdem,
taninima (9-11%), antocijanima, karotinom, holinom, vitaminom C, hiperacinom, etarskim uljem
(0,1-0,2%). U tragovima su prisutni i alkaloidi. Uglavnom se koristi kao lekovita biljka (Gursky,
1999). Najdominantnije komponente su 2-metil oktan, a-pinen i B-kariofilen (Pavlovi¢ et al., 2006;
DPordevi¢, 2015). Maggi et al. (2010) beleze da su pB-kariofilena i germakren D prisutni u sastavu sa
preko 19%.

Hajducka trava (Achillea millefolium L.) pripada familiji Asteraceae. Poznata je i pod
narodnim nazivima: hajducica, spori$, obicni stolisnik, ramonika, kostret, vrazja kopriva, petrovsko
cvece 1 drugim. Visegodisnja je zeljasta biljka sa puze¢im rizomom. Stabljika je uspravna i samo u
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gornjem delu razgranata, visine od 20 do 80 cm, svetlozelene do crveno-smede boje. Listovi su
perasto deljeni na veliki broj sicusnih i linearnih reznjeva, po ¢emu je biljka i dobila jedan od narodnih
naziva - stolisnik, ali i latinski naziv — millefolium. Cvetovi su grupisani u glavicaste cvasti i
postavljeni na vrhovima stabljika, zuto-bele boje ili Zuto-ruzicaste boje. Mlade biljke su prekrivene
dlakama, koje kasnije skoro sve opadnu (Misan i sar., 2013). Biljka raste na osun¢anim obroncima i
paSnjacima, a moze se naci i po rubovima oranica. Sadrzi dosta etarskog ulja, vitamine K i C,
alakloide, flavonoide, masne kiseline, fosfate, kalijumove soli i sumpor (Gursky, 1999). Uglavhom
se koristi kao lekovita biljka, ali se kao mlada moze koristiti u ishrani, pre svega mladi listovi kao
aromati¢an dodatak jelima, sirevima i salatama. Etarsko ulje hajducke trave bogato je kamforom (od
9,7 do 21%) (Rahimmaleka et al., 2009; Haziri et al., 2010; Alinezhad et al., 2011). Uz kamfor
Haziri et al. (2010) navode 1,8-cineol (22%), Rahimmaleka et al. (2009) borneol (47,23%) i
Alinezhad et al. (2011) kamazulen (48,9%) kao najdominantnije komponente.

Evropska ili obi¢na jela (Abies alba Mill.) pripada familiji Pinaceae. To je zimzeleni Cetinar,
visine do 50 (60) m i sa pre¢nikom stabla od 1,5 (2) m. Stablo je uspravno i sive boje kore kod mladih
biljaka, dok je kod starijih kora smeda i hrapavija. Lis¢e je igli¢asto i ravno, duzine 1,8 — 3 cm i Sirine
oko 2 mm. Boja li§¢a je sjajno tamnozelena sa gornje strane, dok sa donje strane ima dva belicasto-
zelena pojasa stoma. Folijarni pupoljci su jajasti, bez smole ili blago smolasti. Potpuno razvijeno
seme se $iri vetrom. Na posebno hladnim i vlaznim staniStima, jela moze ziveti i do 600 godina
(Pignatti, 1982; Ellenberg, 2009). Prirodno staniste jele su planine centralne i jugoisto¢ne Evrope
(od severnih Pirineja i Normandije, preko isto¢nih Alpa, Italije i Srbije do Karpata). Drvo jele spada
u najtrazenije i komercijalno najvaznije u centralnoj i jugoisto¢noj Evropi (Bowes, 2010). Etarsko
ulje jele se moze koristiti u aromaterapiji, kozmetici i farmaciji. Poseduje blagotvorni uticaj na
respiratorni sistem i umirujuce dejstvo na misice, a Siroku primenu ima i kao osveZziva¢ vazduha.
Dominantne komponente ulja jele su uglavnom monoterpeni, kao $to su p-pinen (32,8%), a-pinen
(17,3%), kamfen (16,7%), bornil-acetat (9%) i limonen (6,1%) (Yang et al., 2009), zatim limonen
(68,3%), kamfen (20,6%) i a-pinen (19%) (Duquesnoy et al., 2007).

Bor ili beli bor (Pinus sylvestris L.) pripada familiji Pinaceae. To je ¢etinarsko zimzeleno drvo
visoko do 40 m 1 prec¢nika stabla do 1,2 m. Oblik kro$nje varira, od onih sa prizemnim granama do
visokih kupastih kro$nji (Pravdin, 1964). Kora mlade biljke je tanka i crveno-smede boje. Starenjem
biljke kora postaje sivo-smeda, ispucala i deblja, dok vr$ne grane zadrzavaju crveno-smedu boju.
Iglice se nalaze u paru, spljoStene su i uvijene, duge 4 — 7 mm i Siroke 2 mm. Na stablu ostaju dve do
tri godine. Beli bor cveta od aprila do juna obrazuju¢i muske i1 Zenske cvetove. Prirodno je Siroko
rasprostranjen na ve¢em delu Evrope 1 severne Azije. MoZe se uzgajati i kao ukrasna biljka. Iglice
bora sakupljene u rano prolece su bogate vitaminom C, a mogu se koristiti 1 u medicini za lecenje
respiratornog sistema (Grlié, 1990; Sili¢, 1990). Etarsko ulje belog bora bogato je monoterpenima i
kao najdominantnije komponente izdvajaju se a-pinen i B-pinen (Tognolini et al., 2006; Shpak et
al., 2007). Pored a-pinena (19,44%) i B-pinena (17,27%), B-filandren moze biti zastupljen u vecem
procentu (29,14%) (Koukos et al., 2001).

Rod Juniperus pripada familiji Cupressaceae. To je zimzeleno aromati¢no zbunje ili drvece
rasprostranjeno uglavnom u hladnim i umerenim krajevima severne hemisfere. Od 75 vrsta ovog
roda, vrsta Juniperus communis L. (obi¢na kleka) je najpoznatija i sa najveim opsegom
rasprostranjenosti. Kleka je nisko ¢etinarsko drvo ili Zbun, koje zavisno od forme moze dosti¢i visinu
do 10 m ili ostati nisko i rasti u Sirinu. Ima zelene listove nalik iglicama u ¢vorovima. Dvodoma je
biljka sa muskim i zenskim $isarkama. Plodovi su bobicaste $iSarke precnika 4 — 12 mm i zelene boje
na pocetku, dok kasnije postaju ljubicasto-crne sa plavim voskom oko sebe (Adams, 2004). Biljka je
bogata aromati¢nim uljima, katehinom, invertovanim Sec¢erima, organskim kiselinama, alkaloidima,
voskom 1 drugim jedinjenjima. Ima visok terapeutski potencijal za lecenje ljudi 1 Zivotinja, posebno
bobice koje su najbogatije etarskim uljima (0,5% sveZe ili 2,5% suve). Pored bobica, ulje moZe biti
zastupljeno i u lis¢u i korenu biljke (Martin et al., 2006; Senegul et al., 2008). U etarskom ulju
dominiraju monoterpeni. Kao najdominantnije komponente izdvajaju se a-pinen, mircen i sabinen
(Milojevi¢ et al., 2010; Matovi¢ et al., 2011). Pored a-pinena (51,4%), mircena (8,3%), sabinena
(5,8%), u dominantne se ubrajaju jos i limonen (5,1%) i B-pinen (5,0%) (Hoferl et al., 2014).
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Tuja (Thuja orientalis L.) je Cetinarski zimzelni Zbun ili drvo iz porodice ¢empresa
(Cupressaceae), visine 1,2 — 1,8 m i Sirine 0,9 — 1,5 m. U formi drveta moze dosegnuti i do 12 m. Ima
globularnu ili ovalnu kro$nju sa granama usmerenim vertikalno i medusobno skoro paralelnim. Kora
je delimi¢no ispucala crveno-smede boje i ljusti se u uzduznim trakama. Listovi su ljuspasti, duzine
7 —8 mm na glavnim granama i 1 — 3 mm na bo¢nim granama. Lice i nali¢je lista su zelene boje i sa
jakim mirisom smole pri trljanju. Zenski cvetovi su ovalni mesnati plavo-zeleni pri nastanku, dok
kasnije postaju smedi (Duke and Ayensu, 1985). Vrsta T. orientalis je poreklom iz Azije i u Evropu
je uneSena sredinom 18. veka, dok je vrsta Thuja occidentalis preneta iz Severne Amerike. Poznato
je Sest vrsta ovog roda. U naSoj zemlji su dominantne dve: T. orientalis i T. occidentalis, i uglavnom
se gaje kao ukrasne biljke. Moze se koristiti i kao lekovita biljka, ali i protiv razliitih Steto¢ina:
insekata, nematoda i puzeva (Srivastava et al., 2012). Tuja je bogata karboksihidratima, alkaloidima,
glikozidima, flavonoidima, saponinima i drugim jedinjenjima, dok su etarska ulja bogata tujonom,
izotujonom, fenhonom i kamforom (Dut Jasuja et al., 2015). Sastav ulja je varijabilan i pod uticajem
geoklimatskih uslova. Najdominantnije komponente su a-pinen, $-3-karen, a-kedrol i a-tujon (TSsiri
et al., 2009; Benelli et al., 2012).

Mirodija (Anethum graveolens L.) pripada familiji Apiaceae. To je jednogodi$nja aromati¢na
biljka sa uspravnim stablom visine 50 — 150 cm. Listovi su perasto deljeni i razli¢itog oblika u
zavisnosti od polozaja na biljci. Prizemni listovi su krupniji i na drSkama, dok su na vrhu sitniji i
skoro sede¢i. Cvetovi su Zuckasti 1 sakupljeni u Stitove (30 do 50 cveti¢a) na vrhu stabljike, plod je
sizokarp (Warrier et al., 1994). Poznata je i pod drugim narodnim nazivima: kopar, kopra, dil,
mirodija, anita i drugim. Biljka je poreklom sa Mediterana i Istocne Azije, a danas se gaji Sirom sveta.
Koristi se pretezno kao zac¢inska biljka, a pored toga i kao lekovita (Jianu et al., 2012; Chahal et al.,
2017). Moze se koristiti i kao insekticid (Babri et al., 2012). Biljka mirodije bogata je alkaloidima,
karbohidratima, terpenoidima, flavonoidima, saponinima, taninima, steroidima, glukozidima i
drugim jedinjenjima (Pathak et al., 2014). Etarsko ulje moze biti ekstrahovano iz lista, cveta ili
semena biljke. Listovi 1 seme biljke imaju potpuno razli¢itu aromu zahvaljuju¢i hemijskom sastavu
etarskog ulja. U etarskom ulju listova dominiraju komponente poput a-felandrena (62,7%) i dil-etra
(16,4%), dok su u ulju iz semena dominantni karvon (75,2%) i limonen (21,6%) (Radulescu et al.,
2010). Said-Al-Ahl et al. (2015) navode da su a-felandren (46,33%), limonen (13,72), B-felandren
(11,01%) i p-cimen (17,88%) najdominantnije komponente vegetativnog dela mirodije, a da su
karvon (62,48%), limonen (14,61%) i dil-apiol (19,21%) najdominantniji u ulju semena biljke.
Sadrzaj etarskog ulja mirodije iz Srbije kretao se od 3,32 do 3,66% u zavisnosti od lokaliteta.
Utvrdeno je ukupno 15 komponenti u sastavu etarskog ulja, od kojih su se izdvojili karvon (51,7-
54,5%) i limonen (40,6-43,1%) (Aéimovié i sar., 2014). Razlika u prinosu etarskog ulja mirodije
zimskog biljnog materijala (0,56%) i letnjeg biljnog materijala (0,65%) je mala (Vokk et al., 2011).

2.5.2. OpSte karakteristike, zastupljenost i lokalizacija etarskih ulja

Etarska ulja predstavljaju specifi¢ne, najceS¢e te€ne i bistre, lako pokretljive i isparljive,
bezbojne ili zuckaste proizvode biljnog tkiva. Ponekad se mogu na¢i u polucvrstom ili ¢vrstom
agregatnom stanju, u zavisnosti od temperature. Hladenjem neka ulja o€vrsnu ili se iz njih izlucuju
¢vrsti sastojci, a nakon dugog stajanja se Cesto usmole, zgusnu i potamne. Prakti¢no su nerastvorljiva
u vodi, ali se dobro rastvaraju u etanolu, masnim uljima i mnogim drugim organskim rastvarac¢ima
(hloroform, etar i drugi) (Kovacevi¢, 2004). Predstavljaju smesu razli¢itih jedinjenja: ugljovodonika,
alkohola, ketona, aldehida, organskih kiselina, fenola i drugih (Simon, 1990). Najdominantnija
jedinjenja su uglavnom terpeni (monoterpeni, diterpeni i seskviterpeni), kao i njihovi oksidovani
produkti (Kovacevi¢, 2004).

Etarska ulja su zastupljena u celom biljnom carstvu, ali treba istaci da su najzastupljenija u
biljnim vrstama iz familija: Apiaceae, Asteraceae, Lamiaceae, Lauraceae, Myrtaceae, Pinaceae,
Rutaceae i Zingiberaceae. Produkcija etarskih ulja se odvija u svim biljnim delovima, pre svega u
listovima i cvetovima biljaka, a mogu se na¢i i u korenu, rizomu, kori drveta, plodovima i semenima.
Golosemenice ih sadrze u listovima 1 iglicama Cetine. Sinteza 1 sekrecija etarskih ulja u biljkama se
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odvija u specijalizovanim strukturama (tzv. sekretornim Zzlezdama), koje mogu biti egzogene
(zlezdane dlake 1 osmofore) i endogene (uljne ¢elije, sekretorne Supljine, sekretorni kanali) (Kosti¢ i
sar., 2012). Sekretorne Zlezde su najzastupljenije kod biljaka iz familija Lamiaceae i Asteraceae, gde
se ulje nagomilava ispod kutikule, dok su sekretorni kanali zastupljeniji kod biljaka iz familija
Myrtaceae i Apiaceae (Gorunovi¢ i Luki¢, 2001). Varijabilnost je prisutna u sastavu etarskog ulja u
biljnom materijalu, kako u jednoj istoj biljci tako i u razli¢itim primercima jedne vrste (Kalemba and
Kunicka, 2003). Potvrdeno je da su komponente etarskog ulja promenljive ¢ak i kod biljaka koje su
rasle na istom podrucju (na rastojanju od samo par metara i najverovatnije poreklom od istih roditelja)
(Dajié-Stevanovié et al., 2009). Dnevna i sezonska variranja u prinosu i kvalitetu ulja su takode
eksperimentalno potvrdena (VokkK et al., 2011). Na osnovu dosadas$njih ispitivanja, smatra se da je
kvalitativni sastav etarskih ulja pod genetickom kontrolom, dok su variranja u kvantitativnom
sadrzaju komponenti pod uticajem spoljasnjih faktora (Valmaa et al., 2007; Bakkali et al., 2008).

2.5.3. Metode dobijanja, cuvanje i hemijski sastav etarskih ulja

Za dobijanje, odnosno ekstrahovanje etarskog ulja iz biljnog materijala, mogu se Koristiti
razli¢iti postupci: destilacija vodom, destilacija vodenom parom, kohabacija, ekstrakcija
ugljovodoni¢nim rastvaracima, superkriticna CO: ekstrakcija ili hladno cedenje. Destilacijski
postupci pomocu vode i vodene pare (hidrodestilacija) se najceSce koriste za industrijsko dobijanje
etarskih ulja. Proces destilacije vodenom parom izvodi se tako $to se biljni materijal odvoji na resetku
ne dolaze¢i tako u dodir sa vodom ve¢ samo sa vodenom parom. Vodena para nosi molekule etarskog
ulja i prolazi kroz hladenu cev, prilikom ¢ega dolazi do kondenzacije vode i etarskog ulja. Zbog
nerastvorljivosti u vodi formiraju se dva sloja, gde je sloj ulja obi¢no na povrsini, dok je ispod njega
voda koja se naziva cvetna vodica ili hidrolat. Proces dobijanja etarskog ulja kuvanjem potopljenog
materijala u vodi do kljucanja je proces destilacije vodom. Ovaj proces je neSto duzi od destilacije
vodenom parom 1 pogodan je za ulja koja sadrze estre, jer ith na ovaj nacin razbija na odgovarajuce
alkohole i karboksilnu kiselinu (Snah and Seth, 2010).

Pravilno ¢uvanje etarskog ulja je dosta znacajno kako bi ulje zadrzalo prvobitni sastav 1 ostalo
nepromenjeno. Nacine Cuvanja propisuje Medunarodna organizacija za standardizaciju (ISO,
International Organization for Standardization, 2014). Uzimajuci u obzir da su etarska ulja isparljiva,
potrebno je Cuvati ih u hermeticki zatvorenim, do vrha punim, tamnim i staklenim ili metalnim
bocicama, kako bi S§to duze ostala nepromenjena. Na tamnim i hladnim mestima mogu ostati
nepromenjena godinama, ali se ta duzina znatno skracuje otvaranjem bocice, jer se svakim novim
otvaranjem gubi deo isparljivih molekula. Ulja bogata estrima se vremenom mogu ukiseliti, dok su
ulja sa vecim procentom alkohola u sastavu hemijski najstabilnija jedinjenja i najdugotrajnija
(Markovi¢, 2011).

Etarska ulja predstavljaju slozene meSavine sastavljene najcesée od 20 do 60 komponenti u
razli¢itom kvantitativnom odnosu. Cesto se u sastavu jednog ulja izdvoje dve do tri komponente kao
glavne, zastupljene u vec¢em procentu (od 20 do ¢ak 95%) u odnosu na sve ostale komponente koje
su prisutne u znatno manjim procentima. U glavne komponente etarskih ulja ubrajaju se
terpeni/terpenoidi, aromatic¢na i alifati¢na jedinjenja male molekulske mase. Terpeni predstavljaju
derivate izoprena (2-metil-1,3-butadiena) i u zavisnosti od broja izoprenskih jedinica koje se
kondenzuju podeljeni su na: hemiterpene (Cs), monoterpene (Cio), seskviterpene (Cis), diterpene
(C2o), triterpene (Cao), tetraterpene (Cao) i politerpene. Monoterpeni, seskvitrpeni i diterpeni su
najdominantiniji u sastavima etarskih ulja. Svi terpeni se sintetiSu prema biosintetskom izoprenskom
pravilu preko mavalonskog puta (iz mavalonske kiseline) iz nekoliko prostih acikli¢nih jedinjenja
(Bakkali et al., 2008). Pored terpena/terpenoida, u sastave etarskih ulja ulaze i acikli¢na jedinjenja
(alkoholi, aldehidi, ketoni) 1 aromati¢ni derivati (aldehidi, fenoli i njihovi estri, kao 1 kumarini). Neki
od najcesce zastupljenih terpena su: limonen, pinen, kamfen, kariofilen, kedren i drugi; najcesce
zastupljeni estri su: geranil acetat, linalil acetat, eugenil acetat, bornil acetat, lavandulil acetat i drugi;
najcesce zastupljeni aldehidi su: citral, citronealal, neral i drugi; ketoni: karvon, kamfor, jasmon,
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fenhon, menton, tujon, pulegon i fenoli: timol, karvakrol, metil-eugenol, metil-kavikol, safrol i apiol
(Gorunovié i Luki¢, 2001).

Odvajanje pojedinacnih sastojaka (komponenti), njihova identifikacija i1 karakterizacija
upotrebom hemijskih metoda predstavlja analizu etarskih ulja. Analiza etarskih ulja se moze izvesti
primenom klasi¢nih hemijskih metoda (frakciona destilacija, derivatizacija i degradacione reakcije)
ili primenom instrumentalnih metoda (hromatografija, spektrometrija i druge). Instrumentalne
metode su danas u potpunosti zamenile klasi¢éne metode. Uz pomoc¢ gasne hromatografije (GC) i
masene spektrometrije (MS) se najpouzdanije moze utvrditi hemijski sastav i kvalitet etarskog ulja.
Kombinacija ove dve metode (GC-MS) je najbolji nacin za identifikaciju komponenti smese
(kvalitativnu analizu) i kvantitativnu analizu, ali se i pored toga preporucuje prefrakcionisanje ulja
nekom od klasi¢nih metoda (npr. frakciona destilacija), kolonskom hromatografijom na niskim
temperaturama ili samom hromatografijom (Nikolin i Seber, 2003).

2.5.4. Bioloska aktivnost etarskih ulja

Upotreba etarskih ulja zasnovana je na njihovoj bioloskoj aktivnosti. U prirodi je ta aktivnost
povezana sa atraktantnim delovanjem na insekte, ¢cime se obezbeduje prenosenje polena i oprasivanje
biljaka ili repelentno delovanje, ¢ime se biljke mogu zastiti od napada herbivornih insekata i zivotinja.
Pored toga, pojedina ulja mogu spreciti klijanje semena sopstvenih biljaka (obezbediju¢i zivotni
prostor svake individue) ili klijanje semena drugih biljaka. Gotovo sva ulja, sa ve¢im ili manjim
intezitetom, sprecavaju razvoj brojnih mikroorganizama i na taj nacin smanjuju Sirenje infekcije u
biljkama u kojima one nastaju (Kovacevié, 2004). Bioloska aktivnost etarskih ulja se moze povezati
i sa delovanjem na zdravlje i razne druge potrebe ¢oveka. Lako isparljiva jedinjenja (monoterpeni)
koriste se za relaksaciju primenom aromaterapija, a lekovite biljke se od davnina koriste u narodnoj
medicini upravo zbog blagotvornog dejstva njihovih isparljivin komponenti (Marin, 2003).
Dosada$njim ispitivanjima je utvrdeno da etarska ulja poseduju antimikrobnu (Kuete, 2010),
antiviralnu (Dunkic¢ et al., 2011), antioksidativnu (Babili et al., 2011), insekticidnu (Liu et al., 2013)
i druge aktivnosti.

Antifungalna aktivnost. Sposobnost etarskih ulja da inhibiraju rast i razvoj bakterija i gljiva
predstavlja antimikrobnu aktivnost. Delovanje moZe biti mikrobistaticko (inhibicija rasta) ili
mikrobicidno (ubijanje mikroorganizama). Pocetak istrazivanja antimikrobne aktivnosti bio je
baziran na antibakterijskom potencijalu, dok su antifungalna istrazivanja zapoceta nesto kasnije.
Kada je u pitanju antifungalna aktivnost, poznato je da visoke koncentracije dovode do inhibicije
rasta gljiva, a da nize koncentracije mogu ¢ak i stimulisati njihov porast (Sokovi¢, 2001).
Mnogobrojna istrazivanja potvrduju antifungalnu aktivnost etarskih ulja na gljive prouzrokovace
bolesti biljaka i jestivih gljiva (Tanovi¢ et al., 2006, 2009; Sokovi¢ and Van Griensven, 2006;
Angelini et al., 2008; Sokovi¢ et al., 2009; Soliman and Badea, 2012; Lukovi¢ et al., 2018, 20193,
b, 2020), na vrste koje prouzrokuju kvarenje hrane (Ben Hsouna et al., 2014) i na one koje
prouzrokuju bolesti kod ¢oveka (Pinto et al., 2013).

Mehanizam antifungalnog delovanja etarskih ulja je razlicit i zavisi od vrste ulja i primenjene
koncentracije. Efikasnost nekog ulja i njegovih komponenti izrazena kroz inhibiciju ciljanog
mikroorganizma moze zavisiti od toga da li su hidrofilni ili lipofilni, ali 1 od ¢elijskih struktura samog
mikroorganizma (Kalemba and Kunicka, 2003). Efekti ulja na mikroorganizam tj. gljivu se mogu
pratiti na morfo-fizioloskom nivou ili na nivou ¢elije. Morfoloske promene su izostanak sporulacije,
gubitak pigmenata, aberantne konidiofore, povecana ili smanjena brojnost konidija, povecano ili
smanjeno grananje i veli¢ina hifa, uglavnom nastale kao posledica promena u ¢elijskom zidu (Rasooli
and Abyaneh, 2004). Najbitniji mehanizmi delovanja etarskih ulja vezani su za nivo Ccelije:
poremecaj funkcije ¢elijskih membrana (Hammer et al., 2004), inhibicija stvaranja celijskog zida
(Yutani et al., 2011), disfunkcija mitohondrija (Chen et al., 2013) i inhibicija protonskih pumpi
(Nazzaro et al., 2017). Najveci deo eksperimenata vezanih za odredivanje antifungalne aktivnosti

17



etarskih ulja odraden je u in vitro uslovima, primenom razli¢itih metoda: difuzione, dilucione (makro
i mikro) ili bioautografske metode (Sokovi¢, 2001).

Interakcija etarskih ulja i njihovih komponenti. Efikasno delovanje etarskih ulja je
uglavnom posledica medusobnih interakcija njihovih pojedina¢nih komponenti. Interakcija
sekundarnih metabolita poput tanina, terpenoida, alkaloida i flavonoida mogu dovesti do
sinergistickog, aditivnog, indiferentnog ili antagonistickog delovanja (Karatzas et al., 2001;
Delaquis et al., 2002). Nosioci antimikrobne aktivnosti etarskih ulja u kojima dominiraju terpenski
alkoholi su uglavnom aldehidi i fenoli (npr. citril, eugenol, timol, karvakrol i drugi) (Bassole et al.,
2010). Etarska ulja u kojima su dominantne komponente ketoni i estri poseduju znacajno slabiju
antimikrobnu aktivnost u odnosu na ulja u kojima dominiraju terpenski ugljovodonici (Da Barros et
al., 2009). Kombinovanje etarskih ulja koja ispoljavaju sinergisticki efekat mogu dovesti do
smanjenja koncentracije kako bi se postigao zeljeni cilj, $to u industriji hrane ima posebno veliki
znacaj (upotreba kao konzervanasa, ¢iji visok sadrzaj nije poZeljan). Smanjivanjem koncentracije ulja
1 pravljenjem razli¢itih meSavina razblazuju se i smanjuju neke rizicne i manje bitne komponente,
dok se u prvi plan stavljaju one sa znacajnim bioloskim dejstvom (Pei et al., 2009). Povecana
efikasnost etarskih ulja moguca je uz pomo¢ kombinovanja sa drugim hemijskim jedinjenjima
(solima, kalijum sorbatom, natrijum benzoatom) ili blagim povecanjem temperature (Karatzas at al.,
2000; EI-Mougy et al., 2009), kao i u kombinaciji sa raznim mikroorganizmima antagonistima, poput
bakterija, gljiva i kvasaca (Abdel-Kader et al., 2011; Stevi¢, 2013).

2.6. Zastita jestivih gljiva od prouzrokovaca zelene plesni

Zastita jestivih gljiva od prouzrokovaca zelene plesni obuhvata niz preventivnih mera i
primenu fungicida i biofungicida, ali uprkos tim merama malo je podataka o uspeSnom suzbijanju
prouzrokovaca ove bolesti. Problem predstavlja ograni¢ena primena fungicida, jer je prohloraz,
fungicid iz grupe imidazola (DMI), jedini koji se zvani¢no preporucuje prema Protokolu EPPO
organizacije (European and Mediterranean Plant Protection Organization) za upotrebu u zastiti
jestivih gljiva u Evropi. Nedavno je uveden i metrafenon iz grupe benzofenona za suzbijanje
Cladobotryum spp. i L. fungicola (Carrasco et al., 2017; Anonymous, 2020) u nekoliko zemalja
Evropske unije. Medutim, uvodenje novih fungicida u zaStitu jestivih gljiva od bolesti je veoma tesko,
jer agrohemijske kompanije retko ulazu sredstva u razvoj fungicida koji se primenjuju u malim
usevima (Chrysayi-Tokousbalides et al., 2007). Prohloraz je, osim u Evropi, jedini registrovani
fungicid i u Aziji, Australiji i Africi, dok se u Americi mogu koristiti hlorotalonil i tiabendazol
(Poto¢nik et al., 2015; Anonymous, 2020). U gajilistima Sampinjona u Srbiji kori§¢eni su fungicidi
mankozeb, benomil, karbendazim, tiofanat-metil i prohloraz. Prema iskustvima uzgajivaca i brojnim
ispitivanjima svojevremeno su se pokazali efikasnim i pored toga §to nisu registrovani za zastitu
pecuraka od bolesti u Srbiji (Poto¢nik, 2009). Vecina ovih fungicida je povucena sa trziSta, pa se
danas u prometu za zastitu pecuraka u Srbiji jedino moze na¢i metrafenon (registrovan u Srbiji za
druge namene). Pored malog broja dostupnih fungicida, jo§ veéi problem predstavlja razvoj
rezistentnosti koja je zabelezena prema njima (Grogan et al., 2000; Gea et al., 2005; Grogan, 2006).
Zbog navedenih razloga i zastite zivotne sredine i neciljnih organizama, paznja se sve vise usmerava
ka pronalazenju alternativnih mera zastite i primenu biofungicida. U biofungicide spadaju formulisani
biljni ekstrakti i etarska ulja, mikroorganizmi sa kompetitivnim ili antagonistickim dejstvom na Stetne
organizme i izazivaci otpornosti kod biljaka i gljiva. Komercijalno su dostupni preparati na bazi
razli¢itih Bacillus vrsta koje izazivaju znacajnu inhibiciju porasta T. aggressivum, T. harzianum i T.
pleuroti (Savoie et al., 2001; Nagy et al., 2012; Milijasevi¢-Marcié¢ et al., 2016; Poto¢nik et al.,
2021) i preparati na bazi etarskog ulja ¢ajnog drveta (Reuveni et al., 2006; Angelini et al., 2008;
Kosanovi¢ et al., 2013).

Preventivne mere se mogu primenjivati pre pocetka gajenja, tokom gajenja i nakon zavrSetka
ciklusa gajenja, obuhvatajuci niz postupaka kojima se odrzava striktna higijena u gajiliStu i okolini.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Imajuci u vidu slozenost zastite jestivih gljiva od bolesti i nuznost pronalazenja bioracionalnih
sredstava suzbijanja prouzrokovaca bolesti, istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije trebalo bi
da utvrde da li je primena ispitivanih antifungalnih jedinjenja biljnog porekla moguca i opravdana u
suzbijanju vrsta roda Trichoderma, prouzrokovaca zelene plesni jestivih gljiva. U skladu sa
navedenim, osnovne ciljeve ove disertacije predstavljaju:

- identifikacija i karakterizacija vrsta roda Trichoderma, prouzrokovaca zelene plesni bukovace
u Srbiji i Severnoj Makedoniji i Siitake u Srbiji;

- dobijanje etarskih ulja procesom hidrodestilacije odabranog lekovitog i aromati¢nog bilja
poreklom iz Srbije 1 utvrdivanje njihovog hemijskog sastava;

- ispitivanje antifungalnog delovanja pojedina¢nih etarskih ulja primenom razli¢itih metoda
(kontaktne i fumigantne; mikrodilucione i makrodilucione) u laboratorijskim uslovima (in
vitro) prema vrstama roda Trichoderma, prouzrokovac¢ima zelene plesni Sampinjona,
bukovace i Siitake, poreklom iz Srbije, Madarske, Hrvatske i Severne Makedonije;

- ispitivanje antifungalnog delovanja odabranih kombinacija etarskih ulja u laboratorijskim
uslovima (in vitro) prema vrstama roda Trichoderma, prouzrokova¢ima zelene plesni
Sampinjona, bukovace i Siitake;

- ispitivanje osetljivosti izolata vrsta roda Trichoderma prema fungicidima prohlorazu i
metrafenonu u laboratorijskim uslovima (in vitro);

- odredivanje selektivne toksi¢nosti fungicida i etarskog ulja mirodije za jestive gljive;

- ispitivanje efikasnosti odabranog etarskog ulja mirodije, biofungicida na bazi aktivne
supstance azadiraktin, komponente etarskog ulja nim drveta, i fungicida prohloraza u
suzbijanju T. aggressivum f. europaeum u oglednom gajilistu Sampinjona (in vivo);

- ispitivanje uticaja na prinos Sampinjona odabranog etarskog ulja mirodije, biofungicida na
bazi aktivne supstance azadiraktin, komponente etarskog ulja nim drveta, i fungicida
prohloraza u oglednom gajilistu Sampinjona (in Vvivo);

- ispitivanje prirode medusobnog dejstva (aditivno, sinergisti¢ko ili antagonisticko) fungicida
prohloraza i etarskog ulja mirodije i moguc¢nosti njihove zajednicke primene kako bi se razvila
uspesnija 1 ekoloski prihvatljivija strategija suzbijanja prouzrokovaca zelene plesni
sampinjona (T. aggressivum f. europaeum).
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4. MATERIJAL | METODE

4.1. Poreklo izolata kori$¢enih u istraZivanju

Izolati dobijeni u toku rada. Uzorci zarazenih karpofora Siitake prikupljeni su 2008. godine
iz gajilista u Srbiji (Ugrinovci) 1 supstrata zasejanog i proraslog micelijom bukovace 2018. godine u
gajilistima u Srbiji (Kragujevac) i Severnoj Makedoniji (Kavadarci). Iz karpofora Siitake i supstrata
zasejanog bukovac¢om na kojima je prisutan razvoj zelene plesni uzeti su fragmenti veli¢ine 2 x 2 x 5
mm, dezinfikovani u 1% rastvoru natrijum-hipohlorita (NaOCI) u trajanju od 1 minuta i postavljeni
na PDA podlogu (PDA — Potato Dextrose Agar: krompir — 200 g, dekstroza — 20 g, agar 17 g i
destilovana voda — 1 | (Booth, 1971; Dhingra and Sinclair, 1995). Nakon sedam dana inkubacije
razvijene kolonije gljiva su presejane u &istu kulturu. Ciste kulture su ¢uvane na 5°C u mikoteci
Laboratorije za fitopatologiju u Institutu za pesticide i zastitu Zivotne sredine, Beograd-Zemun.

Ostali izolati kori$éeni u istrazivanju. U istrazivanja su ukljuceni i izolati: Sest izolata sa
Sampinjona iz gajilista u Srbiji (tri zolata vrste T. aggressivum f. europaeum i tri izolata vrste T.
harzianum) (Kosanovi¢ et al., 2013), iz kolekcije Laboratorije za fitopatologiju Instituta za pesticide
i zaStitu zivotne sredine, Beograd-Zemun i po dva izolata vrsta T. pleuroti i T. pleuroticola sa
bukovace iz Madarske (Hatvani et al., 2007; Komon-Zelazowska et al., 2007; Urban, 2012) i
Hrvatske (Hatvani et al., 2012), iz kolekcije Laboratorije za mikrobiologiju Fakulteta za nauku i
informatiku Univerziteta u Segedinu, Madarska.

4.2. Provera patogenosti izolata

Patogenost izolata dobijenih iz karpofora Siitake i1 supstrata zasejanog bukovacom je ispitana
inokulacijom gornje strane SeSira ubranih karpofora bukovace i Siitake suspenzijom spora izolata (po
20 pl koncentracije 10® konidija/ml) po metodi Bonnen and Hopkins (1997). Suspenzija spora je
dobijena ispiranjem konidija destilovanom vodom (10 ml) sa povrSine Ciste kulture (inkubirane Cetiri
dana na PDA pri temperaturi 20°C, u Petri kutiji @=90 mm) uz dodatak emulgatora Tween 20 (v/v
0,1%) (J.T. Baker®, Mallincrodt Baker BV, Deventer, Holland). Suspenzija konidija je procedena
kroz dvostruki sloj gaze i njena koncentracija je odredena hemocitometrom (Phase hemocytometer,
Spencer, Bright-line ®, USA). Test je izveden u tri ponavljanja za svaki izolat. Negativna kontrola je
inokulisana sterilnom vodom. Inokulisani i kontrolni $esiri karpofora bukovace i iitake su inkubirani
na vlaznom filter papiru u Petri kutijama (=200 mm) pri sobnoj temperaturi (22 + 2°C). Patogenost
je ocenjivana nakon pet dana inkubacije praenjem pojave simptoma. Izolati su smatrani patogenim
ukoliko su izazvali vidljive simptome na mestu inokulacije karpofora. 1z simptomati¢nih karpofora
obavljena je reizolacija na PDA podlogu.

4.3. Molekularna identifikacija izolata

Za molekularnu identifikaciju odabrano je 12 izolata (devet izolata sa bukovace iz Severne
Makedonije i Srbije i tri izolata sa Siitake iz Srbije). Izolati T. harzianum kompleksa (T. harzianum
species complex, THSC) prethodno identifikovani na osnovu ITS regiona (Lukovi¢ et al., 2021), kao
i tri izolata iz kolekcije Instituta za pesticide identifikovanih kao T. harzianum (Kosanovi¢ et al.,
2013), dalje su identifikovani i na osnovu tef-1o genskog regiona.

4.3.1. Ekstrakcija DNA

Za ekstrakciju DNA (deoxyribonucleic acid — dezoksiribonuklenska kiselina) koris¢en je
komercijalni kit Dneasy Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany), po uputstvima proizvodaca.
Ukupne DNA ekstrahovane su iz micelije €istih kultura patogenih gljiva odgajenih tri dana na PDA
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pri temperaturi od 25°C. Po 100 mg micelije svakog izolata je direktno prebacivano u mikrotube
zapremine 1,5 ml, gde je nakon 30 min na -80°C sterilnim tu¢kovima vrSena homogenizacija. U svaku
tubicu dodato je po 400 ul AP1 pufera. Sadrzaj tubice potom je kratko promeSan na Vortex-u, a
mesSavina je inkubirana u termobloku na 65°C u trajanju od 10 min. Tokom inkubiranja na svakih 2
do 3 min tubice su protresane. Zatim je u svaku mikrotubu dodavano po 130 ul P3 pufera, nakon cega
je sadrzaj promesan na Vortex-U i inkubiran 5 min u zamrzivacu. Po zavrSenom postupku, sadrzaj je
prebacen pipetom iz mikrotuba u QlAshredder Mini Spin Column koja se nalazi u kolektorskoj tubi i
centrifugiran 2 min na 14000 rpm. Lizat koji je propusten kroz filter prebacen je u tubice zapremine
1,5 ml vode¢i pri tome racuna da se ne poremeti talog na dnu kolektorske tubice. U svaku tubicu
dodato je po 900 ul pufera AWI1 uz lagano mesanje pipetom. Prvi deo od 650 pul ove suspenzije
prebacen je u DNeasy Mini Spin kolone sa filterom koje se nalaze u kolektorskoj tubi i centrifugiran
1 min na 8000 rpm. Te¢na faza koja je prosla kroz filter je odstranjena, a zatim je dodata preostala
koli¢ina suspenzije iz tubice i ponovljen isti proces centrifugiranja i odbacivanja te¢ne faze. Nakon
ovog procesa u DNeasy Mini Spin kolone dodato je 500 ul AW2 pufera i centrifugirane su 1 min na
8000 rpm, potom je postupak ponovljen i tubice su centrifugirane 2 min na 14000 rpm. DNeasy Mini
Spin kolona sa filterom je zatim prebacena u mikrotubu sa poklopcem (zapremine 1,5 ml) i direktno
na filter je sipano 50 pl AE pufera za rastvaranje DNA. Uzorci su zatim inkubirani na sobnoj
temperaturi u trajanju od 5 minuta, a potom su tubice centrifugirane 1 min na 8000 rpm. Te¢nost koja
je prosla ponovo je inkubirana na sobnoj temperaturi u trajanju od 5 min i centrifugirana 1 min na
8000 rpm. Dobijena te¢nost na dnu tubice predstavljala je ukupnu ekstrahovanu DNA, koja je ¢uvana
u zamrzivacu do dalje upotrebe.

4.3.2. Lancana reakcija polimeraze

Metoda lancane reakcije polimeraze (Polymerase Chain Reaction, PCR) primenjena je za
umnozavanje ITS (internal transcribed spacer) i tef-1a (translation elongation factor 1-alpha)
regiona DNA u cilju molekularne identifikacije i karakterizacije izolovanih gljiva. Za umnozavanje
ITS regiona Koris¢en je par univerzalnih prajmera ITS1/ITS4 (White et al., 1990), a za amplifikaciju
tef-1a genskog regiona par prajmera EF1-728F/TEF1LLErev (Carbone and Kohn, 1999; Jaklitsch
et al., 2005) (Tabela 1).

Tabela 1. Pregled prajmera primenjenih za umnozavanje specifi¢nih regiona

Ciljana Naziv Sekvenca 5°-3° Veli¢ina Referenca
sekvenca prajmera fragmenta
ITS rDNK ITS1 TCC GTAGGT GAACCT GCG G White et al., 1990
~600 bp

ITS4 TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC White et al., 1990
Elongacioni  EF1-728F CAT CGA GAA GTT CGA GAA GG Carbone and Kohn, 1999
faktor ~1200 bp
tef-1a TEFILLErev ~ AAC TTG CAG GCA ATG TGG Jaklitsch et al., 2005

U radnoj zapremini od 25 pl reakciona smesa sastavljena je od: 12,5 ul X PCR Master mix-a
(Fermentas, Lithuania), 9,5 ul RNase-free vode (Molecular Biology Grade Water, Eppendorf), po 1
ul svakog prajmera i po 1 pl izolovane ukupne DNA. Kao negativna kontrola koriS¢ena je reakciona
smeSa u kojoj je umesto DNA uzorka dodavana RNase-free voda. PCR reakcija izvedena je u
Eppendorf Master Cycler-u (Eppendorf, Germany).

Umnozavanje ITS regiona izvedeno je pri slede¢im uslovima: ciklus inicijalne denaturacije 2
min na 94°C, zatim 35 ciklusa sastavljenih od denaturacije 30 s na 94°C, hibridizacije 40 s na 48°C i
elongacije prajmera 40 s na 72°C 1 na kraju ciklus finalne elongacije 2 min na 72°C.

Amplifikacija tef-lo genskog regiona obavljena je pri slede¢im uslovima: inicijalna
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denaturacija 1 min na 94°C, zatim 30 ciklusa koji se sastoje od denaturacije 1 min na 94°C,
hibridizacije 1 min na 59°C i elongacije prajmera 50 s na 74°C, prac¢eno finalnom elongacijom 7 min
na 74°C.

4.3.3. Vizuelizacija produkata PCR reakcije

Vizuelizacija amplifikovanih produkata PCR reakcija obavljena je elektroforetskim
razdvajanjem u agaroznom gelu u 1 x TBE puferu (90 mM Tris, 90 mM H3BOs, 1 mM EDTA) pri
naponu od 100 V, bojenjem u 0,1% rastvoru etidijum bromida i posmatranjem pod UV svetlom. Za
vizuelizaciju produkata dobijenih primenom univerzalnih prajmera ITS1/ITS4 i para prajmera EF1-
728F/TEF1LLErev pripreman je 1% agarozni gel. Gel je dobijen rastvaranjem 0,4 g agaroze u 40 ml
1 x TBE pufera i zagrevanjem do kljucanja u mikrotalasnoj peénici. Nakon rastvaranja agaroze u
puferu 1 hladenja do temperature od priblizno 60°C, gel je razliven u kalup za horizontalnu
elektroforezu (BluePower 500, Serva), u koji su prethodno postavljeni separatori i ¢esljevi. Gel je
zatim ostavljen na sobnoj temeparaturi oko 30 min kako bi se ohladio i polimerizovao, nakon ¢ega
su uklonjeni ¢esljevi i kalup je uronjen u kadicu za horizontalnu elektroforezu sa 1 x TBE puferom.
Uzorci za elektroforezu pripremani su meSanjem 5 pl produkta PCR reakcije i 1 pl boje 6x Loading
dye (Fermentas, Lithuania) i nalivani u bunar¢i¢e po odgovarajuéem redosledu. Za odredivanje
veli¢ine umnozenog produkta korisc¢en je 1 kb DNA marker (Fermentas, Llithuania). Amplifikovani
fragmenti posmatrani su u mra¢noj komori pomoc¢u UV svetla na transluminatoru (Vilber Lourmat,
France) nakon bojenja u rastvoru etidijum bromida u trajanju od 10 minuta.

4.3.4. Sekvenciranje PCR produkata i filogenetske analize

UsluZzno preciS¢avanje i sekvenciranje u oba smera umnozenih fragmenata uradeno je u
Macrogen Europe (http://dna.macrogen-europe.com, Holandija) koris¢enjem istih prajmera za tef-1a
1 ITS regione kao i za amplifikaciju. Dobijene sekvence obradene su u programu FinchTV Version
1.4.0., nakon ¢ega su sekvence deponovane u GenBank bazu podataka u okviru National Centar of
Biotehnology Information (NCBI), gde su im dodeljeni pristupni brojevi (GenBank Accession
Number).

Filogenetska analiza vrsta T. harzianum kompleksa identifikovanih i molekularno
okarakterisanih na osnovu tef-1a genskog regiona obavljena je rekonstrukcijom filogenetskog stabla.
Uporedivanje je vrseno sa 21 sekvencom vrsta roda Trichoderma dostupnih u GenBank bazi podataka
(Prilog 1; Tabela P1-1). Filogenetsko stablo rekonstruisano je u programu MEGA 5.0 (Molecular
Evolutionary Genetics Analysis) koris¢enjem Maximum Likelihood metode (ML) i primenom Kimura
dvoparametarskog modela sa Gama distribucijom (K2+G) predloZzenim kao najoptimalnijim
(Kimura, 1980; Tamuraet al., 2011). Kao out grupe za rutovanje stabla koris¢ene su sekvence vrsta
T. aggressivum f. europaeum (KP008991), T. estonicum (FJ860638) i T. ceramicum (FJ860628).

4.4, Ispitivanje morfoloskih karakteristika dobijenih izolata

MorfoloSke karakteristike odabranih izolata iz karpofora Siitake i1 supstrata zasejanog
bukova¢om, makroskopske (izgled, oblik i boja kolonije, pigmentacija u podlozi, sporulacija i
prisustvo zoniranosti, brzina porasta) i mikroskopske (oblik, boja i veli¢ina konidija), proucavane su
na kulturama gajenim dva do Sest dana na PDA podlozi u mraku pri 22°C (Chaverri et al., 2003).
Mereno je 50 konidija po izolatu i odredena je srednja vrednost dimenzija konidija, kao i odnos
duZina/Sirina konidija (Olympus CX41RF mikroskop, Moticam 10+ digitalna kamera i Motic Images
Plus 3.0 softver).

Brzina porasta kolonije izolata izrazena u mm/dan i mm/h odredena je za sve izolate ukljucene
u istrazivanja (12 dobijenih u ovim istrazivanjima, 6 iz kolekcije Instituta za pesticide i 4 iz kolekcije
Univerziteta u Segedinu) merenjem polupre¢nika kolonije od ivice isecka micelije nakon inkubacije
od 72 h pri temperaturi od 22°C. Ise¢ci micelije preénika 6 mm postavljani su na PDA na 1 cm od
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ivice Petri kutije. Brzina porasta micelije izraCunata je preko formule (Kosanovi¢ et al., 2013;
Lukovi¢ et al., 2021):

Brzina porasta (mm/h ili mm/dan)=Polupre¢nik kolonije (mm)/Period inkubacije (h ili dan).
4.5. Ispitivanje ekoloskih karakteristika izolata

Uticaj temperature na porast kolonije analiziran je gajenjem proucavanih izolata iz karpofora
Siitake 1 supstrata zasejanog bukovacom (12 izolata dobijenih u ovim istrazivanjima i 4 izolata iz
kolekcije Univerziteta u Segedinu) na PDA pri temperaturama od 17, 20, 22, 25, 30 i 35°C. Isecci
micelije pre¢nika 6 mm, sa ivica kolonija sa PDA, izolata Trichoderma spp. starih Cetiri dana su
koris¢eni kao inokulum. Postavljeno je Cetiri ponavljanja po izolatu. Nakon tri dana inkubacije u
mraku, mereno je po 6 polupreénika kolonije po izolatu, koji su zatim preraCunati u pre¢nike i
statisticki analizirani.

4.6. Ispitivanje virulentnosti izolata Trichoderma spp.

Virulentnost testiranih izolata Trichoderma spp. (12 izolata dobijenih u ovim istrazivanjima i
4 iz kolekcije Univerziteta u Segedinu) ispitana je inokulacijom gornje strane $eSira ubranih karpofora
jestivih gljiva (bukovade, $iitake i $ampinjona) nanoSenjem 20 pl suspenzije spora izolata (108
konidija/ml) po metodi Bonnen and Hopkins (1997). Suspenzija spora dobijena je na prethodno
opisan nacin (potpoglavlje 4.3.). Test je izveden u tri ponavljanja za svaki izolat. Za negativnu
kontrolu je koriS¢ena sterilna voda. Inokulisani i kontrolni SeSiri karpofora jestivih gljiva su
inkubirani na vlaznom filter papiru u Petri kutijama (@=200 mm) pri sobnoj temperaturi (22 + 2°C).
Virulentnost osam izolata iz grupe T. harzianum kompleksa ispitivana je prema sve tri jestive gljive
(Sampinjon, bukovaca i §iitake) koje im mogu biti domacini.

