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Uticaj etarskog ulja zalfije,
mente 1 ruzmarina na
Pectobacterium carotovorum
subsp. carotovorum

Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum je-
dna je od najznacajnijih bakterija koje prouzrokuju
viaznu trule? biljaka. Imajuci u vidu da je patogen
Sirokog spektra biljnih vrsta, pri povoljnim uslovima
moZe izazvati znacajnu materijalnu Stetu u poljopri-
vredi. U ovom radu dilucionom metodom je odredi-
vana antimikrobna aktivnost etarskih ulja ruzmarina
(Rosmarinus officinalis), Zalfije (Salvia officinalis) i
mente (Mentha piperita) u in vitro uslovima na
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum.
Pracen je uticaj Cetiri koncentracije etarskih ulja:
90%, 75%, 50% i 25%, rastvorenih u dimetil
sulfoksidu (DMSO) na promenu opticke gustine
te¢nih kultura u funkciji vremena. Sva koriscena ulja
su ispoljila antimikrobnu aktivnost u svim prime-
njenim koncentracijama. Najveci inhibitorni uticaj
na rast bakterija u uzorcima ostvario je 90%-ni ras-
tvor etarskog ulja mente. Na osnovu dobijenih rezul-
tata smatramo da bi se ova ulja mogla uzeti u obzir
kao potencijalna sredstva prirodnog porekla za
suzbijanje izazivaca vlazne truleZi biljaka.

Uvod

Jedan od najznacajnijih patogena koji prouzro-
kuju bakterijsku vlaZnu truleZ podzemnih i nadzem-
nih delova ukrasnog bilja i povréa je Pectobacterium
carotovorum (Ivanovi¢ et al. 2009). Uvrstena je
medu 10 najznacajnijih fitopatogenih bakterija u mo-
lekularnoj fitopatologiji na osnovu njenog nau¢nog i
ekonomskog znacaja (Mansfield et al. 2012).

Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum
(Pcc) (stari naziv Erwinia carotovora subsp. caroto-
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vora) je Gram-negativna, nefluorescentna, oksi-
daza-negativna, katalaza-pozitivna, fakultativno-
-anaerobna bakterija Stapi¢astog oblika. Patogen je
Sirokog spektra biljnih vrsta, ukljuc¢ujuéi pojedine
biljke od ekonomskog znacaja. Svoju virulentnost
ostvaruje uglavnom zahvaljujuci enzimima (pektat
liaze, pektinaze, celulaze i proteaze) koji omoguda-
vaju razgradnju celijskog zida biljne celije (Alam-
shahi er al. 2010).

Sve je veca potreba za alternativnim nacinima su-
zbijanja ekonomski znacajnih patogena. Za razliku od
hemijskih mera, ove mere ne bi bile Stetne po oko-
linu i omogudile bi uzgajanje hrane bezbedne po
zdravlje. Kori§¢enje hemijskih komponenti nekih
biljnih vrsta, prvenstveno njihovih sekundarnih meta-
bolita, pokazalo je da poseduju dobar potencijal u
kontroli biljnih patogena. Medu njima se izdvajaju
etarska ulja. Etarska ulja su aromati¢na ulja dobijena
iz biljnog materijala (cveta, semena, li§¢a, ploda, ko-
rena). Dokazano je da etarska ulja, osim farmako-
loskih svojstava, poseduju i antimikrobno dejstvo
(Elgayyar et al. 2001). Antimikrobna aktivnost etar-
skih ulja i njihovih komponenti moZe varirati. U
mnogim slucajevima ova aktivnost je posledica pri-
sustva razli¢itih klasa monoterpena (Stankovic et al.
2011).

Mogucnost primene etarskih ulja u kontroli bilj-
nih patogena ogleda se u dve osnovne karakteristike.
Prva je prirodno poreklo etarskih ulja koje ih ¢ini
manje Stetnim za ¢oveka i Zivotnu okolinu. Druga je
mali rizik za razvoj rezistentnosti jer su po sastavu
etarska ulja kompleks velikog broja jedinjenja sa raz-
li¢itim mehanizmima antimikrobnog dejstva (Duduk
et al. 2010).

Cilj ovog istraZivanja je odredivanje antimikrob-
ne aktivnosti etarskih ulja ruzmarina (Rosmarinus
officinalis L.), zalfije (Salvia officinalis L.) i mente
(Mentha piperita L.) u in vitro uslovima na Pecto-
bacterium carotovorum subsp. carotovorum.

Mina Obradovic¢ (1994), Beograd, Omladinskih
brigada 7e, ucenica 4. razreda IX gimnazije
» Mihailo Petrovi¢ Alas” u Beogradu

MENTOR: Marjan Bioc¢anin, Beograd, student 11
godine Bioloskog fakulteta Univerziteta u Beogradu

BIOLOGIJA - 209



Materijal i metode

Test organizam. Za potrebe eksperimenta je
koriséen soj