Nakon ¢etiri dana su ocenjivani simptomi po skali Collopy et al. (2001): 0 - bez simptoma; 1
- bledi prsten oko inokulisane zone; 2 - svetlosmedi prsten oko inokulisane zone; 3 - tamnosmedi
prsten na mestu inokulacije; 4 - tamnosmedi prsten, pojava sporulacije i pojava nekroti¢nih lezija oko
mesta inokulacije i 5 - simptomi se Sire i izvan mesta inokulacije, izrazena je pojava nekroti¢nih lezija
i obilna sporulacija.

4.7. Ispitivanje antifungalnog delovanja etarskih ulja i fungicida prema Trichoderma spp.

U ogledima je testirano antifungalno delovanje ukupno 11 etarskih ulja dobijenih procesom
hidrodestilacije iz aromati¢nog i lekovitog bilja poreklom iz Srbije: divlja nana, pitoma nana, maj¢ina
dusica, bosiljak, tuja, jela, bor, kleka, kantarion, hajducka trava i mirodija prema Trichoderma spp.
Takode, testirano je antifungalno delovanje dva fungicida: prohloraza (DMI - inhibitori demetilacije
sterola - grupa imidazola, preparat Mirage® 45 EC (450 g/L prohloraz), Adama Makhsteshim Ltd.,
Izrael) i metrafenona (inhibitor mitoze i ¢elijske deobe - grupa benzofenona, preparat Vivando® SC
(500 g/ | metrafenon), BASF SE, Nemacka), kao i antifungalno delovanje jednog biofungicida -
azadiraktin A+B (bioinsekticid ekstrahovan iz ulja masline Neem drveta (Azadirachta indica),
preparat Ozoneem Trishul® EC [1% azadiraktin (A+B) ekstrahovan iz ulja masline nim drveta],
Biogenesis, Srbija) prema Trichoderma spp.

4.7.1. Prikupljanje lekovitog i aromati¢nog bilja i dobijanje etarskih ulja
Jedanaest vrsta aromati¢nog i lekovitog bilja prikupljeno je u periodu od 2016. do 2020.

godine na razli¢itim lokalitetima u Srbiji (Tabela 2). Biljni materijal je prikupljen za potrebe dobijanja
etarskih ulja procesom hidrodestilacije u trajanju od 2,5 h u aparaturi po Klevendzeru.
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Tabela 2. Poreklo biljaka iz kojih je dobijeno etarsko ulje

Naziv Latinski naziv Biljni Poreklo Godina
biljke biljke materijal biljnog materijala prikupljanja
Tuja Thuja orientalis L. Plod, list Zemun 2016-2019
Jela Abies alba Mill. Iglice Zemun 2016-2019
Bor Pinus sylvestris L. Iglice Zemun 2016-2019
Kleka Juniperus communis L. Plod “Bilje Bo¢a” d.o.o. 2016-2020
Bosiljak Ocimum basilicum L. List, cvet Mali Mokri Lug 2016-2020
Divlja nana Mentha spicata L. List, cvet “Lekovito bilje sa Go¢a” 2016-2020
Pitoma nana Mentha piperita L. List, cvet “Lekovito bilje sa Go¢a” 2016-2020
Majéina dusica Thymus serpyllum L. List, cvet Kopaonik 2018-2020
Hajdudka trava  Achillea millefolium L. List, cvet “Bilje Bor¢a” d.o.o. 2016-2020
Kantarion Hypericum perforatum L. List, cvet “Bilje Bor¢a” d.o.o. 2016-2020
Mirodija Anethum graveolens L. List, seme Kosjeri¢ 2018-2020

4.7.2. Analiza etarskih ulja

Identifikacija komponenti svih izdvojenih etarskih ulja je izvrSena gasno-masenim
spektrometrom (GC/MS, Varian CP-3800/Saturn 2200) opremljenim split/splitless injektorom i DB-
5MS kolonom (30 m x 0,25 mm, debljine filma 0,25 pm), koris¢enjem Wiley 7.0 biblioteke masenih
spektara, 1 poredenjem dobijenih Kovacevih indeksa (RI) sa literaturnim podacima (Adams, 2007).
Heksanski rastvor uzorka etarskog ulja (1 pl, 1% rastvor) je injektiran u split-rezimu (1:20), pri
temperaturama injektora, jonskog trapa i transfer-linije od 250, 250 i 280°C, respektivno, pri protoku
helijuma kao noseceg gasa od 1 ml/min, dok je temperatura kolone, linearno programirana od 50 do
250°C, sa brzinom zagrevanja od 4°C i izoterskim drzanjem na 250°C (10 min).

Kvantitativna analiza pojedinacnih komponenti etarskih ulja je izvrSena gasnim-
hromatografom (GC, Agilent 7890A) opremljenim split/splitless injektorom i DB-5MS kolonom (30
m x 0,25 mm, debljine filma 0,25 pm) i plameno-jonizuju¢im detektorom (FID) pri ¢emu je
zastupljenost komponenti u hromatogramima dobijena metodom normalizacije, nakon eliminisanja
pika rastvaraca. Heksanski rastvor uzoraka etarskog ulja (1 pl, 1% rastvor) je injektiran u split-rezimu
(1:20), pri temperaturi injektora i detektora od 250 i 300°C, respektivno, pri protoku vodonika kao
noseceg gasa od 1 ml/min, dok je temperaturni program kolone bio isti kao tokom GC/MS analize.

4.7.3. In vitro metode za odredivanje antifungalnog delovanja etarskih ulja

Antifungalna aktivnost etarskih ulja in vitro testovima odredena je primenom mikrodilucione
metode 1 primenom Ccetiri makrodilucione metode: fumigantne metode sa suspenzijom spora,
fumigantne metode sa iseCkom micelije, kontaktne metode sa suspenzijom spora i kontaktne metode
sa iseCkom micelije (Lukovi¢ et al., 2018). Primenom mikrodilucione metode testirani su svi izolati
(ukupno 22 - 12 dobijenih u ovim istrazivanjima, 6 iz kolekcije Instituta za pesticide i 4 iz kolekcije
Univerziteta u Segedinu), dok je za ispitivanja makrodilucionim metodama odabrano Sest izolata
(predstavnici agresivnih vrsta sa Sampinjona (1) i bukovace (2) i predstavnici vrsta T. harzianum
kompleksa sa Sampinjona (1), bukovace (1) 1 Siitake (1)). Osetljivost svih izolata uklju¢enih u
istrazivanja (22) prema etarskom ulju mirodije odredena je primenom svih pet metoda.

Primenom mikro- i makrodilucionih metoda sa suspenzijom spora patogena, inokulum 108
konidija/ml je pripreman ispiranjem konidija destilovanom vodom (10 ml) sa povrsine ¢iste kulture
patogene gljive (inkubirane Cetiri dana na PDA pri temperaturi od 20°C, u Petri kutiji @=90 mm) uz
dodatak emulgatora Tween 20 (v/v 0,1%), procedivanjem kroz dvostruki sloj gaze i odredivanjem
koncentracije hemocitometrom. Primenom metoda sa iseCcima micelije, uzimani su fragmenti
precnika 6 mm sa ivica kolonije patogene gljive (inkubirane Cetiri dana na PDA pri temperaturi od
20°C).
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Mikrodiluciona metoda

Primenom mikrodilucione metode odredena je antifungalna aktivnost etarskih ulja pri
direktnom kontaktu ulja i1 spora gljive. Ispitivanja su izvodena u mikrotitarskim plo¢icama sa 96
udubljenja sa “U* dnom (Spektar d.o.0., Ca¢ak) zapremine 300 pl. U svako udubljenje je dodavana
ukupna koli¢ina 100 pul: 80 ul hranljive podloge MB (Malt broth - MB: industrijski slad — 500 ml i
destilovana voda — 500 ml. Smesa vode i slada se zagreva do kljucanja i reguliSe pH pomoc¢u 1 M
NaOH ili 1 M HCI) (Booth, 1971), 10 ul rastvora razli¢itih koncentracija etarskih ulja u emulgatoru
Tween 20 i 10 pl suspenzije spora patogenih gljiva 10° konidija/ml. Dve negativne kontrole su bile
bez etarskih ulja, prva bez emulgatora [90 ul podloge MB 1 10 ul suspenzije spora patogenih gljival],
i druga sa emulgatorom [80 pl podloge MB, 10 ul emulgatora Tween 20 i 10 pl suspenzije spora].
Pozitivna kontrola je bio fungicid prohloraz u koncentraciji 0,01%, (Mirage 450 EC, Adama
Makhsteshim Ltd, Izrael): 80 ul podloge MB, 10 pl fungicida prohloraza i 10 ul suspenzije spora
(108 konidija/ml). Stok rastvor fungicida pripreman je sa sterilnom vodom u normalnim sudovima
100 ml, a rastvori etarskih ulja sa emulgatorom Tween 20 u mikrotubama 0,5 ml. Aktivnost etarskih
ulja odredena je postavkom simetri¢no rastuc¢ih koncentracija rastvorenih u emulgatoru Tween 20:
1,56; 3,12; 6,25; 12,51 25 ul/ml. Test za svaku koncentraciju i kontrole je raden u Cetiri ponavljanja,
a ceo ogled je ponovljen dva puta.

Makrodiluciona kontaktna metoda

Primenom makrodilucione kontaktne metode odredena je antifungalna aktivnost etarskih ulja
pri direktnom kontaktu ulja i spora gljive i pri direktnom kontaktu ulja i micelije gljive u Petri
kutijama (=55 mm) na PDA podlozi.

Makrodiluciona kontaktna metoda sa suspenzijom spora. Rastvor etarskog ulja i
emulgatora Tween 20 (1 ml) je nakon meSanja Vortex-om (zbog boljeg dispergovanja u podlozi)
dodavan u otopljenu PDA podlogu (4 ml) promesSan na magnetnoj mesalici i razlivan u plasti¢ne
Petri kutije (@=55 mm). U agarnoj hranljivoj podlozi napravljeno je po tri udubljenja pre¢nika 5 mm
(ponavljanja) u koje je mikropipetom dodavano po 10 ul suspenzije spora. Pripremljeni su $tokovi
razli¢itih koncentracija etarskih ulja dispergovanih u emulgatoru Tween 20: 1,25; 2,5; 5; 101 20 ul,
pa su nakon dodavanja u PDA podlogu dobijene kona¢ne koncentracije etarskih ulja: 0,25; 0,5; 1; 2
i 4 pul/ml. Zasejane kutije su zastiene parafilmom i inkubirane u obrnutom poloZzaju tri dana pri
temperaturi od 22 + 1°C. Radeno je po tri ponavljanja za svaku koncentraciju ulja i dve pozitivne
kontrole sa PDA podlogom sa i bez emulgatora Tween 20, kako bi se ispitalo dejstvo samog
rastvaraca na gljivu. Ogled je ponovljen dva puta.

Makrodiluciona kontaktna metoda sa iseCkom micelije. Etarska ulja u ovoj metodi
primenjivana su U koncentracijama u PDA podlozi: 0,25; 0,5; 1; 2 1 4 ul/ml. Mesavina podloge (4 ml)
1 etarskog ulja sa emulgatorom Tween 20 (1 ml) u kona¢noj zapremini od 5 ml razlivana je u Petri
kutije (¥=55 mm) i zasejavana iseCkom micelije kolonije patogene gljive pre¢nika 6 mm. Isecak
micelije kolonije postavljan je na sredinu Petri kutije. Postavljene su dve pozitivne kontrole sa PDA
podlogom, sa i bez emulgatora Tween 20, kako bi se ispitalo dejstvo samog emulgatora na gljivu.
Zasejane kutije su zastic¢ene parafilmom i inkubirane u obrnutom poloZaju tri dana pri temperaturi od
22 + 1°C. Test za svaku koncentraciju i kontrole je ponovljen tri puta, a ceo ogled dva puta.

Makrodiluciona fumigantna metoda

Primenom makrodilucione fumigantne metode odredena je antifungalna aktivnost etarskih
ulja dejstvom para (gasovite faze) na klijanje spora gljive i dejstvom para ulja na porast micelije gljive
u Petri kutijama (¥=55 mm) na PDA podlozi.

Makrodiluciona fumigantna metoda sa suspenzijom spora. Odabrana etarska ulja
primenjivana su u koncentracijama od: 0,02; 0,04; 0,08; 0,16 1 0,32 ul/ml vazdusne faze. Ove konacéne
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vrednosti primenjivanih koncentracija etarskih ulja u vazdu$noj fazi Petri kutije (=55 mm), dobijene
su preracunavanjem odgovarajucih koli¢ina ulja (0,66; 1,32; 2,64; 5,28 1 10,56 pul) direktno dodavanih
na sterilne filter papiri¢e pre¢nika 6 mm na sredini poklopca Petri kutija. Prethodno otopljena PDA
podloga razlivana je u Petri kutije u koli¢ini po 5 ml. U svakoj kutiji napravljeno je tri udubljenja
pre¢nika 5 mm (ponavljanja) u koje je mikropipetom dodavano 10 pl suspenzije spora patogenih
gljiva. Zasejane kutije su zasticene parafilmom, kako bi se sprecilo isparavanje ulja u spoljasnju
sredinu. Kutije su zatim inkubirane u obrnutom poloZaju u trajanju od tri dana pri temperaturi od 22
+ 1°C. Test za svaku koncentraciju ulja i kontrolu (bez etarskog ulja) je postavljen tri puta. Ogled je
ponovljen dva puta.

Makrodiluciona fumigantna metoda sa iseCkom micelije. Etarska ulja dodavana su
direktno na filter papiri¢e pre¢nika 6 mm, postavljanih na sredinu poklopaca Petri kutija (@= 55 mm)
u koli¢inama od: 0,66; 1,32; 2,64; 5,28 1 10,56 pul. Na osnovu zapremine vazdusne faze u Petri
kutijama, preracunate su konacne koncentracije etarskih ulja: 0,02; 0,04; 0,08; 0,16 i 0,32 pl/ml
vazdusne faze. Prethodno otopljena PDA podloga (55°C) razlivana je u Petri kutije u koli¢ini po 5 ml
i zasejavana iseCkom micelije kolonije patogene gljive precnika 6 mm. Isecak micelije kolonije
postavljan je na sredinu Petri kutije. Zasejane kutije su umotavane parafilmom i inkubirane u
obrnutom polozaju tri dana pri temperaturi od 22 + 1°C. Radeno je po tri ponavljanja za svaku
koncentraciju ulja i kontrolu, a ceo ogled je ponovljen dva puta.

Ocitavanje rezultata testova sa primenjenom mikrodilucionom metodom je vr§eno vizuelno -
posmatranjem dna mikrotitarskih plo¢a. Nakon inkubacije, odredena je minimalna inhibitorna
koncentracija testiranog ulja (minimum inhibitory concentartion, MIC = najmanja koncentracija ulja
koja sprecava vidljivi porast patogene gljive) i minimalna fungicidna koncentracija ulja (minimum
fungicidal concentartion, MFC = najmanja koncentracija ulja koja spre¢ava vidljivi porast gljive
nakon presejavanja na podlogu bez antimikrobne supstance). Rezultati za mikrodilucionu metodu
ofitani SU nakon sedam dana inkubacije pri temperaturi od 22 + 1°C. MFC je odredena
reinokulisanjem 2 pl iz udubljenja mikrotitarskih plo¢a u kojim nije bilo razvoja patogena u 100 pl
tecne MB podloge i inkubiranjem tri dana pri temperaturi od 22 + 1°C do ocitavanja. Najniza
koncentracija na kojoj nije bilo vidljivog rasta odredena je kao MFC, ukazuju¢i na inhibiciju klijanja
spora 99,5% u poredenju sa pozitivnom kontrolom sa fungicidom prohlorazom. Metoda se izvodi po
preporuci CLSI (CLSI, Clinical and laboratory standards institute, USA, 2008).

Primenom makrodilucione metode, nakon tri dana inkubacije su o€itavani rezultati merenjem
poluprec¢nika kolonije i utvrdivanjem MIC. MFC je odredena reinokulacijom iseCka micelije
patogena na Cistu PDA podlogu i daljom inkubacijom u trajanju od tri dana pri temperaturi od 22 +
1°C do ocitavanja. Procenat inhibicije rasta micelije odreden u testovima sa makrodilucionim
metodama i izraCunat pomocu sledece formule (Kaiser et al., 2005):

PI (%) = (K- T) / K x 100

Pl - inhibicija rasta micelije izrazena u procentima (%),
K - polupre¢nik micelije u kontroli i
T - polupre¢nik micelije u tretmanu.

4.7.4. Checkerboard metoda za utvrdivanje sinergisti¢ke aktivnosti etarskih ulja

Za ispitivanje potencijalne sinergisticke aktivnosti izmedu dva etarska ulja (mirodije i divlje
nane; mirodije i pitome nane; mirodije I majcine dusice) prema Trichoderma spp. koris¢ene su
mikrotitarske ploCice sa 96 mesta - udubljenja “U* oblika zapremine 300 pl i tecna MB podloga. U
udubljenja je dodavano: 70 pl te¢ne MB podloga, po 10 pl etarskih ulja (u koncentracijama od 1/16
x MIC do 8 x MIC medusobno kombinovanih u Sahovskom stilu) i 10 pul suspenzije spora testiranih
izolata 10° spora/ml. Etarska ulja ispitivana su u koncentracijama od: 1/16 x MIC; 1/8 x MIC; 1/4 x
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MIC; 1/2 x MIC; 1x MIC; 2 x MIC; 4 x MIC 1 8 x MIC, u kombinaciji svako etarsko ulje sa svakim.
Ocitavanja su vrSena nakon sedam dana inkubacije pri temperaturi od 22 + 1°C (Jasqueline et al.,
2005). Ispitivanja su obuhvatila sve izolate uklju¢ene u istrazivanja (22). Interakcija dva ulja odredena
je na osnovu frakcione inhibitorne koncentracije (FIC) i frakcionog inhibitornog koncentracionog
indeksa (FiCi).

Frakciona inhibitorna koncentracija FIC (fractional inhibitory concetration) izracunata je
preko sledecih formula:

FIC ulja 1 = MIC ulja 1 kada je u kombinaciji sa uljem 2 / MIC ulja 1
FIC ulja 2 = MIC ulja 2 kada je u kombinaciji sa uljem 1 / MIC ulja 2

Interakcija dva ulja ili frakcioni inhibitorni koncentracioni indeks FiCi (fractional inhibitory
concentration index) dobijen je preko formule:

FiCi=FICuljal +FICulja2
Nivo sinergizma odreden je preko sledece skale:

FiCi £0,5 — sinergisticki efekat,

FiCi > 0,5 < 2,0 — aditivni efekat

FiCi > 2,0 < 4,0 — indiferentni efekat i

FiCi > 4,0 — antagonisti¢ki efekat (Jasqueline et al., 2005).

4.7.5. In vitro makrodiluciona metoda za odredivanje toksi¢nosti fungicida

In vitro osetljivost izolata vrsta roda Trichoderma prema dva fungicida testirana je po
delimi¢no modifikovanoj metodi Leroux and Gredit (1972). Ise¢ci micelije kolonija Trichoderma
izolata stara Cetiri dana inokulisani su na PDA podlogu obogaéenu razli¢itim koncentracijama
fungicida: 0,01; 0,10; 1,00; 10,00; 100,00 i 1000,00 pug/ml, i inkubirani pri temperaturi od 20 = 1°C.
Ovim preliminarnim ispitivanjima odredene su koncentracije fungicida kojima je postignuta
inhibicija izolata izmedu 5 i 95% u odnosu na kontrolu. Za odredivanje parametara osetljivosti
koris¢ena je skala sa simetri¢no rasporedenim koncentracijama u utvrdenom opsegu kako bi se dobila
Sto pouzdanija vrednost koncentracije fungicida koja inhibira rast micelije 50% (ECso) (Robertson
et al., 1984). Na osnovu prethodnih rezultata izabrane su kona¢ne koncentracije za prohloraz i
metrafenon: 0,00243; 0,0081; 0,027; 0,09 1 0,3 pg/ml. Toksi¢nost fungicida metrafenona ispitivana
je prema svim izolatima uklju¢enim u istrazivanja (22), dok je toksi¢nost fungicida prohloraza
ispitivana prema 16 izolata (12 izolata dobijenih u ovim istrazivanjima i 4 iz kolekcije Univerziteta u
Segedinu).

Fungicidi su dispergovani u sterilnoj destilovanoj vodi, a zatim uz neprekidno meSanje
asepti¢no dodavani u rastopljenu PDA podlogu, prethodno ohladenu do 50°C. Odnos fungicida 1
podloge bio je 1:9, dok je u kontroli fungicid zamenjen destilovanom vodom. Svi testovi su izvedeni
u tri ponavljanja, a eksperiment je ponovljen dva puta. Nakon tri dana inkubacije pri temperaturi od
20 + 1°C vrSeno je merenje po Sest radijalno rasporedenih rastojanja od ivice inokuluma do ivice
kolonije. Toksi¢nost fungicida odredena je probit analizom, za koju su uzimani rezultati
odgovaraju¢ih koncentracija i procenti inhibicije izraCunati u odnosu na kontrolu. Odredene su
koncentracije koje inhibiraju rast micelije 50% i 90% (ECso i ECg0), kao i nagib regresione linije (b)
(Leroux and Gredit, 1972). Kriterijum za znacajno razlikovanje dve regresione linije bio je
nepreklapanje intervala poverenja za ECso i ECgo na nivou verovatnoc¢e 0,05 (Finney, 1971).
Ispitivani izolati su na osnovu ECsg vrednosti grupisani na: visoko osetljive ukoliko je ECso manja od
5 ug/ml, umereno osetljive ukoliko je ECsp izmedu 5 i 50 pg/ml i rezistentne ukoliko je ECsg veca od
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50 ng/ml (Gea et al., 1996; Grogan et al., 2000). Odreden je i faktor rezistentnosti (resistance factor,
RF) preko formule (Delp and Dekker, 1985):

RF = ECso posmatranog izolata / ECso najosetljivijeg izolata.
Nivo rezistentnosti ocenjen je na osnovu skale koju je predlozio Gout (1994):

RF < 3 — osetljivi izolati,

RF > 3 < 20 — umereno rezistentni,
RF > 20 < 80 — rezistentni i

RF > 100 — visoko rezistentni izolati.

Selektivna toksi¢nost. Indeks selektivnosti za etarsko ulje mirodije i fungicide prohloraz i
metrafenon izracunat je kao odnos srednje ECso vrednosti za Trichoderma spp. i odgovarajuce
procenjene vrednosti za jestivu gljivu - Sampinjon, bukovacu ili Siitake (Chrysayi-Tokousbalides et
al., 2007). Toksic¢nost etarskog ulja mirodije, fungicida metrafenona i prohloraza prema jestivim
gljivama odredena je primenom makrodilucione metode. Iseéci micelije sojeva jestivih gljiva (iz
kolekcija Instituta za pesticide: Sampinjon A15 (Sylvan, Hungaria zRt, Madarska), bukovaca P80
(Hollander spawn BV, Holandija i Siitake 237) starih dve nedelje inokulisani su na PDA podlogu
obogacenu razli¢itim koncentracijama etarskog ulja mirodije: 0,065; 0,125; 0,25; 0,51 1 pg/ml i
fungicida: 0,00243; 0,0081; 0,027; 0,09 i 0,3 pg/ml. Nakon deset dana inkubacije pri temperaturi od
20 £ 1°C vrseno je merenje po Sest radijalno rasporedenih rastojanja od ivice inokuluma do ivice
kolonije. Toksi¢nost je odredena probit analizom.

4.7.6. In vivo test za procenu efikasnosti antifungalnih jedinjenja i uticaja na prinos
Sampinjona

Plan ogleda. Efikasnost odabranog etarskog ulja i biopreparata u suzbijanju T. aggressivum
f. europaeum T77 i uticaj na prinos Sampinjona ispitan je u oglednom gajilistu Instituta za pesticide
i zaStitu Zivotne sredine, u uslovima in vivo. Ogledi su postavljani po uzoru na proces komercijalne
proizvodnje Sampinjona u Srbiji. Ispitivanja su izvedena u dva nezavisna ogleda. Netretirane
inokulisane i neinokulisane varijante predstavljale su negativne kontrole. Ukupno 10 varijanti
postavljano je u Sest ponavljanja. Tretirane povrSine u gajiliStu su bile rasporedene po potpuno
slu¢ajnom blok sistemu. Ceo ogled je ponovljen dva puta.

Fermentisan i pasterizovan kompost (1,5 kg) (Fabrika komposta ,,U¢a.*, Smederevo-Vranovo,
Srbija) je zasejan micelijom Sampinjona, tzv."semena” Agaricus bisporus A15 (Sylvan Hungaria Zrt,
Madarska) u koli¢ini 1% (15 g) i smeSten u plasticne kutije dimenzija 0,340 m x 0,215 m x 0,130 m
(duZinaxS§irinaxvisina), prethodno sterilisanih 96% etanolom. Micelija Sampinjona je inkubirana u
supstratu 14 - 20 dana pri temperaturi od 24°C. Nakon §to je micelija u potpunosti prorasla kompost,
na povrSinu komposta postavljeno je po 1,3 kg pokrivke, odnosno crnog treseta (Terahum d.o.o.,
Veliko GradiSte, Srbija) pomesSanog sa krecom (1,4%, Tara stil d.o.0., Dobanovci, Srbija) i
sterilisanog persiréetnom kiselinom (90 ml/m?, 15 % Peral S, MidraEko, Beograd, Srbija). Dan
postavljanja pokrivke oznacan je kao nulti dan ogleda. Sedam dana nakon inkubacije pri 22°C,
temperatura je spustena na 17°C kako bi se podstaklo obrazovanje karpofora Sampinjona. Pokrivka
je rastresena grabuljanjem desetak dana nakon njenog postavljanja, kako bi se omogucéilo lakse
prorastanje micelije kroz pokrivku i formiranje karpofora na celoj povrsini. Karpofore su brane ru¢no
svakog dana tokom dva talasa plodonosenja i klasifikovane u dve grupe: zdrave (bez simptoma zelene
plesni) ili bolesne (sa simptomima zelene plesni). Prilikom klasifikacije na osnovu direktne vizuelne
observacije, zabelezeni su i broj i masa karpofora. Na osnovu dobijenih podataka za svaki tretman
izraCunat je procenat efikasnosti tretmana za suzbijanje patogena preko Abbott-ove formule (Abbot,
1925; Gea et al., 2010):

E (%) = ((Ik — It) / k) x100
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E — efikasnost,
Ik — pojava bolesti u kontroli i
It — pojava bolesti u tretmanu.

Efekat tretmana na prinos Sampinjona procenjen je na osnovu bioloske efektivnosti (BE)
prema Chrysayi-Tokousbalides et al. (2007) i izracunat preko formule:

BE (%) = (ukupna masa sveze ubranih karpofora / suva masa komposta) x 100

Suva masa komposta odredena je prema metodi Reeb and Milota (1999): masa komposta
merena je pre i nakon suSenja 24 h pri temperaturi od 105°C, a zatim je izraCunat sadrzaj vlage
komposta kao odnos suve i vlazne mase izrazen u procentima (suva masa komposta / vlazna masa
komposta x 100).

Vestacka inokulacija. Kompost je inokulisan pripremljenom suspenzijom spora 10°
konidija/ml T. aggressivum f. europaeum T77 na dan postavljanja supstrata zasejanog micelijom
Sampinjona u plasti¢ne kutije. Suspenzija soja T77 doze 10° konidija/m? povr§ine komposta je
dodavana u koli¢ini po 10 ml niz svaki od Cetiri unutrasnja zida kutija.

Tretmani. Tretmani te¢nim suspenzijama fungicida/biofungicida i etarskog ulja su izvedeni
zalivanjem pokrivke inokulisanih i neinokulisanih supstrata u koli¢ini primene od 30 ml/kutuji (osim
negativne kontrole): a) etarsko ulje mirodije [al) 6 x 5 ul - na dan postavljanja pokrivke i svakih
sedam dana; all) 6 x 10 ul — na dan postavljanja pokrivke i svakih sedam dana]; b) fungicidom
prohloraz — prva pozitivna kontrola (2 x 1,5 ml — Cetvrtog dana od postavljanja pokrivke i nakon
prvog talasa plodonosSenja, nakon 22. dana); i c) biofungicid azadiraktin — druga pozitivna kontrola
(6 x 0,5 ml — na dan postavljanja pokrivke i svakih sedam dana). Negativne kontrole (inokulisana i
neinokulisana) tretirane su primenom 30 ml cesmenske vode u vreme tretiranja fungicidima.

Sinergisticko dejstvo fungicida i etarskog ulja mirodije je ispitano postavljanjem pet dodatnih
inokulisanih tretmana: d) etarsko ulje mirodije 20% od pocetne doze [dl) 20% od pocetne doze (6 x1
ul — na dan postavljanja pokrivke i zatim na sedam dana); dll) 20% od pocetne doze (6 x 2 ul — na
dan postavljanja pokrivke i zatim na sedam dana)]; e) fungicid prohloraz u dozi 80% standardne doze
(2 x 1,2 ml - ¢etvrtog dana od postavljanja pokrivke i posle prve berbe); f) zajednicka primena
etarskog ulja mirodije I/1I (20%) i fungicida (80%): [fl) etarsko ulje mirodije 20% od pocetne doze
(6 x 1 ul —nadan postavljanja pokrivke i zatim na sedam dana) i fungicida 80% (2 x 1,2 ml - ¢etvrtog
dana od postavljanja pokrivke i posle prve berbe); fll) 20% od pocetne doze (6 x 2 ul — na dan
postavljanja pokrivke i zatim na sedam dana) i fungicida prohloraza 80% (2 x 1,2 ml - ¢etvrtog dana
od postavljanja pokrivke i posle prve berbe)]. Doze primene tretmana prikazane su Tabeli 3.

Tabela 3. Primenjeni tretmani u oglednom gajilistu

Tretman Aktivna supstanca Doza po m? Stopa primene
vodenog rastvora
Etarsko ulje I (1%) EU Mirodija (6 x 5) 30 ul 390 ml/m?
Etarsko ulje 11 (2%) EU Mirodija (6 x 10) 60 pl 390 ml/m?
Azadiraktin (1%0) Azadiraktin 1% 3ml 390 ml/m?
Prohloraz s.d.p. Prohloraz 450 mg/I 3ml 390 ml/m?
Prohloraz 80% s.d.p. Prohloraz 450 mg/I 2,4 ml 390 ml/m?
Etarsko ulje 20% | EU Mirodija (6 x 1) 6 ul 390 ml/m?
Etarsko ulje 20% 11 EU Mirodija (6 x 2) 12 pl 390 ml/m?
EU 1 20% + P 80% s.d.p. EU M 0,5 + P 450 mg/I 6 ul+2,4ml 390 ml/m?
EU 11 20% + P 80% s.d.p. EUM 1+ P 450 mg/l 12 ul +2,4 ml 390 ml/m?

s.d.p. — standardna doza primene
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4.7.7. Ispitivanje aditivnog, sinergisti¢kog ili antagonistickog dejstva antifungalnih
jedinjenja

Aditivno, sinergisticko ili antagonisti¢ko dejstvo fungicida i etarskog ulja mirodije izra¢unato
je Limpel-evoj formuli (Richer, 1987):

Ee = (X+Y) — (XxY) / 100

Ee — ocekivani aditivni odgovor dve inhibitorne supstance (etarskog ulja mirodije 1 fungicida
prohloraz),
X 1Y — procenat unhibicije koju izazivaju etarsko ulje mirodije i fungicid prohloraz.

Sinergisti¢ki faktor (SF) izracunat je na osnovu Abbott-ove formule kao odnos oc¢ekivane i
postignute inhibicije (Abbot, 1925). Nivo sinergizma odreden je preko sledece skale:

SF > 1 —sinergisticka reakcija,
SF = 1 —aditivna rekacija i
SF <1 — antagonistic¢ka reakcija.

4.8. StatistiCka analiza

Za statisticku obradu podataka kori$cen je softverski paket Statistika za Windows 6.0. (Stat
Soft Italy, 1997) i program Statgraphics (Statistical Graphics Cosrporation, USA). Podaci su
analizirani serijom testova: ANOVA testom (jedno- i multifaktorijalnom analizom varijanse), a
znacajnost razlika Fisher LSD testom. Kriterijum za znacajnost razlika je na nivou verovatnocée
P<0,05 (Sokal and Rohlf, 1995). Testovi su primenjeni u analizi antifungalnih supstanci, toksi¢nosti
za izolate patogenih gljiva in vitro i efikasnosti u suzbijanju simptoma zelene plesni i uticaja na prinos
in vivo. Kriterijum za znacajno razlikovanje dve regresione linije u probit analizi toksi¢nosti fungicida
je nepreklapanje intervala poverenja za ECso i ECgo na nivou verovatnoce 0,05 (Finney, 1971).
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5. REZULTATI

5.1. Simptomi bolesti, izolacija i odabir izolata

Uzorci supstrata bukovace sa tamnozelenim kolonijama gljiva prikupljeni su u gajilistima u
Srbiji (Kragujevac) i Severnoj Makedoniji (Kavadarci) tokom 2018. godine (Slika 1a), dok su uzorci
karpofora siitake sa smedim pegama prikupljeni tokom 2008. godine (Slika 1b) u gajilistu u
Ugrinovcima (Srbija). Uoceno je da se u gajilistima bukovace bolest uglavnom javlja na supstratu za
gajenje pecuraka i da pojava simptoma u vidu pega na karpoforama bukovace nije zabelezena. U
gajilistu Siitake, pojava zelene plesni je zabeleZena i na supstratu i na karpoforama. 1z uzorkovanog
materijala izolovano je ukupno pet izolata iz gajilista Siitake i po 13 izolata iz gajilista bukovace u
Srbiji i S. Makedoniji. Za dalja proucavanja patogenosti i virulentnosti, molekularnih, morfoloskih i
ekoloskih karakteristika, kao 1 ispitivanje osetljivosti na antifungalna jedinjenja, odabrana su po tri
reprezentativna izolata iz gajilista Siitake (T57, T58 i T59) i bukovacde (KG6, KG10 i KG13) iz Srbije
i Sest izolata iz gajiliSta bukovace (KM4, KM5, KM6, KM8, KM11 i KM12) iz S. Makedonije.

Slika 1. Zelena plesan na supstratu bukovace (a) i karpofori Siitake (b)

5.2. Patogenost odabranih izolata

Za proveru patogenosti odabrano je 12 izolata, tri izolata sa Siitake (T57, T58 1 T59) i devet
izolata sa bukovace (KG6, KG10, KG13, KM4, KM5, KM6, KM8, KM11 i KM12). Nakon pet dana
inkubacije na vlaznom filter papiru pri temperaturi od 22 + 2°C, na karpoforama §iitake i bukovace
mogli su se uociti karakteristi¢ni simptomi u vidu bledih ili smedih pega na i oko mesta inokulacije,
prisustvo bele micelije i sporulacija patogena. Izolati sa Siitake ispoljili su simptome jaceg intenziteta
u poredenju sa izolatima sa bukovace. Sva tri izolata sa Siitake (T57, T58 1 T59) izazvala su na
karpoforama Siitake smede pege, prisustvo micelije i sporulacije na celim inokulisanim $eSirima
(Slika 2). Sporulacija je zabeleZena ¢ak i van inokulisanih $esira - na filter papiru. Izolati sa bukovace
izazvali su dve vrste simptoma: jace simptome u vidu promene boje i svetlosmedeg prstena na i oko
mesta inokulacije (KG6, KM5, KM6, KM8, KM11 i KM12) i slabije simptome (KG10, KG13 i KM4)
sa jedva vidljivim promenama i bledim prstenovima na mestu inokulacije (Slika 3). Nakon sedam
dana od inokulacije, na povrsini svih SeSira bukovace zabeleZeno je prisustvo karakteristicne bele
micelije. 1z zarazenih karpofora na kojima su se ispoljili simptomi uspesno je izvrSena reizolacija
patogena. Morfoloskim pregledom utvrdeno je da odlike reizolata odgovaraju odlikama izolata, ¢ime
su ispunjeni Kohovi postulati.
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Slika 2. Izgled karpofora siitake nakon pet dana od vestacke inokulacije spoljasnje strane SeSira
suspenzijom spora izolata: T58 (a), T57 (b) i T59 (c). Kontrola je inokulisana sterilnom vodom.

Slika 3. Izgled karpofora bukovace nakon pet dana od vestacke inokulacije spoljasnje strane $eSira
suspenzijom spora izolata: KG6 (b), KG10 (c), KM5 (d), KM6 (e), KM8 (f), KM11 (g), KM12 (h),
KG13 (i). Kontrola (a) je inokulisana sterilnom vodom.
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5.3. Molekularna identifikacija i filogenetske analize izolata

Identifikacija na osnovu ITS regiona. Molekularna identifikacija izolata na bazi ITS regiona
obavljena je primenom PCR metode uz koris¢enje ITS1/ITS4 para prajmera. Identifikacija 12
odabranih izolata (KG6, KG10, KG13, KM4, KM5, KM6, KM8, KM11, KM12, T57, T58 i T59)
obavljena je nakon sekvenciranja ITS regiona i njihove obrade, viSestrukim uparivanjem sa
sekvencama dostupnim u GenBank bazi podataka i proracunom geneticke sli¢nosti pomo¢u BLAST
(Basic Aligment Search Tool) analize i upotrebom bioinformatickog programa TrichoKEY 2.0 na
www.isth.info (Druzhinina et al., 2005).

Kao rezultat umnozavanja ITS regiona PCR metodom, koris¢enjem univerzalnog para
prajmera (ITS1/ITS4), utvrdeno je prisustvo amplifikovanih fragmenata DNA ocekivane veli¢ine
~600 bp kod svih ispitivanih izolata.

Analizom dobijenih sekvenci ITS regiona rDNA izolata KG6, KM4, KM5 i KM 12 utvrdena
je 100% nukleotidna slicnost sa sekvencom izolata vrste T. pleuroticola izolovanog iz
poljoprivrednog zemljista u Kini (MF871561), kao i 99,65% sli¢nosti sa sekvencom referentnog
izolata vrste T. pleuroticola izolovanog iz supstrata bukovace u Severnoj Koreji (CBS:124383,
HM142362). Medusobnim poredenjem cetiri sekvence T. pleuroticola dobijenih u ovim
istrazivanjima utvrdena je 100% sli¢nost sva Cetiri izolata.

Analizom dobijenih sekvenci izolata KM6, KM8 i KM11 utvrdena je nukleotidna sli¢nost od
99,82% sa sekvencom referentnog izolata vrste T. pleuroti izolovanog iz supstrata bukovace u
Severnoj Koreji (CBS:124387, HM142363) i sekvencom izolata vrste T. pleuroti izolovanog iz
supstrata bukovade u Spaniji (FJ418567), kao i 99,64% sli¢nosti sa sekvencama izolata vrste T.
pleuroti izolovanog iz supstrata bukovace u Madarskoj (EU280069). Medusobnim poredenjem tri
sekvence izolata T. pleuroti dobijenih u ovim istrazivanjima utvrdena je 100% sli¢nost sva tri izolata.

Sekvence izolata KG10 i KG13 su na osnovu analize nukleotidne sli¢nosti ITS regiona rDNA
imale 100% slicnost sa sekvencama izolata vrste T. harzianum izolovanih iz poljoprivrednog
zemljista u Kini (MF780869 i MF871532) i iz sumskog zemljista u Spaniji (KX343085 i KX343083).
Medusobnim poredenjem zabelezena je 100% sli¢nost ova dva izolata. Sekvence izolata T58 i T59
su najvisi stepen nukleotidne sli¢nosti od 99,82% imale sa sekvencama izolata vrste T. harzianum
izolovanih i1z zemljiS§ta u Argentini (MT577837 1 MT577649) 1 Kini (MK886859) 1 gajilista
sampinjona u Kini (MK552405). Medusobnim poredenjem zabelezena je 100% sli¢nost i ova dva
izolata. Za sekvencu izolata T57 je utvrdena nukleotidna slicnost od 99,82% sa sekvencama izolata
vrste T. harzianum izolovanih iz zemljista u Kini (KY750444) i lekovite biljke noc¢urka u Indiji
(KM203603).

Medu prikupljenim izolatima iz gajiliSta bukovace u Srbiji, identifikovana je vrsta T.
pleuroticola (KG6) i vrste koje pripadaju T. harzianum kompleksu (KG10 i KG13) imenovane kao
T. cf. harzianum (cf.=confore — potrebno je uraditi dodatne analize kako bi se blize odredila vrsta),
dok su medu izolatima iz gajilista bukovace u S. Makedoniji identifikovane T. pleuroticola (KM4,
KM5 i KM12) i T. pleuroti (KM6, KM8 i KM11). Odabrani izolati prikupljeni u gajilistu Siitake u
Srbiji identifikovani su kao vrste koje pripadaju T. harzianum kompleksu tj. T. cf. harzianum (T57,
T58 1 T59) (Tabela 4).

Pristupni brojevi za ITS region u GenBank svih kori$¢enih izolata u ovom radu prikazani su
u Tabeli 4. Identifikacije vrsta T. pleuroti, T. pleuroticola i T. cf. harzianum (THSC), prouzrokovace
zelene plesni bukovace u Srbiji i S. Makedoniji predstavljaju prve nalaze ovih patogena u ovim
zemljama (Lukovi¢ et al., 2021).

Identifikacija na osnovu tef-1a genskog regiona. Molekularna identifikacija zasnovana na
analizi tef-1a genskog regiona pet odabranih izolata T. harzianum kompleksa (dva dobijena u ovom
radu - KG13 i T57, tri iz kolekcije Instituta za pesticide - T10, T52, T54) obavljena je na prethodno
opisan nac¢in, BLAST analizom 1 viSestrukim poredenjem dobijenih sekvenci sa dostupnim
sekvencama u GenBank bazi podataka, koje su dalje koris¢ene za filogenetske analize. ldentifikacija
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tri izolata T. harzianum kompleksa dobijenih u ovim istrazivanjima (KG10, T58 i T59) uradena je na
Fakultetu za nauku i informatiku Univerziteta u Segedinu u Madarskoj (Allaga et al., 2021).

Kao rezultat umnozavanja tef-lo. genskog regiona PCR metodom, koriS¢enjem EF1-
728F/TEF1LLErev para prajmera, utvrdeno je prisustvo amplifikovanih fragmenata DNA ocekivane
veli¢ine ~1200 bp kod ispitivanih izolata.

Analizom dobijene sekvence tef-1a regiona izolata T54 zabelezena je nukleotidna sli¢nost od
99,67% i 99,01% sa sekvencama izolata vrste T. atrobrunneum izolovanih iz treseta i zemljista u Kini
(KX632628, odnosno KX632629) i od 98,78% sa sekvencama izolata vrste T. atrobrunneum
izolovanih iz drvenastih biljaka (smrdljivo drvo, bor, bukva i cer) u Spaniji (KJ665413, KJ665396 i
KJ665381), Francuskoj (KJ665384) i Italiji (KJ665369).

Analizom nukleotidne sli¢nosti dobijene sekvence izolata T57 zabelezena je 100% sli¢nost sa
sekvencama izolata vrste T. simmonsii izolovanih iz drvenastih biljaka (brest, leska i cer) u Austriji
(KJ665707 i KJ665706) i Italiji (KJ665721).

Sekvenca izolata T52 je imala 100% nukleotidne sli¢nosti sa sekvencama izolata vrste T.
guizhouense izolovanih iz drvenastih biljaka (javor, brest i grab) u Spaniji (KJ665506) i Hrvatskoj
(KJ665505 i KF134799), dok je za sekvencu izolata T10 zabelezena nukleotidna sli¢nost od 99,75%
sa sekvencama izolata vrste T. pholiotae izolovanih iz supstrata jestive gljive Pholiota adiopse u Kini
(ON649918, ON649919 i ON649920).

Na osnovu analize dobijenih sekvenci izdvojene su vrste u okviru T. harzianum kompleksa:
T. atrobrunneum (T54), T. simmonsii (T57), T. guizhouense (T52) i T. pholiotae (T10). Izolat KG13
nije mogao biti identifikovan do nivoa vrste u okviru T. harzianum kompleksa, ve¢ je zadrzao naziv
T. cf. harzianum.

Pristupni brojevi sekvenci tef-1a genskog regiona ispitivanih izolata u NCBI GenBank
prikazani su u Tabeli 4. Identifikacija vrste T. atrobrunneum na Sampinjonu predstavlja prvi nalaz u
Srbiji, a vrsta T. pholiotae prvi nalaz u Evropi.

Filogenetska analiza odabranih izolata. Filogenetska analiza sprovedena je na osnovu
sekvenci tef-1o genskog regiona izolata iz T. harzianum kompleksa poreklom iz Srbije dobijenih u
ovom radu (T57) i iz kolekcije Instituta za pesticide (T10, T52, T54). Dobijene sekvence uparene su
sa 21 odabranom sekvencom vrsta iz T. harzianum kompleksa dostupnih u GenBank bazi podataka
poreklom iz razli¢itih delova sveta (Prilog 1; Tabela P1-1). Stablo je rekonstruisano primenom
Maximum Likelihood (ML) metode i Kimura dvoparametarskog modela sa Gama distribucijom
(K2+G). Kao out grupe koris¢ene su sekvence vrsta T. aggressivum f. europaeum, T. estonicum i T.
ceramicum.

Analizom filogenetskog stabla, svi odabrani izolati su se grupisali u dva klastera. U okviru
prvog klastera izdvojili su se T. afroharzianum i T. atrobrunneum izolati kao jedna grupa i T.
guizhouense i T. pholiotae izolati kao druga grupa. U okviru drugog klastera grupisali su se u
odvojene grane T. simmonsii i T. harzianum izolati.

Izolat T54 grupisao se sa izolatom iz Kine kao zasebna grana unutar grupe T. atrobrunneum
u okviru prvog klastera. 1zolat T52 grupisao se sa jos tri izolata poreklom iz Spanije i Hrvatske unutar
grupe T. guizhouense, dok se izolat T10 izdvojio kao zasebna grana T. pholiotae unutar iste grupe sa
jos tri izolata poreklom iz Kine. lzolat T57 se grupisao unutar T. simmonsi grane u okviru drugog
klastera sa jos tri izolata poreklom iz Italije i Austrije. Na osnovu dobijenih rezultata medu ispitivanim
izolatima T. harzianum kompleksa, jasno su se izdvojile Cetiri vrste: T. simmonsii (T57), T.
atrobrunneum (T54), T. pholiotae (T10) i T. guizhouense (T52). Filogenetsko stablo prikazano je na
Slici 4.
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q0 (T. atrobrunneum KJ665396 S447
T. atrobrunneum KJ665384.1 S369
T. atrobrunneum KX632629.1 T42
T. atrobrunneum KJ665413 S662
T. atrobrunneum KJ665369 S147
T. atrobrunneum KJ665381.1 S338
T. atrobrunneum KJ665375.1 5266
92 T. atrobrunneum KX632628.1 T39
92 .4PhD T. atrobrunneum 0Q116866.1 T54 |

T. afroharzianum MW267263.1 TB3-36
4100[1 afroharzianum MT081431.1 Tafum1
PhD T. guizhouense OQ116867 T52 |
qg | T. guizhouense KJ665506 S393
T. guizhouense KF134799 S278
T. guizhouense KJ665505 S279
T. pholiotae ON649920 JZBQH13
T. pholiotae ON649919 JZBQH12
T. pholiotae ON649918.1 JZBQH11
IPhD T. pholiotae 0Q116868 isolate T10 |

qg | MT081434.1 Trichoderma harzianum isolate Thaum14

—L MT081433.1 Trichoderma harzianum isolate Thaum12
PhD T. simmonsii 0Q116869 T57 |
T. simmonsii KJ665721 S86
T. simmonsii KJ665706 Hypo 15
T. simmonsii KJ665707 Hypo 30
KP008991.1 Trichoderma aggressivum f. europaeum strain CBS 433.95

%8

66

61

9

76

99

10

o

— FJ860638.1 Trichoderma estonicum strain CBS 111147
10— FJ860628.1 Trichoderma ceramicum strain CBS 114576

0.01

Slika 4. Filogenetsko stablo rekonstruisano na osnovu nukleotidnih sekvenci tef-1a genskog regiona
vrsta T. harzianum kompleksa u programu MEGA 5.0 koris¢enjem Maximum Likelihood metode
(ML) i primenom Kimura dvoparametarskog modela sa Gama distribucijom (K2+G). Na granama su
oznacéene bootsrap vrednosti. Izolati iz istrazivanja su naznaceni.
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Tabela 4. Pregled ispitivanih izolata, njihovo poreklo i pristupni brojevi

Oznaka izolata Lokalitet Supstrat Godina Kolekcija Vrsta GenBank
(Domadin) izolacije ITS tef-1o
SZMC 12454 Madarska Supstrat bukovace 2009Y US, Madarska  T. pleuroti MT876590 /
SZMC 23033 Madarska Supstrat bukovace 20042 US, Madarska  T. pleuroticola EF392794 2 /
SZMC 24039 (T6)  Hrvatska Supstrat bukovace 2011% US, Madarska  T. pleuroti MT876591 /
SZMC 24040 (T7)  Hrvatska Supstrat bukovade 20113 US, Madarska  T. pleuroticola MT876592 /
T10 Pozarevac, Srbija Karpofor sampinjona 2006 IPZZS, Srbija  T. pholiotae KC555182 0Q116868
T52 Zemun, Srbija Karpofor §ampinjona 2008% IPZZS, Srbija  T. guizhouense KC555177 0Q116867
T54 Kula, Srbija Karpofor §ampinjona 20084 IPZZS, Srbija  T. atrobrunneum KC555183 4 0Q116866
T57 Ugrinovci, Srbija Karpofor siitake 2008 IPZZS, Srbija  T. simmonsii MT876593 © 0Q116869
T58 Ugrinovci, Srbija Karpofor siitake 2008 IPZZS, Srbija  T. guizhouense MT876594 9  MZ773439°
T59 Ugrinovci, Srbija Karpofor &iitake 2008 IPZZS, Srbija  T. guizhouense MT876595 9  MZ773438 %
T76 Lisoviéi, Srbija Supstrat $ampinjona 20109 IPZZS, Srbija  T. aggressivum f. europaeum KC555185 4 /
T77 Lisovi¢i, Srbija Supstrat $ampinjona 20109 IPZZS, Srbija  T. aggressivum f. europaeum KC555186 /
T85 Lisoviéi, Srbija Supstrat $ampinjona 20109 IPZZS, Srbija  T. aggressivum f. europaeum  KC555184 4 /
KG6 Kragujevac, Srbija Supstrat bukovace 2018 IPZZS, Srbija  T. pleuroticola MT876581 © /
KG10 Kragujevac, Srbija Supstrat bukovade 2018 IPZZS, Srbija  T. afroharzianum MT8765829  MZ773435
KG13 Kragujevac, Srbija Supstrat bukovace 2018 IPZZS, Srbija  T. cf. harzianum MT876583 © /
KM4 Kavadarci, S. Makedonija Supstrat bukovade 2018 IPZZS, Srbija  T. pleuroticola MT876584 © /
KM5 Kavadarci, S. Makedonija Supstrat bukovade 2018 IPZZS, Srbija  T. pleuroticola MT876585 © /
KM6 Kavadarci, S. Makedonija Supstrat bukovace 2018 IPZZS, Srbija  T. pleuroti MT876586 © /
KM8 Kavadarci, S. Makedonija Supstrat bukovace 2018 IPZZS, Srbija  T. pleuroti MT876587 © /
KM11 Kavadarci, S. Makedonija Supstrat bukovade 2018 IPZZS, Srbija  T. pleuroti MT876588 © /
KM12 Kavadarci, S. Makedonija Supstrat bukovade 2018 IPZZS, Srbija  T. pleuroticola MT876589 © /

D Urban (2012); 2 Hatvani et al. (2007); Komon-Zelazowska et al. (2007); ® Hatvani et al. (2012); ¥ Kosanovi¢ et al. (2013); ® Allaga et al. (2021); ® Lukovié et al. (2021);
US — Univerzitet u Segedinu; [PZZS — Institut za pesticide i zastitu zivotne sredine
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5.4. Morfoloske karakteristike izolata Trichoderma spp.

Svi ispitivani izolati izolovani iz karpofora Siitake i supstrata zasejanog bukova¢om su tokom
prva tri dana inkubacije na PDA podlozi obrazovali belu vazdusastu miceliju, koja je kasnije postala
zelena kao rezultat sporulacije. Tokom sporulacije koja je pra¢ena do petog dana na PDA podlozi pri
temperaturi od 20°C, svi izolati su obrazovali zelene elipsaste ili loptaste konidije, glatkih zidova na
fijalidama.

Izolati vrste T. pleuroti (KM6, KM8 i KM11) su tokom prva tri dana inkubacije na PDA
podlozi obrazovali belu vazdusastu miceliju i koloniju pravilnog oboda. Ve¢ drugog dana je kolonija
ispunila Petri kutiju. Nije zabelezena promena boje podloge, ali jeste prisustvo prijatnog i slatkastog
mirisa kolonije. Pojava svetlozelenih konidija zabeleZena je Cetvrtog dana. Sporulacija je bila
intenzivnija na ivici kutije, a takode su zabeleZene slabo izrazene koncentri¢ne zone. Boja konidija je
starenjem postajala tamnija. Obrazovane konidije bile su loptastog do blago elipsastog oblika sa
prose¢nim dimenzijama (1,8) — 2,7 — (5,4) x (1,7) — 2,6 — (5,1) um. Dimenzije konidija svih izolata
ove vrste prikazane su Tabeli 5.

Izolati vrste T. pleuroticola (KM4, KM5, KM12 i KG6) su takode tokom prva tri dana
inkubacije na PDA podlozi obrazovali belu vazdusastu miceliju i koloniju pravilnog oboda. Kolonija
je nakon 48 h ispunila Petri kutiju i prouzrokovala promenu boje podloge u svetlozutu. ZabeleZen je
prijatan slatkasti miris kolonije. Sporulacija je zabelezena tre¢eg (KG6) i petog (KM5 i KM12) dana
sa ja¢im intenzitetom na ivici kutije i slabo izrazenim koncentricnim zonama. Boja konidija je
starenjem postajala tamnija. Obrazovane konidije bile su loptastog do blago elipsastog oblika i
proseénih dimenzija (1,8) — 3,0 — (5,4) x (1,7) — 2,9 — (5,4) um. U Tabeli 5 prikazane su dimenzije
konidija svih izolata ove vrste.

Izolati T. harzianum kompleksa sa $iitake (T57, T58 i T59) su na PDA podlozi tokom prvih
48 h obrazovali belu vazdusastu miceliju i kolonije pravilnog oboda. Sporulacija za T58 i T59 (vrsta
T. giuzhouense) izolate zabeleZena je nakon 48 h, dok je za izolat T57 (vrsta T. simmonsii) zabeleZena
nakon 72 h. Zabelezene su koncentri¢ne zone i promena boje konidija iz svetlozelene u tamnozelenu.
Obrazovane konidije bile su elipsastog oblika i prose¢nih dimenzija (2,1) — 3,0 — (3,6) x (1,9) — 2,7 —
(4,1) um. Proseéne dimenzije za vrstu T. simmonsii (T57) bile su (2,6) — 3,3 — (3,6) x (1,9) — 2,9 —
(4,1) um (odnos $irine i duzine=1,1), dok su za vrstu T. guizhouense (T58 i T59) bile (2,3) — 2,9 —
(3,6) x (1,9) — 2,6 — (3,5) um (odnos Sirine i duzine = 1,1). Nije zabeleZeno da kolonije izolata dovode
do promena boje podloge, kao ni karakteristican slatkasti miris kolonije.

Izolati T. harzianum kompleksa sa bukovace (KG10 i KG13) su takode na PDA podlozi tokom
prvih 48 h obrazovali belu vazdusastu miceliju i koloniju pravilnog oboda. Intenzivnija sporulacija
zabelezena je nakon 72 h u koncentri¢énim zonama. Boja konidija je vremenom postajala tamnija, a
zabelezena je i promena boje podloge u svetlozutu (KG10) i tamnozutu (KG13). Obrazovane konidije
bile su elipsastog oblika i prose¢nih dimenzija (2,4) — 3,2 — (4,4) x (2,1) — 2,9 — (4,5) um. Izolat KG13
(vrsta T. cf. harzianum) obrazovao je konidije elipsastog oblika sa prose¢nim dimenzijama (2,6) —
3,3 - (4,4) x (2,1) — 3,0 — (4,5 um (odnos Sirine i duzine = 1,1), dok je izolat KG10 (vrsta T.
afroharzianum) obrazovao konidije prose¢nih dimenzija (2,4) — 3,0 — (4,0) x (2,2) —2,9—(3,9) um
(odnos Sirine i duzine = 1,0). Prijatan slatkasti miris zabelezen je za oba izolata, a nesto jaci bio je
kod izolata KG13.

Dimenzije svih izolata i vrsta iz T. harzianum kompleksa prikazane su u Tabeli 5.
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Tabela 5. Dimenzije konidija Trichoderma spp. izolata

Dimenzije Odnos Dimenzije Odnos
Vrsta Izolat konidija izolata duZina/Sirina konidija vrste duZina/Sirina
(duZina x §irina)! konidija izolata! (duZina x §irina)? konidija vrste?
(um) (um) (um) (um)

T. simmonsii T57 (2,6)-3,3-(3,6) x (1,9)-2,9-(4,1) (1,4)-1,3-(0,9) (2,6)-3,3-(3,6) x (1,9)-2,9-(4,1)  (1,4)-1,1-(0,9)
T. guizhouense T58 (2,1)-2,7-(3,6) x (1,9)-2,6-(3,7) (1,1)-1,1-(1,0) (2,3)-2,9-(3,6) x (1,9)-2,6-(3,5)  (1,1)-1,1-(1,0)

T59 (2,4)-3,0-(3,6) x (2,0)-2,6-(3,6) (1,2)-1,2-(1,1)
T. cf. harzianum KG13 (2,6)-3,3-(4,4) x (2,1)-3,0-(4,5) (1,3)-1,1-(1,0) (2,6)-3,3-(4,4) x (2,1)-3,0-(4,5)  (1,3)-1,1-(1,0)
T. afroharzianum KG10 (2,4)-3,0-(4,0) x (2,2)-2,9-(3,9) (1,1)-1,0-(1,0) (2,4)-3,0-(4,0) x (2,2)-2,9-(3,9)  (1,2)-1,1-(1,0)
T. pleuroticola KG6 (1,8)-2,6-(3,2) x (1,8)-2,3-(4,2) (1,0)-1,1-(0,8) (1,8)-3,0-(5,4) x (1,7)-2,9-(5,4)  (1,1)-1,0-(1,0)

KM4 (1,8)-2,9-(3,9) x (1,7)-2,8-(3,9) (1,1)-1,0-(1,1)

KM5 (2,1)-2,7-(3,4) x (2,1)-2,7-(3,4) (1,0)-1,0-(1,0)

KM12 (2,1)-2,7-(3,6) x (2,0)-2,8-(3,3) (1,0)-1,0-(1,1)

T7 (2,4)-3,1-(4,0) x (2,1)-2,9-(3,7) (1,2)-1,1-(1,1)

23033 (2,2)-3,3-(5,4) x (2,4)-3,0-(5,1) 0,9)-1,1-(1,1)
T. pleuroti KM6 (1,8)-2,5-(3,3) x (1,8)-2,3-(3,1) (1,0)-1,1-(1,1)

KM8 (24)-2,7-3,5 % (19)-25-32)  (L3)-1,1-(1,2) (1.8)-2,7-(5.4) x (17)-26-6.1)  (1.1)-11-(1.1)

KM11 (2,2)-2,9-(3,5) x (1,7)-2,5-(3,0) (1,3)-1,2-(1,2)

T6 (2,4)-3,8-(5,4) x (2,6)-3,7-(5,4) (0,9)-1,0-(1,0)

12454 (2,0)-2,9-(4,7) x (1,9)-2,6-(4,7) (1,0)-1,1-(1,3)

! Srednja vrednost i opseg za dimenzije konidija i odnos duzina/3irina konidija (50 merenja po izolatu), opseg je dat u zagradama; 2 Srednja vrednost i opseg za dimenzije
konidija i odnos duzina/$irina konidija za vrsta
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5.4.1. Brzina porasta kolonije izolata Trichoderma spp.

Stopa rasta kolonije izolata Trichoderma spp. gajenih na PDA pri temperaturi od 22°C

izraCunata je po satu i danu (Tabela 6). Najbrzi porast medu ispitivanim izolatima zabelezZen je kod
T. pleuroticola KM5 izolata sa bukovace (0,88 mm/h, odnosno 21,5 mm/dan), dok je najsporiji porast
zabeleZen kod T. aggressivum f. europaeum T77 izolata sa Sampinjona (0,48 mm/h, odnosno 11,42
mm/dan). Najsporiji porast medu izolatima sa bukovace je zabelezen kod T. pleuroticola T7 izolata
(14,58 mm/dan), dok je kod izolata sa Sampinjona najbrzi porast zabelezen kod T. pholiotae T10
izolata (14,67 mm/dan). Izolat T. simmonsii T57 je imao najbrzi porast medu izolatima sa Siitake
(17,83 mm/dan), dok je T. guizhouense T58 najsporije rastao (14,67 mm/dan). Izmedu vrsta su
zabeleZene statisticki znacajne razlike u brzini porasta (Tabela 6), pa je tako vrsta T. pleuroti imala

najbrzi porast (0,83 mm/h, odnosno 19,27 mm/dan), dok je vrsta T. atrobrunneum imala najsporiji
porast (0,50 mm/h, odnosno 12 mm/dan).

Tabela 6. Stopa rasta Trichoderma spp. izolata gajenih na PDA podlozi pri 22°C

Stopa rasta

Stopa rasta

Stopa rasta

Stopa rasta

Vrsta Poreklo Izolat izolata pri vrste pri 22°C izolata pri vrste pri 22°C
izolata 22°C (mm/h) (mm/h) 22°C (mm/dan) (mm/dan)
+ SD! + SD? + SD? + SD?
T.aggressivum f.  Sampinjon  T76 0,59+0,02) 14,08+0,42)
europaeum T77 0,48+0,01' 0,56+0,08% 11,4240,17 13,50+1,90%
T85 0,63+0,01 15,00+0,27'
T. atrobrunneum T54 0,50+0,01% 0,50+0,00¢ 12,00+0,27% 12,00+0,00¢
T. pholiotae T10 0,61+0,00! 0,61+0,00% 14,67+0,00' 14,67+0,00%
T. guizhouense T52 0,58+0,011 0,63+0,07% 14,00+0,27) 15,23+1,60%
Siitake T58 0,61+0,02! 14,67+0,38
T59 0,73+0,01°¢f 17,58+0,32¢f
T. simmonsii T57 0,74+0,01% 0,740,002 17,83+0,19% 17,83+0,00%
T. afroharzianum Bukovata  KG10 0,71+0,01¢f9 0,71+0,00°° 17,08+0,16°7 17,08+0,00°
T. cf. harzianum KG13 0,72+0,02f 0,720,002 17,33+0,17% 17,33+0,0020¢
T. pleuroticola KG6 0,76+0,01¢ 0,75+0,10%® 18,25+0,17¢ 18,50+2,30%
KM4 0,68+0,02" 16,25+0,50"
KM5 0,88+0,012 21,25+0,172
KM12 0,86+0,01° 20,58+0,17°
T7 0,6140,03' 14,58+0,83"
23033 0,710,029 17,08+0,509
T. pleuroti KM6 0,87+0,03% 0,83+0,082 20,92+0,69% 19,27+2,00?
KM8 0,7420,00% 17,67+0,00%
KM11 0,85+0,01° 20,41+0,17°
T6 0,76+0,00¢ 18,33+0,00¢
12454 0,83+0,01°¢ 19,92+0,32¢

1Srednja vrednost &etiri ponavljanja za jedan h + SD, standardna devijacija vrednosti;

2Srednja vrednost Cetiri ponavljanja za 24 h + SD, standardna devijacija vrednosti;
abedefahijk]zolati sa istim slovima statisti¢ki se zna¢ajno ne razlikuju (P<0,05)
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5.5. Ekoloske karakteristike izolata Trichoderma spp.

Uticaj temperature na brzinu porasta kolonije izolata Trichoderma vrsta izolovanih u
gajilistima bukovace i §iitake ispitan je na PDA podlozi nakon 72 h pri temperaturama od 17, 20, 22,
25, 30 i 35°C. Mereni su preénici kolonija i dobijene vrednosti su statisticki obradene dvofaktorskom
analizom varijanse. U ispitivanja je bilo uklju¢eno ukupno 16 izolata (12 izolata dobijenih u ovim
istrazivanjima i Cetiri izolata iz kolekcije Univerziteta u Segedinu). Izolati su postavljani u Cetiri
ponavljanja, tako da je ukupan broj podataka iznosio 384 (6x16x4).

ZabeleZene su statisticki znacajne razlike u srednjim vrednostima pre¢nika kolonija na
razli¢itim temperaturama (Tabela 7). Najmanji prose¢ni porast svih izolata bio je pri 17°C, a najveci
pri 25 1 30°C. Optimalna temperatura za rast T. afroharzianum, T. simmonsii i T. guizhouense izolata
sa Siitake (Slika 7) 1 bukovace, kao i T. pleuroti (Slika 5) izolata sa bukovace iznosila je 30°C, dok je
za izolate T. pleuroticola (Slika 6) optimalna temperatura bila 25°C. Najmanja srednja vrednost za
izolate T. harzianum kompleksa sa Siitake zabelezena je za izolat T. guizhouense T59 pri 17°C (32,5
mm), a najveca za T. simmonsii T57 pri 30°C (140 mm). Najmanja srednja vrednost za izolate sa
bukovace zabelezena je za izolat T. pleuroti KM8 pri 35°C (23,5 mm), a najveca za T. pleuroticola
KMD5 pri 30°C (141 mm).

Slika 5. Izgled kolonije T. pleuroti (KM6, KM8 i KM11) pri 17, 20, 22, 25, 30 i 35°C na PDA nakon
72 h inkubacije

Slika 6. 1zgled kolonijeT. pleuroticola (KM5 i KM11) pri 17, 20, 22, 25, 30 i 35°C na PDA nakon 72
h inkubacije

40



Tabela 7. Uticaj temperature na porast kolonije Trichoderma spp. izolata izolovanih iz gajilista bukovace i Siitake na PDA nakon 72 h inkubacije

Preénik kolonije £SD (mm)*

Vrsta Izolat 17°C 20°C 22°C 25°C 30°C 35°C
T. simmonsii T57" 47,00+0,50° 74,001,419 107,00+0,58¢ 132,50+1,41° 140,00+0,00? 55,50+7,78¢
T. guizhouense T58" 33,00+0,71¢ 63,00+2,12¢ 88,00+1,15° 122,00+0,00? 120,50+1,412 65,00+1,41¢
T59 32,50+0,71° 78,00+0,71¢ 105,50+0,96° 129,00+0,00% 128,00+0,002 46,00+3,54¢
T. cf. harzianum KG13 35,00+0,41° 80,00+0,00° 102,50+0,50° 131,50+0,712 134,00+2,832 64,00+2,83¢
T. afroharzianum  KG10 30,50+0,71¢ 80,00+0,00° 104,00£1,15° 133,50+0,00% 138,00+1,412 71,00£2,12¢
T. pleuroticola KG6 46,50+1,41° 83,50+1,41¢ 109,50+0,50° 133,00+0,71° 138,50+2,122 67,00+3,54¢
KM4 39,50+0,71° 76,50+0,71¢ 97,50+1,50° 123,50+0,71° 133,00+0,712 28,50+2,12f
KM5 50,000,001 100,00+0,00° 127,50+0,50° 139,50+0,712 140,50+0,712 46,5043,54¢
KM12 48,00+0,71¢ 100,00+0,00° 123,50+0,50° 140,00+0,00? 140,00+0,00? 61,00+4,244
T7 38,50+2,12¢ 66,50+2,124 87,50+2,50° 105,00+0,712 77,50+0,00° 25,00+3,54
23033 34,00+3,54¢ 83,00+2,83°¢ 102,50+1,50° 123,50+1,412 121,50+2,832 53,00+4,244
T. pleuroti KM6 42,50+0,71¢ 104,50+0,00¢ 123,50+2,06° 139,50+0,002 140,00+0,00? 62,00+0,00¢
KMS8 41,00+0,71° 90,50+0,00° 106,00+0,00° 114,00+1,412 82,00+0,71¢ 23,50+0,71°
KM11 49,500,008 99,00+£0,00° 122,50+0,50° 139,50+0,002 140,00+0,00? 67,50+0,71¢
T6 37,50+0,00° 88,00+0,71¢ 110,00+0,00° 137,50+2,122 134,501,412 69,003,549
12454 45,50+0,00¢ 98,50+2,12¢ 119,50+0,96° 135,50+0,00? 141,00+0,00? 63,50+6,36¢

ISrednja vrednost &etiri ponavljanja = SD, standardna devijacija vrednosti; »® ¢ % |zolati oznadeni istim slovima statisticki se znacajno ne razlikuju (P<0,05);

“lIzolati izolavani iz gajilista Siitake

41



Slika 7. Izgled kolonije T. simmonsii (T57) i T. guizhouense (T58 i T59) pri 17, 20, 22, 25, 301 35°C
na PDA nakon 72 h inkubacije

5.6. Virulentnost izolata Trichoderma spp.

Cetiri dana od inokulacije gornje strane $esira bukovace i iitake, svi testirani izolati razli¢itih
vrsta Trichoderma sa bukovace (T. cf. harzianum KG13, T. afroharzianum KG10, T. pleuroticola
KG6, KM4, KM5, KM12, T7, 23033 i T. pleuroti KM6, KM8, KM11, T6, 12454) su pokazali slabu
virulentnost (0 ili 1 na skali od 0 do 5), dok su testirani izolati vrsta T. harzianum kompleksa sa §iitake
(T. simmonsii T57 i T. guizhouense T58, T59) pokazali visoku virulentnost (5 na skali 0 do 5). Na
SeSirima tretiranim sterilnom vodom (negativne kontrole), nisu zabelezene nikakve promene i
simptomi (Tabela 8).

Tabela 8. Virulentnost izolata Trichoderma spp. prema domacinu iz kog su izolovani

Vrsta Domagéin lzolat Virulentnost!

ol

T. simmonsii Siitake T57
T. guizhouense T58

T59
T. afroharzianum Bukovaca KG10

T. cf. harzianum KG13

T. pleuroticola KG6
KM4
KM5
KM12
T7
23033

T. pleuroti KM6
KM8
KM11
T6
12454

1 Skala za ocenjivanje stepena virulentnosti je 0 — 5, 0 - bez simptoma i 5 - izrazeni simptomi
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Nakon ¢etiri dana od inokulacije suspenzijom spora izolata spoljasnje strane SeSira karpofore
bukovace nije doslo do pojave simptoma zelene plesni (Slika 3) i jedino je bila uocljiva promena boje
oko mesta inokulacije, osim kod izolata T. pleuroti SZMC 12454 i T. pleuroticola KG6, kod kojih su
uoceni mali smedi prstenovi (precnika 2 mm). Na SeSirima Siitake Svi izolati su obrazovali miceliju
koja je u potpunosti prorasla karpofore Siitake, sporulisala i prosirila se na filter papir (Slika 2).

Osim na domacinima iz kojih su izolovani, virulentnost izolata T. harzianum kompleksa
ispitana je i unakrsno na drugim jestivim gljivama domacinima (Tabela 9). Inokulacija spoljasnje
strane Sesira karpofora Sampinjona, bukovace i Siitake izolatima T. harzianum kompleksa izazvala je
razli¢ite simptome. Svi testirani izolati poreklom sa bukovace i §iitake ispoljili su visoku virulentnost
(5 na skali od 0 do 5) na SeSirima Sampinjona. Na svim testiranim $eSirima Sampinjona pojavili su se
simptomi u vidu udubljenja i smedeg prstena, uz prisustvo micelije i sporulacije (Slika 8a). Takode,
na SeSirima $iitake izolati sa Sampinjona ispoljili su visoku virulentnost (4 na skali od 0 do 5) u vidu
pega, tamnih prstenova uz prisustvo micelije, dok su izolati poreklom sa bukovace bili virulentniji,
posebno izolat T. cf. harzianum KG13 ¢ija se micelija razvila i sporulisala van $esira Siitake na filter
papiru (Slika 8c). Na $esirima bukovace svi izolati dobijeni sa Sampinjona i §iitake ispoljili su slabu
virulentnost (1 ili 2 na skali od 0 do 5) u vidu prisustva beli¢aste micelije oko mesta inokulacije (Slika
8b).

Slika 8. lzgled karpofora Sampinjona (a), bukovace (b) i $iitake (c) pet dana od vestacke inokulacije
spoljasnje strane SeSira sporama izolata T. harzianum kompleksa: T. afroharzianum KG10 (a), T.
guizhouense T58 (b) i T. cf. harzianum KG13 (c). Kontrole (K) su inokulisane sterilnom vodom.

Tabela 9. Virulentnost izolata vrsta iz T. harzianum kompleksa na razli¢itim domacinima

Vrsta Domacin Izolat Ocena Ocena Ocena
virulentnosti za virulentnosti za virulentnosti za
Sampinjon® Siitake! bukovacu®
T. pholiotae Sampinjon T10 4* 5 1
T. guizhouense T52 3* 4 2
T. atrobrunneum T54 5* 5 2
T. simmonsii Siitake T57 5 5 1
T. guizhouense T58 5 5 2
T59 5 5 1
T. afroharzianum Bukovaca KG10 5 5 0
T. cf. harzianum KG13 5 5 0

! Skala za ocenjivanje stepena virulentnosti je 0 — 5, 0 - bez simptoma i 5 - izrazeni simptomi; *Kosanovi¢, 2013
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5.7. Hemijski sastav etarskih ulja

Rezultati kvantitativne i kvalitativne analize hemijskog sastava etarskih ulja primenom GC-
FID i GC-MS tehnika poreklom iz 11 lekovitih i aromati¢nih biljnih vrsta iz Srbije: Mentha spicata,
Mentha piperita, Ocimum basilicum, Thymus serpyllum, Abies alba, Thuja orientalis, Pinus
sylvestris, Juniper communis, Achillea millefollium, Hypericum perforatum 1 Anethum
graveolensRezultati kvantitativne i kvalitativne analize hemijskog sastava etarskih ulja primenom
GC-FID i GC-MS tehnika poreklom iz 11 lekovitih i aromati¢nih biljnih vrsta iz Srbije: Mentha
spicata, Mentha piperita, Ocimum basilicum, Thymus serpyllum, Abies alba, Thuja orientalis, Pinus
sylvestris, Juniper communis, Achillea millefollium, Hypericum perforatum i Anethum graveolens,
prikazani su u prilozima (Prilog 2; Tabele P2-1 — P2-4).

5.7.1. Etarska ulja majcine duSice, pitome nane, divlje nane i bosiljka

Kompletni sastavi i prinosi odabranih etarskih ulja éetiri biljke iz familije Lamiaceae (maj¢ina
dusica, pitoma nana, divlja nana i bosiljak) prikazani su u Prilogu 2 (Tabela P2-1). Najveci prinos
etarskog ulja zabeleZen je kod maj¢ine dusice (1,80% v/w), a najmanji kod divlje nane (1,02% v/w).

Glavne komponente etarskog ulja dobijenog iz lista i cveta maj¢ine dusice su monoterpenski
alkohol geraniol (32,43%), fenoli karvakrol (16,97%) i timol (11,59%) i monterpenski ugljovodonik
p-cimen (11,58%) (Grafikon 1b). Ukupno je identifikovana 41 komponenta. Najveéi deo ulja se
sastoji od monoterpena (ugljovodonici - 21,08%, oksidovani monoterpeni - 39,54%), a zatim slede
fenoli (28,56%), seskviterpenski ugljovodonici (9,17%), oksidovani seskviterpeni (0,57%) i ostala
jedinjenja (alkoholi-1,01%).

Dominantne komponente etarskog ulja dobijenog iz lista i cveta pitome nane su mentol
(36,80%) i menton (26,21%) (Grafikon 1a). Ukupno je identifikovano 48 komponenti. Ubedljivo
najzastupljeniji u ovom ulju su oksidovani monoterpeni (86,29%). Seskviterpenskih ugljovodonika
ima 7,43%, monoterpenskih ugljovodonika 2,73%, oksidovanih seskviterpena 1,33%, dok sva ostala
jedinjenja ¢ine 1,69% od ukupno identifikovanih komponenti.

a) ostalo b) ostalo p-cimen
germakren 13% 1,8-cineol 17% 12%
. D /// 5% %// -
- 2% terpi
kariofilen ////% b- / // ; ers;:en
4% ‘57/4,/ ///// menton kariofilen /
%\/%2/ 26% 3% 2 / / -
e )
mentil karvakrol
acetat 17%
4% geraniol
menotol neo- timol 32%
37% mentol 12%
PITOMA NANA % MAJEINA DUSICA

Grafikon 1. Udeo dominantnih komponenti etarskih ulja pitome nane (a) i majéine dusice (b)

Etarsko ulje izdvojeno iz listova i cvetova divlje nane, najbogatije je u sadrzaju 1,8-cineola
(22,05%), linalola (19,23%) i mentil acetata (14,21%) kao oksidovanih monoterpena, i limonena
(9,42%) kao monoterpenskog ugljovodonika (Grafikon 2). Ukupno su identifikovane 43 komponente.
Uopsteno gledano, monoterpeni su najzastupljeniji (ugljovodonici - 26,21%, oksidovani monoterpeni
- 68,21%), dok seskviterpenski ugljovodonici i oksidovani seskviterpeni zauzimaju 3,79 odnosno
0,26%. Preostalih 1,07% identifikovanih komponenti zauzimaju alkohol 2-oktanol i keton 2-
tridekanon.
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Etarsko ulje izdvojeno iz lista bosiljka je najbogatije u sadrzaju linalola (35,38%) i metil
kavikola (32,92%) (Grafikon 3a). Generalno, ulje sadrzi najvise oksidovanih monoterpena (41,06%)
i fenilpropanoida (34,28%). Seskviterpenski ugljovodonici ¢ine 13,34%, oksidovani seskviterpeni
5,61%, monoterpenski ugljovodonici 5,21%, dok alkohol 3E-heksanol ¢ini svega 0,2% od ukupno
identifikovanih komponenti. Dominantne komponente etarskog ulja izolovanog iz cveta bosiljka su
linalol (48,90%) i metil kavikol (17,79%), takode (Grafikon 3b). Oksidovani monoterpeni (54,10%)
su najzastupljenija jedinjenja, a u odnosu na ulje izdvojeno iz listova, ovo ulje sadrzi manje
fenilpropanoida (18,33%). Sadrzaji seskviterpenskih ugljovodonika (17,73%), oksidovanih
seskviterpena (6,85%) i monoterpenskih ugljovodonika (3,23%) su sli¢ni. Ukupan broj
identifikovanih komponenti u ulju izolovanom iz listova je 44, dok je u ulju izolovanom iz cvetova
taj broj 48.
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germ;;ren D b—karioTlle%////////’% mentil acetat :
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22%

.
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Grafikon 2. Udeo dominantnih komponenti etarskog ulja divlje nane

(E)-b- (E)-b-
a) ostalo ocimen b) a- ostalo ocimen
3% murolol 18% 2%
ol 4%
a-murolo ¥ )
4% y //ﬁ 10-epi-b- ?
g f akoradie / ]
/ 5 / / |
10-epi-b- > /f’ n :’{//7/,//
akoradien %{?ﬁ%ﬁ 41;% Mi‘}é
3% - e
linalol kariofilen
b-elemen 36% 1% linalol
2% b-elemen 49%
metil havikol 4% metil havikol
BOSILJAK, LIST 33% BOSILJAK, CVET 18%

Grafikon 3. Udeo dominantnih komponenti etarskog ulja bosiljka izdvojenog iz lista (a) i cveta (b)
5.7.2. Etarska ulja tuje, kleke, jele i bora

Rezultati sastava i prinosa etarskih ulja Cetiri zimzelene biljke (tuja, kleka, jela i bor) prikazani
su u Prilogu 2 (Tabela P2-2). Najveci prinos etarskog ulja zabelezen je kod kleke (1,52% v/w), a
najmanji kod etarskog ulja jele (0,35% v/w).

U sastavu etarskog ulja tuje (iglice i plod) dominiraju monoterpenski ugljovodonici a-pinen
(41,75 odnosno 43,75%) i 6-3-karen (26,40 odnosno 34,83%) (Grafikon 4). UopSteno posmatrano,
monoterpenski ugljovodonici dominiraju u oba etarska ulja (81,62% u ulju iglica i 93,86% u ulju
ploda). Sa izuzetkom aldehida 2E-heksenala (prisutan u ulju iglica tuje), ostala jedinjenja iz oba ulja
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tuje pripadaju seskviterpenskim ugljovodonicima (12,15% u ulju iglica i 3,41% u ulju ploda),
oksidovanim monoterpenima (1,88 i 1,30%) i seskviterpenima (3,36 i 1,27%). Ukupan broj
identifikovanih komponenti u ulju iglica tuje je 36, a u ulju ploda 33.

a) b)
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humulen 20% ostalo

= X//// ren ////

35%
Grafikon 4. Udeo dominantnih komponenti etarskog ulja tuje izdvojenog iz ploda (a) i iglica (b)
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Hemijska karakterizacija etarskog ulja ploda kleke ukazuje da su glavne komponente
monoterpenski ugljovodonici a-pinen (32,06%), mircen (15,09%) i sabinen (14,20%) (Grafikon 5a).
Ukupno je identifikovano 63 komponente u sastavu ulja. Monoterpenski ugljovodonici dominiraju sa
71,16%, dok 22,31% zauzimaju seskviterpenski ugljovodonici. Zatim slede oksidovani monoterpeni
(3,55%) i seskviterpeni (1,42%), elemicin kao fenilpropanoid sa svega 0,08%, dok sva ostala
jedinjenja ¢ine 0,63% sadrzaja ulja.

Etarsko ulje iglica jele najbogatije je u sadrzaju p-menta-2,4(8)-diena (15,99%), triciklena
(11,61%), kamfena (10,58%) i a-pinena (9,93%) kao monoterpenskih ugljovodonika i terpinen-4-ola
(12,5%), kao monoterpenskog alkohola (Grafikon 5b). Ukupno je identifikovano 36 komponenti.
Generalno, u pomenutom etarskom ulju dominiraju monoterpeni (monoterpenski ugljovodonici -
72,98% i oksidovani monoterpeni - 25,18%), dok su seskviterpenski ugljovodonici, oksidovani
seskviterpeni 1 ostala jedinjenja prisutna u sadrzaju manjim od 1%.

Glavne komponente etarskog ulja iglica belog bora su monoterpenski ugljovodonici a-pinen
(37,48%) i B-pinen (16,35%) i seskviterpenski ugljovodonik germakren D (13,35%) (Grafikon 5c).
U sastavu ulja je identifikovano ukupno 47 komponenti. Monoterpenski (59,95%) i seskviterpenski
ugljovodonici (32,60%) dominiraju u ovom etarskom ulju, dok oksidovani monoterpeni i
seskviterpeni ¢ine 4,21 odnosno 2,88% od ukupnog sadrzaja ulja.

triciklen
a b s ostalo | 12% & ¢ d-_
limone ost:;lo a-pinen terpin 6% pinen 4- kadlonen ostilo
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2% germa 15% terpin Gl bornil n kariofi .b-
kren D germakre en acetat 11% len pimen
KLEKA| 7% nB JELA | 6% 9% BOR | 7% 1o%

Grafikon 5. Udeo dominantnih komponenti etarskih ulja izdvojenih iz kleke (), jele (b) i bora (c)
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5.7.3. Etarska ulja kantariona i hajducke trave

Kompletan sastav i prinos etarskih ulja izdvojenih iz kantariona i hajducke trave prikazan je
u Prilogu 2 (Tabela P2-3). Prinos etarskih ulja obe biljke je najmanji od svih 11 testiranih biljaka,
posebno kantariona sa svega 0,08% v/w.

Dominantne komponente etarskog ulja izdvojenog iz listova i cvetova kantariona su f-
kariofilen (22,97%), 2-metil oktan (11,44%), (E)-B-farnesen (10,96%) i a-pinen (10,74%) (Grafikon
6a). Ukupno je identifikovano 65 komponenti. UopSteno posmatrano, najviSe su zastupljeni
seskviterpenski ugljovodonici (49,60%). Monoterpenski ugljovodonici ¢ine 14,15% sadrzaja ulja,
oksidovani seskviterpeni 13,90%, oksidovani monoterpeni 1,58%, a ostala jedinjenja 20,69%.

Etarsko ulje izdvojeno iz listova i cvetova hajducke trave je najbogatije u sadrzaju -pinena
(17,99%), 1,8-cineola (10,30%), p-kariofilena (9,33%) i kamfora (7,99%) (Grafikon 6b). U sastavu
je ukupno identifikovana 81 komponenta. Monoterpenski ugljovodonici ¢ine 30,90% sadrzaja ulja,
oksidovani monoterpeni 33,30%, seskviterpenski ugljovodonici 15,03%, oksidovani seskviterpeni
12,33%, oksidovani diterpeni (4,8,13-duvatrien-1,3-ol) 0,17%, fenoli (karvakrol) 0,05%,
fenilpropanoidi (eugenol i metil eugenol) 0,65%, a sva ostala jedinjenja 6,88%, od kojih samo
kamazulen 5,45%. Izdvojeno ulje je plave boje.
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Grafikon 6. Udeo dominantnih komponenti etarskih ulja izdvojenih iz kantariona (a) i hajducke trave

(b)
5.7.4. Etarsko ulje mirodije

Kompletan kvantitativni i kvalitativni sastav etarskog ulja mirodije prikazan je u Prilogu 2
(Tabela P2-4). Prinos etarskog ulja izdvojenog iz listova i semena mirodije je najveci od svih 11
testiranih biljaka (2,02% v/w). Glavne komponente su monoterpeni karvon (56,40%), limonen
(22,83%) i a-felandren (14,02%) (Grafikon 7). U sastavu ovog etarskog ulja ukupno je identifikovano
16 komponenti. Osim 2E-decenala (0,07%) kao alifaticnog aldehida, sve ostale identifikovane
komponente ¢ine monoterpeni (ugljovodonici - 37,96%, i oksidovani monoterpeni - 61,76%).
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Grafikon 7. Udeo dominantnih komponenti etarskog ulja mirodije
5.8. Antifungalno delovanje etarskih ulja in vitro

Efekat antifungalnog delovanja 11 etarskih ulja lekovitog i aromati¢nog bilja iz Srbije ispitan
je primenom razli¢itih metoda. Primenom mikrodilucione metode izvr$eno je preliminarno ispitivanje
delovanja testiranih ulja na spore svih izolata Trichoderma spp. Primenom makrodilucine metode
ispitan je efekat delovanja ulja na spore i miceliju vrsta roda Trichoderma: fumigantnom metodom
zabelezeni su efekti delovanja gasovitom fazom na odredene izolate (tri najagresivnije patogene vrste:
T. aggressivum f. europaeum, T. pleuroti i T. pleuroticola i tri vrste iz T. harzianum kompleksa sa
sva tri domacina: T. cf. harzianum, T. guizhouense i T. atrobrunneum), dok je primenom kontaktne
metode potvrden efekat delovanja testiranih ulja iz preliminarnih ispitivanja.

5.8.1. Antifungalno delovanje etarskih ulja maj¢ine duSice, pitome nane, divlje nane i
bosiljka

In vitro efekat antifungalnog delovanja etarskih ulja Cetiri biljke iz familije Lamiaceae
(maj¢ina dusSica, pitoma nana, divlja nana i bosiljak) odreden je primenom mikrodilucione i
makrodilucione fumigantne metode, pri ¢emu je ispitano kontaktno delovanje i delovanje gasovite
faze odabranih ulja na izolate Trichoderma spp.

Efekat kontaktnog delovanja primenom mikrodilucione metode

Efekat kontaktnog delovanja na spore izolata Trichoderma spp. odabrana Cetiri ulja iz familije
Lamiaceae ispitan je primenom mikrodilucione metode. Sva Cetiri testirana ulja ispoljila su fungicidni
efekat prema svim ili prema odredenim izolatima (Tabela 10).

Etarsko ulje maj¢ine duSice pokazalo je najjacu aktivnost ispoljivsi fungicidni efekat prema
svim testiranim izolatima. Minimalna fungicidna koncentracija (MFC) za T. aggressivum f.
europaeum, T. atrobrunneum, T. afroharzianum, T. pleuroticola, T. guizhouense i T. cf. harzianum
iznosila je 12,5 ul/ml. MFC za T. simmonsii, T. pholiotae i ve¢inu T. pleuroti izolata je iznosila 25
MFC vrednostima od 6,25 pl/ml. Inhibitorne vrednosti su bile u opsegu od 1,56 ul/ml za vecinu
izolata T. pleuroti i T. pleuroticola, T. afroharzianum, T. guizhouense, T. pholiotae i T. cf. harzianum,
do 6,25 ul/ml za T. simmonsii, T. atrobrunneum i izolate sa bukovace poreklom iz Madarske i
Hrvatske.

Etarska ulja divlje i pitome nane ispoljila su fungicidni efekat prema svim testiranim izolatima
sa bukovace i siitake, dok je kod izolata sa Sampinjona MFC zabelezena jedino kod T. aggressivum
f. europaeum T76 izolata (25 pl/ml). MFC vrednosti etarskog ulja divlje nane za izolate T. harzianum
kompleksa sa Siitake (T. guizhouense i T. simmonsii) i bukovace (T. afroharzianum i T. cf.
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harzianum), kao i za T. pleuroti i T. pleuroticola izolate iznosila je 12,5 ul/ml. Nize MFC vrednosti
zabelezene su jedino za izolate sa bukovace poreklom iz Madarske. Inhibitorne koncentracije za
etarsko ulje divlje nane su bile u opsegu od 1,56 do 6,25 pl/ml. MIC za izolate sa Siitake (T.
guizhouense i T. simmonsii) i bukovace (T. afroharzianum, T. cf. harzianum i T. pleuroticola) iznosila
je 3,12 ul/ml, dok je za T. aggressivum f. europaeum, T. pholiotae, T. guizhouense i T. atrobrunneum
izolate sa Sampinjona iznosila 6,25 odnosno 12,5 ul/ml. MFC vrednosti etarskog ulja pitome nane za
T. afroharzianum, T. cf. harzianum, T. simmonsii i T. pleuroticola izolate iznosile su 25 pl/ml, dok
su za T. guizhouense i T. pleuroti izolate iznosile 12,5 pl/ml. Najnize MFC vrednosti od 1,56 pl/ml
za etarsko ulje pitome nane zabeleZene su za izolate sa bukovaée poreklom iz Madarske i izolat T.
afroharzianum KG10 poreklom iz Srbije. Inhibitorne vrednosti etarskog ulja divlje nane kretale su se
MIC od 1,56 pl/ml, a najotporniji T. aggressivum f. europaeum T77 i T. guizhouense T52 sa MIC od
12,5 pl/ml.

Etarsko ulje bosiljka je ispoljilo fungicidno delovanje jedino prema izolatima sa bukovace
poreklom iz Madarske (T. pleuroti 23033 i T. pleuroticola 12454) sa MFC vrednostima od 12,5
odnosno 6,25 pl/ml. Minimalne inhibitorne koncentracije bile su razli¢ite za sve izolate, u opsegu od
3,12 do 12,5 pl/ml. Najvecu otpornost prema ulju bosiljka pokazali su izolati: T. aggressivum f.
europaeum T77, T. guizhouense T52 i T59, T. simmonsii T57, T. pleuroticola T7 i T. pleuroti T6, sa
MIC vrednostima 12,5 pl/ml.

Tabela 10. Minimalne inhibitorne i fungicidne koncentracije etarskih ulja biljaka maj¢ine dusice,
pitome nane, divlje nane i bosiljka za Trichoderma spp., prouzrokovace zelene plesni jestivih gljiva,
primenom mikrodilucione metode

Divlja Pitoma Majcina Bosiljak
Vrsta I1zolat nana nana dusica
MIC! MFC? MICt MFC? MIC! MFC? MIC' MFC?
(pl/ml)
T. aggressivum T76 6,25 >25 3,12 25 3,12 12,5 3,12 >25
f. europaeum T77 6,25 >25 12,5 >25 6,25 12,5 12,5 >25
T85 6,25 >25 3,12 >25 1,56 12,5 3,12 >25
T. atrobrunneum T54 12,5 >25 6,25 >25 6,25 12,5 6,25 >25
T. pholiotae T10 6,25 >25 3,12 >25 1,56 25 6,25 >25
T. guizhouense T52 12,5 >25 12,5 >25 1,56 12,5 12,5 >25
T58 3,12 12,5 3,12 12,5 6,25 12,5 3,12 >25
T59 3,12 12,5 3,12 12,5 6,25 12,5 12,5 >25
T. simmonsii T57 3,12 12,5 6,25 25 6,25 25 12,5 >25
T. afroharzianum KG10 3,12 12,5 1,56 25 1,56 12,5 3,12 >25
T. cf. harzianum KG13 3,12 12,5 3,12 25 1,56 12,5 3,12 >25
T. pleuroticola KG6 3,12 25 3,12 25 6,25 25 6,25 >25
KM4 3,12 12,5 3,12 25 1,56 12,5 3,12 >25
KM5 3,12 12,5 6,25 12,5 1,56 12,5 3,12 >25
KM12 3,12 12,5 6,25 12,5 1,56 12,5 6,25 >25
T7 1,56 12,5 1,56 25 6,25 25 12,5 >25
23033 1,56 3,12 1,56 3,12 6,25 6,25 6,25 12,5
T. pleuroti KM6 3,12 12,5 3,12 25 1,56 25 6,25 >25
KM8 1,56 12,5 3,12 25 1,56 25 6,25 >25
KM11 6,25 12,5 3,12 12,5 1,56 12,5 3,12 >25
T6 1,56 12,5 1,56 6,25 6,25 25 12,5 >25
12454 3,12 6,25 1,56 3,12 6,25 6,25 3,12 6,25

!Minimalna inhibitorna koncentracija; 2Minimalna fungicidna koncentracija
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Efekat gasovite faze prema odabranim izolatima Trichoderma spp. primenom makrodilucione
fumigantne metode

Efekat delovanja gasovite faze Cetiri etarska ulja iz familije Lamiaceae ispitan je na sporama
i ise¢cima micelije testiranih izolata, predstavnicima razli¢itih vrsta roda Trichoderma, kako bi se
utvrdilo samo dejstvo i razlike u rastu micelije nakon izlaganja spora i nakon izlaganja micelije
patogenih gljiva. Za ispitivanje delovanja ulja primenom fumigantne metode odabrane su tri
najagresivnije patogene vrste za Sampinjon (T. aggressivum f. europaeum T77) i bukovacu (T.
pleuroti KM11, T. pleuroticola KM12) i tri vrste iz Trichoderma harzianum kompleksa sa
Sampinjona (T. atrobrunneum T54), bukovace (T. cf. harzianum KG13) i Siitake (T. guizhouense
T59).

Primenom makrodilucione fumigantne metode nije zabelezen fungicidni efekat ni za jedno od
Cetiri testirana ulja. Najjaci inhibitorni efekat primenom fumigantne metode sa suspenzijom spora
ispoljilo je etarsko ulje bosiljka, zatim maj¢ina dusica, dok su efekti etarskih ulja divlje i pitome nane
bili ujednaceni. Primenom fumigantne metode sa iseCkom micelije, sva Cetiri testirana ulja ispoljila
su ujednaceno delovanje, gde su nesto vecu aktivnost ispoljila ulja bosiljka i divlje nane (Tabela 11).

Etarsko ulje bosiljka primenom fumigantne metode sa suspenzijom spora ispoljilo je potpuni
inhibitorni efekat prema svim testiranim vrstama sa MIC vrednostima od 0,04 do 0,16 pl/ml vazdusne
faze. Najosetljivija vrsta je bila T. pleuroticola (KM12) sa vrednos¢u MIC od 0,04 ul/ml vazdusne
faze i inhibicijom porasta kolonije micelije 90,76% na najmanjoj ispitivanoj koncentraciji od 0,02
ul/ml vazdusne faze. Inhibicija porasta micelije svih testiranih vrsta prikazana je na Grafikonu 8a: T.
aggressivum f. europaeum (T77) 44,82 - 100%; T. atrobrunneum (T54) 69,56 - 100%; T. guizhouense
(T59) 70 - 100%; T. cf. harzianum (KG13) 30 - 100% i T. pleuroti (KM11) 67,71 - 100%. Primenom
fumigantne metode sa iseCkom micelije zabeleZene su MIC vrednosti od 0,08 do 0,32 pl/ml vazdusne
faze, gde je najosetljivija vrsta bila takode T. pleuroticola (MIC=0,08 pl/ml). Inhibicija porasta
micelije je prikazana na Grafikonu 8b: T. aggressivum f. europaeum 38,23 - 100%; T. atrobrunneum
48 - 100%; T. guizhouense 28 - 100%; T. cf. harzianum 34 - 100%; T. pleuroti 50,73 - 100% i T.
pleuroticola 71,96 - 100%.

Tabela 11. Minimalne inhibitorne i fungicidne koncentracije etarskih ulja biljaka divlje nane, pitome
nane, majcine dusice i bosiljka za Trichoderma spp., prouzrokovace zelene plesni jestivih gljiva,
primenom makrodilucione fumigantne metode: sa suspenzijom spora i sa iseCkom micelije

Divlja Pitoma Majcina Bosiljak
Vrsta Izolat Metoda nana nana dusica

MIC! MFC? MIC! MFC? MIC! MFC? MIC! MFC?

(nl/ml vazdusne faze)

T. aaggressivum T77 micelija 0,16 >0,32 016 >032 0,16 >032 0,16 >0,32
f. europaeum spore 0,16 >0,32 032 >032 032 >032 008 >0,32
T. atrobrunneum T54 micelija 008 >032 032 >032 032 >032 016 >0,32
spore 016 >032 016 >032 032 >032 0,08 >0,32
T. guizhouense T59 micelija 032 >032 016 >032 0,16 >032 0,32 >0,32
spore >0,32 >0,32 032 >032 004 >032 016 >0,32
T. cf. harzianum KG13 micelija 032 >032 016 >032 0,16 >032 0,16 >0,32
spore 016 >032 016 >032 0,02 >032 0,16 >0,32
T. pleuroti KM11 micelija 0,16 >0,32 016 >0,32 0,08 >0,32 0,16 >0,32
spore 0,16 >032 016 >032 0,16 >032 0,08 >0,32
T. pleuroticola KM12 micelija 0,16 >032 016 >0,32 0,16 >0,32 0,08 >0,32
spore 0,6 >0,32 008 >0,32 >0,32 >0,32 0,04 >0,32

IMinimalna inhibitorna koncentracija; 2Minimalna fungicidna koncentracija
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IT77 - T. aggressivum f. europaeum; T54 — T. atrobrunneum; T59 — T. guizhouense;
KG13 —T. cf. harzianum; KM11 — T. pleuroti i KM12 —T. pleuroticola

Grafikon 8. Procenti inhibicije porasta micelije Trichoderma spp. za etarsko ulje bosiljka primenom
makrodilucione fumigantne metode sa suspenzijom spora (a) i iseckom micelije (b)

Etarsko ulje maj¢ine dusice primenom fumigantne metode sa suspenzijom spora ispoljilo je
potpuni inhibitorni efekat prema svim ispitivanim vrstama sa MIC vrednostima od 0,02 do 0,32 pl/ml
vazdusne faze (Tabela 11), osim prema T. pleuroticola, kod koje je na najvisoj testiranoj koncentraciji
od 0,32 ul/ml vazdusne faze zabelezena inhibicija porasta micelije od 89,73%. Najosetljivija je bila
vrsta T. cf. harzianum sa vredno$¢u MIC od 0,02 ul/ml vazdusne faze. Na Grafikonu 9a prikazana je
inhibicija porasta micelije svih testiranih vrsta: za T. aggressivum f. europaeum 48,19 - 100%; za T.
atrobrunneum 63,35 - 100%; za T. guizhouense 97,5 - 100%; za T. pleuroti 58,50 - 100% i za T.
pleuroticola 62,12 - 89,73%. Primenom metode sa ise¢cima micelije zabelezene su MIC vrednosti
od 0,16 ul/ml vazdusne faze za veéinu testiranih vrsta, osim za T. atrobrunneum, gde je iznosila 0,32
ul/ml vazdusne faze 1 T. cf. harzianum, koja je bila najosetljivija sa vrednos¢u MIC od 0,08 ul/ml
vazdus$ne faze. Na Grafikonu 9b prikazana je inhibicija porasta micelije izolata Trichoderma spp. na
svim testiranim koncentracijama ulja: T. aggressiuvum f. europaeum 85,52 - 100%; T. atrobrunneum
73,44 - 100%; T. guizhouense 80 - 100%; T. cf. harzianum 76 - 100%; T. pleuroti 47,64 - 100% i T.
pleuroticola 58,30 - 100%.
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1T77 — T. aggressivum f. europaeum; T54 — T. atrobrunneum; T59 — T. guizhouense;
KG13 —T. cf. harzianum; KM11 —T. pleuroti i KM12 —T. pleuroticola

Grafikon 9. Procenti inhibicije porasta micelije Trichoderma spp. za etarsko ulje majéine dusice
primenom makrodilucione fumigantne metode sa suspenzijom spora (a) i iseckom micelije (b)

Primenom fumigantne metode sa suspenzijom spora, etarsko ulje divlje nane ispoljilo je
potpuni inhibitorni efekat prema svim testiranim vrstama, osim prema T. guizhouense, kod koje je pri
najvisoj testiranoj koncentraciji ulja zabeleZena inhibicija porasta micelije od 93%. Minimalne
inhibitorne koncentracije za sve ostale vrste bile su ujednacene i iznosile su 0,16 pl/ml vazdusne faze.
Inhibicije porasta micelije prikazane su na Grafikonu 10a: T. aggressivum f. europaeum 31,15 -
100%; T. atrobrunneum 45 - 100%; T. guizhouense 57,25 - 93%; T. cf. harzianum 71,75 - 100%; T.
pleuroti 55,69 - 100% i T. pleuroticola 59,19 - 100%. Primenom metode sa iseckom micelije potpuni
inhibitorni efekat etarskog ulja divlje nane zabelezen je prema svim testiranim vrstama. Minimalne
fungicidne koncentracije su bile u opsegu od 0,08 do 0,32 ul/ml vazdusne faze (Tabela 11), dok je
inhibicija porasta micelije razli¢itih Trichoderma vrsta bila: T. aggressivum f. europaeum 63,34 -
100%; T. atrobrunneum 68,34 - 100%; T. guizhouense 72,22 - 100%; T. cf. harzianum 44 - 100%; T.
pleuroti 58,61 - 100% i T. pleuroticola 42,99 - 100% (Grafikon 10b).
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IT77 — T. aggressivum f. europaeum; T54 — T. atrobrunneum; T59 — T. guizhouense;
KG13 —T. cf. harzianum; KM11 — T. pleuroti i KM12 — T. pleuroticola

Grafikon 10. Procenti inhibicije porasta micelije Trichoderma spp. za etarsko ulje divlje nane
primenom makrodilucione fumigantne metode sa suspenzijom spora (a) i iseckom micelije (b)

Etarsko ulje pitome nane primenom fumigantne metode sa suspenzijom spora je ispoljilo
potpuni inhibitorni efekat prema svim vrstama sa vrednostima MIC od 0,08 do 0,32 pl/ml vazdusne
faze (Tabela 11), gde je najosetljivija vrsta bila T. pleuroticola (MIC=0,08). Procenti inhibicije
porasta micelije (Grafikon 11a) za razlicite vrste na svim testiranim koncentracijama ulja su bili: T.
aggressivum f. europaeum 48,16 - 100%; T. atrobrunneum 51,13 - 100%; T. guizhouense 64,75 -
100%, T. cf. harzianum 58,35 - 100%; T. pleuroti 35,01 - 100% i T. pleuroticola 75,03 - 100%.
Primenom metode sa iseCkom micelije, etarsko ulje pitome nane ispoljilo je takode potpuni
inhibitorni efekat prema svim testiranim vrstama sa vrednostima MIC od 0,16 pl/ml vazdusne faze.
Jedino je vrednost MIC za T. atrobrunneum iznosila 0,32 ul/ml vazdusne faze. Procenti inhibicije
(Grafikon 11b) porasta micelije za razlicite vrste su bili: T. aggressivum f. europaeum 41,11 - 100%;
T. atrobrunneum 21,06 - 100%; T. giuzhouense 75,04 - 100%; T. cf. harzianum 78 - 100%; T. pleuroti
51,98 - 100% i T. pleuroticola 42,45 - 100%.
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Grafikon 11. Procenti inhibicije porasta micelije Trichoderma spp. za etarsko ulje pitome nane
primenom makrodilucione fumigantne metode sa suspenzijom spora (a) i iseCkom micelije (b)

Poredenjem dve fumigantne metode uocCeno je da etarsko ulje bosiljka ispoljava jace
antifungalno delovanje na klijanje spora svih testiranih vrsta, a da etarsko ulje maj¢ine dusice jace
deluje na klijanje spora vrsta T. guizhouense i T. cf. harzianum, dok je delovanje etarskih ulja divlje

I pitome nane bilo ujednaceno i na klijanje spora i na porast micelije svih testiranih vrsta.

5.8.2. Antifungalno delovanje etarskih ulja jele, kleke, tuje i bora

In vitro efekat antifungalnog delovanja etarskih ulja Cetiri zimzelene biljke (jele, kleke, tuje i
bora) odreden je primenom mikrodilucione i makrodilucione fumigantne metode, pri ¢emu je
ispitivano kontaktno delovanje i delovanje gasovite faze odabranih ulja prema izolatima vrsta roda

Trichoderma.
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Efekat kontaktnog delovanja primenom mikrodilucione metode

Primenom mikrodilucione metode nije zabelezeno fungicidno delovanje odabranih etarskih
ulja, dok inhibitorni efekat nije zabeleZen samo kod odredenih izolata (T. aggressivum f. europaeum
T771T. pholiotae T10) izolovanih iz gajilista Sampinjona (Tabela 12).

Etarsko ulje jele ispoljilo je inhibitorni efekat prema vecini T. pleuroticola izolata i T. cf.
harzianum sa vrednos¢u MIC od 12,5 pl/ml, dok je vrednost MIC za veéinu T. pleuroti izolata iznosila
25 upl/ml. Izdvojila se najosetljivilja vrsta T. afroharzianum sa vrednos¢u MIC od 6,25 pl/ml.

Etarsko ulje bora ispoljilo je inhibitorni efekat prema izolatima T. pleuroti i T. pleuroticola
sa vrednostima MIC od 12,5 do 25 pl/ml, kao i prema izolatima T. aggressivum f. europaeum i T.
atrobrunneum sa Sampinjona (MIC=25 ul/ml).

Inhibitorni efekat prema skoro svim izolatima (osim T77, T10 i T52), sa MIC vrednostima od
25 pl/ml, ispoljilo je etarsko ulje kleke. Sli¢no delovanje zabelezeno je i za etarsko ulje tuje, Cije su
MIC vrednosti iznosile 25 pl/ml prema svim izolatima sa bukovace i §iitake, osim prema dva izolata
sa bukovace poreklom iz Madarske (MIC=12,5 pl/ml). Etarsko ulje tuje nije ispoljilo inhibitorni
efekat prema izolatima sa Sampinjona: T. aggressivum f. europaeum, T. pholiotae, T. guizhouense i
T. atrobrunneum.

Tabela 12. Minimalne inhibitorne i fungicidne koncentracije etarskih ulja biljaka jele, bora, kleke i
tuje za Trichoderma spp., prouzrokovace zelene plesni jestivih gljiva, primenom mikrodilucione
metode

Jela Bor Kleka Tuja
Vrsta Izolat MIC! MFC? MIC' MFC? MIC! MFC? MIC! MFC?
(ul/ml)
T. aggressivum f. T76 >25 >25 25 >25 25 >25 >25 >25
europaeum T77 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25
T85 >25 >25 25 >25 25 >25 >25 >25
T. atrobrunneum T54 25 >25 25 >25 25 >25 >25 >25
T. pholiotae T10 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25
T. guizhouense T52 >25 >25 25 >25 >25 >25 >25 >25
T58 >25 >25 >25 >25 12,5 >25 25 >25
T59 >25 >25 >25 >25 25 >25 25 >25
T. simmonsii T57 25 >25 >25 >25 25 >25 25 >25
T. afroharzianum KG10 6,25 >25 >25 >25 25 >25 25 >25
T. cf. harzianum KG13 12,5 >25 >25 >25 25 >25 25 >25
T. pleuroticola KG6 >25 >25 >25 >25 25 >25 25 >25
KM4 25 >25 12,5 >25 25 >25 25 >25
KM5 25 >25 25 >25 25 >25 25 >25
KM12 25 >25 12,5 >25 25 >25 25 >25
T7 12,5 >25 25 >25 25 >25 25 >25
23033 12,5 >25 >25 >25 25 >25 12,5 >25
T. pleuroti KM6 25 >25 25 >25 25 >25 25 >25
KM8 12,5 >25 12,5 >25 25 >25 25 >25
KM11 12,5 >25 12,5 >25 25 >25 25 >25
T6 12,5 >25 >25 >25 25 >25 25 >25
12454 12,5 >25 >25 >25 25 >25 12,5 >25

!Minimalna inhibitorna koncentracija; 2Minimalna fungicidna koncentracija
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Efekat gasovite faze prema odabranim izolatima Trichoderma spp. primenom makrodilucione
fumigantne metode

Ispitivanjem uticaja gasovite faze odabranih etarskih ulja Cetiri zimzelene biljke (jele, bora,
tuje i kleke) na klijanje spora i porst micelije razli¢itth Trichoderma vrsta primenom dve
makrodilucione fumigantne metode nije zabelezen niti fungicidni niti potpuni inhbitorni efekat pri
primenjenim koncentracijama (Tabela 13).

Procenti inhibicije porasta micelije odredeni su samo za vrstu T. cf. harzianum (Prilog 3;
Grafikon P3-1) za sva Cetiri ulja primenom metode sa iseckom micelije: etarsko ulje jele 19 - 60,02%;
etarsko ulje bora 1,47 - 50,58%; etarsko ulje tuje 3,16 - 50,41% i etarsko ulje kleke 4,16 - 84,8%.
Takode, etarsko ulje jele ispoljilo je svega 12% inhibicije porasta micelije izolata T. aggressivum f.
europaeum.

Primenom metode sa suspenzijom spora, procenti inhibicije porasta micelije zabeleZeni su za
T. cf. harzianum: etarsko ulje jele 19 - 63,29%); etarsko ulje bora 6,76 - 54,28%; etarsko ulje tuje 7,2
- 35,2% i etarsko ulje kleke 8,7 - 71,29%, kao i za T. pleuroti: etarsko ulje jele 5 - 35%; etarsko ulje
bora 15 - 20%; etarsko ulje tuje 5 - 10% i etarsko ulje kleke 10%. Takode, minimalni efekat od 10%
zabelezen je za etarsko ulje jele na T. aggressivum f. europaeum.

Tabela 13. Minimalne inhibitorne i fungicidne koncentracije etarskih ulja jele, bora, kleke i tuje za
Trichoderma spp., prouzrokovace zelene plesni jestivih gljiva primenom makrodilucione fumigantne
metode: sa suspenzijom spora i sa iseCkom micelije

Jela Bor Kleka Tuja
Vrsta Izolat Metoda MIC! MFC2 MIC! MEC?2 MICL MEC2 MIC! MEC?
(nl/ml vazdusne faze)
T. aggressivum f.  T77 spore >0,32 >0,32 >0,32 >0,32 >0,32 >0,32 >0,32 >0,32
europaeum micelija >0,32 >0,32 >0,32 >0,32 >0,32 >0,32 >0,32 >0,32
T. atrobrunneum  T54 spore >0,32 >0,32 >0,32 >0,32 >0,32 >0,32 >0,32 >0,32
micelija >0,32 >0,32 >0,32 >0,32 >0,32 >0,32 >0,32 >0,32
T. guizhouense T59 spore >0,32 >0,32 >0,32 >0,32 >0,32 >0,32 >0,32 >0,32
micelija >0,32 >0,32 >0,32 >0,32 >0,32 >0,32 >0,32 >0,32
T. cf. harzianum KG13 spore >0,32 >0,32 >0,32 >0,32 >0,32 >0,32 >0,32 >0,32
micelija >0,32 >0,32 >0,32 >0,32 >0,32 >0,32 >0,32 >0,32
T. pleuroti KM11 spore >0,32 >0,32 >0,32 >0,32 >0,32 >0,32 >0,32 >0,32
micelija >0,32 >0,32 >0,32 >0,32 >0,32 >0,32 >0,32 >0,32
T. pleuroticola KM12 spore >0,32 >0,32 >0,32 >0,32 >0,32 >0,32 >0,32 >0,32

micelija >0,32 >0,32 >0,32 >0,32 >0,32 >0,32 >0,32 >0,32

IMinimalna inhibitorna koncentracija; 2Minimalna fungicidna koncentracija
5.8.3. Antifungalno delovanje etarskih ulja kantariona i hajducke trave

Efekat kontaktnog delovanja i delovanja gasovite faze lekovitih biljaka hajducke trave i
kantariona na klijanje spora i porast micelije izolata Trichoderma spp. ispitan je primenom tri razli¢ite
metode: mikrodilucione, makrodilucione fumigantne sa iseckom i makrodilucione fumigantne sa
suspenzijom spora.

Efekat kontaktnog delovanja primenom mikrodilucione metode

Etarska ulja lekovitih biljaka kantariona i hajducke trave nisu ispoljila fungicidni efekat prema
testiranim izolatima Trichoderma spp. pri ispitivanju kontaktnog delovanja, dok za etarsko ulje
kantariona nije zabeleZen ¢ak ni inhibitorni efekat pri testiranim koncentracijama (Tabela 15).
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Minimalne fungicidne koncentracije za oba etarska ulja bile su vece od 25 pl/ml. Minimalne
inhibitorne koncentracije za etarsko ulje kantariona bile su vece od 25 pl/ml, dok su za etarsko ulje
hajducke trave bile u opsegu od 12,5 do 25 pl/ml. Za izolate sa bukovace: T. pleuroti, T. pleuroticola,
T. afroharzianum i T. cf. harzianum i Siitake: T. guizhouense i T. simmonsii, vrednosti MIC su bile
25 ul/ml, dok su za izolate T. aggressivum f. europaeum, T. guizhouense, T. atrobrunneum i T.
pholiotae sa Sampinjona iznosile 12,5 ul/ml. Kod svih testiranih izolata uocen je bujniji rast i obilna
sporulacija pri svim testiranim koncentracijama ulja kantariona, $§to moze ukazivati na postojanje
stimulativnog delovanja ovog ulja prema Trichoderma spp.

Efekat gasovite faze prema odabranim izolatima Trichoderma spp. primenom makrodilucione
fumigantne metode

Fumigantno antifungalno delovanje etarskih ulja kantariona i hajducke trave na spore i ise¢ke
micelije testiranih izolata Trichoderma spp. nije bilo zadovoljavajuce, jer nisu zabeleZene vrednosti
MIC i MFC (vece od 0,32 pl/ml vazdusne faze) (Tabela 14). Medutim, moze se zakljuciti da je na
svim ispitivanim koncentracijama ispoljen izvestan vid stimulativhog delovanja etarskog ulja
kantariona prema izolatima Trichoderma spp., koji je bio uocljiviji nego u testovima gde je ispitivano
kontaktno delovanje. Kolonija micelije izolata Trichoderma spp. se u Petri kutijama dosta brzo
razvijala, pa je za kratko vreme prerasla celu povrsinu i zapocela rast van nje izdizuc¢i poklopac kutije.

Etarsko ulje hajducke trave je gasovitom fazom delovalo znacajno slabije na isecke micelije
kolonije nego na spore testiranih izolata. Vrednosti MIC i MFC nisu zabeleZene delovanjem ulja ni
na spore ni na isecke micelije izolata Trichoderma spp., ali su procenti inhibicije klijanja spora bili
prili¢no zadovoljavajuci. Inhibicija porasta micelije dejstvom ulja na isecke kolonije je bila slaba,
svega 4 do 32%, osim za izolat T. cf. harzianum gde je jedino zabeleZzena vrednost veéa od 50 (56%)
(Grafikon 12a). Inhibicija klijanja spora za razli¢ite vrste pri koncentracijama ulja nizim od MIC je
bila: T. aggressivum f. europaeum 16,67 - 81,5%; T. atrobrunneum 35,29 - 88,24%; T. guizhouense
23,35 - 48,35%; T. cf. harzianum 3,35 - 70%; T. pleuroticola 53,33 - 88,67% i T. pleuroti 77,78 -
97,5% (Grafikon 12b) .

Tabela 14. Minimalne inhibitorne i fungicidne koncentracije etarskih ulja biljaka kantariona i
hajducke trave za izolate Trichoderma spp., prouzrokovace zelene plesni jestivih gljiva, primenom
makrodilucione fumigantne metode: sa suspenzijom spora 1 sa iseCkom micelije

Kantarion Hajdudka trava
Vrsta Izolat Metoda MGt MEC? Mt MEC
(ul/ml vazdusne faze)
T. aggressivum f. T77 spore >0,32 >0,32 >0,32 >0,32
europaeum micelija >0,32 >0,32 >0,32 >0,32
T. atrobrunneum T54 spore >0,32 >0,32 >0,32 >0,32
micelija >0,32 >0,32 >0,32 >0,32
T. guizhouense T59 spore >0,32 >0,32 >0,32 >0,32
micelija >0,32 >0,32 >0,32 >0,32
T. cf. harzianum KG13 spore >0,32 >0,32 >0,32 >0,32
micelija >0,32 >0,32 >0,32 >0,32
T. pleuroti KM11 spore >0,32 >0,32 >0,32 >0,32
micelija >0,32 >0,32 >0,32 >0,32
T. pleuroticola KM12 spore >0,32 >0,32 >0,32 >0,32
micelija >0,32 >0,32 >0,32 >0,32

!Minimalna inhibitorna koncentracija; 2Minimalna fungicidna koncentracija

57



Tabela 15. Minimalne inhibitorne i fungicidne koncentracije etarskih ulja biljaka kantariona,
hajducke trave i mirodije za izolate Trichoderma spp., prouzrokovace zelene plesni jestivih gljiva,
primenom mikrodilucione metode

Kantarion Hajducka Mirodija
Vrsta Izolat trava
MIC!  MFC? MIC! MFC? MIC! MFC?
(ul/ml)
T. aggressivum f. europaeum  T76 >25 >25 12,5 >25 1,56 6,25
T77 >25 >25 12,5 >25 1,56 6,25
T85 >25 >25 12,5 >25 1,56 25
T. atrobrunneum T54 >25 >25 12,5 >25 1,56 12,5
T. pholiotae T10 >25 >25 12,5 >25 1,56 25
T. giuzhouense T52 >25 >25 12,5 >25 1,56 12,5
T58 >25 >25 25 >25 1,56 6,25
T59 >25 >25 25 >25 1,56 6,25
T. simmonsii T57 >25 >25 25 >25 1,56 12,5
T. afroharzianum KG10 >25 >25 25 >25 3,12 3,12
T. cf. harzianum KG13 >25 >25 25 >25 3,12 3,12
T. pleuroticola KG6 >25 >25 25 >25 1,56 6,25
KM4 >25 >25 25 >25 3,12 3,12
KM5 >25 >25 25 >25 3,12 3,12
KM12 >25 >25 25 >25 3,12 12,5
T7 >25 >25 12,5 >25 3,12 12,5
23033 >25 >25 25 >25 1,56 3,12
T. pleuroti KM6 >25 >25 25 >25 3,12 6,25
KM8 >25 >25 25 >25 3,12 12,5
KM11 >25 >25 25 >25 3,12 12,5
T6 >25 >25 25 >25 1,56 6,25
12454 >25 >25 25 >25 1,56 3,12

!Minimalna inhibitorna koncentracija; 2Minimalna fungicidna koncentracija
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Grafikon 12. Procenti inhibicije porasta micelije Trichoderma spp. za etarsko ulje hajducke trave
primenom makrodilucione fumigantne metode sa suspenzijom spora (a) i iseCkom micelije (b)

5.8.4. Antifungalno delovanje etarskog ulja mirodije

Antifungalno delovanje etarskog ulja mirodije in vitro ispitano je primenom cak pet metoda.
Prilikom preliminarnog ispitivanja primenom mikrodilucione metode, koja se pokazala pouzdanom i
najekonomi¢nijom metodom, etarsko ulje mirodije pokazalo je i viSe nego zadovoljavajuéi efekat
ispoljivsi 1 fungicidni 1 inhibitorni efekat prema svim testiranim izolatima. Kao ulje sa najboljim
antifungalnim efektom odabrano je da bude testirano primenom svih metoda kako bi se potvrdili
rezultati iz preliminarnih ispitivanja. Pored mikrodilucione metode, u testiranje antifungalnog
delovanja ulja mirodije bile su uklju¢ene i po dve makrodilucione, kontaktne i fumigantne metode,
tj. svaka delovanjem na klijanje spora i na porast micelije izolata Trichoderma spp.

Efekat kontaktnog delovanja primenom mikrodilucione metode

Mikrodiluciona metoda koriS¢ena je za preliminarna ispitivanja kontaktnog delovanja
etarskog ulja. Primenom ove metode, etarsko ulje mirodije ispoljilo je najbolji antifungalni efekat
medu 11 testiranih etarskih ulja. Zabelezene su MIC i MFC vrednosti za sve testirane izolate (Tabela
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15). Fungicidne koncentracije ulja mirodije su bile u opsegu od 3,12 do 25 ul/ml, dok su minimalne
inhibitorne koncentracije bile od 1,56 do 3,12 pl/ml. Vrednosti MIC su bile ujednacene za sve
testirane izolate, dok su MFC vrednosti bile dosta varijabilnije, ¢ak i izmedu izolata iste vrste.
Vrednosti MIC od 1,56 pl/ml zabelezene su za izolate T. aggressivum f. europaeum, T.
atrobrunneum, T. simmonsii, T. pholiotae i T. guizhouense, dok su vrednosti od 3,12 ul/ml odredene
za T. afroharzianum, T. cf. harzianum, T. pleuroticola i T. pleuroti. Vrednosti MFC su bile najnize
za T. pleuroti, T. afroharzianum i T. cf. harzianum (MFC=3,12 ul/ml), dok su najvise bile za izolate
iz T. harzianum kompleksa sa Ssampinjona (T. guizhouense, T. pholiotae i T. atrobrunneum) i T.
pleuroticola sa bukovace (12,5 i 25 ul/ml).

Efekat kontaktnog delovanja primenom makrodilucione kontaktne metode

Primenom makrodilucione kontaktne metode sa suspenzijom spora potvrdeni su rezultati iz
preliminarne mikrodilucione metode. U testovima su kori$¢ene koncentracije od 0,25 do 4 ul/ml, jer
su MIC vrednosti primenom makrodilucione kontaktne metode bile do 3,12 ul/ml (Tabela 16).
Primenom ove metode zabelezene su MIC vrednosti za sve testirane izolate od 4 pul/ml, osim za izolate
T. pleuroticola T7 i KM12 (MIC=2 ul/ml), ¢ime su potvrdeni rezultati iz mikrodilucione metode.
Inhibicija klijanja spora ulja mirodije makrodilucionom kontaktnom metodom je bila u opsegu od
2,74 do 100%, dok su procenti za pojedinacne izolate prikazani graficki (Grafikon 13). Izdvojena je
inhibicija devet izolata predstavnika vrsta roda Trichoderma sa razli¢itih domacina: tri najagresivnije
patogene vrste Sampinjona (T. aggressivum f. europaeum T77 1,65 - 100%) i bukovace (T. pleuroti
KM1125-100% i T. pleuroticola KM12 5 - 100%) i Sest vrsta iz Trichoderma harzianum kompleksa
sa Sampinjona (T. atrobrunneum T54 5 - 100% i T. pholiotae T10 5 — 100%), bukovace (za T. cf.
harzianum KG13 3,55 — 100% i T. afroharzianum KG10 3,55 - 100%) i Siitake (za T. guizhouense
T595-100% i T. simmonsii T57 1,65 - 100%).

Minimalne fungicidne koncentracije nisu zabeleZene imaju¢i u vidu da su 1 primenom
preliminarne metode za vecinu izolata MFC vrednosti bile vece od 4 pl/ml, taénije od 6,25 do 25
ul/ml; osim za par izolata kod kojih su odredene vrednosti od 3,12 ul/ml.

Primenom kontaktne metode sa iseCkom micelije ispitivano je delovanje ulja i na razvoj
micelije direktno, gde je u poredenju sa metodom sa suspenzijom spora zabelezen nesto slabiji efekat
delovanja ulja mirodije. Vrednost MIC od 4 pl/ml zabelezena je samo kod T. afroharzianum, T.
guizhouense, T. cf. harzianum i par izolata (T77, KM6, T7, T6 i 12454), dok su MFC vrednosti bile
vece od 4 pl/ml za sve testirane izolate (Tabela 16). Procenti inhibicije porasta micelije su bili u
opsegu od 1,63 do 100%, dok su za pojedina¢ne izolate prikazani graficki (Grafikon 14). Inhibicija
porasta micelije razli¢itih vrsta na ispitivanim koncentracijama je bila: T. atrobrunneum 4 - 82,68%;
T. guizhouense 4 - 100%; T. pholiotae 4 — 84%, T. simmonsii 20 - 90%; T. aggressivum f. europaeum
16 - 100%; T. cf. harzianum 44 - 100%; T. pleuroti oko 70%, T. pleuroticola oko 70,8 % i T.
afroharzianum 8 - 100%.

Procenti inhibicije 1 linearno rasporedene koncentracije etarskog ulja mirodije iskoriS¢ene su
za probit analizu, gde su odredene ECso vrednosti za sve testirane izolate (Tabela 17), pomoc¢u kojih
je kasnije odredena selektivna toksi¢nost za patogenu gljivu i gljivu domacina. Pored ECso vrednosti,
odredeni su i drugi parametri osetljivosti poput ECgo vrednosti i faktora rezistentnosti (RF). ECso
vrednosti za etarsko ulje mirodije su bile u opsegu od 0,96 (T. guizhouense T58) do 3,44 pg/ml (T.
pleuroti KM11), dok su se ECqo vrednosti kretale od 3,24 (T. pleuroti T6) do 6,04 png/ml (T. pleuroti
KM11). Prema Gea et al. (1996) i Grogan et al. (2000), svi izolati su svrstani u visoko osetljive
(ECs0 < 5 ng/ml). Vrednosti za faktor rezistentnosti (RF) bile su manje od 3, sto po skali koju su dali
Gout et al. (1994) znaci da su svi testirani izolati svrstani u osetljive na etarsko ulje mirodije. Najvisa
RF vrednost zabelezena je za izolat T. simmonsii T57 (2,73), dok su najnize zabelezene za T.
aggressivum f. europaeum T77, T. guizhouense T58 i T. pleuroti T6 izolate (1).
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Tabela 16. Minimalne inhibitorne i fungicidne koncentracije etarskog ulja mirodije za izolate
Trichoderma spp., prouzrokovace zelene plesni jestivih gljiva primenom makrodilucionih metoda:
kontaktne i fumigantne

Kontaktna metoda Fumigantna metoda
(ul/ml) (ul/ml vazdus$ne faze)
Vrsta Izolat Spore Micelija Spore Micelija

MIC! MFC? MIC! MFC? MIC! MFC? MIC! MFC?

T. aggressivum T76 4 >4 >4 >4 032 >0,32 >032 >0,32
f. europaeum T77 4 >4 4 >4 0,32 >0,32 >0,32 >0,32
T85 4 >4 >4 >4 0,32 >0,32 >0,32 >0,32
T. atrobrunneum T54 4 >4 >4 >4 0,16 >0,32 >0,32 >0,32
T. pholiotae T10 4 >4 >4 >4 0,16 >0,32 >0,32 >0,32
T. guizhouense T52 4 >4 >4 >4 0,32 >0,32 >0,32 >0,32
T58 4 >4 4 >4 0,16 >0,32 >0,32 >0,32
T59 4 >4 4 >4 0,16 >0,32 >0,32 >0,32
T. simmonsii T57 4 >4 >4 >4 >0,32 >0,32 >0,32 >0,32
T. afroharzianum KG10 4 >4 4 >4 0,16 >0,32 >0,32 >0,32
T. cf. harzianum KG13 4 >4 4 >4 >0,32 >0,32 >0,32 >0,32
T. pleuroticola KG6 4 >4 >4 >4 >0,32 >0,32 >0,32 >0,32
KM4 4 >4 >4 >4 >0,32 >0,32 >0,32 >0,32
KM5 4 >4 >4 >4 >0,32 >0,32 >0,32 >0,32
KM12 2 >4 >4 >4 >0,32 >0,32 >0,32 >0,32
T7 2 >4 4 >4 >0,32 >0,32 >0,32 >0,32
23033 4 >4 >4 >4 >0,32 >0,32 >0,32 >0,32
T. pleuroti KM6 4 >4 4 >4 >0,32 >0,32 >0,32 >0,32
KM8 4 >4 >4 >4 >0,32 >0,32 >0,32 >0,32
KM11 4 >4 >4 >4 >0,32 >0,32 >0,32 >0,32
T6 4 >4 4 >4 >0,32 >0,32 >0,32 >0,32
12454 4 >4 4 >4 >0,32 >0,32 >0,32 >0,32

!Minimalna inhibitorna koncentracija; 2Minimalna fungicidna koncentracija

Efekat gasovite faze prema odabranim izolatima Trichoderma spp. primenom makrodilucione
fumigantne metode

Pored razli¢itih testova kontaktnog delovanja ulja mirodije, ispitan je i efekat gasovite faze na
klijanje spora i porast micelije svih testiranih izolata. Fungicidno delovanje nije zabelezeno ni u
metodi sa sporama ni u metodi sa ise¢cima, pa su vrednosti MFC bile vece od 0,32 pl/ml vazdu$ne
faze za sve testirane izolate. Primenom metode sa iseckom micelije nisu zabeleZene vrednosti MIC
(vece od 0,32 pl/ml vazdusne faze), dok su u metodi sa sporama zabelezene vrednosti MIC za T.
aggressivum f. europaeum od 0,32 pl/ml vazdu$ne faze i od 0,16 pl/ml vazdu$ne faze za T.
atrobrunneum, T. pholiotae, T. afroharzianum i T. guizhouense (Tabela 16).

Inhibicija porasta micelije izolata Trichoderma spp. primenom metode sa suspenzijom spora
su bile u proseku od 19,43 do 95,57% 1 graficki su su prikazane za svaki izolat (Grafikon 15).
Inhibicije klijanja spora razli¢itih vrsta Trichoderma spp. su bile: T. atrobrunneum 50 - 100%; T.
guizhouense 60 - 100%; T. pholiotae 16 — 100%; T. simmonsii 5 - 97,5%; T. aggressivum f.
europaeum 16 - 100%; T. cf. harzianum 13,35 - 78,35%; T. pleuroti 33,35 - 95%; T. pleuroticola
13,33-97,5% i T. afroharzianum 20 - 100%.

Inhibicije porasta micelije izolata Trichoderma spp. primenom metode sa iseCkom micelije Su
bile nesto manje u poredenju sa dejstvom na klijanje spora (Grafikon 16) i u proseku su bile od 6,69
do 88,68%. Inhibicije porasta micelije razli¢itih vrsta Trichoderma spp. su bile: T. atrobrunneum
13,32 - 82,68%; T. guizhouense 13,3 - 88,89%; T. pholiotae 4 - 57,32%, T. simmonsii 13,32 - 82,68%;
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T. aggressivum f. europaeum 24 - 88%; T. cf. harzianum 10,68 - 72,84%; T. pleuroti 2,68 - 90,68%;
T. pleuroticola 0,91 - 80% i T. afroharzianum 9,32 - 69,32%.

Tabela 17. Parametri osetljivosti Trichoderma spp. izolata prema etarskom ulju mirodije

Vrsta Izolat ECso (ug/ml)! ECo (ng/ml)? b H RF
Cl 95% Cl 95% Cl 95%

T. aggressivum T76 2,98 5,61 4,60 1,20 2,22
f. europaeum (2,72-3,26) (4,85-7,77) (4,11-5,09)

T77 1,34 4,71 2,35 4,71 1,00
(0,83-2,41) (4,01-16,83) (2,17-2,53)

T85 2,77 6,17 3,68 0,87 2,07
(2,49-3,12) (5,09-8,17) (3,29-4,08)

T. atrobrunneum T54 2,69 4,72 5,26 3,59 2,01
(2,48-2,94) (4,17-5,60) (4,74-5,78)

T. pholiotae T10 2,97 5,30 5,09 0,19 2,22
(2,72-3,26) (4,62-6,46) (4,56-5,62)

T. guizhouense T52 2,66 4,18 6,53 0,25 1,99
(2,47-2,87) (3,78-4,79) (5,90-7,16)

T58 0,96 6,03 1,61 1,48 1.00
(0,77-1,26) (3,70-13,45) (1,40-1,82)

T59 2,18 3,75 5,42 0,02 2,27
(2,02-2,36) (3,36-4,33) (5,00-5,84)

T. simmonsii T57 2,62 4,04 6,83 0,50 2,73
(2,44-2,82) (3,67-4,60) (6,16-7,50)

T. afroharzianum KG10 2,08 3,68 5,02 2,16 1,13
(1,93-2,19) (3,30-4,28) (4,57-5,47)

T. cf. harzianum KG13 2,16 3,39 6,57 1,18 1,17
(2,01-2,33) (3,07-3,87) (5,93-7,11)

T. pleuroticola KG6 2,34 4,00 5,51 2,66 1,27
(2,16-2,54) (3,38-4,36) (5,00-6,02)

KM4 3,02 4,71 6,67 3,04 1,64
(2,81-3,26) (4,25-5,43) (5,99-7,35)

KM5 3,02 4,71 6,67 3,04 1,64
(2,81-3,26) (4,25-5,43) (5,98-7,36)

KM12 3,16 5,14 6,07 1,45 1,72
(2,93-3,43) (4,57-6,61) (5,50-6,72)

T7 2,06 3,53 5,50 0,01 1,12
(1,19-2,23) (3,17-4,03) (5,10-5,90)

23033 2,01 3,56 5,13 2,75 1,09
(1,85-2,18) (3,18-4,14) (5,07-5,99)

T. pleuroti KM®6 2,71 4,38 6,13 0,92 1,47
(2,49-2,97) (3,82-5,39) (5,46-6,90)

KM8 3,02 4,71 6,67 3,04 1,64
(2,81-3,26) (4,25-5,43) (5,46-6,90)

KM11 3,44 6,04 5,24 0,35 1,87
(3,15-3,81) (5,18-7,61) (4,63-5,85)

T6 1,84 3,24 5,25 0,03 1,00
(1,70-2,01) (2,90-3,76) (4,47-4,73)

12454 2,12 3,27 6,78 1,16 1,15
(1,97-2,28) (2,97-3,73) (6,11-7,45)

ECso — efektivna koncentracija koja inhibira 50% micelije; ECqo— efektivna koncentracija koja inhibira 90% micelije; ClI
- interval poverenja; b - koeficijent regresije; H — heterogenost; RF — faktor rezistentnosti
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Poredenjem metoda kojima je ispitivana antifungalna aktivnost etarskog ulja mirodije moze
se zakljuciti da je primenom mikrodilucione metode zabelezena razlicita osetljivost testiranih izolata
prema ovom etarskom ulju sa MIC vrednostima od 1,56 do 3,12 ul/ml i MFC vrednostima od 3,12
do 25 pl/ml. Primenom makrodilucione kontaktne metode sa suspenzijom spora potvrdeni su rezultati
iz preliminarne mikrodilucione metode, gde je vrednost MIC za skoro sve testirane izolate iznosila 4
pl/ml, dok MFC vrednosti nisu zabelezene. Inhibicije porasta micelije testiranih izolata Trichoderma
spp. na koncentracijama nizim od MIC bile su u opsegu od 2,74 do 78,5%. Direktni uticaj ulja na
razvoj micelije ispitan je kontaktnom metodom sa iseCkom micelije, gde su zabelezeni nesto slabiji
rezultati, jer su MIC vrednosti utvrdene samo za odredene izolate 1 vrste. Prosecna inhibicija porasta
micelije primenom ove metode je bila u opsegu od 1,63 do 87,52%.

Pored kontaktnog delovanja, ispitana je mogucnost delovanja etarskog ulja gasovitom fazom
primenom makrodilucione fumigantne metode. Delovanju gasovite faze bile su izloZene spore i isecci
micelije testiranih izolata. Primenom fumigantne metode nisu zabelezene MFC vrednosti niti MIC
vrednosti u metodi sa ise¢cima, dok su u metodi sa sporama MIC vrednosti bile utvrdene samo za
odredene izolate i vrste (0,16 - 0,32 pl/ml vazdusne faze). Prose¢ni procenti inhibicije porasta micelije
patogena primenom metode sa sporama su bili u opsegu od 19,43 do 95,57%, dok su u metodi sa
iseckom micelije bili od 6,69 do 88,68%. Rezultati makrodilucione metode ukazuju da je kontaktno
delovanje ulja bilo jace prema sporama testiranih izolata, a isto tako je i fumigantno delovanje bilo
jace prema sporama micelije.

5.8.5. Uporedna analiza antifungalnog delovanja etarskih ulja u in vitro testovima

Etarska ulja Cetiri odabrane biljne vrste iz familije Lamiaceae (maj¢ina duSica, pitoma nana,
divlja nana i bosiljak) ispoljila su inhibitorni efekat prema svim testiranim izolatima Trichoderma
spp. Iz ove grupe ulja, fungicidni efekat prema svim testiranim izolatima ispoljilo je etarsko ulje
majcine dusice, dok za ulja divlje 1 pitome nane fungicidni efekat nije zabeleZen jedino za izolate sa
Sampinjona (T. aggressivum f. europaeum, T. atrobrunneum, T. pholiotae i T. guizhouense). Etarsko
ulje bosiljka ispoljilo je fungicidni efekat jedino prema madarskim izolatima sa bukovace. Madarski

nana. Ulje bosiljka ispoljilo je ujednaceno delovanje prema svim izolatima. Inhibitorno delovanje ulja
mirodije bilo je ujednaceno prema svim izolatima, a pored visokog stepena inhibicije za ovo ulje je
zabelezeno jako fungicidno delovanje prema svim izolatima.

Takode, zabeleZeno je ujednaceno inhibitorno delovanje etarskog ulje hajducke trave prema
svim izolatima. Medutim, za etarsko ulje hajducke trave nije utvrdeno fungicidno delovanje. Etarsko
ulje kantariona je pokazalo stimulativno delovanje. Inhibicija izolata etarskim uljima Cetiri zimzelene
biljke (jele, tuje, bora i kleke) razlikovala se od izolata do izolata za jednu vrednost manje od najvece
testirane koncentracije ili je bila veca od nje.

Fungicidno delovanje mikrodilucionom kontaktnom metodom (Prilog 4; Slike P4-1 — P4-3)
prema svim vrstama ispoljila su etarska ulja mirodije i majcCine duSice. Etarska ulja divlje i pitome
nane ispoljila su fungicidni efekat primenom kontaktne metode samo prema vrstama izolovanim iz
gajilista bukovace i Siitake (T. pleuroti, T. pleuroticola, T. simmonsii, T. afroharzianum, T.
guizhouense i T. cf. harzianum). Fungicidno delovanje preostalih sedam ulja primenom ove metode
nije zabelezeno. Najbolje inhibitorno delovanje ispoljilo je ulje mirodije, a zatim slede ulja biljaka iz
familije Lamiaceae (maj¢ina dusica, divalja nana, pitoma nana i bosiljak). Delimi¢no inhibitorno
delovanje (samo prema odredenim vrstama) ispoljila su etarska ulja hajducke trave i Cetiri zimzelene
biljke (jela, kleka, tuja i bor). Inhibitorni efekat nije zabelezen samo za etarsko ulje kantariona.

Najjaci efekat (ul/ml) prema vrsti T. aggressivum f. europaeum ispoljila su etarska ulja
mirodije (MIC=1,56; MFC=6,25) 1 majcine dusice (MIC=3,12; MFC=12,5), zatim ulja bosiljka i
pitome nane (MIC=3,12), kao i ulje divlje nane (MIC=6,25), dok su najslabije delovala ulja jele, tuje
I kantariona (MIC>25). Prema vrstama T. pleuroticola i T. pleuroti, etarska ulja mirodije (MIC=3,12;
MFC=3,12 i 6,25) i maj¢ine dusice (MIC=1,56; MFC=12,5 i 25), zatim ulje divlje nane (MIC=3,12;
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MFC=12,5) i ulja pitome nane (MIC=6,25 i 3,12; MFC=12,5 i 25) i bosiljka (MIC=3,12 i 6,25)
ispoljila su najjaci efekat, dok je ulje kantariona delovalo najslabije (MIC>25).

Prema vrstama T. harzianum kompleksa izolovanim iz gajiliSta Sampinjona (T. guizhouense,
T. pholiotae i T. atrobrunneum), zabelezeno je ujednac¢eno delovanje svih ulja, a najosetljivija je bila
vrsta T. atrobrunneum na koju jedino nisu delovala ulja tuje i kantariona (MIC>25). Prema vrstama
T. harzianum kompleksa sa Siitake (T. guizhouense i T. simmonsii) jedino ulja bora i kantariona nisu
delovala pri testiranim koncentracijama (MIC>25). Prema vrsti T. guizhouense nije zabelezeno ni
delovanje ulja jele, a za ulja pitome nane, maj¢ine dusSice, bosiljka i mirodije zabeleZene su nize
vrednosti MIC i MFC u poredenju sa T. simmonsii, §to ukazuje na njenu vecu osetljivost prema ovim
uljima. Takode, zabelezena je minimalna razlika u delovanju pojedinih ulja prema izolatima T.
guizhouense izolovanih iz gajiliSta Sampinjona u odnosu na izolate iste vrste izolovanih iz gajilista
Siitake. Sva testirana ulja su ujednaceno delovala na izolate T. harzianum kompleksa sa bukovace (T.
afroharzianum i T. cf. harzianum), sa skoro identi¢nim MIC i MFC vrednostima.

Primenom makrodilucione kontaktne metode sa suspenzijom spora potvrdeni su rezultati iz
preliminarnog testa sa mikrodilucionom metodom za etarsko ulje mirodije, gde je vrednost MIC za
skoro sve testirane izolate iznosila 4 pl/ml, dok MFC vrednosti nisu zabelezene (Slika 9). Direktni
uticaj ulja mirodije na razvoj micelije ispitan je kontaktnom metodom sa iseCkom micelije, gde su
zabeleZena nesto slabija delovanja, jer su MIC vrednosti utvrdene samo za pojedine izolate (Slika
10). ’

Slika 9. Delovanje etarskog ulja mirodije primenom makrodilucione kontaktne metode sa
suspenzijom spora prema: T. pleuroti (a), T. pleuroticola (b), T. aggressivum f. europaeum (c), T.
simmonsii (d), T. afroharzianum (f), T. cf. harzianum (g) i T guizhouense (h-i).
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Slika 10. Delovanje etarskog ulja mirodije primenom makrodilucione kontaktne metode sa iseCkom
micelije prema: T. pleuroti (a), T. pleuroticola (b), T. cf. harzianum (c), T. simmonsii (d), T.
afroharzianum (e) i T guizhouense (f)

Primenom fumigantnih metoda nije =zabelezen fungicidni efekat pri testiranim
koncentracijama, dok je potpuni inhibitorni efekat zabelezen samo za etarska ulja Cetiri biljke iz
familije Lamiaceae (divlju nanu, pitomu nanu, majéinu dusicu i bosiljak). Etarsko ulje mirodije (Slika
12) ispoljilo je potpunu inhibiciju kljianja spora vrsta: T. guizhouense, T. atrobrunneum, T.
afroharzianum (MIC=0,16) i T. aggressivum f. europaeum (MIC=0,32). Ujednaceno delovanje
(MIC=0,16) na klijanje spora odabranih vrsta (T. aggressivum f. europaeum, T. atrobrunneum, T.
pleuroti, T. pleuroticola i T. cf. harzianum) ispoljilo je etarsko ulje divlje nane (Slika 16), osim prema
T. guizhouense (MIC>0,32). Ulje pitome nane (Slika 16) je najslabiji inhibitorni efekat ispoljilo
prema T. aggressivum f. europaeum i T. guizhouense (MIC=0,32), dok je najjaci efekat ispoljilo na
(Slika 13) su bili izolati vrsta T. guizhouense (MIC=0,04) i T. cf. harzianum (MIC=0,02), dok je
najotpornija bila vrsta T. pleuroticola (MIC>0,32). Najbolji fumigantni efekat na klijanje spora svih
testiranih vrsta ispoljilo je etarsko ulje bosiljka (Slika 13), prema kom je T. pleuroticola bila
najosetljivija (MIC=0,04). Malo manje osetljive bile su T. aggressivum f. europaeum, T.
atrobrunneum i T. pleuroti (MIC=0,08), dok su T. guizhouense i T. cf. harzianum bile najotpornije
(MIC=0,16).

Sli¢no delovanje zabeleZeno je 1 primenom metode sa iseckom micelije, gde je takode najjaci
efekat ispoljilo etarsko ulje bosiljka, prema kom je T. pleuroticola bila najosetljivija (MIC=0,08), a
T. guizhouense najotpornija (MIC=0,32). Delovanje bosiljka (Slika 15) prema ostalim vrstama bilo
je ujednac¢eno (MIC=0,16). Takode, delovanje pitome nane je bilo ujednaceno (MIC=0,16) prema
svim vrstama, osim prema T. atrobrunneum (MIC=0,32). Etarsko ulje maj¢ine duSice je ispoljilo
delovanje sli¢no pitomoj nani, a jedino je vrsta T. pleuroti bila nesto osetljivija prema ovom ulju u
odnosu na ostale (MIC=0,08). Ulje divlje nane je najjace delovalo na porast micelije T. atrobrunneum
(MIC=0,08), dok su izolati T. guizhouense i T. cf. harzianum bili najotporniji prema ovom ulju
(MIC=0,32). Jedino za etarsko ulje mirodije nisu zabelezene MIC vrednosti (Slika 12).
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Slika 11. Delovanje etarskog ulja mirodije primenom makrodilucione fumigantne metode sa
suspenzijom spora prema: T. afroharzianum (a), T. simmonsii (b), T. pleuroti (c) i T. pleuroticola (d)

Slika 12. Delovanje etarskog ulja mirodije primenom makrodilucione fumigantne metode sa iseCkom
micelije prema: T. afroharzianum (a), T. simmonsii (b), T. pleuroti (c) i T. pleuroticola (d)
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Slika 13. Delovanje etarskih ulja maj¢ine dusice (c, d) i bosiljka (a, b) primenom makrodilucione
fumigantne metode sa suspenzijom spora prema: T. guizhouense (a, c) i T. cf. harzianum (b, d)

Slika 14. Delovanje etarskih ulja maj¢ine dusice (c, d) i bosiljka (a, b) primenom makrodilucione
fumigantne metode sa iseCkom micelije prema T. guizhouense (a, ¢) i T. cf. harzianum (b, d)
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Poredenjem fumigantnih metoda, moze se zakljuciti da je inhibicija Klijanja spora i porasta
micelije etarskim uljima divlje nane, pitome nane, maj¢ine dusice i bosiljka bila ujednacena za vrste
T. pleuroti i T. atrobrunneum, dok su spore vrsta T. guizhouense i T. cf. harzianum bile nesto
osetljivije, a T. aggressivum f. europauem neznatno otpornije.

Slika 15. Delovanje etarskih ulja pitome nane (a, c) i divlje nane (b, d) primenom makrodilucione
fumigantne metode sa suspenzijom spora (a, b) i iseckom micelije (c, d) prema T. cf. harzianum

5.9. Antifungalno delovanje kombinacija etarskih ulja in vitro

Sinergisticko delovanje etarskih ulja je ispitano kroz tri uparene kombinacije etarskog ulja
mirodije sa etarskim uljima maj¢ine dusice, divlje nane i pitome nane. Kombinacije su odabrane na
osnovu jacine ispoljenog antifungalnog delovanja pojedina¢nih ulja prema izolatima Trichoderma
spp. Prema tome, etarsko ulje mirodije koje je pokazalo najjacu antifungalnu aktivnost je
kombinovano sa jos tri ulja koja su posle njega pokazala najjace delovanje.

Tumacenja rezultata interakcije dva ulja se razlikuju u zavisnosti od autora i u ovom radu je
odabrano tumacenje prema Jasqueline et al. (2005). Prema ovim autorima, interakcija dva etarska
ulja moze biti: sinergisticka, ako je indeks FiCi < 0,5; aditivna ako je FiCi izmedu 0,5 i 2,0;
indiferentna ako je FiCi izmedu 2,0 i 4,0 i antagonisticka ako je FiCi > 4,0. Pod sinergizmom se
smatra da je delovanje kombinacija dva jedinjenja/komponente vece od delovanja pojedina¢nih
jedinjenja/lkomponenti, a pod antagonizmom da je aktivnost dva jedinjenja/lkomponente manja od
delovanja najaktivnijeg pojedina¢nog jedinjenja/komponente Aditivno delovanje se javlja kad je
aktivnost kombinacija dva jedinjenja/lkomponente jednaka zbiru aktivnosti pojedinacnih
jedinjenja/lkomponenti, dok se indiferentno delovanje javlja kada je aktivnost kombinacija dva
jedinjenja’lkomponente jednaka aktivnosti najaktivnijeg jedinjenja/lkomponente.
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5.9.1. Antifungalno delovanje kombinacije etarskih ulja mirodije i maj¢ine dusSice

Delovanje kombinacije etarskih ulja mirodije i majcine duSice praceno je prema svih 22
izolata Trichoderma spp. Minimalne inhibitorne vrednosti odabranih ulja, kao i delovanje njihovih
kombinacija prikazani su u Tabeli 18. Osetljivost vrsta prema delovanju odabrane kombinacije
prikazana je kao prosek delovanja odgovarajuéih izolata iskazan kroz FiCi indeks (Tabela 21).

Dobijeni rezultati delovanja kombinacije ulja mirodije i maj¢ine dusice ukazuju na postojanje
sinergistickog ili aditivnog dejstva prema izolatima Trichoderma spp. Sinergisticko delovanje ove
kombinacije ulja zabelezeno je prema: T. guizhouense; T. simmonsii; T. pleuroti i T. pleuroticola, sa
prose¢nim vrednostima za indeks FiCi 0,12; 0,50; 0,49 i 0,37, dok je aditivno delovanje zabeleZeno
prema: T. cf. harzianum, T. aggressivum f. europaeum, T. pholiotae, T. atrobrunneum i T.
afroharzianum, sa FiCi indeksima 0,56; 0,63; 1; 1,52 i 0,63. Izolat T52 (vrsta T. guizhouense sa
Sampinjona) je bio najotporniji sa FiCi indeksom 3, dok su najosetljiviji izolati bili T58, T59, T77 i
T6 sa FiCi indeksima 0,12.

Tabela 18. Delovanje kombinacije etarskih ulja mirodije i majéine dusice prema Trichoderma spp.

Vrsta I1zolat MIC FIC MIC FIC FiCi Medusobno
EUM EUM EUMD EUMD EUM + delovanje
(ul/ml) (ul/ml) EU MD
T. aggressivum T76 1,56 0,50 3,12 0,06 0,56 aditivno
f. europaeum 77 156 006 625 0,06 0,12 sinergisticko
T85 1,56 0,25 1,56 1,00 1,25 aditivno
T. atrobrunneum T54 1,56 0,50 6,25 0,06 0,56 aditivno
T. pholiotae T10 1,56 0,50 1,56 0,50 1,00 aditivno
T. guizhouense T52 1,56 2,00 3,12 1,00 3,00 indiferentno
T58 1,56 0,06 6,25 0,06 0,12 sinergisti¢ko
T59 1,56 0,06 6,25 0,06 0,12 sinergisti¢ko
T. simmonsii T57 1,56 0,25 6,25 0,25 0,50 sinergisti¢ko
T. afroharzianum KG10 3,12 0,13 1,56 0,50 0,63 aditivno
T. cf. harzianum KG13 3,12 0,50 1,56 0,06 0,56 aditivno
T. pleuroticola KG6 1,56 0,13 6,25 0,06 0,19 sinergisti¢ko
KM4 3,12 0,13 1,56 0,06 0,19 sinergisti¢ko
KM5 3,12 0,25 1,56 0,06 0,31 sinergisti¢ko
KM12 3,12 1,00 1,56 0,06 1,06 aditivno
T7 3,12 0,06 6,25 0,25 0,31 sinergisti¢ko
23033 1,56 0,06 6,25 0,06 0,12 sinergisti¢ko
T. pleuroti KM6 3,12 0,25 1,56 1,00 1,25 aditivno
KM8 3,12 0,25 1,56 0,06 0,31 sinergisti¢ko
KM11 3,12 0,50 1,56 0,06 0,56 aditivno
T6 1,56 0,06 6,25 0,06 0,12 sinergisti¢ko
12454 1,56 0,13 6,25 0,06 0,19 sinergisti¢ko
MIC-minimalna inhibitorna koncentracija; FIC-frakciona inhibitorna koncentracija; FiCi-frakcioni inhibitorni

koncentracioni indeks; EU-etarsko ulje; M-mirodija; MD- maj¢ina dusica
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5.9.2. Antifungalno delovanje kombinacije etarskih ulja mirodije i divlje nane

Delovanje kombinacije etarskih ulja mirodije i divlje nane ispitano je prema svih 22 izolata
Trichoderma spp. Minimalne inhibitorne vrednosti odabranih ulja, kao i delovanje njihovih
kombinacija prikazani su u Tabeli 19. Osetljivost vrsta prema delovanju odabrane kombinacije
prikazana je kao prosek delovanja odgovarajuéih izolata iskazan kroz FiCi indeks (Tabela 21).

Analiziranjem dobijenih rezultata moze se zakljuciti da kombinacija ova dva ulja pokazuje
sinergisticko delovanje prema skoro svim testiranim vrstama sa ujednacenim prose¢nim vrednostima
za FiCi indekse od: 0,31 za T. aggressivum f. aggressivum; 0,33 za T. atrobrunneum; 0,50 za T.
simmonsii; 0,25 za T. guizhouense; 0,19 za T. afroharzianum; 0,38 za T. cf. harzianum; 0,33 za T.
pleuroticola i 0,34 za T. pleuroti. Jedino je za vrstu T. pholiotae zabelezeno aditivno delovanje sa
FiCi indeksom od 0,62. U delovanju na razli¢ite izolate postoje odredena variranja i razlike u
vrednostima za FiCi indekse, pa je kod pojedinih izolata zabeleZeno i aditivno delovanje (T10, 23033
1 KMB), sa FiCi indeksima bliskim granici za sinergisti¢cko delovanje. Najosetljiviji izolat prema ovoj
kombinaciji ulja bio je izolat KM4 (FiCi=0,09), dok je najotporniji bio izolat KM8 (FiCi=0,63).

Tabela 19. Delovanje kombinacije etarskih ulja mirodije i divlje nane prema Trichoderma spp.

Vrsta Izolat MIC FIC MIC FIC FiCi Medusobno
EUM EUM EU DN EU DN EUM + delovanje
(nl/ml) (nl/ml) EU DN
T. aggressivum T76 1,56 0,13 6,25 0,12 0,25 sinergisticko
f. europaeum T77 1,56 0,06 6,25 0,25 0,31 sinergisticko
T85 1,56 0,13 6,25 0,25 0,37 sinergisti¢ko
T. atrobrunneum T54 1,56 0,12 12,5 0,06 0,19 sinergisti¢ko
T. pholiotae T10 1,56 0,50 6,25 0,12 0,62 aditivno
T. guizhouense T52 1,56 0,13 12,5 0,06 0,19 sinergisti¢ko
T58 1,56 0,25 3,12 0,13 0,38 sinergisti¢ko
T59 1,56 0,13 3,12 0,06 0,19 sinergisti¢ko
T. simmonsii T57 1,56 0,25 3,12 0,25 0,50 sinergisti¢ko
T. afroharzianum KG10 3,12 0,13 3,12 0,06 0,19 sinergisti¢ko
T. cf. harzianum KG13 3,12 0,25 3,12 0,13 0,38 sinergisti¢ko
T. pleuroticola KG6 1,56 0,25 3,12 0,13 0,38 sinergisti¢ko
KM4 3,12 0,06 3,12 0,03 0,09 sinergisti¢ko
KM5 3,12 0,13 3,12 0,13 0,25 sinergisti¢ko
KM12 3,12 0,25 3,12 0,25 0,50 sinergisti¢ko
T7 3,12 0,13 1,56 0,06 0,19 sinergisti¢ko
23033 1,56 0,06 1,56 0,50 0,56 aditivno
T. pleuroti KM6 3,12 0,25 3,12 0,06 0,31 sinergisti¢ko
KM8 3,12 0,13 1,56 0,50 0,63 aditivno
KM11 3,12 0,25 6,25 0,12 0,37 sinergisti¢ko
T6 1,56 0,06 1,56 0,06 0,13 sinergisti¢ko
12454 1,56 0,06 3,12 0,06 0,13 sinergisti¢ko

MIC-minimalna inhibitrona koncentracija; FIC-frakciona inhibitorna koncentracija; FiCi-frakcioni inhibitorni
koncentracioni indeks; EU-etarsko ulje; M-mirodija; DN-divlja nana
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5.9.3. Antifungalno delovanje kombinacije etarskih ulja mirodije i pitome nane

Delovanje kombinacije etarskih ulja mirodije i1 pitome nane praceno je prema svih 22 izolata
Trichoderma spp. Minimalne inhibitorne vrednosti odabranih ulja, kao i delovanje njihovih
kombinacija prikazani su u Tabeli 20. Osetljivost vrsta prema delovanju odabrane kombinacije
prikazana je kao prosek delovanja odgovarajuéih izolata iskazan kroz FiCi indeks (Tabela 21).

Kombinacija ulja mirodije i1 pitome nane je ispoljila najslabiju aktivnost medu tri izabrane
kombinacije, sa sinergistickim delovanjem samo prema polovini testiranih izolata i aditivnim prema
drugoj polovini testiranih izolata. Sinergizam je zabeleZen prema: T. aggressivum f. aggressivum; T.
simmonsii; T. guizhouense (izolati T58 i T59 sa $iitake) i T. cf. harzianum sa FiCi indeksima 0,50;
0,19; 0,44 i 0,38, dok je aditivno delovanje uoceno prema: T. pholiotae, T. atrobrunneum, T.
afroharzianum; T. pleuroticola i T. pleuroti izolatima sa bukovace, kao i prema T. guizhouense sa
Sampinjona (izolat T52), sa FiCi indeksima 0,77; 0,75; 0,54 i 0,56. Najosetljiviji izolat prema ovoj
kombinaciji ulja bio je T77 (FiCi=0,12), dok je najotporniji KG13 (FiCi=1,25).

Tabela 20. Delovanje kombinacije etarskih ulja mirodije i pitome nane prema Trichoderma spp.

Vrsta Izolat MIC FIC MIC FIC FiCi Medusobno
EUM EUM EU PN EU PN EUM + delovanje
(nl/ml) (pl/ml) EU PN
T. aggressivum T76 1,56 0,50 3,12 0,25 0,75 aditivno
f. europaeum T77 1,56 0,06 12,5 0,06 0,12 sinergisticko
T85 1,56 0,50 3,12 0,13 0,63 aditivno
T. atrobrunneum T54 1,56 0,13 6,25 0,50 0,62 aditivno
T. pholiotae T10 1,56 1,00 3,12 0,13 1,13 aditivno
T. guizhouense T52 1,56 0,50 12,5 0,06 0,56 aditivno
T58 1,56 0,20 3,12 0,39 0,25 sinergisti¢ko
T59 1,56 0,78 3,12 0,39 0,63 aditivno
T. simmonsii T57 1,56 0,13 6,25 0,06 0,19 sinergisti¢ko
T. afroharzianum  KG10 3,12 0,50 1,56 0,25 0,75 aditivno
T. cf. harzianum KG13 3,12 0,13 3,12 0,25 0,38 sinergisti¢ko
T. pleuroticola KG6 1,56 1,00 3,12 0,25 1,25 aditivno
KM4 3,12 0,13 3,12 0,13 0,25 sinergisti¢ko
KM5 3,12 0,13 6,25 0,25 0,37 sinergisti¢ko
KM12 3,12 0,25 6,25 0,06 0,31 sinergisti¢ko
T7 3,12 0,25 1,56 0,06 0,31 sinergisti¢ko
23033 1,56 0,25 1,56 0,50 0,75 aditivno
T. pleuroti KM6 3,12 0,25 3,12 0,50 0,75 aditivno
KM8 3,12 0,25 3,12 0,06 0,31 sinergisti¢ko
KM11 3,12 0,25 3,12 0,06 0,31 sinergisti¢ko
T6 1,56 0,13 1,56 1,00 1,13 aditivno
12454 1,56 0,25 1,56 0,06 0,31 sinergisti¢ko

MIC-minimalna inhibitorna koncentracija;
koncentracioni indeks; EU-etarsko ulje; M-mirodija; PN-pitoma nana

FIC-frakciona inhibitorna koncentracija;
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5.9.4. Uporedna analiza antifungalnog delovanja kombinacija etarskih ulja

Primenom Checkerboard metode ispitivano je delovanje tri kombinacije etarskih ulja, gde je
etarsko ulje sa najja¢im antifungalnim delovanjem u pojedina¢nim testiranjima (mirodija)
kombinovano sa jo$ tri ulja koja su po aktivnosti bila odmah iza njega (maj¢ina dusica, divlja nana i
pitoma nana). Sve tri kombinacije ispoljile su sinergisti¢ko ili aditivno dejstvo, sto ukazuje da je
kombinovanje ulja opravdano i delotvorno. Antagonizam nije zabeleZen ni kod jedne kombinacije.
Najbolja je bila kombinacija mirodije i divlje nane, koja je prema svim testiranim vrstama ispoljila
sinergisticki efekat delovanja sa FiCi indeksima od 0,19 do 0,50, osim prema vrsti T. pholiotae, prema
kojoj je delovala aditivno sa FiCi indeksom od 0,62 (Tabela 21). Najosetljivije vrste prema ovoj
kombinaciji bila su T. afroharzianum i T. atrobrunneum, dok je najotpornija bila T. pholiotae.
Kombinacije mirodije sa uljima pitome nane i maj¢ine dusice pokazale su nesto slabije dejstvo, jer je
kod pojedinih vrsta zabelezeno aditivno delovanje. Najslabija je bila kombinacija ulja mirodije i
pitome nane sa FiCi indeksima od 0,19 do 1,13. Najosetljivija vrsta prema ovoj kombinaciju ulja je
bila T. simmonsii, a najotpornija T. pholiotae. Vrednosti FiCi indeksa za kombinaciji mirodija i
majcina dusica su bili u opsegu od 0,37 do 1,06. Vrsta T. pleuroticola je bila najosetljivija prema
ovoj kombinaciji, dok je najotpornija bila T. guizhouense. Generalno, najosetljivije vrste prema sve
tri kombinacije ulja bile su T. aggressivum f. europaeum i T. simmonsii, dok je najotpornija bila vrsta
T. pholiotae.

Tabela 21. Delovanje tri kombinacije etarskih ulja prema vrstama roda Trichoderma,
prouzrokovacéima zelene plesni jestivih gljiva

Vrsta FiCi Medusobno FiCi Medusobno FiCi Medusobno
EUM + delovanje EUM + delovanje EUM + delovanje
EU MD EU DN EU PN
T. aggressivum* 0,49 sinergisti¢ko 0,31 sinergisti¢ko 0,50 sinergisti¢ko
T. atrobrunneum 0,56 aditivno 0,19 sinergisti¢ko 0,62 aditivno
T. afroharzianum 0,63 aditivno 0,19 sinergisti¢ko 0,75 aditivno
T. guizhouense 1,06 aditivno 0,25 sinergisti¢ko 048 sinergisti¢ko
T. cf. harzianum 0,56 aditivno 0,38 sinergisticko 0,38 sinergisti¢ko
T. simmonsii 0,50 sinergisti¢ko 0,50 sinergisti¢ko 0,19 sinergisti¢ko
T. pholiotae 1,00 aditivno 0,62 aditivno 1,13 aditivno
T. pleuroticola 0,37 sinergisti¢ko 0,33 sinergisti¢ko 0,54 aditivno
T. pleuroti 0,49 sinergisti¢ko 0,34 sinergisti¢ko 0,56 aditivno

FiCi-frakcioni inhibitorni koncentracioni indeks; EU-etarsko ulje; M-mirodija; MD-maj¢ina dusica; DN-divlja nana; PN-
pitoma nana; * T. aggressivum f. europaeum

5.10. Osetljivost izolata Trichoderma spp. prema fungicidima

Osetljivost svih testiranih izolata Trichoderma spp. prema fungicidima prohlorazu (16 izolata:
12 iz ovih istrazivanja i 4 iz kolekcije Univerziteta u Segedinu) i metrafenonu (22 izolata: 12 iz ovih
istrazivanja, 6 iz kolekcije Instituta za pesticide i 4 iz kolekcije Univerziteta u Segedinu) prikazana je
u Tabelama 22 i 23. Ispitivani izolati su na osnovu ECso vrednosti grupisani na: visoko osetljive
umereno osetljive i rezistentne (Gea et al., 1996; Grogan et al., 2000), dok su na osnovu vrednosti
faktora rezistentnosti (RF) grupisani na: umereno osetljive, umereno rezistentne i visoko rezistentne
(Gout, 1994). Svi testirani izolati pokazali su visok nivo osetljivosti prema oba fungicida.

Svi testirani Trichoderma spp. izolati pokazali su visok nivo osetljivosti prema fungicidu
metrafenonu sa ECsp vrednostima od 0,03 (KM11, KG6 i T10) do 2,91 ug/ml (T57) (Tabela 22).
Vrednosti ECso za pojedine vrste su bile: T. pleuroti 0,03 - 0,65 ug/ml; T. pleuroticola 0,03 - 0,17
ug/ml; T. pholiotae 0,03 pg/ml; T. aggressivum f. aggressivum 0,04 - 0,99 pg/ml; T. atrobrunneum
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1,26 pg/ml; T. simmonsii 2,91 ug/ml; T. guizhouense 0,09 - 0,25 pug/ml; T. afroharzianum 0,05 ug/ml
i T. cf. harzianum 0,05 png/ml. Najosetljivije vrste prema fungicidu metrafenonu bile su T. pholiotae,
T. afroharzianum i T. cf. harzianum sa ECso vrednostima 0,03 odnosno 0,05 pg/ml. Vrednosti RF su
bile od 1 do 42, pri ¢emu je vecina izolata svrstana u osetljive. U grupu umereno rezistentnih svrstani
su izolati: KM12, 23033, KM6, 12454 i T57, dok su izolati T76 i T54 svrstani u rezistentne.
Najrezistentniji je bio izolat T54 sa vredno$éu RF 42.

Tabela 22. Parametri osetljivosti Trichoderma spp. izolata prema fungicidu metrafenonu

Vrsta Izolat ECso (ug/ml)! ECo (ng/ml)? b H RF
Cl 95% Cl 95% Cl 95%
T. aggressivum f. T76 0,99 339,04 0,51 2,31 24,75
europaeum (0,38-6,37) (31,15-44x10%) (0,42-0,60)
T77 0,04 6,38 0,58 0,32 1,00
(0,03-0,07) (1,89-50,07) (0,50-0,66)
T85 0,11 4925,55 0,28 1,51 2,75
(0,04-0,99) (64,6-11x10°) (0,21-0,35)
T. atrobrunneum T54 1,26 802,0 0,45 0,77 42,00
(0,41-12,63) (51,35-42x10% (0,36-0,54)
T. pholiotae T10 0,03 50,7 0,39 1,61 1,00
(0,01-0,05) (5,66-6888,7) (0,31-0,47)
T. guizhouense T52 0,09 9,04 0,64 2,82 3,00
(0,06-0,17) (2,29-140,88) (0,53-0,75)
T58 0,25 16,95 0,70 0,61 1,56
(0,15-0,55) (4,76-137,21) (0,61-0,79)
T59 0,16 85,16 0,47 0,23 1,00
(0,08-0,47) (10,99-4938) (0,39-0,55)
T. simmonsii T57 2,91 302367,98 0,26 0,26 18,19
(0,42-5679) (607-6,9x10%) (0,18-0,34)
T. afroharzianum  KG10 0,05 0,76 1,07 0,57 1,25
(0,04-0,06) (0,45-1,53) (0,98-1,16)
T. cf. harzianum KG13 0,04 0,47 1,23 2,11 1,00
(0,03-0,06) (0,26-1,16) (1,10-1,36)
T. pleuroticola KG6 0,03 2,73 0,77 2,14 1,00
(0,02-0,04) (1,19-431,54) (0,61-0,93)
KM4 0,05 0,45 1,31 0,69 1,00
(0,03-0,06) (0,29-0,98) (1,23-1,39)
KM5 0,06 1,10 0,99 1,55 1,20
(0,04-0,08) (0,53-4,73) (0,81-1,17)
KM12 0,17 41,70 0,54 0,30 3,40
(0,09-0,42) (7,52-968,12) (0,46-0,62)
T7 0,06 32,34 0,47 0,03 2,00
(0,03-0,13) (4,01-7686,95) (0,36-0,58)
23033 0,17 300,55 0,39 0,78 5,67
(0,08-0,68) (20,94-13x10% (0,31-0,47)
T. pleuroti KM6 0,12 25,85 0,55 1,60 4,00
(0,07-0,26) (5,38-431,54) 80,47-0,639
KM8 0,07 11,53 0,57 0,45 2,33
(0,04-0,12) (2,97-120,64) (0,49-0,65)
KM11 0,03 1,50 0,77 2,45 1,00
(0,02-0,05) (0,70-4,71) (0,71-0,85)
T6 0,09 127,78 0,41 1,16 1,80
(0,05-0,27) (12,09-21x10% (0,33-0,49)
12454 0,65 3801,71 0,34 0,14 13,00
(0,20-11,02) (87,6-103x10°%) (0,26-0,42)

ECso — efektivna koncentracija koja inhibira 50% porasta micelije; ECgqo— efektivna koncentracija koja inhibira 90%

porasta micelije; Cl - interval poverenja; b - koeficijent regresije; H — heterogenost; RF — faktor rezistentnosti



Svi testirani Trichoderma spp. izolati su pokazali jo§ vecu osetljivost prema fungicidu
prohlorazu, sa ECso vrednostima od 0,004 (KG6 i KM8) do 0,14 ug/ml (12454) (Tabela 23).
Vrednosti ECso za pojedine vrste su bile: T. pleuroti 0,004 - 0,14 pug/ml; T. pleuroticola 0,004 - 0,01
pug/ml; T. simmonsii 0,01 pg/ml, T. guizhouense 0,02 - 0,05 ug/ml; T. afroharzianum 0,01 pg/mliT.
cf. harzianum 0,02 pg/ml. Vrednosti RF su bile od 1 do 28, pri ¢emu je vecina vrsta bila svrstana u
grupu osetljivih. U umereno rezistentne svrstani su izolati: T6, T7, 23033 i T59, dok je u rezistentne
svrstan jedino izolat 12454. Najosetljiviji izolati su bili: KM8, KG6, KG10 i T57 (RF=1).
Najosetljivije vrste prema fungicidu prohlorazu su bile T. pleuroticola sa prosecnom vrednoséu ECsg
0,01 ug/ml, kao i T. afroharzianum i T. simmonsii predstavljeni sa po jednim izolatom.

Tabela 23. Parametri osetljivosti Trichoderma spp. izolata prema fungicidu prohlorazu

Vrsta Izolat ECso (ng/ml)* ECoo (ng/ml) 2 b H RF
Cl1 95% Cl 95% Cl 95%

T. simmonsii T57 0,01 0,17 0,95 1,52 1,00
(0,01-0,01) (0,11-0,31) (0,86-1,04)

T. guizhouense T58 0,02 0,71 0,71 0,43 2,00
(0,02-0,03) (0,38-1,76) (0,38-1,76)

T59 0,05 0,63 1,17 1,28 5,00
(0,04-0,07) (0,40-1,17) (0,97-1,27)

T. afroharzianum KG10 0,01 0,33 0,33 0,05 1,00
(0,00-0,02) (0,20-0,69) (0,20-0,69)

T. cf. harzianum KG13 0,02 1,16 1,16 0,36 2,00
(0,01-0,03) (0,54-3,67) (0,54-3,67)

T. pleuroticola KG6 0,004 0,17 0,17 1,84 1,00
(0,002-0,006) (0,10-0,36) (0,10-0,36)

KM4 0,01 0,17 0,17 1,46 2,00
(0,00-0,01) (0,10-0,36) (0,10-0,36)

KM5 0,01 0,31 0,96 1,43 2,00
(0,01-0,02) (0,19-0,61) (0,87-1,05)

KM12 0,005 0,10 1,02 0,16 1,25
(0,003-0,009) (0,06-0,18) (0,87-1,17)

T7 0,03 1,84 1,84 1,27 7,50
(0,02-0,04) (0,80-6,59) (0,80-6,59)

23033 0,03 0,47 0,47 2,54 7,50
(0,03-0,05) (0,30-0,85) (0,30-0,85)

T. pleuroti KM6 0,01 0,17 0,17 0,84 2,50
(0,01-0,01) (0,11-0,32) (0,11-0,32)

KM8 0,004 0,16 0,78 2,06 1,00
(0,002-0,006) (0,08-0,52) (0,66-0,90)

KM11 0,005 0,10 0,99 1,17 1,25
(0,003-0,007) (0,06-0,19) (0,89-1,09)

T6 0,02 0,31 0,31 0,72 4,00
(0,01-0,03) (0,20-0,56) (0,20-0,56)

12454 0,14 0,84 0,84 0,03 28,00
(0,11-0,18) (0,54-1,66) (0,54-1,66)

ECso — efektivna koncentracija koja inhibira 50% porasta micelije; ECgqo— efektivna koncentracija koja inhibira 90%
porasta micelije; Cl - interval poverenja; b - koeficijent regresije; H — heterogenost; RF — faktor rezistentnosti

5.11. Selektivna toksi¢nost antifungalnih jedinjenja za jestive gljive
Selektivna toksi¢nost antifungalnih jedinjenja prikazuje se kroz indeks selektivnosti, koji se

izraCunava kao odnos ECso vrednosti za patogenu gljivu (Trichoderma spp.) i odgovarajuée vrednosti
za domacina (jestivu gljivu). Ukoliko je vrednost indeksa selektivnosti manja, utoliko je selektivnost
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antifungalnog jedinjenja veca, odnosno to jedinjenje je dovoljno toksi¢no za ciljanog patogena, a u
isto vreme ne ispoljava toksican efekat na rast i razvoj jestive gljive.

Osetljivost jestivih gljiva ispitana je in vitro primenom makrodilucione metode (Slike 16-18).
U Tabeli 24 prikazani su parametri osetljivosti prema etarskom ulju mirodije i fungicidima
metrafenonu i prohlorazu za tri jestive gljive domacina: Sampinjon( soj A15), bukovacu (soj P80) i
jestive gljive pokazale su visoku osetljivost prema etarskom ulju mirodije sa ECso vrednostima od
0,06 do 0,74 pg/ml, dok su najotpornije bile prema fungicidu metrafenonu sa ECso od 0,66 do 5,93
pg/ml. Osetljivost je zabelezena i prema fungicidu prohlorazu sa ECso od 0,1 do 1,91 pg/ml.

Tabela 24. Osetljivost jestivih gljiva prema antifungalnim jedinjenjima

Antifungalno Parametar Sampinjon Bukovada Siitake
jedinjenje osetljivosti Al5 P80 237
ECso (ng/ml) 0,06 0,74 0,34
Cl195% (0,04-0,08) (0,50-1,56) (0,30-0,38)
Etarsko ulje ECoo (ng/ml) 2,08 7,60 0,80
mirodije Cl1 95% (0,81-12,71) (2,88-62,82) (0,69-0,94)
b 0,83 1,26 3,46
Cl195% (0,70-0,96) (1,02-1,50) (3,11-3,81)
H 0,35 0,28 3,06
ECso (ng/ml) 0,66 5,93 5,93
Cl1 95% (0,22-7,17) (1,58-114,5) (1,42-137,7)
Fungicid ECoo (ng/ml) 1529,04 3195,78 994,39
metrafenon Cl 95% (59,4-4x10°%) (149,4-3,7x105) (59,26-611x10%)
b 0,38 0,47 0,57
Cl195% (0,30-0,46) (0,37-0,55) (0,46-0,68)
H 0,28 1,33 0,54
ECso (ng/ml) 0,02 1,37 1,91
Fungicid Cl1 95% (0,01-0,04) (0,59-6,56) (0,79-10,3)
prohloraz ECo0 (ug/ml) 39,31 83,03 61,03
Cl1 95% (4,34-6730,38) (13,7-2709,76) (11,19-1706)
b 0,37 0,72 0,85
Cl1 95% (0,30-0,44) (0,60-0,84) (0,71-0,99)
H 1,12 1,68 0,09

ECso — efektivna koncentracija koja inhibira 50% porasta micelije; ECgqo— efektivha koncentracija koja inhibira 90%
porasta micelije; CI - interval poverenja; b - koeficijent regresije; H — heterogenost; np — nema podataka

5.11.1. Indeksi selektivnosti za Sampinjon

Selektivna toksi¢nost etarskog ulja mirodije i fungicida metrafenona i prohloraza preko
indeksa selektivnosti prikazana je u Tabeli 25. Najbolju selektivnost za Sampinjon pokazao je
fungicid metrafenon sa indeksom selektivnosti od 0,95, dok je indeks selektivnosti za fungicid
prohloraz iznosio 11,4. Etarsko ulje mirodije pokazalo se kao najtoksi¢nije antifungalno jedinjenje za
Sampinjon u in vitro uslovima sa visokim indeksom selektivnosti od ¢ak 23,09.

Slika 16. Osetljivost Sampinjona prema prohlorazu (a), metrafenonu (b) i etarskom ulju mirodije (c)
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Tabela 25. Selektivna toksi¢nost testiranih antifungalnih jedinjenja za Trichoderma spp. i Sampinjon

1
. Co ECs0 (Mg/l) Indeks
Antifungalno jedinjenje - = - 4
Trichoderma spp.? Sampinjon (A15)3 selektivnosti
Prohloraz 0,28 0,02 11,4
Metrafenon 0,63 0,66 0,95
Etarsko ulje mirodije 2,54 0,11 23,09

1 Efektivna koncentracija koja inhibira 50% porasta micelije; 2 Srednja vrednost efektivne koncentracije za $est izolata;
3 Procenjena vrednost za $ampinjon; 4 Odnos srednje ECso Trichoderma izolata i procenjene vrednosti za $ampinjon

5.11.2.Indeksi selektivnosti za bukovacu

Najbolju selektivnost za bukovacu ispoljio je fungicid prohloraz, ¢iji je indeks selektivnosti
iznosio svega 0,01. Zatim sledi fungicid metrafenon sa indeksom selektivnosti od 0,09. Selektivna
toksi¢nost za etarsko ulje mirodije nije bila zadovoljavajuca, jer je indeks selektivnosti i ovde bio
dosta visi, tacnije 6,51 (Tabela 26).

Slika 17. Osetljivost bukovace prema prohlorazu (a), metrafenonu (b) i etarskom ulju mirodije (¢)

Tabela 26. Selektivna toksic¢nost testiranih antifungalnih jedinjenja za Trichoderma spp. i bukovacu

ECso (mg/l)?
. S Indeks
Antifungalno jedinjenje : "
) . selektivnosti
Trichoderma spp.? Bukovaca (P80)°

Prohloraz 0,02 1,92 0,01
Metrafenon 0,53 5,93 0,09
Etarsko ulje mirodije 2,54 0,39 6,51

1 Efektivna koncentracija koja inhibira 50% porasta micelije; 2 Srednja vrednost efektivne koncentracije za $est izolata;
% Procenjena vrednost za Sampinjon; 4 Odnos srednje ECso Trichoderma izolata i procenjene vrednosti za bukovacu

5.11.3.Indeksi selektivnosti za Siitake

Fungicid prohloraz, sa indeksom selektivnosti 0,02, pokazao se kao najselektivnije
antifungalno jedinjenje za jestivu gljivu Siitake. Zadovoljavajucu selektivnost pokazao je 1 fungicid
metrafenon, ¢iji je indeks selektivnosti bio 0,21, dok selektivnost za etarsko ulje mirodije nije bila
zadovoljavajuca ni za ovu jestivu gljivu (Tabela 27). Medutim, indeks selektivnosti od 5,38 bio je
najnizi u poredenju sa drugim domacinima, pa se moze reci da je Siitake najotporniji domacin prema
etarskom ulju mirodije u in vitro uslovima.
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Slika 18. Osetljivost Siitake prema prohlorazu (a), metrafenonu (b) i etarskom ulju mirodije (c)

Tabela 27. Selektivna toksi¢nost testiranih antifungalnih jedinjenja za Trichoderma spp. i Siitake

. s ECso (mg/l)* Indeks
Antifungalno jedinjenje _ selektivnosti®
Trichoderma spp.? Siitake (237)°
Prohloraz 0,04 1,91 0,02
Metrafenon 1,24 5,93 0,21
Etarsko ulje mirodije 1,83 0,34 5,38

! Efektivna koncentracija koja inhibira 50% porasta micelije; 2 Srednja vrednost efektivne koncentracije za $est izolata;
3 Procenjena vrednost za $ampinjon; 4 Odnos srednje ECso Trichoderma izolata i procenjene vrednosti za Siitake

5.12. Invivo delovanje antifungalnih jedinjenja u oglednom gajili$tu $ampinjona

Ispitivanje efikasnosti antifungalnih jedinjenja (etarskog ulja mirodije, biofungicida na bazi
azadiraktina i fungicida prohloraza) u suzbijanju prouzrokovaca zelene plesni T. aggressivum f.
europaeum T77 prouceno je na bazi procene intenziteta pojave oboljenja (simptoma bolesti), ta¢nije
pojave smedih pega na karpoforama Sampinjona. Intenzitet pojave simptoma bolesti odreden je
izraGunavanjem procenta zarazenih karpofora §ampinjona u odnosu na ukupan broj ubranih karpofora
Sampinjona. Efikasnost jedinjenja odredena je na osnovu intenziteta bolesti u inokulisanoj kontroli i
tretmanima. Takode, analiziran je 1 uticaj antifungalnih supstanci na prinos Sampinjona, tj. biolosku
efektivnost (BE) izrazenu u procentima. Bioloska efektivnost izracunata je kao odnos sveze mase
ubranih karpofora Sampinjona i suve mase kompostiranog supstrata u vreme zasejavanja micelijom
Sampinjona (Chrysayi-Tokousbalides et al., 2007).

Uticaj etarskog ulja mirodije na prinos izrazen sa BE i njegova efikasnost u smanjenju
simptoma bolesti bila je razmatrana u individualnoj primeni u odabranoj dozi (100%) ili u
kombinaciji sa kontrolnim fungicidom prohlorazom u odnosu 20:80%. Etarsko ulje mirodije testirano
je 1 na niZzoj koncentraciji (20% od odabrane testirane doze) da bi se utvrdila priroda medusobnog
dejstva fungicida i etarskog ulja u kombinovanom tretmanu.

Ispitivanje suzbijanja T. aggressivum f. europaeum T77 u oglednom gajilistu izvrSeno je u
dva nezavisno postavljena eksperimenta u trajanju od po 70 dana. Prvo ispitivanje izvrSeno je u
periodu od 26.12.2019. do 09.03.2020. godine, dok je ponovljeni ogled bio u periodu od 16.09.2020.
do 03.12.2020. godine. Plodonosenje i berba su trajali 33 dana u prvom i oko 40 dana u ponovljenom
eksperimentu. Prvi simptomi u vidu smedih pega na SeSirima Sampinjona pojavili su se 9. dana u oba
ponavljanja, dok su beli¢aste kolonije pre¢nika 2-3 cm uocene 19. dana u prvoj postavci i 14. dana u
drugoj postavci od pocetka plodonosenja. Belicaste kolonije su nakon jednog ili dva dana dobile
karakteristi¢nu zelenu boju sa sporulisanjem patogene gljive (Slika 19). Ucestalost pojave simptoma
se povecavala tokom vremena, prema kraju ogleda.
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Slika 19. Zelena plesan u oglednom gajilistu: bela kolonija na pokrivci i karpoforama (a-b); zelena
kolonija na pokrivci (c-d) i smede pege na karpoforu sampinjona (e-f)

5.12.1. Efikasnost etarskog ulja mirodije, biofungicida na bazi azadiraktina i fungicida
prohloraza u suzbijanju T. aggressivum f. europaeum

Efikasnost antifungalnih jedinjenja u suzbijanju prouzrokovaca zelene plesni ocenjena je na
osnovu broja obolelih karpofora sampinjona tj. uestalosti simptoma. Efikasnost (E) je izra¢unata na
osnovu poredenja vrednosti pojave simptoma u netretiranoj inokulisanoj kontroli (Ic) i tretiranim
varijantama (It).

Najveca efikasnost postignuta je primenom fungicida prohloraza u standardnoj dozi primene
(75,83%) i biofungicida na bazi azadiraktina u standardnoj dozi primene (79,82%). Etarsko ulje
mirodije (varijanta mirodija II) u dozi primene od 2% nije ispoljilo statisticki znacajno vecu
efikasnost (69,75%) u poredenju sa nizom dozom primene ovog ulja (varijanta mirodija I) od 1%
(58,26%), ali se nije statisticki znacajno razilikovalo od primene fungicida prohloraza i biofungicida
azadiraktina. Tretman nizom dozom primene etarskog ulja mirodije (1%) je ispoljilo najmanju
efikasnost u prvom ponavljanju in vivo eksperimenta. Nije bilo statistiCki znacajnih razlika u
efikasnosti izmedu fungicida prohloraza i biofungicida na bazi azadiraktina i etarskog ulja mirodije
u dozi 2%, dok se efikasnost etarskog ulja u nizoj dozi (varijanta mirodija I — 1%) statisti¢ki znacajno
razlikovalo od svih testiranih jedinjenja osim varijante ve¢e doze primene. U drugom ponovljenom
eksperimentu, najvecu efikasnost, takode bez statisticki znacajnih razlika su ispoljili fungicid
prohloraz (72,53%), biofungicid na bazi azadirkatina (73,93%) i etarsko ulje mirodije u vecoj dozi
primene (varijanta mirodija I — 2%) (70,07%). Etarsko ulje mirodije u nizoj dozi primene — 1%
(varijanta mirodija 1) je ispoljilo najmanju efikasnost (60,03%) i statisticki se znacajno razlikovalo
od ostalih testiranih jedinjenja osim u odnosu na primenu ovog ulja u vecoj dozi. Etarsko ulje u vecoj
dozi primene - mirodija II ispoljilo je visoku efikasnost - 70,07%. Poredenjem ponavljanih
eksperimenata, nesto bolji rezultati postignuti su u ponovljenom (drugom) eksperimentu (razlike od
0,52 do 6,11%), ¢ime je potvrdeno da su sva testirana jedinjenja ispoljila zadovoljavajucu efikasnost,
narocito etarsko ulje mirodije jer je i u niZzoj dozi primene pokazalo efikasnost ve¢u od 50% (Grafikon
17).
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Grafikon 17. Efikasnost antifungalnih jedinjenja u suzbijanju T. aggressivum f. europaeum T77
nakon vestacke inokulcije Sampinjona u dva nezavisna eksperimenta: (E-1: df - stepen slobode = 3;
F=043; p=0,73i E-II: df - stepen slobode = 3; F = 2,63; p = 0,08). Vrednosti obeleZene istim
slovom unutar serije se statisticki znac¢ajno ne razlikuju prema Ficher LSD testu (P<0,5).

5.12.2. Uticaj antifungalnih jedinjenja na prinos Sampinjona

U prvom postavljenom eksperimentu zabelezeni su visoki prinosi od preko 100% u vecini
tretmana (Grafikon 18). Najbolji prinos uoen je u inokulisanoj kontroli (125,58%) i u
neinokulisanom tretmanu sa fungicidom (127,26%), dok je najnizi zabeleZzen u inokulisanom
tretmanu sa biofungicidom azadiraktinom (85,44%). Etarsko ulje primenjeno u nizoj dozi (mirodija
I) sa prinosima od 118,47% u inokulisanom tretmanu uticalo je znatno bolje na prinos od etarskog
ulja mirodije primenjenog u vecoj dozi (mirodija II), kod kog je u inokulisanom tretmanu zabelezen
prinos od 95%. Prinosi u neinokulisanim tretmanima su bili ujednaceni, dok su za prinose u
inokulisanim tretmanima statisticki zna¢ajno najnizi prinosi zabeleZeni u tretmanu sa biofungicidom
azadiraktinom i sa etarskim uljem mirodije u vec¢oj dozi primene (mirodija II).

U ponovljenom eksperimentu su zabelezeni jo$ bolji prinosi, sa vrednostima od preko 120%
(Grafikon 19). Izmedu inokulisanih i neinoklusanih tretmana, kao i svih pojednina¢nih tretmana, nije
bilo statisti¢ki znacajnih razlika. Najveci prinos zabeleZen je u neinokulisanoj kontroli (137,48%) 1
neinokulisanim tretmanima: etarsko ulje mirodija II (139,67%) i fungicid prohloraz (147,76%), dok
je najnizi prinos zabelezen u inokulisanoj kontroli (123,23%) i inokulisanom tretmanu sa etarskim
uljem mirodija II (127,36%).

Bolji rezultati za prinos i efikasnost u suzbiljanju prouzrokovaca bolesti zabelezeni su U
ponovljenom eksperimentu, gde je delovanje svih testiranih antifungalanih jedinjenja bilo ujednac¢eno
bez statisticki znacajnih razlika medu tretmanima u prinosu.
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Grafikon 18. Bioloska efektivnost — uticaj na prinos antifungalnih jedinjenja u prvom ponavljanju
eksperimenta (df - stepen slobode = 9; F = 2,64; p = 0,02). Vrednosti obeleZene istim slovom unutar
serije se statisti¢ki znac¢ajno ne razlikuju prema Ficher LSD testu (P<0,5).
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Grafikon 19. Bioloska efektivnost — uticaj na prinos antifungalnih jedinjenja u drugom ponavljanju
eksperimenta (df - stepen slobode = 9; F = 0,53; p = 0,85). Vrednosti obeleZene istim slovom unutar
serije se statisti¢ki zna¢ajno ne razlikuju prema Ficher LSD testu (P<0,5).
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5.12.3. Interakcija etarskog ulja mirodije i fungicida prohloraza u primeni in vivo

Analiza prirode medusobnog dejstva etarskog ulja mirodije testiranog u dve doze primene sa
kontrolnim fungicidom prohlorazom prikazana je kroz odredivanje sinergistiCkog faktora (SF).
Sinergisti¢ka reakcija (SF>1) ustanovljena je izmedu etarskog ulja mirodije primenjenog u obe doze
i fungicida prohloraza u slucaju ispitivanja bioloske efektivnosti — uticaja na prinos, dok je u
ispitivanju efikasnosti u suzbijanju prouzrokovaca bolesti ispoljeno aditivno dejstvo (SF=1) (Tabela
28). U slucaju uticaja primenjenih kombinacija na prinos (BE), etarsko ulje (primenjeno u ve¢oj dozi
(mirodija II) u kombinaciji sa fungicidom prohlorazom sa SF=1,3 ispoljilo je vrlo blisku vrednost
sinergizma u odnosu na kombinacije etarsko ulje primenjeno u manjoj dozi (mirodija I) i fungicida
(SF=1,2). U slucaju uticaja na efikasnost u suzbijanju patogena, etarsko ulje u nizoj dozi (mirodija I)
u kombinaciji sa fungicidom prohlorazom imalo je vrlo slabu antagonisticku reakciju (SF=0,9), dok
je za kombinaciju ve¢e doze etarskog ulja (mirodija II) i fungicida prohloraza zabeleZen aditivni
efekat (SF=1).

Tabela 28. Interakcija etarskog ulja mirodije 1 fungicida prohloraza u uticaju na prinos Sampinjona
(BE) i efikasnost u suzbijanju T. aggressivum f. europaeum T77 u oglednom gajilistu Sampinjona

Biolos$ka efektivnost Efikasnost u suzbijanju
Tretman (BE %) SF  prouzrokovaca bolesti (E %) SF
Uocena BE Ocekivana BE Uocena E Ocekivana E

Prohloraz 80%
+ 115,43 98,14 58,36 62,81
EU mirodija I 20%
Prohloraz 80%
+ 120,6 93,49 61,95 64,03
EU mirodija 11 20%

SF- sinergistic¢ki faktor; BE — bioloska efikasnost; E — efikasnost u suzbijanju prouzrokovaca bolesti; EU — etarsko ulje

Najnizi prinos Sampinjona zabeleZen je u tretmanu etarskog ulja mirodija I u dozi 20% od
prvobitne doze primene (90,82%) i u tretmanu kombinacije etarsko ulje mirodija I 20% + prohloraz
80% (doza primene 80% od standardne doze primene) sa 85,44%. Najvisi prinos zabeleZen je u
tretmanima sa etarskim uljem mirodija IT primenjenim: u prvobitnoj dozi primene od 2% (139,67%),
u dozi od 20% od prvobitne doze primene (130,95%) i u kombinaciji mirodija I 20% + prohloraz
80% (121,31%). Prikaz o¢ekivanih i uo¢enih vrednosti za BE prikazan je u Prilogu 5 (Grafikon P5-
1a). Najveca efikasnost u suzbijanju T. aggressivum f. europaeum zabeleZena je u tretmanima sa
fungicidom (prohloraz 100% = 84,49%; prohloraz 80% = 88,08%) i sa kombinovanom primenom
etarskog ulja mirodije 20% od prvobitnih doza primene i prohloraza 80% od standardne doze primene
(mirodija I 20% + prohloraz 80% = 87,3%; mirodija II 20% + prohloraz 80%=83,91%). Treba
napomenuti da je efikasnost pojedinacnih ulja bila ve¢a u primenama 20% od prvobitnih doza
primene, a najbolja u kombinovanim tretmanima Prilogu 5 (Grafikon P5-1b). Etarsko ulje mirodija I
primenjeno u manjoj dozi (1%) delovalo je bolje na prinos $ampinjona od etarskog ulja mirodija Il
primenjenog u vecoj dozi (2%), ali je efikasnost u suzbijanju prouzrokavaca bolesti bila veca u
tretmanima sa etarskim uljem primenjenim u dozi od 2% (mirodija II). Fungicid prohloraz primenjen
u dozi 80% od standardne doze primene ispoljio je vecu efikasnost u suzbijanju bolesti od fungicida
primenjenog u standardnoj dozi, ali je delovanje na prinos bilo bolje u tertmanu sa fungicidom
primenjenim u standardnoj dozi primene.
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6. DISKUSIJA

6.1. Trichoderma spp. — prouzrokovaci zelene plesni jestivih gljiva

Proizvodnju jestivih gljiva ugrozavaju razliciti patogeni medu kojima se poslednjih decenija
izdvajaju brojne vrste iz roda Trichoderma izazivajuéi pojavu bolesti zelene plesni. Bolest zelene
plesni uocena je na najznacajnijim jestivim gljivama koje se u industrijskom obimu gaje u svetu,
poput Sampinjona, bukovace i Siitake (Hatvani et al., 2007; Komon-Zelazowska et al., 2007;
Kosanovi¢ et al., 2013; Wang et al., 2016; Innocenti et al., 2019; Allaga et al., 2021).

Bolest se manifestuje pojavom simptoma pegavosti i trulezi na karpoforama jestivih pecuraka
I prorastanjem supstrata za rast sve tri gajene gljive. Prvi znaci bolesti se javljaju uglavnom u vreme
prorastanja micelije kroz supstrat u vidu guste, u poc¢etku bele mase micelije, koja nakon sporulacije
postaje tamnozelena. Pege i nekroze boje rde se javljaju kada spore patogena dospeju na Sesire i drske
karpofora jestivih gljiva (Kredics et al., 2010; Kosanovi¢ et al., 2013).

Prve znacajne epifitocijske pojave zelene plesni Sampinjona uoéene su devedesetih godina 20.
veka u Evropi (Velika Britanija i Irska) (Seaby, 1987; Doyle, 1991) i Severnoj Americi (SAD i
Kanadi) (Rinker, 1993; Romaine et al., 1996), kada je pojava bolesti izazvala gubitke prinosa od 30
do 100%. Nakon toga, bolest se brzo prosirila u druge zemlje (Geels, 1997; Hermosa et al., 1999;
Mamoun et al., 2000). Iz svih zarazenih gajilista izolovana je vrsta T. harzianum. Medutim, na
osnovu morfologije, odgajivackih karakteristika i patogenosti, utvrdeno je da su bolest izazvala tri
biotipa poreklom iz Britanije (Thl, Th2 i Th3) i jedan poreklom iz Severne Amerike (Th4) (Seaby,
1987), koji su kasnije identifikovani kao nove vrste i forme. Biotip Th2 sa Britanskih ostrva
identifikovan je kao T. aggressivum f. europaeum, a biotip Th4 iz Severne Amerike kao T.
aggressivum f. aggressivum (Samuels at al., 2002). Tokom poslednje dekade, agresivna forma T.
aggressivum f. europaeum se pojavila i u gajiliStima Srbije (Kosanovi¢ et al., 2013). U gajilistima
Sampinjona istovremeno mogu biti prisutne i neke druge manje agresivne vrste roda Trichoderma: T.
longibrachiatum, T. ghanense, T. atroviride, T. koningii i T. virens (Hatvani et al., 2007; Kosanovié¢
etal., 2013).

Zelena plesan bukovace je prvobitno uocena u Severnoj Americi, koju je izazvala vrsta T.
viride (Sharma and Vijay, 1996), ali su prvi znacajni gubici zabelezeni u Severnoj Koreji (Yu,
2002), gde je je vecina izolata pripadala dvema kasnije identifikovanim novim vrstama: T. pleuroti i
T. pleuroticola (Park et al., 2006). Po¢etkom 21. veka, znacajni gubici kao posledica bolesti zelene
plesni zabelezini su i u gajilistima bukovace Sirom Evrope (Kredics et al., 2006; Hatvani et al.,
2007, 2012; Gea., 2009; Blaszczyk et al., 2013; Innocenti et al., 2019), gde je vecina izolata
pripadala prethodno navedenim novoidentifikovanim vrstama. Pored ove dve najdominantnije vrste,
Hatvani et al. (2007) su iz supstrata bukovace i Sampinjona izolovali i druge manje zastupljene vrste:
T. harzianum, T. longibrachiatum, T. ghanense, T. asperellum i T. atroviride. Innocenti et al. (2019)
su iz supstrata bukovace, pored T. pleuroti i T. pluroticola, izolovali i vrstu T. guizhouense, dok su
Allaga et al. (2021) identifikovali T. atrobrunneum, T. afroharzianum, T. guizhouense, T. simmonsii
i T. harzianum kompleks kao vrste koje se takode mogu naéi u gajilistima bukovace u Spaniji, Srbiji
I Severnoj Makedoniji. Iz uzoraka supstrata prekrivenog tamnozelenim kolonijama iz gajilista
bukovace u Srbiji 1 Severnoj Makedoniji u okviru ovih istraZivanja su prvi put izolovane 1
identifikovane T. pleuroti, T. pleuroticola i vrste iz T. harzianum kompleksa (T. cf. harzianum). Vrsta
T. pleuroti nije identifikovana medu izolatima iz gajilista u Srbiji.

Zelena plesan, izazvana razli¢itim vrstama roda Trichoderma, moze takode biti kompetitor ili
parazitirati miceliju Siitake i tako smanjiti prinos i ove jestive gljive. Vrste koje su identifkovane u
gajilistima Siitake su T. harzianum i T. polysporum (Komatsu, 1976; Tokimoto and Komatsu,
1979), zatim T. viride, T. longibrachiatum, T. atroviride, T. pleuroticola i T. oblongisporum (Jiang
etal., 1995; Wang et al., 2016). Iz zarazenog komposta $iitake u Kini, ¢ak 68% izolata identifikovane
su kao vrste T. harzianum kompleksa, $to ukazuje da je ova grupa vrsta najznacajniji prouzrokovaé
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zelene plesni Siitake u odnosu na ostale izolovane vrste (Lee et al., 2008; Wang et al., 2016). Iz
karpofora siitake sa smedim pegama iz gajilista u Srbiji izolovane su i identifikovane samo vrste iz
T. harzianum kompleksa (THSC) - T. guizhouense i T. simmonsii. Allaga et al. (2021) su u okviru T.
harzianum kompleksa identifikovali T. atrobrunneum, T. guizhouense, T. simmonsii i T. pollinicola
kao dominantne vrste izolovane iz gajilisSta Siitake u Srbiji i Madarskoj.

6.1.1. Molekularne karakteristike

Rezultati molekularnih ispitivanja zasnovanih na analizi ITS regiona Trichoderma spp. izolata
poreklom iz gajilista Siitake i bukovace iz Srbije i bukovace iz Severne Makedonije, ukazuju da su
vrste iz T. harzianum kompleksa (KG10, KG13, T57, T58 i T59), T. pleuroti (KM6, KM8 i KM11) i
T. pleuroticola (KM4, KM5, KM12 i KG6) dominantni prouzrokovaci zelene plesni bukovace i
Siitake u ovim zemljama. U literaturi se navodi da su glavni prouzrokovaci zelene plesni bukovace
vrste T. pleuroti i T. pleuroticola (Komon-Zelazowska et al., 2007; Hatvani, 2008; Hatvani et al.,
2007, 2012), Sto je u saglasnosti sa ovim rezultatima. Ove dve vrste se ¢esto javljaju istovremeno, ali
je moguce i da samo jedna od njih dominira u odredenom gajilistu ili oblasti. Medu uzorcima iz
gajilista bukovace iz Severne Makedonije identifikovane su vrste T. pleuroti (KM6, KM8, KM11) i
T. pleuroticola (KM4, KMS, KM12). Medu izolatima iz gajiliSta bukovace u Srbiji nije izolovana
vrsta T. pleuroti, pa je uz identifikovane pripadnike T. harzianum kompleksa (KG10, KG13)
dominantna samo vrsta T. pleuroticola (KG6). Preovladavanje samo jedne patogene vrste od dve
najznacajnije na bukovacama zabeleZena je i u istrazivanjima koja su sproveli Komon-Zelazowska
et al. (2007), gde se T. pleuroti navodi kao dominantna u gajiliStima bukovace u Madarskoj, a vrsta
T. pleuroticola kao vecinski rasprostranjena u gajilistima bukovace u Italiji. MoZe se zakljuciti da je
preovaldavanje T. pleuroti u Srbiji posledica uvoza zasejanog supstrata za gajenje bukovace iz
Madarske, gde takode dominira ova patogena vrsta.

Blaszczyk et al. (2013) su utvrdili na osnovu analize tef-1a. lokusa da su izolati T. pleuroti iz
Poljske identi¢ni izolatima ove vrste iz Madarske, a izolati T. pleuroticola iz Poljske izolatima ove
vrste iz Italije. Prema navodima iz literature, vrste iz kompleksa T. harzianum se takode ¢esto javljaju
u gajiliStima bukovace, pored ove dve agresivne vrste ovog roda. Medutim, pojedini autori smatraju
da one nemaju velikog Stetnog uticaja na proizvodnju bukovace (Innocenti et al., 2019), dok drugi
smatraju upravo suprotno (Woo et al., 2004; Allaga et al., 2021).

U gajilistu Siitake u Srbiji, vrste iz T. harzianum kompleksa (T57, T58, T59) su jedine
identifikovane, $to je potvrdeno i u nekim prethodnim istrazivanjima u Juznoj Koreji i Kini (Lee et
al., 2008; Kim et al., 2012; Wang et al., 2016).

Molekularnom analizom tef-1a genskog regiona izolata iz T. harzianum kompleksa poreklom
iz Srbije, utvrdeno je prisustvo sledecih vrsta izolovanih iz gajiliSta Sampinjona: T. atrobrunneum
(T54), T. guizhouense (T52), T. pholiotae (T10); bukovace: T. afroharzianum (KG10); Siitake: T.
guizhouense ((T58 i T59) i T. simmonsi (T57). lzolat KG13 (T. cf. harzianum sa bukovace) nije
mogao biti identifikovan do nivoa vrste, a pretpostavlja se da je prisustvo mikovirusa uzrok takvog
rezultata i da su potrebne dodatne analize kako bi se to potvrdilo.

Medu izolatima T. harzianum kompleksa iz gajilista bukovace je identifikovana jedino vrsta
T. afroharzianum. Medu izolatima T. harzianum kompleksa iz gajilista Siitake identifikovane su vrste
T. guizhouense i T. simmonsii, dok su medu izolatima iz gajiliSta Sampinjona identifikovane T.
atrobrunneum, T. pholiotae i T. guizhouense. Allaga et al. (2021) navode da se medu izolatima iz
gajilista Siitake mogu naci sledece vrste iz T. harzianum kompleksa u Srbiji: T. atrobrunneum, T.
guizhouense, T. simmonsii i Madarskoj: T. simmonsii i T. pollinicola. Autori navode dominantne vrste
u okviru T. harzianum kompleksa u gajilistima bukovace u Srbiji: T. afroharzianum, T. guizhouense,
T. simmonsii, Spaniji: T. afroharzianum, Severnoj Makedoniji: T. afroharzianum, T. atrobrunneum,
T. harzianum, T. simmonsii, Hrvatskoj: T. guizhouense. U gajilistima Sampinjona u Hrvatskoj i
Madarskoj u okviru istog kompleksa izdvojili su samo vrstu T. harzianum (Allaga et al., 2021).

Prisustvo vrsta T. atrobrunneum, T. simmonsi i T. giuzhouense medu prouzrokovac¢ima zelene
plesni jestivih peCuraka zabeleZeno je i u nekim ranijim istrazivanjima u Poljskoj, Italiji i Srbiji

87



(Oskeira et al., 2015; Innocenti et al., 2019; Gruji¢ et al., 2019). Analizom izolata iz gajiliSta
pecuraka u Poljskoj, Oskeira et al. (2015) su na osnovu multilokusa potvrdili prisustvo sledecih vrsta
iz T. harzianum kompleksa medu izolatima iz gajiliSta Sampinjona: T. harzianum sensu stricto, T.
atrobrunneum i T. simmonsii., a Blaszczyk et al. (2013) su analizom ITS/tef-1a u gajilistima
bukovace odredili: T. harzianum i T. atroviride. Chaverii et al. (2015) smatraju da je za identifikaciju
vrsta unutar ovog kompleksa dovoljna analiza tef-1a regiona. Medutim, preporuka pojedinih autora
je uklju¢ivanje analize viSestrukih molekularnih markera (call-kalmodulin, rpb2-RNA polimeraza I,
chii18-5-hitinazal8-5) za sigurniju i precizniju identifikaciju vrsta u okviru T. harzianum kompleksa
(Druzhinina et al., 2010; Chaverri et al., 2015; Allaga et al., 2021). Upotreba analize vise lokusa
pokazala se uspe$nom i u istrazivanjima Oskeira et al. (2015), gde je identifikovano ¢ak 100 od 104
Trichoderma spp. izolata.

Filogenetska analiza cCetiri izolata iz T. harzianum kompleksa (T10, T52, T54 i T57) uradena
je rekonstrukcijom filogenetskog stabla na osnovu sekvenci tef-la. genskog regiona. Nakon
filogenetske analize jasno su se izdvojile Cetiri vrste u okviru T. harzianum kompleksa: T.
atrobrunneum (T54), T. guizhouense (T52), T. simmonsi (T57) i T. pholiotae (T10). lzolat T57 sa jos
tri izolata poreklom iz Italije i Austrije grupisao se unutar T. simmonsi grupe, zolat T54 se izdvojio u
zasebnu granu sa izolatom poreklom iz Kine unutar grupe T. atrobrunneum. lzolat T52 se grupisao
sa jo§ tri izolata poreklom iz Spanije i Hrvatske unutar grupe T. guizhouense, dok se izolat T10
izdvojio sa jos tri izolata poreklom iz Kine u zasebnu granu kao vrsta T. pholiotae u okviru iste grupe.

Za identifikaciju i filogenetsku analizu vrsta iz T. harzianum kompleksa najvise informacija
pruza upravo amplifikacija tef-lo. genskog regiona. Pored ovog gena za filogenetsku analizu od
znacaja su jo$ kalmodulin (cal), a-aktin (act) i ITS region (Chaverri et al., 2015). Isti autori navode
da su najvecu filogenetsku sli¢nost vrste iz T. harzianum kompleksa pokazale sa klasterom u okviru
kog su svrstane T. amazonicum, T. pleuroti, T. pleuroticola i klasterom u okviru kog su vrste T.
aggressivum, T. alni, T. compactum, T. parepimyces i T. tawa (Chaverri et al., 2015).

Vrsta T. harzianum navodi se kao najblizi predak agresivnih formi vrste T. aggressivum,
dominantnog patogena Sampinjona (Ospina-Giraldo et al., 1999). Bliska filogenetska veza izmedu
T. harzianum i T. aggressivum zabeleZena je i u radovima Kullnig-Gradinger et al. (2002) i Kredics
et al. (2010). Kredics et al. (2010) smatraju da su dve agresivne forme T. aggressivum nastale
adaptacijom postoje¢ih populacija T. harzianum na uslove sredine u gajiliStu Sampinjona. Agresivne
vrste iz gajiliSta bukovace, T. pleuroti i T. pleuroticola iako medusobno razli¢ite po mnostvu
svojstava, filogenetski su blisko srodne Harzianum grani iz Hypocrea/Trichoderma grupe, koja
obuhvata T. aggressivum, prouzrokovaca zelene plesni Sampinjona, $to takode ukazuje na poreklo od
populacija iz T. harzianum kompleksa nastalim prilagodavanjem na uslove u supstratu za gajenje
bukovace (Blaszczyk et al., 2013). Nova vrsta T. pholiotae formira grupu sa vrstama T. asiaticum,
T. guizhouense, T. pseudoasiaticum i T. simille, gde se izdvaja kao posebna grana izmedu T.
pseudoasiaticum i T. guizhouense u okviru Harzianum sekcije (Cao et al., 2022)., §to se poklapa sa
rezultatima ovih istrazivanja u kojima se izolat T. pholiotae T10 izdvojio u posebnu granu u okviru
klastera gde je smestena T. guizhouense grupa.

6.1.2. Morfoloske i ekoloSke karakteristike

Kolonije Trichoderma spp. se brzo razvijaju i obrazuju belu vazdusastu miceliju, u pocetku
zuto-zelene boje, koja se za kratko vreme sa sporulacijom menja u tamnozelenu boju. Micelija
obrazuje uspravne, bezbojne i piramidalno razgranate konidiofore u koncentricnim krugovima, kao i
elipsoidne ili loptaste konidije, zelene boje i dimenzija 1,8 — 5,4 x 1,7 — 5,4 um. Takode, mogu
obrazovati i loptaste hlamidospore u skladu sa navodima Seaby (1996) i Chaverri et al. (2015). Svi
ispitivani izolati iz ovih istrazivanja su tokom prva tri dana inkubacije na PDA podlozi obrazovali
belu vazdusastu miceliju, koja je kasnije poprimila zelenu boju kao rezultat sporulacije. Tokom
sporulacije pracene do petog dana na PDA podlozi pri 20°C, svi izolati su na fijalidama obrazovali
bledozelene elipsoidne do ovalne konidije, glatkih zidova.
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Iz uzoraka uzetih iz gajilista bukovace identifikovane su T. pleuroti, T. pleuroticola i vrste T.
harzianum kompleksa (T. afroharzianum i T. cf. harzianum), dok su iz gajilista Siitake identifikovane
samo vrste T. harzianum kompleksa (T. guizhouense i T. simmonsii). U okviru T. harzianum
kompleksa sa Sampinjona identifikovane su tri vrste: T. atrobrunneum, T. guizhouense i T. pholiotae.

Vrsta T. pleuroti poseduje morfoloSke karakteristike tipi¢ne za rod Gliocladium, a vrsta T.
pleuroticola karakteristi¢ne za sekciju Pachybasium. Sobieralski et al., (2012) navode da T. pleuroti
pri temperaturi 24 — 25°C na PDA podlozi obrazuje kolonije od 72 do 75 mm nakon pet dana
inkubacije (stopa rasta 14,4-15 mm/dan). Za izolate T. pleuroti iz ovih istrazivanja zabelezen je brzi
porast kolonija, od 57 do 69 mm pri 25°C nakon 72 h na PDA (stopa rasta 19-23 mm/dan). Takode,
Sobieralski et al. (2012) navode da druga vrsta, T. pleuroticola, nakon pet dana inkubiranja pri
temperaturi od 24 — 25°C na PDA podlozi obrazuje kolonije pre¢nika 83 do 88 mm (stopa rasta 16,6-
17,6 mm/dan). Nesto brzi porast kolonija od 61 do 70 mm pri 25°C nakon 72 h (stopa rasta 20,3-23
mm/dan) na PDA utvrden je i za izolate T. pleuroticola iz ovih istrazivanja.

Komon-Zelazowska et al. (2007) navode za vrstu T. pleuroti dimenzije konidija 3 - 4 x 4 —
13 pm, tj. prose¢ne 3,6 x 2,1 um, dok su u ovom radu dimenzije spora bile (1,8) — 2,9 — (5,4) x (1,7)
— 2,6 — (5,1) pm, odnosno prosec¢ne 2,9 x 2,6 um. Isti autori navode dimenzije konidija druge vrste
T. pleuroticola 3,0 — 4,2 x 4,2 — 9,5 um, prose¢ne 3,7 x 2,8 um, dok su u ovom radu utvrdene
dimenzije konidija (1,8) — 3,0 — (5,4) x (1,9) — 2, 9 — (5,4) um i prose¢ne 3,0 x 2,9 um. Srednje
vrednosti odnosa duzine i Sirine konidija bile 1,1 za T. pleuroti i 1,0 za T. pleuroticola. Obe vrste
obrazuju i hlamidospore u skladu sa navodima Komon-Zelazowska et al. (2007).

Vrsta T. pleuroti je izolovana samo iz gajiliSta bukovace i do sada nije pronadena van njega.
Zbog toga se pretpostavlja da ona moze biti endofit biljaka koje se koriste za pripremu supstrata —
pSenice, pirin¢a, pamuka (Komon-Zelazowska et al., 2007). Za razliku od prethodne vrste koja je
pronadena samo u gajiliStu bukovace, ova vrsta se moze naci i van njega (Komon-Zelazowska et al.,
2007; Hatvani et al., 2008; Kredics et al., 2009).

Pra¢enjem brzine porasta kolonije ove dve vrste, nisu zabelezene statisticki znacajne razlike
u porastu iako je brzina porasta micelije T. pleuroti bila 0,83 mm/h, a T. pleuroticola 0,75 mm/h.
Zakljucak da nema znacajne statisticke razlike u porastu micelije ovih vrsta na PDA nakon pet dana
zabelezili su i Sobieralski et al. (2012).

Pored razlika u morfoloskim, ekoloskim i metabolickim karakteristikama, vrste T. pleuroti i
T. pleuroticola se mogu razlikovati i u pogledu delovanja na bukovacu, pa su tako pojedini autori
ukazali na vecu osetljivost vrste T. pleuroticola prema gajenoj gljivi (Komon-Zelazowska et al.,
2007; Sobieralski et al., 2012), dok su nasuprot tome Innocenti et al. (2019) zabelezili vecu
agresivnost vrste T. pleuroticola. Obe vrste se mogu prenositi insektima, jer su spore patogena
pronadene u telima pojedinih vrsta insekata (Innocenti and Montanari, 2014). Pored toga, smatra
se da je supstrat jedan od znacajnijih vidova odrzavanja i Sirenja obe vrste.

Ove dve vrste se u gajiliStima mogu naci istovremeno ili moZe dominirati samo jedna vrsta,
pa je tako zabeleZeno da je u Italiji dominantnija vrsta T. pleuroticola, a da se u Madarskoj ¢esce
javlja vrsta T. pleuroti (Komon-Zelazowska et al., 2007). U ovim istrazivanjima belezi se
podjednako prisustvo obe vrste u Severnoj Makedoniji, dok u Srbiji nije zabeleZena vrsta T. pleuroti.

U okviru T. harzianum kompleksa, vrsta T. simmonsii obrazovala je konidije sa dimenzijama
(2,6) — 3,3 -(3,6) x (1,9) — 2,6 — (4,1) um (prose¢nim 3,3 x 2,6 um), vrsta T. afroharzianum sa
dimenzijama (2,4) — 3,0 — (4,0) x (2,2) — 2,9 — (3,9) um (prose¢nim 3,0 X 2,9 um) i vrsta T.
guizhouense sa dimenzijama (2,3) — 2,9 — (3,6) x (1,9) — 2,6 — (3,5) um (prose¢nim 2,9 x 2,6 um),
dok su Kosanovi¢ et al. (2013) za vrste T. atrobrunneum izmerili prose¢ne dimenzije konidija od 3,0
x 2,5 um i T. pholiotae od 3,1 x 2,5 um. Odnosi duzine i Sirine konidija bili su 1,1 za vrste T.
simmonsii i T. guizhouense i 1,0 za vrstu T. afroharzianum. Odnosi duzine i Sirine za vrste T.
atrobrunneum i T. pholiotae bili su 1,1 odnosno 1,2 (Kesanovi¢ et al., 2013).

Chaverri et al. (2015) navode da vrsta T. afroharzianum ima porast kolonije na PDA od 50
— 60 mm pri 25°C nakon 72 h (stopa rasta 16,67-20 mm/dan), da stvara zuti pigment u podlozi,
posebno na visim temperaturama (>35°C) i da pri 30°C moze imati slatkast miris u skladu sa nalazima
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za izolat ove vrste analiziran u okviru ove disertacije (stopa rasta 22,17 mm/dan). Takode, navode da
vrsta formira konidije dimenzija (2,0-) 2,7 — 3,5 (-4,5) x (2,0-) 2,5 — 3,2 (-4,2) um (prosecne 3,1 X
2,8 um) sa odnosom duzine i Sirine od (0,9-) 1,0 — 1,2 (-1,5) u skladu sa nalazima u ovom radu. Kao
znacajna karakteristka navodi se i to da formira najduze fijalide u kompleksu vrsta i da retko moze
obrazovati hlamidospore. Ova gljiva je zastupljena Sirom sveta i moze se izolovati iz zemljista, korena
drveca i jestivih gljiva (Chaverri and Samuels, 2013).

Za vrstu T. atrobrunneum je karakteristi¢éno da formira konidije dimenzija (2,0-) 2,7 — 3,8 (-
4,0) x (2,0-) 2,5-3,0 (-3,5) um (3,0 x 2,7 um) sa odnosom duzine i §irine od (0,9-) 1,0 — 1,1 (-1,5).
Na PDA i pri 25°C nakon 72 h ima porast od 35 — 45 mm (stopa rasta 11,67-15 mm/dan), dok pri
35°C svega 8 - 30 mm, $to je svrstava u one sa najsporijim rastom na visokim temperaturama u
kompleksu (Chaverri et al., 2015). Zastupljena je u Evropi i Severnoj Americi (umerena klimatska
podneblja) i moze se izolovati iz zemljista, treseta, kore drveca i jestivih gljiva (Chaverri and
Samuels, 2013). Iste karakteristike su utvrdene i kod izolata T. atrobruneum T54 iz Srbije (stopa
rasta 13,9 mm/dan) (Kosanovi¢ et al., 2013).

Vrsta T. pholiotae formira konidije dimenzija (2,6) - 3,8 - (4,2) x (2,5) - 3,1- (3.9) x (1,9) —
2,5 - (3,2) um (prose¢ne 3,8 x 3,1 um) sa odnosom duzine i Sirine od 1,2. Na PDA podlozi nakon 72
h obrazuje koloniju pre¢nika 67 — 68 mm pri 25°C, 70 - 72 mm pri 30°C i 8 -10 mm pri 35°C, §to
ukazuje da je optimalna temperatura rasta ove vrste pri 30°C (Cao et al., 2022). Kosanovi¢ et al.
(2013) navode da su prose¢ne dimenzije konidija za izolat T. pholiotae T10 bile 3,1 x 2,5 um (odnos
duzine i Sirine do 1,5) i da je najveci precnik kolonije (116,4 mm) zabelezen pri 30°C, a najmanji pri
35°C (1 mm). Koloniju karakterisu zelene koncentri¢ne zone nastale usled sporulacije gljive, Zu¢kasti
pigment u podlozi i prijatan i blagi voéni miris (Cao et al., 2022). Sli¢ne karakteristike su utvrdene i
kod izolata T. pholiotae T10 iz Srbije, kao i identi¢na optimalna temperatura rasta (30°C) (Kosanovié¢
et al., 2013). Cao et al. (2022) navode da ova vrsta ima veliku filogenetsku sli¢nost sa vrstama T.
asiaticum, T. guizhouense, T. pseudoasiaticum i T. simile. Isti autori kao razlike navode da vrsta T.
pholiotae ima deblje fijalide i loptastije konidije, vrsta T. asiaticum krace fijalide, dok vrsta T. simile
ima nizu optimalnu temperaturu rasta (25°C) (Cao et al., 2022).

Za razliku od vrsta T. atrobrunneum i T. pholiotae koje najsporije rastu pri vis§im
temperaturama u odnosu na druge vrste roda Trichoderma, vrsta T. guizhouense najsporije raste pri
nizim temperaturama (<15°C). Porast T. guizhouense na PDA i 25°C nakon 72 h je 40 — 70 mm (stopa
rasta 13,33-23,3 mm/dan), a dimenzije konidija (2,0-) 2,5 — 3,2 (-4,0) x (2,0-) 2,5 - 3,0 (-3,5) um
(prosecne 2,9 x 2,8 um) sa odnosom duzine i Sirine od (0,8-) 1,0 — 1,2 (-1,5) (Chaverri et al., 2015)
u skladu sa karakteristikama izolata iz ovog rada (stopa rasta 21 mm/dan). Vrsta je zastupljena Sirom
sveta (kosmopolit) i moze se izolovati iz zemljista, kore drveca i jestivih gljiva (Chaverri and
Samuels, 2013).

Porast vrste T. simmonsii na PDA i 25°C nakon 72 h je 55 — 65 mm (Stopa rasta 18,33-21,67
mm/dan) i pri 35°C moze stvarati zuti pigment u podlozi. Dimenzije konidija za T. simmonsii iznose
(2,5-) 2,7-3,2(-3,7) x (2,2-) 2,5 3,0 (-3,5) um (prosecne 3,0 x 2,7 um) sa odnosom duzine i Sirine
od 1,0 — 1,2 (-1,4) i ove karakteristike se podudaraju sa osobinama izolata obradenim u ovom radu
(stopa rasta 22 mm/dan). Ponekad moze obrazovati hlamidospore (Chaverri et al., 2015). Uglavnhom
je zastupljena u Evropi i Severnoj Americi (umerena klimatska podneblja) i moze se izolovati iz kore
drveca i drveca u fazi raspadanja, kao i jestivih gljiva (Chaverri and Samuels, 2013).

Optimalna temperatura za rast vrsta iz T. harzianum kompleksa (T. simmonsii i T.
guizhouense) i vrstu T. pleuroti bila je 30°C, Sto je u saglasnosti sa rezultatima Kosanovi¢ et al.
(2013) zaizolate T. harzianum kompleksa sa sampinjona (T. atrobrunneum i T. pholiotae). Optimalna
temperatura za rast T. pleuroticola bila je pri 25°C, a isti optimum belezi se za vrstu T. aggressivum
f. europaeum (Kosanovi¢ et al., 2013).

6.2. Virulentnost izolata Trichoderma spp.

Primenom metode koju su opisali Bonnen and Hopkins (1997), ispitivanjem virulentnosti
izolata T. pleuroti, T. pleuroticola i T. harzianum kompleksa (T. afroharzianum i T. cf. harzianum)
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sa bukovace, zabelezena je slaba virulentnost na karpoforama bukovace — 0 ili 1 na skali od 0 do 5,
dok je zaizolate T. harzianum kompleksa (T. guizhouense i T. simmonsii) sa Siitake zabelezena visoka
virulentnost — 5 na skali od 0 do 5. Kori$¢enjem iste metode i skale, Kosanovié¢ et al. (2013) su takode
odredili stepen virulentnosti za vrste Trichoderma (T. aggressiuvum f. europauem i T. harzianum
kompleksa) izolovanih iz gajiliSta Sampinjona, zabelezivsi vrednosti izmedu 3 i 5.

Rezultati ispitivanja virulentnosti patogena ukazuju da su vrste iz T. harzianum kompleksa
dosta virulentnije prema karpoforama od agresivnijih formi Trichoderma vrsta koje se smatraju
kompetitorima micelije gajenih pecuraka u supstratu, $to je u saglasnosti sa istrazivanjima koja su
sproveli Kosanovi¢ et al. (2013). Bukovaca je ispoljila znatno slabiju reakciju od $iitake i Sampinjona
na inokulaciju sporama Trichoderma vrsta, a kao moguci razlog takvog uticaja na ocenu virulentnosti
navodi se izvor izolacije Trichoderma spp. izolata. Znaci i prisustvo zelene plesni bukovace
uglavnom se ispoljavaju kroz kolonizaciju supstrata micelijom patogena, koja znacajno ugrozava i
smanuje prinos bukovace, bez vidljivih simptoma na karpoforama, pa su tako svi izolati Trichoderma
spp. izolovani iz supstrata za gajenje bukovace. Nasuprot izolatima sa bukovace, Trichoderma izolati
sa §iitake uglavnom su izolovani iz karpofora, na kojima su se ispoljili evidentni simptomi bolesti.

Proverom unakrsne virulentnosti izolata vrsta iz T. harzianum kompleksa (T. afroharzianum,
T. atrobrunneum, T. cf. harzianum, T. guizhouense, T. pholiotae i T. simmonsii) koje se mogu javiti
kod sva tri domacina, visoku virulentnost na karpoforama sampinjona ispoljili su svi testirani izolati
T. harzianum kompleksa sa bukovace i Siitake (T. afroharzianum, T. cf. harzianum, T. guizhouense i
T. simmonsii) (5 na skali od 0 do 5). Prethodno su Kesanovi¢ et al. (2013) za izolate T. harzianum
kompleksa sa Sampinjona zabelezili vrednosti od 3 do 5. Na SeSirima karpofora Siitake izolati T.
harzianum kompleksa sa Sampinjona (T. atrobrunneum, T. guizhouense i T. pholiotae) ispoljili su
visoku virulentnost, dok su izolati sa bukovace ((T. afroharzianum, T. cf. harzianum) bili virulentniji
od njih. Na SeSirima bukovace svi izolati T. harzianum kompleksa sa Sampinjona i Siitake (T.
atrobrunneum, T. guizhouense, T. pholiotae i T. simmonsii) ispoljili su slabu virulentnost (1 ili 2 na
skali od 0 do 5), pa se zakljucuje da znacajnu ulogu za odredivanje stepena virulentnosti patogena
imaju izvor izolacije 1 mesto ispoljavanja simptoma bolesti zelene plesni na domacinu, odnosno
specijalizaciju patogenih vrsta na razli¢ite supstrate i domacine.

6.3. Kvantitativni i kvalitativni sastav etarskih ulja lekovitog i aromati¢nog bilja

Primenom GC-FID i GC-MS tehnika izvrSena je hemijska analiza sastava proucavanih
etarskih ulja (majc¢ine dusice, pitome nane, divlje nane, bosiljka, tuje, jele, bora, kleke, hajducke trave,
kantariona 1 mirodije). Razlike u kvantitativnom 1 kvalitativnom sastavu etarskih ulja zabelezene su
izmedu vrsta iz iste porodice biljaka, pa ¢ak i izmedu razli¢itih biljnih organa iste biljke. Najveci
prinos zabeleZen je za etarsko ulje mirodije (2,02% v/w), dok je najniZi prinos zabelezen za ulje
kantariona (0,08% v/w). Broj identifikovanih komponenti bio je u opsegu od 16 (ulje mirodije) do
cak 81 (ulje hajducke trave). Prinos 1 broj komponenti etarskog ulja tuje izolovanog iz iglica bili su
0,58% v/w i 36, dok su iz ulja izolovanog iz ploda bili 0,64% v/w i 33. Razlike u broju komponenti i
prinosu zabelezeni su 1 kod ulja bosiljka, gde su u ulju izolovanom iz cveta bili 1,24% v/w 148, au
uljuiz lista 1,80% v/w i 44. Varijabilnost u sastavu etarskog ulja u biljnom materijalu jedne iste biljke,
kao i razli¢itih primeraka jedne iste vrste potvrdili su u istrazivanjima Kalemba and Kunicka (2003),
dok su Dajié-Stevanovié et al. (2009) potvrdili promenljivost komponenti etarskog ulja ¢ak i kod
biljaka koje su verovatno poreklom od istih roditelja (rasle na istom podru¢ju). Variranja u prinosu
na dnevnom i sezonskom nivou su takode ekperimentalno potvrdena (Vokk et al., 2011). Na osnovu
dosadasnjih ispitivanja, smatra se da su variranja u kvalitativnom sastavu etarskih ulja pod
genetiCkom kontrolom, a da su variranja u kvantitavnom sastavu pod kontrolom spolja$njih faktora
(Valmaa et al., 2007; Bakkali et al., 2008).

Iz familije biljaka Lamiaceae, za testiranja u ovom radu, izabrane su cetiri biiljne vrste
(majcina duSica, pitoma nana, divlja nana i bosiljak). Etarsko ulje maj¢ine dusice (Thymus serpyllum
L.) dobijeno je iz cveta i lista biljke. Prinos ulja iznosio je 1,80% v/w, a ukupan broj detektovanih
komponenti bio je 41. Dominantne komponente u ovom ulju bile su geraniol (32,43%), karvakrol
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(16,97%), timol (11,59%) i p-cimen (11,58%). Najveéi deo ulja sastoji se od monoterpena
(ugljovodonici - 21,08%, oksidovani monoterpeni - 39,54%), a zatim slede fenoli (28,56%),
seskviterpenski ugljovodonici (9,17%), oksidovani seskviterpeni (0,57%) i ostala jedinjenja (alkoholi
- 1,01%). Timol (36,12-49,10%) 1 p-cimen (18,99-21,15%) su glavne komponente izdvojene iz
etarskog ulja majcine duSice poreklom iz Srbije u brojnim publikacijama (Nikoli¢ et al., 2014;
Pecarski et al., 2014; Sokovi¢ et al., 2007, 2009). Ove dve komponente kao najdominantnije navode
se i u sastavu ulja majc¢ine duSice poreklom iz Maroka (Ouedrihiri et al., 2016). Sa druge strane,
Petrovi¢ i sar. (2014) ukazuju da su u ulju iz Srbije glavne komponente (E)-nerolidol (24,2%) i timol
(7,26%), dok su Stanisavljevi¢ i sar. (2012) detektovali glavne komponente B-kariofilen (27,7%) i
murolen (10,5%). Rus et al. (2015) navode da su glavne komponente ulja gajene i samonikle majéine
dusice iz Rumunije bili karvakrol i p-cimen, Hussain et al. (2013) navode da je karvakrol (44,4%)
bio najprisutnija komponenta u ulju poreklom iz Pakistana, a Nikoli¢ et al. (2014) timol (38,5%) u
ulju poreklom iz Grcke. U ulju maj¢ine dusice poreklom iz Grcke, pored dominantne komponente
timola, prisutni su i p-cimen (8,9%), y-terpinen (7,2%) i bornil acetat (7%) (Nikoli¢ et al., 2014), dok
su u ulju iz Pakistana pored karvakrola, prisutni i 0-cimen (14%), a-terpeniol (6,47%), a-pinen
(6,06%) i B-kariofilen (5,25%) (Hussain et al., 2013).

Etarsko ulje pitome nane (Mentha piperita L.) dobijeno je iz cveta i lista biljke sa prinosom
od 1,15% v/w i ukupno 48 detektovanih komponenti. Glavne komponente ovog ulja su bile mentol
(36,80%) i menton (26,21%). Oksidovani monoterpeni (86,29%) su bili ubedljivo najzastupljenija
grupa u ulju pitome nane, a zatim slede seskviterpenski ugljovodonici (7,43%), monoterpenski
ugljovodonici (2,73%), oksidovani seskviterpeni (1,33%) i ostala jedinjenja (1,69%). Mnogi
istrazivaci su potvrdili u svojim publikacijama da su mentol i menton glavne komponente etarskog
ulja pitome nane poreklom iz Srbije (Nikoli¢ i sar., 2013; Sari¢ et al., 2014; Purovié-Pejéev et al.,
2014). Do istog nalaza dosli su i Mogosan et al. (2017) analizom etarskog ulja pitome nane poreklom
iz Rumunije. Medutim, pojedini autori iz Srbije pored mentona i1 mentola, ukazuju i na znacajno
prisustvo mentil acetata (Drazi¢ i Risti¢, 2000; Sokovi¢ et al., 2007, 2009; Samoljik et al., 2012),
ali i izomentona (Zekovi¢ et al., 2009). Kazemi et al. (2012) navode da su glavne komponente
etarskog ulja pitome nane iz Irana bile takode menton, mentol 1 mentil acetat. Geoklimatski uslovi
veoma uticu na sastav i sadrZzaj dominantnih komponenti etarskog ulja. Tako su u ulju pitome nane
iz Gr¢ke utvrdene dominantne komponente karvon (50,6%) i 1,8-cineol (10,9%) (Alexopoulos et al.,
2011), dok su karvon (49,27%) i limonen (37,18%) preovladavale u ulju ove biljke iz Brazila (De
Sousa Barros et al., 2015). Dominantne komponente ulja iz Juzne Koreje su bile piperitin oksid
(28,3%), limonen (14,4%), mentol (12,1%) i 1,8-cineol (11,6%) (Hyun et al., 2015), a linalol (41,4%)
i linalol acetat (39,5%) u ulju pitome nane iz Maroka (Asbahani et al., 2015).

Etarsko ulje divlje nane (Mentha spicata L.) izdvojeno je iz lista i cveta biljke. Prinos ulja bio
je 1,02% v/w, a ukupan broj detektovanih komponenti je 43. Ulje divlje nane najviSe sadrzi
oksidovane monoterpene: 1,8-cineol (22,05%), linalol (19,23%) i mentil acetat (14,21%), i
monoterpenski ugljovodonik limonen (9,42%). U ovom ulju uopSteno dominiraju monoterpeni
(ugljovodonici - 26,21% i oksidovani monoterpeni - 68,21%), dok seskviterpeni obuhvataju oko 4%
(ugljovodonici - 3,79% i oksidovani seskviterpen i- 0,26%). Glavna komponenta u ulju divlje nane
poreklom iz Grcke bio je 1,8-cineol (ostrvo Zakiontos), uz jedinjenja trans piperitenon oksid i
piperitenon oksid (Cook et al., 2007). Cook et al. (2007) navode da se su na razli¢itim lokacijama i
u razli¢itim delovima biljke zastupljeni razli¢iti sadrzaji dominantnih komponenti, pa je tako
prisustvo 1,8-cineola u ulju dobijenom iz cele biljke divlje nane bilo od 10,8 do 37,9%. Ovo jedinjenje
je bilo glavna komponenta ulja iz cele biljke (37,9%) i iz lista (40,5%) na jednoj od tri ispitivane
lokacije, dok je u ulju dobijenom iz cveta biljke na sve tri lokacije dominirao piperitenon oksid (32,1
- 46,3%). U dostupnim publikacijama o sastavu etarskog ulja divlje nane (M. spicata) poreklom iz
Srbije, navodi se da su glavne komponente bile karvon (~49,5%) i menton (~21,9%) (Sokovi¢ et al.,
2007, 2009), a takode i u uljima ove biljke poreklom iz Rumunije (Mogosan et al., 2017) i Irana
(Kazemi et al., 2012). Karvon je najdominantnija komponenta i u ulju divlje nane (M. spicata) iz
Brazila (De Sousa Barros et al., 2015), Juzne Koreje (Hyun et al., 2015), Maroka (Asbahani et al.,
2015) i Turske (Figueredo et al., 2012; Starovi¢ et al., 2016). Sa druge strane, u etarskom ulju druge
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vrste divlje nane (Mentha pulegium L.) poreklom iz Maroka dominiraju pulegon (73%) i izomenton
(13,4%) (Asbahani et al., 2015), dok su u ulju iste biljke poreklom iz Gréke dominantni 1,8-cineol
(17,5%) i linolal acetat (18,9%) (Alexopoulos et al., 2011). U etarskom ulju divlje nane trece biljne
vrste (Mentha longifolia L.) iz Brazila dominiraju piperitenon oksid (60,79%) i limonen (13,81%),
dok u ulju iste bijne vrste iz Irana dominiraju pulegon (~47%) i 1,8-cineol (~12,5%) (Qasemi et al.,
2021; Kelidari et al., 2022). Primetne razlike u sastavu i sadrzaju komponenti pomenutih etarskih
ulja, kao Sto je ve¢ napomenuto ranije, mogu se pre svega objasniti razli¢itim geoklimatskim uslovima
u kojima biljke rastu.

Etarsko ulje bosiljka (Ocimum basilicum L.) izolovano iz lista imalo je prinos 1,80% v/w i
ukupno 44 detektovane komponente. Ulje je bilo najbogatije u sadrzaju linalola (35,58%) i metil
kavikola (32,39%). U ovom ulju su zastupljeni oksidovani monoterpeni (41,06%) i fenilpropanoidi
(34,28%), zatim seskviterpenski ugljovodonici (13,34%), oksidovani seskviterpeni (5,61%) i
monoterpenski ugljovodonici (5,21%). U ulju bosiljka izolovanom iz cveta, linalol (48,9%) i metil
kavikol (17,79%) su takode dominantne komponente, a oksidovani monoterpeni (54,10%)
najzastupljenija vrsta jedinjenja. U poredenju sa uljem iz lista, ulje iz cveta sadrZi znatno manje
fenilpropanoida (18,33%), dok su sadrzaji seskviterpenskih ugljovodonika (17,13%), oksidovanih
seskviterpena (6,85%) 1 monoterpenskih ugljovodonika (3,23%) sli¢ni. Prinos ulja iz cveta bio je
nesto nizi od ulja iz lista - 1,24% v/w, a ukupan broj detektovanih komponenti nesto veci — 48. U
publikacijama razli¢itih autora navodi se da su glavne komponente ulja bosiljka poreklom iz Srbije
linalol i metil kavikol (Jelaci¢ i sar., 2011; Radulovié et al., 2013; Beatovi¢ et al., 2015). Drugi
autori, Sokovi¢ et al. (2007), Zekovi¢ et al. (2015) i Pavli¢ et al. (2018), su utvrdili da je ubedljivo
najdominantnija komponenta ovog ulja bio samo linalol. Stanojevié¢ et al. (2017), pored linalola i
metil kavikola, navode i druge znac¢ajne komponente ovog ulja: 1,8-cineol, geraniol, eugenol, kamfor,
kamfen i a-pinen. Metil kavikol i linalol su glavne komponente ulja bosiljka poreklom iz Hrvatske
(Liber at al., 2011), Indije (Verma et al., 2012) i Turske (Figueredo et al., 2012). Medutim, Calin-
Sanchez et al. (2012) su zabelezili da je u ulju bosiljka iz Poljske glavna komponenta eugenol
(20,1%).

Pored ulja Cetiri biljke iz familije Lamiaceae, odradena je hemijska analiza etarskih ulja Cetiri
zimzelene biljke (tuje, jele, bora i kleke). Etarsko ulje tuje (Thuja orientalis L.) izdvojeno je i iz iglica
i iz ploda biljke. U oba ulja dominiraju monoterpenski ugljovodonici a-pinen (41,75% - ulje iglica i
43,75% - ulje ploda) i B-3-karen (26,4% - ulje iglica i 34,83% - ulje ploda). Uopsteno, monoterpenski
ugljovodonici su najdominantniji u oba ulja (81,6% - ulje iglica i 93,86% - ulje ploda), zatim slede
seskviterpenski ugljovodonici (12,15% - iglice i 3,41% - plod, oksidovani monoterpeni (1,88% -
iglice i 1,3% - plod) i oksidovani seskviterpeni (3,36% - iglice i 1,27 % - plod). Razliku u sastavima
uljaiz iglica i iz ploda predstavlja i aldehid 2E-heksenal, prisutan samo u ulju iz iglica. Prinos ulja iz
iglica bio je 0,58% v/w, a ukupan broj detektovanih komponenti 36. U ulju iz ploda prinos je bio
0,64% v/w 1 ukupno je odredeno 33 komponenti. a-pinen i $-3-karen su bile glavne komponente i u
ulju tuje poreklom iz Italije (Benelli et al., 2012), dok su Loizzo et al. (2008), pored glavne
komponente a-pinena, odredili i znacajno zastupljene komponente 3-3-karen i a-kedrol u etarskom
ulju iz Libana. U etarskom ulju tuje iz Poljske odredena je glavna komponenta a-tujon (50,14%)
(Tsiri et al., 2009), koja u ulju iz biljaka iz Srbije u ovim istrazivanjima nije uopste detektovana, pa
se opet zakljucuje da sadrzaj i sastav etarskih ulja u velikoj meri zavise od geoklimatskih uslova.

Etarsko ulje jele (Abies alba Mill.) izolovano je iz iglica biljke. Prinos ulja je bio 0,35% v/w,
dok je ukupan broj detektovanih komponenti iznosio 36. Dominantne komponente su bile a-pinen
(19%), p-menta-2,4(8)-dien (15,99%), triciklen (11,61%), terpinen-4-ol (12,5%) i kamfen (10,58%).
Uopsteno, u ovom ulju dominiraju monoterpeni (monoterpenski ugljovodonici - 72,98% i oksidovani
monoterpeni - 25,18%), dok su seskviterpeni i ostala jedinjenja prisutna u procentima manjim od 1.
Monoterpeni su ubedljivo najzastupljenija grupa jedinjenja i u ulju jele iz Francuske sa glavnim
komponentama kamfenom (20,6%) i1 a-pinenom (19%) (Duquesnoy et al., 2007) i Koreje gde su
glavne komponente bile bornil acetat (30,31%) i kamfen (19,81%) (Yang et al., 2009). U ulju jele
poreklom iz Gréke i1 Francuske, komponenta limonen (68,3%) je bila najdominantnija (Kouks et al.,
2001; Duquesnoy et al., 2007).
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Etarsko ulje bora (Pinus sylvestris L.) izolovano je iz iglica biljke. Prinos ulja je bio 0,42%
v/w, a ukupan broj detektovanih komponenti 47. Glavne komponente su a-pinen (37,48%), 3-pinen
(16,35%) i germakren D (13,35%). U sastavu ulja bora dominiraju monoterpenski ugljovodonici
(59,98%) i seskviterpenski ugljovodonici (32,60%), dok oksidovani monoterpeni ¢ine 4,21%, a
oksidovani seskviterpeni svega 2,88%. Tognolini et al. (2006) navode da su a-pinen i B-pinen
najdominantnije komponente belog bora poreklom iz Italije, dok je a-pinen glavna komponenta u dva
analizirana etarska ulja belog bora poreklom iz Belorusije (Shpak et al., 2007). Ulje bora poreklom
iz Gr¢ke najbogatije je B-felandrenom (29,14%), a pored njega sadrzi znac¢ajno i a-pinen (19,44%) i
B-pinen (17,27%) (Koukos et al., 2001). Koukos et al. (2001) takode navode da je u ulju izdvojenom
iz crnog bora zabelezen visok sadrzaj limonena (34,18%), a-pinena (1,38%), B-pinena (15,45%) i
citronelola (14,97%).

Etarsko ulje kleke (Juniperus communis L.) izdvojeno je iz ploda biljke. Prinos ulja bio je
1,52% v/w, a ukupan broj detektovanih komponenti 63. Izdvojene su glavne komponente: a-pinen
(32,06%), mircen (15,09%) i sabinen (14,2%). Monoterpenski ugljovodonici su dominantni sa
71,16%, a seskviterpenski ugljovodonici obuhvataju 22,31% sadrzaja. Oksidovani monoterpeni su
zastupljeni sa 3,55%, a oksidovani seskviterpeni sa svega 1,42%, dok ostala jedinjenja obuhvataju
oko 0,7% sadrzaja. Sabinen, mircen i a-pinen su dominantne komponente ulja kleke poreklom iz
Srbije u publikacijama razli¢itih autora (GliSi¢ et al., 2007; Milojevi¢ et al., 2010; Matovi¢ et al.,
2011). Na primeru ovog ulja je takode pokazan veliki uticaj geoklimatskih uslova na sastav etarskih
ulja iste biljne vrste. Tako Orav et al. (2010) navode da je a-pinen glavna komponenta ulja kleke
poreklom iz Estonije, dok Cabral et al. (2012) u ulju poreklom iz Portugalije i Ottavioli et al. (2009)
u ulju iz Francuske navode da je sabinen bio glavna komponenta. Ulje kleke iz Portugalije, pored
sabinena, znacajno sadrzi i a-pinen, limonen i 4-terpinenol (Cabral et al., 2012), a ulje iz Francuske
je bogato jos limonenom i B-felandrenom (Ottavioli et al., 2009). U ulju kleke poreklom iz Crne
Gore, Damjanovi¢ et al. (2006) navode da su glavne komponente a-pinen, sabinen, germakren D i
germakren B.

Etarsko ulje hajducke trave (Achillea millefolium L.) izdvojeno je iz lista i cveta biljke. Prinos
ulja bio je 0,21% v/w, a detektovana je ¢ak 81 komponenta. Glavne komponente ovog ulja su B-pinen
(17,99%), 1,8-cineol (10,3%), B-kariofilen (9,33%) i kamfor (7,99%). Monoterpenski ugljovodonici
¢ine 30,90% sadrzaja ulja, oksidovani monoterpeni 33,3%, seskviterpenski ugljovodonici 15,03%,
oksidovani seskviterpeni (12,33%), dok ostala jedinjenja ¢ine oko 8% sadrzaja (od cega samo
kamazulen Cini 5,45%). Haziri et al. (2010) navode da je ulje hajducke trave sa Kosova bogato u
sadrzaju 1,8-cineola (22%) i kamfora (21%). Kamfor (9,5-16,04%) je bio dominantna komponenta i
u ulju poreklom iz Irana, pored kamazulena (48,9%) (Alinezhad et al., 2011) i borneola (47,23%)
(Rahimmaleka et al., 2009). Rahimmaleka et al. (2009) ukazuju na znatne razlike u sastavu ulja
razli¢itih uzoraka hajducke trave iz Irana, pa se za pojedine navodi da su najbogatija u sadrzaju
germakrena D (23,93-45,86%), dok su druga bogata a-kapoenom (39,07%), spatulenolom (10,92%)
i B-eudesmolom (9,34%). Ulje poreklom iz Australije najvise sadrzi B-kariofilen (15,9%), 1,8-cineol
(12%), bornil acetat (9,9%) i terpinen-4-ol (8,2%) (Jadhav et al., 2013).

Etarsko ulje kantariona (Hypericum perforatum L.) je takode izdvojeno iz lista i cveta biljke.
Prinos ulja je bio znatno nizak, svega 0,08% v/w i ukupno je detektovano 65 komponenti.
Dominantne komponente u ovom ulju bile su B-kariofilen (22,97%), 2-metil oktan (11,44%), (E)-pB-
farnesen (10,96%) i a-pinen (10,74%). Seskviterpenski ugljovodonici su najzastupljeniji u sadrzaju
sa 49,6%. Monoterpenski ugljovodonici ¢ine 14,15%, oksidovani seskviterpeni 13,9%, oksidovani
monoterpeni 1,58%, a ostala jedinjenja 20,69%. Pordevi¢ (2015) i Glisi¢ i sar. (2006) su potvrdili
da su etarska ulja kantariona poreklom iz Srbije bogata [3-kariofilenom, 2-metil oktanom i a-pinenom.
Navedene tri komponente su u znacajnom procentu prisutne i u ulju kantariona poreklom iz Grcke
(Pavlovié et al., 2006), dok se u ulju iz Italije znacajne B-kariofilen i germakren D (Maggi et al.,
2009).

Etarsko ulje mirodije (Anethum graveolens L.) izdvojeno je iz lista i semena biljke. Prinos
ulja bio je dosta visok - 2,02% v/w, odnosno najvisi u poredenju sa svim ostalim testiranim uljima.
Broj detektovanih komponenti bio je najnizi u odnosu na ostala testirana ulja, svega 16. Glavne
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komponente ovog ulja su karvon (56,4%), limonen (22,83%) i a-felandren (14,02%). Osim 2E-
decenala (0,07%), alifaticnog aldehida, sve ostale identifikovane komponente su pripadale grupi
monoterpena. Oksidovani monoterpeni su zastupljeni sa 61,76% u sadrzaju ulja, a monoterpenski
ugljovodonici sa 37,96%. Analizom tri etarska ulja mirodije poreklom iz Srbije potvrdeno je da su
monoterpeni najdominantniji u sastavu, gde su takode karvon (51,7-54,5%) i limonen (40,6-43,1%)
bile glavne komponente (A¢imovi¢ i sar., 2014). Karvon i limonen glavne su komponente i u uljima
poreklom iz Juzne Koreje (Yeom et al., 2012) i Uzbekistana (Yill et al., 2009). Medutim, u ulju
poreklom iz Grcke, najznacajnije komponente su bile a-felandren sa 58,87% i metil eugenol sa
29,36% (Evergetis et al., 2013). Komponenta a-felandren (18,36%) bila znacajna i u ulju poreklom
iz Irana (Kazemi et al., 2012), dok Yill et al. (2006) navode da je etarsko ulje mirodije poreklom iz
Kine najbogatije alkanima (trikosan - 9,14%, pentakosan - 27,96%, oktakosan - 13,81% i nonakosan
- 6,85%). Zabelezene su i razlike u sadrzaju i sastavu ulja mirodije izdvojenog iz lista i izdvojenog iz
semena, pa su tako Radulescu et al. (2010) naveli dominantne komponente u ulju lista a-felandren
(62,7%) i dil-etar (16,4%), a u ulju semena karvon (75,2%) i limonen (13,72%). Said-Al-Ahl et al.
(2015) naveli su glavne komponente u ulju lista a-felandren (46,33%), p-cimen (17,88%), limonen
(13,72%) 1 p-felandren (11,01%), a u ulju semena karvon (62,48%), limonen (14,61%) i dil-apiol
(19,21%).

6.4. Antifungalno delovanje etarskih ulja prema Trichoderma spp. in vitro

Antifungalno delovanje 11 etarskih ulja lekovitog i aromati¢nog bilja poreklom iz Srbije:
divlje nane, pitome nane, majcine dusice, bosiljka, jele, bora, tuje, kleke, hajducke trave, kantariona
i mirodije, odredeno je primenom razli¢itih in vitro metoda.

Fungicidno delovanje kontaktnom mikrodilucionom metodom prema svim vrstama
Trichoderma ispoljila su etarska ulja mirodije i maj¢ine dusSice, dok su etarska ulja divlje i pitome
nane ispoljila fungicidni efekat samo prema vrstama izolovanim iz gajiliSta bukovace 1 Siitake.
Najbolje inhibitorno delovanje ispoljilo je ulje mirodije, a zatim slede ulja biljaka iz familije
Lamiaceae (majéina duSica, divlja nana, pitoma nana i bosiljak). Prema vrstama T. harzianum
kompleksa izolovanim iz gajilista Sampinjona (T. guizhouense, T. pholiotae i T. atrobrunneum),
zabeleZzeno je ujednaceno delovanje svih ulja, a najosetljivija je bila vrsta T. atrobrunneum.
Testiranjem izolata sa Siitake utvrdena je veca osetljivost vrste T. guizhouense u poredenju sa T.
simmonsii. Delovanje svih testiranih ulja bilo je ujednaceno i prema izolatima sa bukovace (T.
afroharzianum i T. cf. harzianum). Primenom fumigantnih metoda minimalne inhibitorne
koncentracije (odnosno 100% inhibitorno delovanje) zabeleZene su samo za etarska ulja Cetiri biljke
iz familije Lamiaceae (divlju nanu, pitomu nanu, maj¢inu dusSicu i bosiljak). Etarsko ulje mirodije
ispoljilo je inhibitorno delovanje samo prema sporama odredenih vrsta (T. guizhouense, T.
atrobrunneum i T. aggressivum f. europaeum). Najbolje fumigantno delovanje prema sporama svih
testiranih vrsta ispoljilo je etarsko ulje bosiljka, prema kojem je vrsta T. pleuroticola bila
najosetljivija.

Potvrdu zadovoljavajuceg antifungalnog delovanja etarskih ulja biljaka iz familije Lamiaceae
prema Trichoderma spp. izolovanih iz gajilista Sampinjona publikovali su brojni autori (Sokovi¢ and
Van Griensven, 2006; Sokovi¢ et al., 2009; Purovic¢-Pejcev et al., 2014; Lukovi¢ et al., 2020), a
takode je zabelezena i prema drugim fito- i mikopatogenima (Tanovi¢ et al., 2006; Sokovi¢ et al.,
2009; Abdolahi et al., 2010; Todorovi¢ et al., 2016; Gea et al., 2019b; Lukovi¢ et al., 2019a, b).

U ispitivanjima fumigantnog antifungalnog delovanja Sest etarskih ulja iz Srbije (bosiljak,
pitoma nana, kantarion, orah, hajducka trava i kleka) prema T. aggressivum f. europaeum koja su
sproveli Purovi¢-Pejcev et al. (2014), najbolje delovanje ispoljila su etarska ulja bosiljka i i pitome
nane sa MIC od 0,02 ul/ml vazdus$ne faze, odnosno 0,04 pl/ml vazdusne faze, a najslabije hajducke
trave, dok ulje kleke nije ispoljilo nikakvo delovanje. Autori su utvrdili da je samo ulje pitome nane
ispoljilo fungicidno delovanje prema T. aggressivum f. europaeum (MFC 0,64 pl/ml vazdus$ne faze).
Etarska ulja razli¢itih vrsta roda Mentha iz Srbije ispoljila su zadovoljavaju¢e antimikrobno
delovanje, posebno ulja divlje (M. spicata) i pitome nane (M. piperita), prema T. viride pri
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koncentraciji od 0,25 ug/ml, kao i prema vrsti T. harzianum, zatim L. fungicola var. fungicola i
mikopatogenoj bakteriji Pseudomonas tolaasi izolovanih iz gajilista Sampinjona (Sokovi¢ and Van
Griensven, 2006; Sokovi¢ et al., 2009). Isti autori navode i da etarska ulja majcine dusice iz Crne
Gore i origana (Origanum vulgare L.) iz Srbije i Crne Gore ispoljavaju jako antifungalno delovanje
prema T. aggressivum f. europaeum, T. harzianum i T. atroviride, ali i drugim patogenima. Dva
uzorka etarskog ulja nane, od ukupno 22 testirana ulja poreklom iz Albanije i Nemacke, ispoljila su
najjacu aktivnost prema Verticillium dahliae (Lukovié¢ et al., 2019a) i Cryphonectria parasitica
(Lukovi¢ et al., 2019b). Nasuprot ovim rezultatima, prema fito- i mikopatogenim bakterijama bolju
aktivnost su ispoljila ulja origana, limuntrave i zimzelena iz Nemacke (Todorovi¢ et al., 2016), dok
je za ulje nane prema P. tolasii zabelezena MIC od 0,32 pl/ml vazdusne faze.

Tanovi¢ et al. (2006) su izdvojili ulja maj¢ine duSice, origana i karanfili¢a iz Srbije, od
ukupno 18 testiranih, kao najefikasnija prema prouzrokovacima paucinaste plesni, mokre i suve
trulezi Sampinjona (Cladobotryum spp., M. perniciosa i L. fungicola var. fungicola) primenom
fumigantne metode. Gea et al. (2019b) su utvrdili da su etarska ulje maj¢ine dusice (EDso=35,5 ul/ml)
i planinskog Gubra (Satureja montana L.) (EDso=35,5 pl/ml) iz Spanije ispoljila zadovoljavajuée
kontaktno delovanje prema C. mycophilum, a njihova efikasnost je bila zadovoljavajuca i u oglednom
gajilistu.

linhibitorno delovanje etarskog ulja bosiljka prema Botrytis cinerea na 0,5 pg/ml sa
inhibicijom micelije od 42,5% potvrdili su Abdolah et al. (2010), dok je prema istom patogenu
zabeleZeno da ulje nane (M. pulegium) inhibira porast micelije 58,5% na 250 ug/ml (Bouchra et al.,
2003). Mimica-Duki¢ and BozZin (2007) navode da etarska ulja iz familije Lamiaceae poseduju
visoku antimikrobnu aktivnost potvrdenu preko inhibicije razlicitih gljiva i bakterija, pa su tako
etarska ulja divlje nane, pitome nane, majcine dusSice i bosiljka pokazala snazno delovanje i1 prema
Aspergillus flavus, Aspergillus ochraceus, Aspergillus parasiticus i Fusarium moniliforme.

Hatvani et al. (2012) su testiranjem delovanja komponenti etarskih ulja i drugih prirodnih
jedinjenja na porast micelije patogena T. pleuroti, T. pleuroticola sa bukovace 1 T. harzianum sa
Sampinjona i domacina bukovace i Sampinjona, utvrdili da timol, mentol i ferulinska kiselina
ispoljavaju jaku inhibiciju prema ovim patogenima pri niskim koncentracijama (0,08 - 1,25 ug/ml).
Medutim, ova jedinjenja u velikoj meri inhibiraju i rast domacina, pa se preporucuju dalja istraZivanja
u oglednim gajiliStima.

Kao $to je ve¢ ranije napomenuto, etarsko ulje mirodije imalo je najbolju antifungalnu
aktivnost prema svim testiranim vrstama roda Trichoderma. Antifungalna aktivnost je potvrdena
fumigantnom i kontaktnim metodama, pri ¢emu se zakljucilo da etarsko ulje mirodije bolje deluje
kontaktno. Primetno je da su MIC vrednosti zabeleZzene u makrodilucionoj kontaktnoj metodi bile
vece u odnosu na dobijene mikrodilucionom kontaktnom metodom, ali uzimajuéi u obzir vecu
zapreminu primene, nacin pripreme emulzije i moguci gubitak dela isparljivih antifungalnih sastojaka
etarskog ulja, tom uvecanju se ne moze pripisati veca znacajnost. Uz manji utroSak ulja primenom
kontaktnih metoda postiZe se znatno bolji efekat u poredenju sa metodom fumigacije, gde je potrebno
obezbediti znatno vece koli¢ine ulja kako bi se postiglo zadovoljavaju¢e delovanje. Nasuprot ovim
rezultatima, Ma et al. (2015) navode da etarsko ulje semena mirodije bolje inhibira porast micelije i
klijanje sklerocija patogena Sclerotinia sclerotiorum primenom fumigantne metode na 0,125 pl/ml
nego primenom kontaktne metode (1 pl/ml).

Pored antifungalnog delovanja etarskog ulja, isti autori su testirali i antifungalno delovanje
dve glavne komponente ulja mirodije, karvon i limonen, pojedina¢no i u kombinaciji. Ustanovili su
da komponenta karvon znatno bolje inhibira porast S. sclerotiorum i da se pri kombinovanju ove dve
komponente ispoljava sinergisticka reakcija (Ma et al., 2015).

Literaturni podaci za antifungalno delovanje etarskog ulja mirodije na mikopatogene jestivih
gljiva nisu pronadeni, ali je zabelezena umerena do znacajna aktivnost ovog ulja prema brojnim
drugim fitopatogenima (Tian et al., 2012; Arici and Sanli, 2014; Ma et al., 2015; Chahal et al.,
2016; Karimi et al., 2016; Kaur et al., 2020; Benlembarek et al., 2022). Benlembarek et al. (2022)
su zabelezili umerenu aktivnost ulja mirodije prema Fusarium graminum i Alternaria alternata, dok
su Tian et al. (2012) naveli da ulje mirodije ispoljava jaku aktivnost prema Aspergillus oryze,
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Aspergillus niger, A. flavus i A. alternata. Znacajnu aktivnost ulja mirodije prema A. alternata,
Bipolaris sorokiniana, kao i prema Colletotrichum nymphaeae zabelezili su Chahal et al. (2016) i
Karimi et al. (2016).

Delimi¢no inhibitorno delovanje samo prema odredenim vrstama Trichoderma ispoljila su
etarska ulja hajducke trave 1 Cetiri zimzelene biljke (jela, kleka, tuja i bor), dok je za etarsko ulje
kantariona zabelezeno stimulativno delovanje na porast micelije svih testiranih vrsta. Etarsko ulje
hajducke trave najbolju aktivnost ispoljilo je prema vrstama sa Sampinjona (T. aggressivum f.
europaeum, T. atrobrunneum, T. pholiotae i T. guizhouense). Etarsko ulje bora nije ispoljilo
inhibitorni efekat prema testiranim vrstama iz T. harzianum kompleksa (T. atrobrunneum, T.
pholiotae, T. simmonsii, T. guizhouense, T. afroharzianum i T. cf. harzianum), dok etarsko ulje tuje
nije ispoljilo inhibitorni efekat samo prema vrstama sa Sampinjona (T. aggressivum f. europaeum, T.
atrobrunneum, T. pholiotae i T. guizhouense). Etarsko ulje kleke nije inhibiralo jedino rast vrste T.
guizhouense izolovane sa Sampinjona. Najbolja antifungalna aktivnost medu zimzelenim biljkama
zabelezena je za etarsko ulje jele.

Etarska ulja Cetiri zimzelene biljke ispoljila su zadovoljavajuéi fumigantni efekat samo prema
T. cf. harzianum, dok je kantarion ispoljio stimulativno delovanje na porast micelije svih vrsta.
Fumigantno inhibitorno delovanje etarskog ulja hajducke trave bilo je najslabije prema T.
atrobrunneum (48,35%), a najjace prema T. pleuroti (97,5%) pri najvecoj testiranoj koncentraciji,
0,32 pl/ml vazdusne faze. Purovi¢-Pejcev et al. (2014) su zabelezili da etarsko ulje hajducke trave
poreklom iz Srbije moZe u potpunosti inhibirati porast micelje T. aaggressivum f. europaeum pri 0,64
ul/ml vazdusne faze. Woods-Panzaru et al. (2009) navode da etarska ulja druge dve vrste Achillea
(A. clavenae i A. alpine) mogu ispoljiti i odredena antibakterijska svojstva. Jaka fungistati¢na
aktivnost ekstrakata hajducke trave zabelezena je prema A. alternata, B. cinerea, Colletotrichum
coccides i Fusarium oxysporum (Kursa et al., 2022), kao i prema A. niger i Penicillium hirsutum
(Fierascu et al., 2015).

Antimikrobno delovanje etarskog ulja kantariona poreklom iz Srbije (Vranje, Ljubovija i
Div¢ibare) ispitali su Saroglou et al. (2007), Purovi¢-Pejcev et al. (2014) i Lukovié et al. (2020).
Saroglou et al. (2007) su utvrdili da etarsko ulje kantariona iz Vranja ispoljava antibakterijsko
delovaje pema P. tolasii, dok su Purovi¢-Pejcev et al. (2014) utvrdili da etarsko ulje kantariona iz
Ljubovije ima znacajan antifungalni efekat prema T. aggressivum f. europaeum pri koncentraciji od
0,08 pl/ml vazdusne faze. Pri fumigantnoj metodi zabeleZen je procenat inhibicije porasta micelije
<40% pri 0,32 pl/ml vazdusne faze, a u kombinacijama ulja kantariona sa uljima koja su ispoljila
jako delovanje u pojedina¢nim ispitivanjima zabeleZena je smanjena aktivnost tih ulja (divlja nana,
pitoma nana, bosiljak, majéina dusica) (Lukovi¢ et al., 2020). U okviru ovih istrazivanja zabelezeno
je da se kolonija micelije izolata Trichoderma vrsta izlozena delovanju etarskog ulja kantariona dosta
brzo razvijala, gde je za kratko vreme prerasla celu povrsinu i zapocela rast van izdizu¢i poklopac
Petri kutije. Pored bujne micelije, zabeleZena je i obilna sporulacija testiranih izolata, $to ukazuje da
ovo ulje na njih deluje stimulativno. Stimulativno delovanje etarskog ulja kantariona moze biti
predmet nekih daljih istrazivanja, jer se pojedine vrste roda Trichoderma uspesno koriste u bioloskoj
kontroli 1 njihov uspesniji 1 brzi razvoj bio bi od velikog znacaja u toj oblasti.

Durovi¢ Pejcev et al. (2014) su u svojim istrazivanjima zabelezili da etarsko ulje kleke nije
ispoljilo inhibitorni efekat prema T. aggressivum f. europaeum ni pri najvecoj ispitivanoj
koncentarciji od 0,64 pl/ ml vazdusne faze, dok su Tanovi¢ et al. (2006) zabelezili inhibitorni efekat
ulja kleke prema L. fungicola i Cladobotryum spp. pri 0,32 pl/ml vazdusne faze, kao i prema M.
perniciosa pri 0,16 ul/ ml vazdusne faze. Za L. fungicola i M. perniciosa zabelezen je i fungicidni
efekat pri 0,32 i 0,16 pl/ ml vazdusne faze. U istom radu navedeni su zadovoljavajuéi rezultati
delovanja (ul/ ml vazdusne faze) etarskog ulja bora prema L. fungicola (MIC=0,08; MFC=0,65), M.
perniciosa (MIC=0,16; MFC=0,16), kao i za Cladobotryum spp. (MIC=0,65; MFC=0,65). Etarska
ulja bora i kleke ispoljila su inhibitorni efekat i prema zemljisSnim patogenima Fusarium spp.,
Rhizoctonia sp. i Pythium sp. pri koncentraciji od 0,65 ul/ml vazdusne faze (Tanovi¢ et al., 2007).

Prilikom ispitivanja delovanja 22 etarska ulja poreklom iz Nemacke i Albanije, medu kojima
su bila i ulja razlicitih vrsta borova (Pinus spp.), jela i kleka, prema parazitnoj gljivi C. parasitica,
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utvrdeno je da su crni bor i jela ispoljili fungicidni efekat sa MFC vrednostima 0,02 odnosno 0,04
ul/ml vazdusne faze (Lukovi¢ et al., 2019b). Medutim, u ispitivanjima sprovedenim prema V.
dahliae, nije zabelezen inhibitorni efekat za etarsko ulje jele, dok su MIC za ulja belog bora i crnog
bora iznosile 0,32 odnosno 0,16 pul/ml vazduS$ne faze. Za etarsko ulje crnog bora zabeleZzen je
fungicidno delovanje (MFC=0,16) (Lukovi¢ et al., 2019a). Antibakterisjko delovanje ulja jele i Cetiri
vrste bora (Pinus spp.) nije potvrdeno prema patogenoj bakteriji Sampinjona P. tolasii, dok su za
patogenu bakteriju Xanthomonas campestris pv. phaseoli potvrdene MIC za ulja jele (0,02 ul/ml
vazdus$ne faze) i Pinus spp. (od 0,02 do 0,32 pl/ml vazdusne faze) (Todorovi¢ et al., 2016).

Sto se tie etarskog ulja tuje i njegove glavne komponente tujona, navodi se da mogu imati
znaCajnu ulogu u reSavanju zdravstvenih problema Iljudi kroz razli¢ita antioksidativna,
antiinflamatorna, antivirusna, antibakterisjka i antikancerogena svojstva, a pored toga se mogu
koristiti i u zastiti od razli¢iih StetoCina, jer je zabelezeno da ispoljavaju odredena insekticidna,
moluskocidna i nematocidna dejstva (Srivastava P. et al., 2012; Srivastava A. et al., 2022).
Antifungalno delovanje ulja tuje zabelezeno je prema humanim patogenim gljivama (Lie et al.,
2010), ali i prema nekim fitopatogenima poput A. alternata i Curvularia lunata (Guleriaa et al.,
2007). Prema C. lunata znacajnu aktivnost ekstrakta lista tuje zabelezili su i Mishra et al. (1992).
Sharma and Sharma (2016) potvrdili su antibakterijsku aktivnost etarskog ulja tuje sa MIC od 1,32
do 2,87 mgl/l, kao i antifungalnu aktivnost prema A. alternata, A. niger i Penicillium spp. (MIC od
1,86 do 2,87 mg/l). Takode, ispitali su i1 delovanje glavne komponente tujona zabelezivsi
antimikrobnu aktivnost na nizim koncentracijama (0,76 do 0,86 mg/1 za gljive).

Delovanje kombinacija etarskih ulja

Primenom Checkerboard metode ispitivano je dejstvo tri kombinacije etarskih ulja, gde je
etarsko ulje mirodije kombinovano sa uljima maj¢ine duSice, divlje nane i pitoma nane. Najbolja
kombinacija je bila mirodija-divlja nana, koja je prema svim testiranim vrstama ispoljila sinergisticko
dejstvo sa FiCi indeksima od 0,19 do 0,50, osim prema vrsti T. pholiotae (FiCi = 0,62, aditivno
dejstvo). Najosetljivija vrsta prema kombinaciji mirodija-divlja nana bila je T. afroharzianum, dok je
vrsta T. pholiotae bila najotpornija. Najslabije delovanje ispoljila je kombinacija mirodija-maj¢ina
dusica, ali ¢ak se ni kod ove kombinacije nije ispoljila antagonisticka reakcija. Generalno, vrste T.
aggressivum f. europaeum i T. simmonsii pokazale su najvecu osetljivost prema sve tri testirane
kombinacije.

Lukovié et al. (2020) testirali su 10 kombinacija etarskih ulja maj¢ine dusice, divlje nane,
pitome nane, bosiljka i kantariona (meSavina u odnosu 1:1) prema T. aggressivum f. europaeum, i
izvojili su dve kombinacije sa najjatom aktivnosc¢u: divlja nana-pitoma nana i divlja nana-majcina
dusica, $to je u skladu sa rezultatima ovog rada gde je upravo kombinacija sa divljom nanom pokazala
najbolje dejstvo. Ispitivanjem delovanja kombinacije majéina dusSica-origano prema gljivama
izolovanih sa lekovitog bilja: A. niger, A. flavus, A. alternata i Fusarium spp., Stevié¢ et al. (2014)
beleze sinergisti¢ku reakciju, za koju se navodi da su odgovorne glavne komponente ova dva ulja -
timol i karvakrol, dok je kombinacija ulja ruza-lavanda ispoljila sinergisticko dejstvo prema vrstama
iz roda Fusarium (Stevi¢, 2013). Sli¢ni rezultati delovanja kombinacije ulja maj¢ina dusica-origano
zabelezeni su prema Aspergillus spp. i Penicillium chrysogenum (Hossain et al., 2016), kao i prema
B. cinerea i Penicillium expansum (Nikkhah et al., 2017).

U svim navedinim publikacijama istaknuto je da je dejstvo kombinacija ulja bilo znacajno
bolje nego aktivnost pojedinacih ulja prema patogenima, $to je takode u skladu sa dobijenim
rezultatima ovog istrazivanja. Podaci o sinergistickom delovanju kombinacija etarskih ulja su od
velikog znacaja za dalja istrazivanja vezana za potencijalnu formulaciju biofungicida na bazi
kombinacija ulja, a u praksi je ve¢ pokazano da se toksi¢nost antifungalnog jedinjenja znacajno
povecava kada se kombinuje sa drugim (Tripathi and Dubey, 2004).
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6.5. Antifungalno delovanje etarskih ulja prema Trichoderma spp. in vivo

Efikasnost etarskog ulja mirodije, biofungicida na bazi azadiraktina (komponente etarskog
ulja nim drveta Azadirachta indica Juss.) i fungicida prohloraza u suzbijanju T. aggressivum f.
europaeum (T77) procenjena je u oglednom gajilistu Sampinjona. Efikasnost jedinjenja odredena je
na osnovu intenziteta bolesti u inokulisanoj kontroli i tretmanima. Najveca efikasnost postignuta je
primenom fungicida prohloraza u standardnoj dozi primene i biofungicida na bazi azadiraktina u
standardnoj dozi primene (~75%). Etarsko ulje mirodije u dozi primene od 2% (~70%) ispoljilo je
vecu efikasnost u poredenju sa etarskim uljem mirodije primenjenim u dozi od 1% (~60%).

Ispitivanjem efikasnosti ulja ¢ajnog drveta (Melaleuca alternifolia L.) u gajilistu bukovace
(in vivo) prema T. harzianum, Angelini et al. (2008) su uocili da primena ovog ulja na supstrat
namenjen za uzgoj bukovace daje rezultate delimi¢ne do potpune inhibicije patogena. Etarsko ulje
Cajnog drveta testirano je i u gajiliStu Sampinjona prema T. harzianum (~30%) (Kosanovi¢ et al.,
2013) i prema C. dendroides (~33%) (Poto¢nik et al., 2010). Ulje Cajnog drveta primenjeno u
standardoj dozi od 1% ispoljilo je manju efikasnost (~30%) u poredenju sa biofungicidom na bazi
Bacillus subtilis QST 713 (~45%) prema T. harzianum, a pored toga je i u kombinaciji sa fungicidom
imao manju efikasnost (~15%) nego kombinacija fungicid i B. subtilis. (~30%) zbog antagonisticke
reakcije prohloraza i oba biofungicida (Kosanovi¢ et al., 2013). Ipak, ulje ¢ajnog drveta primenjeno
u standardnoj dozi od 1% prema C. dendroides izazvalo je znacajnu redukciju simptoma bolesti
paucinaste plesni (14%) (Poto¢nik et al., 2010).

Gea et al. (2019b) su testirali dva etarska ulja (maj¢ina dusSica i planinski ¢ubar) u oglednom
gajilistu Sampinjona prema C. mycophilum u dozama od 0,5 i 1% i zabelezili vecu efikasnost oba ulja
u vecoj dozi primene (1%), tj. ulja majéine dusice 54% i ulja planinskog ¢ubra 86% primenjenih dan
pre inokulacije patogena, 10. dana od pokrivanja. Efikasnost ulja maj¢ine dusice i planinskog cubra
primenjenih dva dana nakon inokulacije patogena (13. dan od pokrivanja) bila je bolja ¢ak i od
kontrolnog fungicida metrafenona, koji je do tada vazio za najefikasnije antifungalno jedinjenje u
suzbijanju ovog patogena (Carrasco et al., 2017). Utvrdeno je da etarska ulja maj¢ine dusice i biljke
Lippia rehmanni primenjena 0,4% suzbijaju potpuno pojavu simptoma prouzrokovaca mokre trulezi
Sampinjona kod inokulicije M. perniciosa 10* spora/ml, bez Stetnog uticaja na prinos domacina
(Regnier and Combrinck, 2010).

Delovanje etarskog ulja mirodije in Vvivo ispitivano je prema pojedinim zemljiSnim
patogenima: Ralstonia solani, Streptomyces scabies i S. sclerotiorum (Arici and Sanli, 2014; Ma et
al., 2015). Ma et al. (2015) dosli su do zaklju¢ka da ulje mirodije pokazuje znacajan fungicidni
potencijal prema S. sclerotiorum i moglo bi se primenjivati nakon poljskih ispitivanja, posebno u
usevima uljane repice. Arici and Sanli (2014) navode da bi se uz ulje mirodije mogla koristiti jo$
ulja origana i zalfije za suzbijanje R. solani i S. scabies u krompiru, jer su pri najviSim
koncentracijama od 1000 mg/l u oglednom polju ispoljili znacajnu efikasnost od ukupno Sest
testiranih ulja.

Efekat antifungalnih jedinjenja je analiziran i kroz uticaj na prinos Sampinjona, takozvana
bioloSka efektivnost (BE). Bioloska efektivnost izraCunata je kroz odnos sveze mase ubranih
karpofora Sampinjona i suve mase supstrata u vreme zasejavanja micelijom Sampinjona (Chrysayi-
Tokousbalides et al., 2007). U vecini tretmana je zabeleZena je BE veca od prinosa u netretiranoj
kontroli, $to ukazuje da su testirana jedinjenja delovala pozitivho na prinos Sampinjona. NajniZi
prinos Sampinjona zabeleZen je pri tretmanu preparatom na bazi azadiraktina. Kosanovi¢ et al. (2013)
su ustanovili da se primenom ulja ¢ajnog drvena smanjuje prinos 47% u odnosu na netretiranu
kontrolu, gde su najveca smanjenja prinosa zabelezena u tretmanima sa preparatom na bazi B. subtilis
QST 713 (pojedinacnim 52% i u kombinaciji sa fungicidom 55%). Negativan uticaj etarskih ulja na
prinos Sampinjona nije zabelezen ni u in vivo ispitivanjima koja su sproveli Gea et al. (2019b) i
Regnier and Combrinck (2010). U teku¢em radu, nije bilo statisticki znacajne promene prinosa
primenom etarskog ulja mirodije u odnosu na netretiranu kontrolu i odredeno je sinergisticko dejstvo
u zajednickom delovanju ulja sa fungicidom prohlarozam na prinos.
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Interakcija etarskog ulja i fungicida

Ispitivanjem prirode medusobnog dejstva u istovremenoj primeni ulja mirodije 1 fungicida
prohloraza (kroz sinergistic¢ki faktor - SF), etarsko ulje mirodije (u dozi primene 1% - SF=0,92; u
dozi primene 2% - SF=1) ispoljilo je aditivno dejstvo u odnosu na efikasnost u suzbijanju T.
aggressivum f. europaeum. U odnosu na istovremeno medusobno dejstvo na prinos Sampinjona,
etarsko ulje mirodije ispoljilo je sinergisti¢ku reakciju primenjeno u obe testirane doze (1 i 2%) u
kombinaciji sa fungicidom prohlorazom (SF>1). Kosanovié¢ et al. (2013) su analizom prirode
interakcije biofungicida sa fungicidom prohlorazom zabelezili antagonisti¢ku reakciju u odnosu na
efikasnost u suzbijanju T. harzianum i na prinos Sampinjona za oba testirana biofungicida. Autori
navode da je kombinacija prohloraza sa uljem cajnog drveta (SF=0,2) ispoljila veci stepen
antagonizma od kombinacije prohloraza sa B. subtilis QST 713 (SF=0,4). Ustanovili su da nasuprot
rezultatima za efikasnost u kojima je kombinacija B. subtilis QST 713 i prohloraza ispoljila manji
stepen antagonizma u poredenju sa kombinacijom etarskog ulja ¢ajnog drveta i fungicida, ista
kombinacija je na prinos (SF=0,5) ispoljila veci stepen antagonizma od kombinacije ulja i prohloraza
(SF=0,8).

6.6. Osetljivost izolata Trichoderma spp. prema fungicidima

Primena fungicida u zastiti jestivih gljiva, i pored svih otezavajucih faktora, je i dalje najcesci
1 najefikasniji oblik suzbijanja prouzrokovaca zelene plesni gajenih pecuraka. Prohloraz, fungicid iz
grupe imidazola (DMI), je jedini fungicid koji se zvani¢no preporucuje za suzbijanje svih patogena
prema Protokolu EPPO organizacije za upotrebu u zastiti jestivih pe€uraka u EU. Nedavno je uveden
i fungicid metrafenon iz grupe benzofenona za suzbijanje Cladobotryum spp. i Lecanicillium spp. u
Spaniji, Francuskoj, Belgiji, UK i SAD (Carrasco et al., 2017; Anonymous, 2020). U gajiliitima
Sampinjona u Srbiji koriS¢eni su fungicidi mankozeb, karbendazim, benomil, tiofanat-metil i
prohloraz, koji su se u brojnim ispitivanjima i praksi proizvodaca svojevremno pokazali efikasnim,
iako nisu bili registrovani za zaStitu peCuraka od bolesti u Srbiji (Poto¢nik, 2009). Vecina ovih
fungicida je povucena sa trzista, pa se danas u prometu za zastitu pe€uraka u Srbiji moze na¢i jedino
metrafenon. Pored malog broja dostupnih fungicida, veliki problem predstavlja razvoj rezistentnosti
patogena koja se beleZi prema njima (Grogan and Gaze., 2000; Gea et al., 2005; Grogan, 2006),
ali 1 ¢injenica da je uvodenje novih fungicda u zasStitu pecuraka veoma tesko, jer agrohemijske
kompanije retko ulazu sredstva u razvoj novih fungicida namenjenih za primenu u malim usevima
(Chrysayi-Tokousbalides et al., 2007).

Zbog navedenih razloga, jedan od ciljeva ove disertacije bio je i ispitivanje in vitro osetljivosti
izolata Trichoderma spp. prema fungicidima prohlorazu i metrafenonu primenom makrodilucione
metode i probit analizom. lzolati su na osnovu ECsp vrednosti grupisani kao: visoko osetljivi,
umereno osetljivi i rezistentni (Gea et al., 1996; Grogan et al., 2000). Na osnovu RF vrednosti
svrstani su u: umereno osetljive, umereno rezistentne, rezistentne i visoko rezistentne (Gout, 1994).

Svi testirani Trichoderma spp. izolati su bili visoko osetljivi prema oba fungicida sa ECso
vrednostima od 0,03 (T. pleuroti KM11, T. pleuroticola KG6 sa bukovace i T. pholiotae T10 sa
Sampinjona) do 2,91 ug/ml (T. simmonsii T57 sa Siitake) za fungicid metrafenon i od 0,004 (T.
pleuroticola KG6 i T. pleuroti KM8 sa bukovace) do 0,14 ug/ml (T. pleuroti SZMC 12454 sa
bukovace) za fungicid prohloraz. Najvecée vrednosti faktora rezistentnosti (RF) za pojedine izolate su
bile 42 za fungicid metrafenon i 28 za fungicid prohloraz, pri ¢emu je vecina vrsta bila svrstana u
grupu osetljivih.

Na osnovu ovog kriterijuma, najosetljivije vrste prema fungicidu metrafenonu bile su T.
afroharzianum i T. cf. harzianum sa ECso vrednostima od 0,05 ug/ml, dok su prema fungicidu
prohlorazu najosetljivije bile T. pleuroticola, T. afroharzianum i T. simmonsii sa prose¢nim ECso
vrednostima od 0,01 ug/ml. Osetljivost Trichoderma spp. izolata iz gajiliSta Sampinjona prema
prohlorazu utvrdili su i Kesanovi¢ et al. (2013), gde je ECso vrednost za T. aggressivum f. europeaum
iznosila 0,4 pg/ml, a za T. harzianum (THSC) 0,7 ug/ml. Ispitivani izolati ovih Trichoderma vrsta
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pokazali su najveéu osteljivost upravo prema fungicidu prohlorazu, ali i visoku osetljivost prema
karbendazimu, iprodionu i hlorotalonilu, dok su prema tiofanat-metilu i trifloksistrobinu bili
rezistentni (Kosanovi¢ et al., 2013). Innocenti et al. (2019) potvrdili su efikasnost prohloraza i
prema Trichoderma izolatima iz gajiliSta bukovace, ta¢nije prema T. pleuroti pri koncentraciji od
0,25 ul/ml i prema T. pleuroticola pri koncentraciji od 1,25 ul/ml. Innocenti et al. (2019) su u in
vitro i in vivo ogledima zabelezili da je vrsta T. pleuroti agresivnija od vrste T. pleuroticola, sto se
poklapa sa rezultatima dobijenim u ovom radu, gde se T. pleuroticola pokazala osetljivijom od T.
pleuroti na oba testirana fungicida.

Vrste iz T. harzianum kompleksa ispoljile su vec¢u osetljivost od T. pleuroti i T. pleuroticola
prema oba fungicida. Nasuprot ovim rezultatima, Hatvani et al. (2012) su kroz odredivanje
minimalnih fungicidnih i inhibitornih koncentracija i Innocenti and Montanari (2014) kroz
poredenje inhibicija porasta kolonija, ustanovili da su vrste T. pleuroti i T. pleuroticola osetljivije od
T. harzianum. Kredics et al. (2010) beleze da su minimalne inhibitorne koncentracije (MIC) za
fungicid prohloraz < 6 ng/ml za T. aggressivum f. europaeum, T. pleuroti i T. pleuroticola, dok su za
isti fungicid Hatvani et al. (2012) utvrdili MIC od 1,25 pg/ml za T. pleuroti i T. pleuroticola i 5
pg/ml za T. harzianum (THSC).

Podataka za toksi¢nost fungicida metrafenona prema Trichoderma spp. je veoma malo, jer je
tek nedavno uveden u nekim zemljama za suzbijanje drugih fungalnih patogena jestivih gljiva -
Cladobotryum spp. i Lecanicillium spp. (Carrasco et al., 2017). Allaga et al. (2021) navode da
fungicid metrafenon inhibira vrste T. harzianum kompleksa samo u odredenom stepenu, ispitivanjem
inhibicije porasta kolonija, §to se ne podudara sa ovim istrazivanjima gde je ovaj fungicid pokazao
zadovoljavajucu toksi¢nost prema svim Trichoderma vrstama ukljucujuci i vrste iz kompleksa T.
harzianum. U oba istrazivanja su bila ukljucena tri izolata (T. afroharzianum KG10, T. guizhouense
T58 i T59), gde su u krajnjim rezultatima zabelezene znacajne razlike, ali se to moze objasniti time
Sto su izolati inkubirani u razli¢itim uslovima (Lukovi¢ et al., 2021; Allaga et al., 2021). Allaga et
al. (2021) su inkubirali izolate duze (7 dana) i pri vi$oj temperaturi (25°C) bez poredenja sa kontrolom
bez fungicida, Sto je omogucilo veci porast izolata (u tekuéem istraZivanju temperatura 20°C, period
inkubacije 3 dana) i nepreciznu procenu inhibicije time Sto nisu koristili probit analizu za odredivanja
ECso vrednosti koja je odgovarajuca za poredenje razliCitih ogleda. Za razliku od fungicida
metrafenona, Allaga et al. (2021) su odredili visoku toksi¢nost ovog fungicida prema Trichoderma
spp., u saglasnosti sa drugim istrazivanjima (Kredics et al., 2010; Hatvani et al., 2012; Kosanovi¢
et al., 2013; Innocenti and Montanari, 2014; Innocenti et al., 2019), ukljucujuci i tekuce
istrazivanje. Takode, Allaga et al. (2021) su jedini koji su testirali osetljivost Trichoderma izolata iz
gajiliSta Siitake na fungicide, 1 ustanovili da je fungicid prohloraz pokazao vecu toksi¢nost od
metrafenona, $to je rezultat i ovih istrazivanja.

6.7. Selektivna toksi¢nost antifungalnih jedinjenja za jestive gljive

Osetljivost jestivih gljiva prema fungicidima prohlorazu i metrafenonu, kao i etarskom ulju
tri testirana jedinjenja, bio je Sampinjon (soj A15). Sve tri jestive gljive pokazale su visoku osetljivost
prema etarskom ulju mirodije sa ECso vrednostima od 0,06 do 0,74 ug/ml, dok su najotpornije bile
prema fungicidu metrafenonu sa ECso od 0,66 do 5,93 pg/ml. Osetljivost je zabelezena i prema
fungicidu prohlorazu sa ECsood 0,1 do 1,91 pg/ml.

Selektivna toksi¢nost antifungalnih jedinjenja prikazana je kroz indeks selektivnosti, koji se
izraCunava kao odnos ECso vrednosti za patogenu gljivu (Trichoderma spp.) i odgovarajucée vrednosti
za domacina (jestivu gljivu). Ukoliko je vrednost za indeks selektivnosti manja, utoliko je selektivnost
antifungalnog jedinjenja veca, odnosno to jedinjenje je dovoljno toksi¢no za ciljanog patogena, a u
isto vreme ne ispoljava toksic¢an efekat na rast i razvoj jestive gljive. Chrysyi-Tokousbalides et al.
(2007) navode da se antifungalna jedinjenja se indeksom selektivnosti manjim od 0,1 mogu ubrojiti
u ona koja imaju zadovoljavajucu selektivnu toksi¢nost, i u svojim istrazivanjima su potvrdili da
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fungicidi prohloraz i karbendazim ispoljavaju ta svojstva, jer su njihove vrednosti indeksa
selektivnosti za Sampinjon i Trichoderma spp. bile manje od 0,1.

Osetljivost Sampinjona (soj F56) ispitivali su Poto¢nik et al. (2009) i preko indeksa
selektivnosti utvrdili da fungicidi karbendazim i prohloraz-Mn imaju najbolju selektivnu toksi¢nost
sa indeksima selektivnosti od 0,01, odnosno 0,06 za Sampinjon i Cladobotryum spp., dok su
Kosanovi¢ et al. (2013) za iste fungicide zabelezili indekse selektivnosti od 0,02 i 0,05 za
Trichoderma spp. i Sampinjon. Osetljivost Sampinjona (soj F56) prema fungicidima razmatrana je jo$
u drugoj polovini 20. veka (Challenand Elliot, 1985; Bonnen and Hopkins, 1997). Indeksi
selektivnosti za bukovacu i Siitake nisu pronadeni u dostupnoj literaturi, ali pojedni autori navode da
prilikom ispitivanja osetljivosti Trichoderma spp. izolata prema fungicidima nisu zabelezili negativne
efekte na rast i razvoj bukovace (Woo et al., 2004; Hatvani et al., 2012; Innocenti et al., 2019).

U ovim istrazivanjima, indeks selektivnosti fungicida prohloraza za Trichoderma spp. i
bukovacu bio je 0,01, a za Siitake 0,02, dok je indeks selektivnosti fungicida metrafenona za
Sampinjon bio 0,95. Oba fungicida su svrstana u grupu onih koji imaju zadovoljavajuéi selektivnu
toksicnost, sa tom razlikom da je prohloraz povoljniji za bukovacu i Siitake, a metrafenon za
Sampinjon. Razlike u vrednostima indeksa selektivnosti koje se primeéuju u ovom radu i
istrazivanjima Kosanovi¢ et al. (2013) mogu se objasniti time §to su ispitivanja radena sa razli¢itim
sojevima Sampinjona (F56 1 A15).

Etarsko ulje mirodije nije pokazalo zadovoljavajuc¢u selektivnu toksi¢nost u in vitro
testovima, jer su indeksi selektivnosti prema sve tri gljive domacina bili visoki (od 5,38 do 23,09),
posebno prema Sampinjonu (23,09). Gljive domacini (ECso od 0,11 do 0,34 ug/ml) bile su znatno
osetljivije od izolata Trichoderma spp. (ECso od 1,83 do 2,54 pg/ml) prema etarskom ulju mirodije.
Medutim, u in vivo eksperimentima — u oglednom gajilistu, primena etarskog ulja mirodije nije
negativno uticala ni u pojedinacnoj primeni ni u istovremenoj sa fungicidom prohlorazom na kvantitet
karpofora Sampinjona, koji se u in vitro testovima pokazao kao najosetljviji domacin.

Gea et al. (2019b) su ispitali selektivnost pet etarskih ulja (planinski ¢ubar, maj¢ina dusica,
beli timijan, $panska zalfija i lavanda) za C. mycophilum i Sampinjon, i svrstali ulja planinskog ¢ubra
(0,08) 1 majc¢ine dusice (0,09) u antifungalna jedinjenja sa zadovoljavaju¢om selektivno$cu. Autori
su ustanovili da su preostala tri ulja pokazala dosta vecu toksi¢nost prema domacinu, a posebno
lavanda sa indeksom selektivnosti od 5,35. Poto¢nik et al. (2010) navode da je etarsko ulje ¢ajnog
drveta manje toksi¢no u poredenju sa fungicidom prohlorazom prema C. dendroides izolatima (ECso
od 112,92 do 335,75 pg/ml), kao 1 prema domacinu Sampinjonu (F56) sa ECsp od 98 pug/ml, dok
Kosanovié et al. (2013) beleze nisku toksi¢nost ulja ¢ajnog drveta i prema izolatima Trichoderma
spp. (ECso od 11,90 do 370,76 pug/ml). Indeks selektivnosti ulja ¢ajnog drveta za C. dendroides i
Sampinjon (F56) iznosio je 1,96 (Poto¢nik, 2009).
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7. ZAKLJUCAK

Na osnovu visegodisnjih istrazivanja sprovedenih u okviru ove disertacije dobijeni su rezultati iz
kojih se moze zakljuciti sledece:

M lzolacijom patogena iz uzoraka karpofora Siitake i zaraZenog supstrata bukovace i
proucavanjem molekularnih, morfoloskih i ekoloskih karakteristika, utvrdeno je da bolest
zelene plesni jestivih gljiva u Srbiji i Severnoj Makedoniji izazivaju vrste iz roda
Trichoderma: T. pleuroti (bukovaca; Severna Makedonija), T. pleuroticola (bukovaca;
Severna Makedonija, Srbija) i T. harzianum kompleks vrsta (THSC) (bukovaca, Siitake;
Srbija). U okviru T. harzianum kompleksa sa jestivih gljiva u Srbiji, identifikovane su sledece
vrste: T. afroharzianum (bukovaca), T. cf. harzianum (bukovaca), T. atrobrunneum
(Sampinjon), T. pholiotae (Sampinjon), T. guizhouense (Sampinjon, Siitake) i T. simmonsii
(siitake). Vrste iz T. harzianum kompleksa (T. cf. harzianum), T. pleuroti i T. pleuroticola
predstavljaju prve nalaze u Srbiji i Severnoj Makedoniji na bukovaci. Vrsta T. atrobrunneum
predstavlja prvi nalaz na Sampinjonu u Srbiji, a vrsta T. pholiotae u Evropi.

M Virulentnost testirana inokulacijom karpofora domacina, kod Trichoderma spp. izolata sa
Siitake je bila visoka (5 na skali od 0 do 5), dok je kod izolata sa bukovace bila slaba (0 ili 1
na skali od 0 do 5). Proverom unakrsne virulentnosti izolata T. harzianum kompleksa
poreklom iz gajiliSta sve tri vrste gajenih gljiva i inokulacijom karpofora gljiva koje nisu
domacini, zabelezena je visoka virulentnost svih izolata za $ampinjon i Siitake (od 3 do 5),
dok je prema bukovaci virulentnost bila slaba (od 0 do 2).

M Optimalna temperatura za rast svih izolata Trichoderma spp. bila je izmedu 25 i 30°C.
Optimalna temperatura za rast T. pleuroti i vrsta iz T. harzianum kompleksa iznosila je 30°C,
dok je za vrstu T. pleuroticola bila 25°C.

M Pracenjem brzine porasta kolonije na PDA i pri temperaturi od 22°C, utvrdeno je da vrsta T.
pleuroti ima najbrzi porast od 0,83 mm/h, odnosno 19,27 mm/dan, a da vrsta T. atrobrunneum
ima najsporiji porast od 0,50 mm/h, odnosno 12 mm/dan.

M Prose¢ne dimenzije konidija izolata T. harzianum kompleksa sa $iitake (2,1)-3,0-(3,6) x (1,9)-
2,7-(4,1) um, su bile malo manje od veli¢ine spora izolata sa bukovace (2,4)-3,2-(4,4) x (2,1)-
2,9-(4,5) um. Dimenzije konidija agresivnih vrsta sa bukovace su bile sli¢ne, kod T. pleuroti
izolata (1,8)-2,7-(5,4) x (1,7)-2,6-(5,1) um i izolata T. pleuroticola (1,8)-3,0-(5,4) x (1,7)-2,9-
(5,4) pm. U okviru T. harzianum kompleksa, proseéne dimenzije konidija su bile sli¢ne, a
najvece kod T. simmonsii (2,6)-3,3-(3,6) x (1,9)-2,9-(4,1) um, zatim T. afroharzianum (2,4)-
3,0-(4,0) x (2,2)-2,9-(3,9) um i najmanje kod T. guizhouense (2,3)-2,9-(3,6) x (2,0)-2,6-(3,7)
pm.

M Primenom GC-FID i GC-MS tehnika utvrdeno je da su dominantne komponente u sastavu 11
etarskih ulja lekovitog i aromati¢nog bilja poreklom iz Srbije: majcina dusica — geraniol
(32,43%), karvakrol (16,97%) i timol (11,59%); pitoma nana — mentol (36,80%) i menton
(26,21%); divlja nana — 1,8-cineol (22,5%), linalol (19,23%) i mentil acetat (14,21%); bosiljak
— linalol (35,38-48,9%) i metil kavikol (17,79-32,92%); tuja — a-pinen (41,75-73,75%) i B-3-
karen (26,6-34,83%); kleka — a-pinen (32,06%), mircen (15,09%) i sabinen (14,20%); jela —
p-menta-2,4(8)-dien (15,99%), triciklen (11,61%) i kamfen (10,58%); bor - a-pinen (37,48%)
i B-pinen (16,35%); hajducka trava - B-pinen (17,99%), 1,8-cineol (10,39%), B-kariofilen
(9,33%) i kamfor (7,99%); kantarion — pB-kariofilen (22,97%), 2-metil oktan (11,44%), (E)-
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B-farnesen (10,96%) i a-pinene (10,74%) 1 mirodija — karvon (56,4%), limonen (22,83%) 1 a-
felandren (10,74%).

Primenom kontaktne mikrodilucione metode, fungicidno delovanje prema svim vrstama roda
Trichoderma (T. aggressivum f. europaeum, T. afroharzianum, T. atrobrunneum, T.
guizhouense, T. pholiotae, T. simmonsii, T. pleuroti, T. pleuroticola i T. cf. harzianum),
ispoljila su etarska ulja mirodije 1 maj¢ine dusSice. Etarska ulja divlje 1 pitome nane ispoljila
se fungicidni efekat samo prema vrstama izolovanim iz gajiliSta bukovace i Siitake (T.
afroharzianum, T. guizhouense, T. simmonsii, T. pleuroti, T. pleuroticola i T. cf. harzianum).
Najbolje kontaktno inhibitorno delovanje ispoljilo je ulje mirodije, zatim slede ulja biljaka iz
familije Lamiaceae (majcina duSica, divlja nana, pitoma nana i bosiljak). Delimi¢no kontaktno
inhibitorno delovanje ispoljila su etarska ulja hajducke trave i Cetiri zimzelene biljke (jela,
kleka, tuja i bor), dok je za etarsko ulje kantariona zabelezeno stimulativno delovanje.

Kontaktno delovanje etarskog ulja mirodije potvrdeno je i primenom makrodilucione
kontaktne metode (MIC<4 pg/ml; MFC>4 nug/ml), dok je probit analizom utvrden visok nivo
osetljivosti Trichoderma spp. izolata prema ovom ulju (ECso = 0,96 - 3,44 pg/ml).

Delovanje gasovite faze testiranih ulja na spore i miceliju odabranih vrsta odredeno je
primenom makrodilucione fumigantne metode. Najvecu aktivnost su pokazala etarska ulja
biljaka familije Lamiaceae sa potpunom inhibicijom klijanja spora i porasta micelije svih
testiranih vrsta roda Trichoderma (T. afroharzianum, T. atrobrunneum, T. aggressivum f.
europaeum, T. guizhouense, T. pleuroti, T. pleuroticola, T. pholiotae, T. simmonsii i T. cf.
harzianum), kao i etarsko ulje mirodije sa potpunom ili delimi¢nom inhibicijom klijanja spora
i porasta micelije. Najbolje fumigantno delovanje ispoljilo je etarsko ulje bosiljka, prema kom
je vrsta T. pleuroticola bila najosetljivija i u metodi sa sporama (MIC=0,04 pg/ml vazdusne
faze) i u metodi sa iseCkom micelije (MIC=0,08 ug/ml vazdusne faze).

Ispitivanjem delovanja kombinacija etarskog ulja mirodije sa tri razli¢ita ulja (mirodija-
majcina dusica, mirodija-pitoma nana i mirodija-divlja nana), kombinacija sa divljom nanom
je pokazala najvecu antifungalnu aktivnost, jer je prema svim testiranim vrstama ispoljila
sinergisticko delovanje (FiCi = 0,19 - 0,50), osim prema vrsti T. pholiotae.

Ispitivanjem osetljivosti izolata Trichoderma spp. prema fungicidima prohlorazu i
metrafenonu primenom makrodilucione metode i probit analizom, utvrdeno je da su svi
testirani izolati Trichoderma spp. bili visoko osetljivi prema oba fungicida sa ECso
vrednostima od 0,03 do 2,91 pg/ml za fungicid metrafenon i od 0,004 do 0,14 pg/ml za
fungicid prohloraz. Najvece vrednosti faktora rezistentnosti (RF) su bile 42 za fungicid
metrafenon i 28 za fungicid prohloraz, pri ¢emu je vecina vrsta bila svrstana u grupu osetljivih.

Najbolju selektivnu toksi¢nost za bukovacu (0,01) i Siitake (0,02) pokazao je fungicid
prohloraz, dok je metrafenon bio bolji za Sampinjon (0,95). Iako je u in vitro testovima
zabeleZena nezadovoljavajuca selektivnost etarskog ulja mirodije zbog toksi¢nosti za gajene
gljive, primena ovog ulja u oglednom gajilistu (in vivo) nije imala negativan uticaj na prinos
Sampinjona.

Najveca efikasnost u suzbijanju T. aggressivum f. europaeum u oglednom gajilistu
Sampinjona postignuta je primenom fungicida prohloraza i biofungicida na bazi azadiraktina
u standardnim dozama primene (~75%). Etarsko ulja mirodije je ispoljilo zadovoljavajucu
efikasnost u obe doze, u dozi primene 2% (~70%) i u dozi primene 1% (~60%).

104



Testirana jedinjenja u gajilistu (etarsko ulje mirodije, biofungicid na bazi azadiraktina i
fungicid prohloraz) delovala su pozitivno na prinos Sampinjona, jer je u vecini tretmana
zabelezena bioloska efektivnost (BE) veca od prinosa u netretiranoj kontroli.

Ispitivanjem prirode medusobnog dejstva ulja mirodije 1 fungicida prohloraza, utvrdeno je
njihovo aditivno dejstvo u suzbijanju T. aggressivum f. europaeum i sinergisti¢ko u uticaju
na prinos Sampinjona.

Na osnovu rezultata dobijenih u in vitro i in vivo ispitivanjima kao i prirode zajedni¢kog
dejstva sa fungicidom, etarsko ulje mirodije se moze preporuciti za formulisanje preparata
koji bi se koristio kao deo uspesne i ekoloski opravdane strategije suzbijanja prouzrokovace
zelene plesni jestivih gljiva.

Rezultati delovanja pojedinac¢nih ili kombinovanih etarskih ulja majéine dusice, pitome nane,
divlje nane i bosiljka in vitro, takode mogu posluZiti za dalja in vivo proucavanja, kako bi se
mogla koristiti kao dodaci komercijalnim preparatima ili glavne komponente novih
formulisanih biopreparata.
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PRILOG 1.

PRILOZI

Tabela P1-1. Izolati vrsta roda Trichoderma koris¢eni u filogeneteskim analizama, poreklo i pristupni
brojevi u GenBank bazi podataka

Izolat Vrsta Domacéin Poreklo GenBank Literatura
pristupni broj

TB3-36 T. afroharzianum  Soja Kina MW267263 Xu et al., neobjavljeno
Tafuml T. afroharzianum  Zemljiste Kina MT081431 Zhou et al., neobjavljeno
T54 T. atrobrunneum Sampinjon Srbija 0Q116866 Lukovi¢ (2023), disertacija
T39 T. atrobrunneum Treset Kina KX632628 Tang et al. (2022)
T42 T. atrobrunneum Zemljiste Kina KX632629 Tang et al. (2022)
S266 T. atrobrunneum Cer Hrvatska KJ665375 Jaklitsch and Voglamyr (2015)
S622 T. atrobrunneum - Spanija KJ665413 Jaklitsch and Voglamyr (2015)
S447 T. atrobrunneum Smrdljivo drvo  Spanija KJ665396 Jaklitsch and Voglamyr (2015)
S321 T. atrobrunneum Bor Spanija KJ665381 Jaklitsch and Voglamyr (2015)
S343 T. atrobrunneum Crna jova Francuska KJ665384 Jaklitsch and Voglamyr (2015)
S147 T. atrobrunneum Cer Italija KJ665369 Jaklitsch and Voglamyr (2015)
T52 T. guizhouense Sampinjon Srbija 0Q116867 Lukovi¢ (2023), disertacija
S393 T. guizhouense Javor Spanija KJ665506 Jaklitsch and Voglamyr (2015)
S279 T. guizhouense Brest Hrvatska KJ665505 Jaklitsch and Voglamyr (2015)
S278 T. guizhouense Grab Hrvatska KF134799 Jaklitsch et al. (2014)
T57 T. simmonsii Siitake Srbija 0Q116869 Lukovi¢ (2023), disertacija
S86 T. simmonsii Cer Italija KJ665721 Jaklitsch and Voglamyr (2015)
Hypol5 T. simmonsii Brest Austrija KJ665706 Jaklitsch and Voglamyr (2015)
Hypo30 T. simmonsii Leska Austrija KJ665707 Jaklitsch and Voglamyr (2015)
T10 T. pholiotae Sampinjon Srbija 0Q116868 Lukovi¢ (2023), disertacija
JZBQH11 T. pholiotae Pholiota sp. Kina ON649918 Cao et al. (2022)
JZBQH12 T. pholiotae Pholiota sp. Kina ON649919 Cao et al. (2022)
JZBQH13 T. pholiotae Pholiota sp. Kina ON649920 Cao et al. (2022)
Thaum12 T. harzianum Zemljiste Kina MTO081434 Zhou et al., neobjavljeno
Thaum14 T. harzianum Zemljiste Klna MT081433 Zhou et al., neobjavljeno
CBS111147  T. estonicum - Estonija FJ860638 Jaklitsch (2009)
CBS114576  T. ceramicum - SAD FJ860628 Jaklitsch (2009)
CBS.43395  T. aggressivum f. Kompost za Velika KP008991 Oskeira et al., neobjavljeno

europaeum pecurke Britanija
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PRILOG 2.

Tabela P2-1. Prinosi i komponente etarskih ulja biljaka iz familije Lamiaceae (deo 1)

Sadrzaj (%)

Komponente Rl RILP Majé¢ina Bosiljak, Bosiljak, Pitoma Divlja
dusica, list list cvet nana, nana,
i cvet listicvet listicvet
(3E)-heksenol 843 844 - 0,20 0,07 - -
artemisia trien 924 923 - 0,14 0,09 - -
a-tujen 925 924 0,61 - - - 1,82
a-pinen 933 932 0,42 0,06 0,07 0,37 0,92
kamfen 946 946 0,27 - - - 0,06
verbenen 963 961 - 0,12 0,05 - -
sabinen 971 969 - 0,43 0,20 0,31 1,43
B-pinen 975 974 0,60 0,81 0,26 0,66 1,83
(3E)-okten-2-ol 981 982 0,33 - - - -
3-oktanol 986 988 0,68 - - 0,13 -
mircen 990 988 0,92 - - 0,15 3,89
2-oktanol 992 994 - - - - 0,38
8-2-karen 1002 1001 - - - - 0,10
a-felandren 1004 1002 0,09 - - - -
6-3-karen 1010 1008 0,05 - - - -
a-terpinen 1019 1019 0,93 - - 0,13 1,10
p-cimen 1022 1020 11,58 0,23 0,22 0,07 -
limonen 1026 1024 0,55 - - 0,57 9,42
1,8-cineol 1027 1026 - 2,39 1,02 4,96 22,05
(2)-B-ocimen 1034 1032 0,09 0,15 0,09 0,13 0,55
(E)-B-ocimen 1046 1044 0,09 2,84 1,86 - 0,08
(2E)-oktenal 1052 - - - 0,09 - -
y-terpinen 1053 1054 4,81 0,22 0,17 0,27 4,88
cis-sabinen hidrat 1063 1065 0,08 - - 0,31 0,27
terpinolen 1084 1086 0,07 0,21 0,22 0,07 0,13
linalol 1096 1095 2,20 35,58 48,90 0,34 19,23
a-thujon 1102 1101 - 0,07 0,05 - -
(2E,4E)-oktadienal 1103 1102 - - - 0,05 -
cis-p-ment-2-en-1-ol 1117 1118 - - - - 0,27
(E)-epoksi ocimen 1136 1137 - - 0,82 - -
trans-limonen oksid 1136 1137 - - - - 0,13
cis-B-terpineol 1138 1140 - - - 0,22 -
kamfor 1140 1141 - 0,30 0,30 - -
izopulegol 1143 1145 - - - 0,25 -
menton 1150 1148 - - - 26,21 -
izomenton 1160 1158 - - - - 0,07
neo-mentol 1162 1161 - - - 9,12 -
borneol 1166 1165 0,72 0,48 0,39 - -
mentol 1169 1167 - - - 36,80 0,76
4-terpineol 1174 1174 0,33 0,78 0,84 0,73 0,70
izomentol 1180 1179 - - - 0,70 -
cis-pinokarveol 1180 1182 0,06 - - - -
a-terpineol 1184 1186 0,17 - - 0,20 0,80
cis-dihidrokarvon 1191 1191 - - - 0,11 -
dihidrokarveol 1192 1192 - - - - 1,00
metil kavikol 1193 1195 - 32,92 17,79 -
trans-dihidrokarvon 1200 1200 - - - - 0,87
verbenon 1205 1204 - - - 0,06 -
oktanol acetat 1212 1211 - - - 0,22 -
cis-karveol 1228 1226 0,77 - - - 0,34
timol metil etar 1233 1232 0,61 - - -
pulegon 1234 1233 - - - 0,05 0,10




Tabela P2-1. Prinosi i komponente etarskih ulja biljaka iz familije Lamiaceae (deo 2)

Sadrzaj (%)

Komponente Rlg? RILb Majéina Bos_iljak, Bosiljak,  Pitoma Divlja
dusica, list list cvet nana, nana,
i cvet listicvet listicvet
karvon 1241 1239 1,90 - - 0,29 0,13
cis-piperiton oksid 1250 1250 - - - - 0,19
geraniol 1251 1249 32,43 0,36 0,52 - -
piperiton 1252 1249 - - - 1,19 -
linalil acetat 1252 1254 - - - - 0,22
geranial 1266 1264 0,20 - - - -
peril aldehid 1267 1269 - - - - 0,07
neo-mentil acetat 1270 1271 - - - 0,25 -
bornil acetat 1282 1284 - 0,98 0,99 0,12 6,14
timol 1289 1289 11,59 - - - -
mentil acetat 1293 1294 - - - 4,14 14,21
karvakrol 1296 1298 16,97 - - - -
izomentil acetat 1304 1304 - - - 0,24 -
a-terpinil acetat 1348 1346 0,07 - - - -
eugenol 1355 1356 - 1,27 0,54 - -
piperitenon oksid 1367 1366 - - - - 0,66
a-kopaen 1373 1374 - - 0,16 - -
a-kopaen 1376 1374 1,35 - - - 0,06
(E)-B-damascenon 1381 1383 - 0,12 0,27 - -
(32)-heksenil heksenoat 1380 1378 - - - 0,42 -
B-bourbonen 1388 1387 0,09 0,17 - 0,19 0,86
B-elemen 1391 1389 - 2,41 3,85 - -
etil dekanoat 1397 1395 - - - 0,05 -
n-tetradekan 1401 1400 - - - 0,07 -
metil eugenol 1402 1403 - 0,09 - - -
B-kariofilen 1416 1417 3,08 0,93 1,32 3,79 1,20
B-gurjunen 1429 1431 - 1,99 1,22 - -
trans-a-bergamoten 1432 1432 - 0,55 0,92 - -
aromadendren 1441 1439 - 0,07 0,09 - -
a-humulen 1451 1452 - 0,51 0,59 0,38 0,13
(E)-p-farnesen 1456 1454 0,15 - - - -
alo-aromadendren 1459 1458 - 0,38 0,33 - -
10-epi-B-akoradien 1476 1474 - 2,60 4,07 - -
y-murolen 1477 1478 0,05 - - - -
germakren D 1482 1484 0,36 0,07 0,09 2,40 1,44
B-guaien 1491 1492 - 0,55 0,75 - -
&-selinen 1493 1492 - - - 0,47 -
2-tridekanon 1494 1495 - - - 0,69
biciklogermakren 1499 1500 - 1,07 1,86 - -
B-bisabolen 1504 1505 3,93 - - - -
y-kadinen 1513 1513 - 1,68 1,56 - -
trans-kalamenen 1521 1521 - - - - 0,10
6-kadinen 1522 1522 0,16 0,28 0,22 0,20 -
cis-kalamenen 1527 1528 - 0,08 0,10 - -
salviadienol 1522 - - 0,22 0,05 - -
(E)-neralidol 1562 1561 0,19 - 0,30 - -
spatulenol 1578 1577 - - 0,13 - -
kariofilen oksid 1582 1582 - - - 0,41 0,16
maliol 1567 1566 - - 0,65 - -
viridiflorol 1592 1592 0,31 0,25 0,17 0,41 -
kubeban-11-ol 1596 1595 - - 0,20 - -
n-heksadekan 1600 1600 - - - 0,75 -
B-oplopenon 1605 1607 0,07 - - - -
1,10-di-epi-kubenol 1617 1618 - 0,55 0,58 - -
3-izo-tujopsanon 1642 1641 - - - 0,19 -




Tabela P2-1. Prinosi i komponente etarskih ulja biljaka iz familije Lamiaceae (deo 3)

Sadrzaj (%)
RILP Majé¢ina Bosiljak, Bosiljak, Pitoma Divlja

Komponente Rlg?

duSica, list list cvet nana, nana,
i cvet listicvet listicvet

a-murolol 1645 1644 - 4,08 4,27 - -
a-kadinol 1653 1652 - - - - 0,10
selin-11-en-4a-ol 1656 1658 - 0,39 0,50 - -
7-epi-a-eudesmol 1660 1662 - - - 0,22 -
a-bisabolol 1687 1685 - 0,12 - - -
germakron 1693 1693 - - - 0,10 -
Ukupno identifikovano (%) 99,93 99,70 99,80 99,47 99,54
Monoterpenski ugljovodonici 21,08 5,21 3,23 2,73 26,21
Oksidovani monoterpeni 39,54 41,06 54,10 86,29 68,21
Seskviterpenski ugljovodonici 9,17 13,34 17,13 7,43 3,79
Oksidovani seskviterpeni 0,57 5,61 6,85 1,33 0,26
Fenilpropanoidi - 34,28 18,33 - -
Fenoli 28,56 - - - -
Ostalo 1,01 0,20 0,16 1,69 1,07
Prinos etarskog ulja (%o, viw) 1,80 1,24 1,44 1,15 1,02
Broj identifikovanih komponenti 41 44 48 48 43

RIg? — eksperimentalno dobijeni retencioni indeksi, izracunati u odnosu na seriju n-alkana (C6 — C28) na DB-5 koloni;
RIL" — retencioni indeksi preuzeti iz literature (Adams, 2007)
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Tabela P2-2. Prinosi i komponente etarskih ulja zimzelenih biljaka (deo 1)

Sadrzaj (%)

Komponente RIe2  RILP Tuja, Tuja, Jela, Bor, Kleka,
iglice plod iglice iglice plod
(2E)-heksenal 844 846 0,50 - - - -
Santen 882 884 - - 0,71 - -
2-bornen 907 909 0,07 0,10 - - -
Triciklen 924 921 0,18 - 11,61 0,16 0,07
artemisia trien 924 923 - 0,16 - - -
a-tujen 925 924 0,14 0,26 - 0,11 1,57
a-pinen 933 932 41,75 43,75 9,93 37,48 32,06
Kamfen 946 946 1,58 1,95 10,58 0,99 0,23
n-heptanol 959 959 - - - - 0,08
Sabinen 971 969 2,18 2,67 5,06 - 14,20
B-pinen 975 974 2,01 2,45 1,46 16,35 2,15
Mircen 990 988 0,07 0,08 - 1,16 15,09
n-oktanol 1000 998 - - - - 0,06
a-felandren 1004 1002 0,09 - 1,67 - -
8-3-karen 1010 1008 26,4 34,83 1,23 0,11 0,13
a-terpinen 1019 1019 0,34 0,50 3,57 0,05 0,48
p-cimen 1022 1020 2,30 1,51 - 0,05 0,28
Limonen 1026 1024 - - 1,03 1,94 3,07
B-felandren 1026 1025 - - 4,54 0,13 -
(2)-B-ocimen 1034 1032 0,11 0,04 0,12 1,02 -
(E)-B-ocimen 1046 1044 0,08 0,11 - 0,05 -
y-terpinen 1053 1054 0,15 0,24 6,08 - 0,88
cis-sabinen hidrat 1063 1065 - - - - 0,05
Terpinolen 1084 1086 4,17 5,21 - 0,38 0,95
p-ment-2,4(8)-dien 1086 1085 - - 15,99 - -
Linalol 1096 1095 - - 0,20 0,21 0,19
B-tujon 1113 1112 - - 0,38 - -
cis-p-ment-2-en-1-ol 1117 1118 - - - - 0,10
o-kamfolenal 1122 1122 - - - - 0,06
alo-ocimen 1127 1128 - - 0,11 - -
trans-limonen oksid 1136 1137 - - 0,32 - -
trans-pinokarveol 1136 1135 - - 0,19 0,12 0,16
cis-verbenol 1139 1137 - - - - 0,07
Pinokarvon 1162 1160 - - 0,26 0,15 -
&-terpineol 1162 1162 - - - - 0,11
p-ment-1,5-dien-8-ol 1167 1166 - - - - 0,05
4-terpineol 1174 1174 0,28 0,33 12,50 - 2,15
a-terpineol 1184 1186 0,08 0,08 0,98 0,80 0,19
Mirtenol 1192 1194 - - - - 0,07
cis-piperitol 1194 1195 - - 0,15 - -
Dodekan 1200 1200 - - 0,13 - -
trans-karveol 1215 1215 - - 0,13 - -
Citronelol 1221 1223 - - - - 0,09
(32)-heksanil-2-metil butanoat 1229 1229 - - - - 0,05
timol metil etar 1233 1232 - - - 0,05 -
Heptil izobutanoat 1248 1246 - - - - 0,07
linalil acetat 1252 1254 - - - 0,29 -
Piperiton 1252 1249 - - 1,60 - -
bornil acetat 1282 1284 0,26 0,33 8,47 0,68 0,20
&-elemen 1333 1335 0,40 0,41 0,08 0,09 0,06
a-kubeben 1345 1345 - - - - 0,66
a-terpinil acetat 1348 1346 1,26 0,56 - 1,78 -
a-longipinen 1349 1350 - - 0,28 - -
Izoledene 1375 1374 - - - - 0,09
a-kopaen 1376 1374 - - - 0,13 0,27
geranil acetat 1379 1379 - - - 0,13 -
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Tabela P2-2. Prinosi i komponente etarskih ulja zimzelenih biljaka (deo 2)

Sadrzaj (%)

Komponente RIe2  RILP Tuja, Tuja, Jela, Bor, Kleka,
iglice plod iglice iglice plod
daucen 1381 1380 - - - - 0,10
B-kubeben 1386 1387 - - - 1,35 -
B-elemen 1391 1389 0,44 0,17 - 0,09 1,62
junipen 1406 1407 - - 0,15 - 0,06
a-gurjunen 1409 1409 0,21 0,28 - - -
B-kariofilen 1416 1417 4,53 1,20 0,05 6,80 1,58
B-gurjunen 1429 1431 0,12 0,08 - 0,12 -
y-elemen 1432 1434 - - - - 1,35
aromadendren 1441 1439 - - - 0,06 -
sejcelen 1446 1444 - - - 0,12 -
a-humulen 1451 1452 3,27 0,58 0,11 1,23 1,98
alo-aromadendren 1459 1458 0,05 - - - 0,06
y-gurjunen 1473 1475 0,16 0,13 - 0,68 0,33
germakren D 1482 1484 1,61 0,32 - 13,35 6,77
B-selinen 1487 1489 0,10 - - 0,37 0,37
&-selinen 1493 1492 - - 0,05 2,60 1,39
a-selinen 1496 1498 0,12 0,04 - - -
a-zingiberen 1494 1493 0,05 - - - -
1,7-di-epi-B-cedren 1498 1498 0,08 - - - -
a-murolen 1501 1500 - - - - 0,10
germakren A 1506 1508 0,30 - - 0,11 -
y-kadinen 1513 1513 - - 0,07 1,17 0,44
&-kadinen 1522 1522 0,37 0,06 - 4,03 1,05
trans-kadin-1,4-dien 1531 1533 - - - 0,08 -
a-kadinen 1537 1537 - - - 0,22 0,15
a-kalakoren 1543 1544 0,34 - - - 0,08
elemol 1549 1548 0,27 0,07 - - 0,10
elemicin 1554 1555 - - - - 0,08
spatulenol 1578 1577 - - - 0,28 0,47
germakren B 1558 1559 - 0,14 0,05 - 3,80
1-heksadecen 1588 1588 0,13
globulol 1588 1590 0,18 - - - -
izo-aromadendren epoksid 1591 1590 0,17 0,10 - - -
viridiflorol 1592 1592 - - - 0,14 -
a-cedrol 1608 1608 2,01 1,10 - - -
junenol 1617 1618 - - - 0,11
10-epi-y-eudesmol 1621 1622 0,12 - - - -
y-eudesmol 1629 1630 0,14 - 0,11 0,08 -
a-akorenol 1634 1632 - - - - 0,05
a-murolol 1645 1644 - - - 1,02 -
B-eudesmol 1648 1649 - - - - 0,31
a-kadinol 1650 1652 - - - 0,13 -
a-eudesmol 1653 1652 0,12 - - 1,23 -
7-epi-a-eudesmol 1660 1662 0,35 - - - -
dihidro-eudesmol 1661 1661 - - - - 0,38
metil tetradekanoat 1722 1722 - - - - 0,07
etil heksadekanoat 1993 1992 - - - - 0,10
Ukupno identifikovano (%) 99,51 99,84 99,95 99,67 99,15
Monoterpenski ugljovodonici 81,62 93,86 72,98 59,98 71,16
Oksidovani monoterpeni 1,88 1,30 25,18 4,21 3,55
Seskviterpenski ugljovodonici 12,15 3,41 0,84 32,60 22,31
Oksidovani seskviterpeni 3,36 1,27 0,11 2,88 1,42
Fenilpropanoidi - - - - 0,08
Ostalo 0,50 - 0,84 - 0,63
Prinos etarskog ulja (%, viw) 0,58 0,64 0,35 0,42 151
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Tabela P2-2. Prinosi i komponente etarskih ulja zimzelenih biljaka (deo 3)

Tuja, Tuja, Jela, Bor, Kleka,
iglice plod iglice iglice plod
Broj identifikovanih komponenti 45 33 36 47 63

RIg? — eksperimentalno dobijeni retencioni indeksi, izraCunati u odnosu na seriju n-alkana (C6 — C28) na DB-5 koloni;
RI." — retencioni indeksi preuzeti iz literature (Adams, 2007)
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Tabela P2-3. Prinosi i komponente etarskih ulja kantariona i hajducke trave (deo 1)

Sadrzaj (%)

Komponente RIlg? RIP Hajducka trava, Kantarion, list
list i cvet i cvet
n-oktan 800 800 - 0,06
(2E)-heksenal 844 846 0,16 -
2-metil oktan 864 - - 11,44
2-heptanol 895 894 - 0,91
santolina trien 908 906 0,34 -
amil acetat 910 911 - 0,05
triciklen 924 921 3,00 -
a-tujen 925 924 1,75 0,08
a-pinen 933 932 0,68 10,74
kamfen 946 946 0,05 -
sabinen 971 969 3,01 1,07
B-pinen 975 974 17,99 0,80
6-metil-5-hepten-2-on 982 981 0,19 -
mircen 990 988 0,15 0,27
3-3-karen 1010 1008 0,49 -
a-terpinen 1019 1019 0,79 0,05
p-cimen 1022 1020 1,36 0,13
1,8-cineol 1027 1026 10,30 -
B-felandren 1026 1025 0,05 0,17
(Z2)-B-ocimen 1034 1032 0,06 0,16
(E)-B-ocimen 1046 1044 - 0,68
y-terpinen 1053 1054 1,12 -
(2E)-okten-1-ol 1058 1060 - 2,60
artemisia alkohol 1082 1080 0,32 -
metil benzoat 1089 1088 0,23 -
linalol 1096 1095 0,07 0,88
B-tujon 1113 1112 0,08 -
3-oktanol acetat 1121 1120 0,08 -
a-kamfolenal 1122 1122 0,05 -
alo-ocimen 1127 1128 0,05 -
trans-limonen oksid 1136 1137 1,10 -
kamfor 1140 1141 7,99 -
menton 1150 1148 1,65 -
cis-krizantemol 1158 1160 1,30 -
pinokarvon 1162 1160 2,25 -
borneol 1166 1165 2,14 -
4-terpineol 1174 1174 0,07 0,09
cis-pinokarveol 1180 1182 0,56 -
a-terpineol 1184 1186 1,87 -
cis-dihidrokarvon 1191 1191 0,93 -
trans-dihidrokarvon 1200 1200 0,20 -
verbenon 1205 1204 0,11 -
trans-piperitol 1208 1207 0,18 -
trans-karveol 1215 1215 0,20 -
cis-karveol 1228 1226 0,09 -
kumin aldehid 1237 1238 0,05 -
piperiton 1252 1249 0,11 -
2-metil dodekan 1256 - - 2,54
trans-karvon oksid 1275 1273 0,89 -
bornil acetat 1282 1284 0,79 -
y-terpinen-7-al 1292 1290 - 0,61
karvakrol 1296 1298 0,05 -
a-kubeben 1345 1345 0,09 0,56
eugenol 1355 1356 0,60 -
a-kopaen 1373 1374 0,08 -
izoledene 1375 1374 - 0,42
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Tabela P2-3. Prinosi i komponente etarskih ulja kantariona i hajducke trave (deo 2)

Sadrzaj (%)

Komponente RIlg? RIP Hajducka trava, Kantarion, list
list i cvet i cvet
a-kopaen 1376 1374 - 0,29
B-kubeben 1386 1387 0,10 -
B-bourbonen 1388 1387 0,59 0,07
B-elemen 1391 1389 0,05 -
a-funebren 1401 1402 - 0,16
metil eugenol 1402 1403 0,05 -
seskvitujen 1404 1405 - 0,13
2-epi-p-funebren 1412 1411 - 0,50
B-kariofilen 1416 1417 9,33 22,97
B-cedren 1420 1419 0,08 -
B-gurjunen 1429 1431 - 0,49
aromadendren 1441 1439 0,05 0,35
(2)-B-farnesen 1442 1440 - 0,13
a-humulen 1451 1452 1,21 -
a-patculen 1456 1454 - 0,19
(E)-B-farnesen 1456 1454 0,10 10,96
cis-murol-4(14),5-dien 1467 1465 - 0,23
B-akoradien 1467 1469 - 0,21
dodekan-1-ol 1470 1469 - 0,27
trans-kadin-1(6),4-dien 1474 1475 - 1,83
Y-gurjunen 1473 1475 0,13 -
y-murolen 1477 1478 - 1,80
germakren D 1482 1484 1,89 2,66
B-selinen 1487 1489 0,25 0,63
(E)-B-jonon 1488 1487 - 0,33
a-selinen 1496 1498 0,09 -
biciklogermakren 1499 1500 - 1,57
a-murolen 1501 1500 0,19 -
y-kadinen 1513 1513 0,15 0,90
3-kadinen 1522 1522 0,24 1,72
trans-kadin-1,4-dien 1531 1533 - 0,15
a-kadinen 1537 1537 - 0,23
a-kalakoren 1543 1544 0,05 0,15
elemol 1549 1548 0,20 -
(E)-nerolidol 1562 1561 0,68
spatulenol 1578 1577 0,06 0,51
kariofilen oksid 1582 1582 0,48 1,57
germakren B 1558 1559 0,36 0,30
1-heksadecen 1588 1588 - -
izo-aromadendren epoksid 1591 1590 3,22 -
viridiflorol 1592 1592 4,28 3,76
rosifoliol 1600 1600 - 0,24
(2E)-dodecenil acetat 1609 1608 0,09 -
humulen epoksid 11 1610 1608 - 0,25
1,10-di-epi-kubenol 1617 1618 - 0,51
10-epi-y-eudesmol 1621 1622 0,57 -
cis-kadin-4-en-7-ol 1634 1635 - 0,17
hinesol 1638 1640 0,21 -
epi-a-murolol 1641 1640 0,49 2,56
B-eudesmol 1648 1649 - 1,02
a-kadinol 1650 1652 - 0,21
a-eudesmol 1653 1652 - 0,60
Selin-11-en-4a.-ol 1659 1658 0,65 -
7-epi-a-eudesmol 1660 1662 - 0,82
epi-B-bisabolol 1669 1670 - 0,12
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Tabela P2-3. Prinosi i komponente etarskih ulja kantariona i hajducke trave (deo 3)

Sadrzaj (%)

Komponente RIlg? RIP Hajducka trava, Kantarion, list
list i cvet i cvet
a-bisabolol 1687 1685 1,60 0,88
tetradekan-1-ol 1673 1671 - 2,11
germakron 1693 1693 0,40 -
(2E,6Z)-farnesol 1712 1714 0,17 -
kamazulen 1732 1730 5,45 -
hexahydrofarnesyl acetone (phytone) 1845 - - 0,26
heksadekanska kiselina 1957 1959 0,68 -
metil linoleat 2097 2095 - 0,12
4,8,13-duvatriene-1,3-diol 2168 - 0,17 -
Ukupno identifikovano (%) 99,31 99,92
Monoterpenski ugljovodonici 30,90 14,15
Oksidovani monoterpeni 33,30 1,58
Seskviterpenski ugljovodonici 15,03 49,60
Oksidovani seskviterpeni 12,33 13,90
Fenilpropanoidi 0,65 -
Fenoli 0,05 -
Ostalo 6,88 20,69
Prinos etarskog ulja (%, viw) 0,21 0,08
Broj identifikovanih komponenti 81 65

RIg? — eksperimentalno dobijeni retencioni indeksi, izracunati u odnosu na seriju n-alkana (C6 — C28) na
DB-5 koloni; RI.® — retencioni indeksi preuzeti iz literature (Adams, 2007)

Tabela P2-4. Prinosi i komponente etarskog ulja mirodije

Sadrzaj (%)

Komponente RIg? RIL" Mirodija, list i seme
a-tujen 925 924 0,09
a-pinen 933 932 0,47
sabinen 971 969 0,05
B-pinen 975 974 0,27
a-felandren 1004 1002 14,02
limonen 1026 1024 22,83
terpinolen 1084 1086 0,14
alo-ocimen 1127 1128 0,09
dil etar 1182 1184 1,06
cis-dihidrokarvon 1191 1191 0,38
trans-dihidrokarvon 1200 1200 3,60
trans-karveol 1215 1215 0,05
cis-karveol 1228 1226 0,21
karvon 1241 1239 56,4
(2E)-decenal 1261 1260 0,07
trans-karvon oksid 1275 1273 0,06
Ukupno identifikovano (%) 99,79
Monoterpenski ugljovodonici 37,96
Oksidovani monoterpeni 61,76
Ostalo 0,07
Prinos etarskog ulja (%, v/iw) 2,02
Broj identifikovanih komponenti 16

RIg? — eksperimentalno dobijeni retencioni indeksi, izracunati u odnosu na seriju n-alkana (C6 — C28) na DB-5
koloni; RI.°— retencioni indeksi preuzeti iz literature (Adams, 2007)
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PRILOG 3.
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T. cf. harzianum KG13

80
70
60
50
40
30
20
10

0

Inhibicija porasta micelij e (%)

b)

~

0,04 0,08 0,16

Koncentracija (ul/ml vazdusne faze)

T. cf. harzianum KG13

[y
o
o

80

60

40

20

Inhibicija porasta micelije (%)

I

0,04 0,08 0,16

Koncentracija (ul/ml vazdusne faze)

I

=—@=—[BOR
=== |ELA
==0==TUJA

KLEKA

e=@==BOR
=== |ELA
e=0==TUJA

KLEKA

Grafikon P3-1. Procenti inhibicije porasta kolonije micelije T. cf. harzianum za etarska ulja bora, jele,
tuje i kleke primenom makrodilucione fumigantne metode sa suspenzijom spora (a) i iseCkom

micelije (b)
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PRILOG 4.
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Slika P4

pleuroti, T. pleuroticola i T. cf. harzianum primenom mikrodilucione metode
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Slika P4-2. Delovanje etarskih ulja bora (a-c), jele (d-f), kleke (g-i) i tuje (j-1) prema: T. aggressivum

f. europaeum, T. atrobrunneum, T. pleuroti, T. pleuroticola

primenom mikrodilucione metode
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Slika P4-3. Delovanje etarskih mirodije (a-c), hajducke trave (d-f) i kantariona (g-i) prema: T.

T. pleuroticola i T. guizhouense primenom

T. pleurati,

T. atrobrunneum,

aggressivum f. europaeum
mikrodilucione metode
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PRILOG 5.

a) Interakcija fungicid-EU ,
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1 BE - uoéeno = uodene vrednosti; BE - ogekivano = o&ekivane vrednosti. O¢ekivane vrednosti: Ee=(X+Y) — (XY)/100,
Ee — efekat aditivnog odgovora dva inhibitorna agenta, X i Y — procenat efekta izazvanog etarskim uljem mirodije i
kontrolnim fungicidom

2 E - uoceno = uocene vrednosti; E - oekivano = o¢ekivane vrednosti. O&ekivane vrednosti: Ee=(X+Y) — (XY)/100, Ee
— efekat aditivnog odgovora dva inhibitorna agenta, X i Y — procenat efekta izazvanog etarskim uljem mirodije i
kontrolnim fungicidom.

Grafikon P5-1. Bioloska efektivnost (a) i efikasnost antifungalnih jedinjenja u suzbijanju
prouzrokovaca zelene plesni (b)

139



BIOGRAFIJA

Jelena M. Lukovi¢ rodena je 16. juna 1993. u Krusevcu. Osnovnu $kolu je zavrSila u Rataju, a
gimnaziju u Aleksandrovcu (Srednja skola ,,Sveti Trifun®). Poljoprivredni fakultet Univerziteta u
Beogradu, Odsek za Fitomedicinu, studijski program Biljna proizvodnja, modul Fitomedicina,
upisala je Skolske 2012/13. godine, a zavrsila 30. septembra 2016. godine sa opstim uspehom 9,07
(devet i 07/100). Zavrs$ni rad pod naslovom ,,Antifungalna aktivnost etarskih ulja cimeta i karanfilica
na Cladobotryum dendroides (Bull.) W. Gams & Hooz., prouzrokovaca paucinaste plesni
Sampinjona“ odbranila je sa ocenom 10. Master akademske studije, studijski program Fitomedicina,
modul Fitomedicina, upisala je Skolske 2016/17. godine i odbranila master rad pod nazivom
,JAntifungalna aktivnost kombinacija odabranih etarskih ulja prema Trichoderma aggressivum f.
europaeum Samuels & W. Gams, prouzrokovacu zelene plesni Sampinjona‘“ 28. septembra 2017.
godine sa ocenom 10. Master akademske studije zavrSila je sa proseénom ocenom 9,50 (devet i
50/100). Eksperimentalni deo zavr$nog i master rada uradila je u Laboratoriji za primenjenu
fitopatologiju Instituta za pesticide i zastitu Zivotne sredine, Beograd-Zemun. Skolske 2017/18.
godine upisala je doktorske akademske studije na studijskom programu Poljoprivredne nauke, modul
Fitomedicina na Poljoprivrednom fakultetu Univerziteta u Beogradu. Od 1. juna 2018. godine
zaposlena je na odredeno vreme u Institutu za pesticide i zastitu Zivotne sredine, Beograd-Zemun u
Laboratoriji za primenjenu fitopatologiju, gde je tokom 2018. i 2019. godine bila angazovana na
projektu TR 31043 u okviru kog je zapocela sa realizacijom doktorske disertacije. Ispite na
doktorskim studijama polozila je sa prose¢nom ocenom 9,88 (devet i 88/100). U zvanje istrazivac-
saradnik izabrana je 28. januara 2021. godine.

U toku dosadasnjeg bavljenja istrazivackim radom i u saradnji sa drugim autorima, objavila je i
saopstila 22 rada, od toga dva iz kategorije M23, osam iz kategorije M24, pet iz kategorije M34 i
sedam iz kategorije M64. Clan je Drustva za zastitu bilja.
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Izjava o autorstvu

Ime i prezime autora __ Jelena Lukovié

Broj indeksa FM170036

Izjavljujem
Da je doktorska disertacija pod naslovom

Antifungalno delovanje etarskih ulja lekovitog i aromati¢nog bilja na vrste roda Trichoderma -

patogene jestivih gljiva

e rezultat sopstvenog istrazivackog rada;

e da disertacija u celini ni u delovima nije bila predlozena za sticanje druge diplome prema
studijskim programima drugih visokos§kolskih ustanova;

e da su rezultati korektno navedeni i

e danisam krSila autorska prava i koristila intelektualnu svojinu drugih lica.

Potpis autora

U Beogradu,
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Izjava o istovetnosti Stampane i elektronske verzije doktorskog rada

Ime i prezime autora _Jelena Lukovié

Broj indeksa _ FM170036

Studijski program _Poljoprivredne nauke

Naslov rada  Antifungalno delovanje etarskih ulja lekovitog i aromati¢nog bilja na

vrste roda Trichoderma — patogene jestivih gljiva

Mentori dr Ivana Vico, redovni profesor; dr Ivana Poto¢nik, nau¢ni savetnik

Izjavljujem da je Stampana verzija mog doktorskog rada istovetna elektronskoj verziji koju sam
predala radi pohranjenja u Digitalnom repozitorijumu Univerziteta u Beogradu.

Dozvoljavam da se podele moji licni podaci vazani za dobijanje akademskog naziva doktora nauka,
kao §to su ime i prezime, godina i mesto rodenja i datum odbrane rada.

Ovi li¢éni podaci mogu se objaviti na mreznim Stranicama digitalne biblioteke, u elektronskom
katalogu i u publikacijama Univerziteta u Beogradu..

Potpis autora

U Beogradu,
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Izjava o koriSéenju

Ovlaséujem Univerzitetsku biblioteku ,,Svetozar Markovi¢* da u Digitalni reopzitorijum Univerziteta
u Beogradu unese moju doktorsku disertaciju pod naslovom:

Antifungalno delovanje etarskih ulja lekovitog i aromati¢nog bilja na vrste roda
Trichoderma - patogene jestivih gljiva

koja je moje autorsko delo.
Disertaciju sa svim prilozima predala sam u elektronskom formatu pogodnom za trajno arhiviranje.

Moju doktorsku disertaciju pohranjenu u digitalnom repozitorijumu Univerziteta u Beogradu i
dostupnu u otvorenom pristupu mogu da koriste svi koji postuju odredbe sadrzane u odabranom tipu
licence Kreativne zajednice (Creative Commons) za koju sam se odlucila.

1. Autorstvo (CC BY)
2. Autorstvo — nekomercijalno (CC BY-NC)
@Autorstvo — nekomercijalno — bez prerada (CC BY-NC-ND)
4. Autorstvo — nekomercijalno — deliti pod istim uslovima (CC BY-NC-SA)
5. Autorstvo — bez prerada (CC BY-ND)
6. Autorstvo — deliti pod istim uslovima (CC BY-SA)

(Molimo da zaokruzite samo jednu od Sest ponudenih licenci.
Kratak opis licenci je sastavni do ove izjave).

Potpis autora

U Beogradu,
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1. Autorstvo. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno saopStavanje dela, i prerade, ako se
navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence, ¢ak i u komercijalne svrhe.
Ovo je najslobodnija od svih licenci.

2. Autorstvo — nekomercijalno. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno saopstavanje dela,
I prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence. Ova licenca
ne dozvoljava komercijalnu upotrebu dela.

3. Autorstvo — nekomercijalno — bez prerada. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno
saopStavanje dela, bez promena, preoblikovanja ili upotrebe dela u svom delu, ako se navede ime
autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence. Ova licenca ne dozvoljava komercijalnu
upotrebu dela. U odnosu na sve ostale licence, ovom licencom se ograni¢ava najveéi obim prava
koriSéenja dela.

4. Autorstvo — nekomercijalno — deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate umnozavanje,
distribuciju i javno saopstavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od strane
autora ili davaoca licence i ako se prerada distribuira pod istom ili slicnom licencom. Ova licenca ne
dozvoljava komercijalnu upotrebu dela i prerada.

5. Autorstvo — bez prerada. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno saopstavanje dela, |
prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence. Ova licenca
dozvoljava komercijalnu upotrebu dela.

6. Autorstvo — deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju 1 javno
saopStavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora na na¢in odreden od strane autora ili davaoca
licence i ako se prerada distribuira pod istom ili slicnom licencom. Ova licenca dozvoljava
komercijalnu upotrebu dela i prerada. Sli¢na je softverskim licencama, odnosno licencama otvorenog
koda.
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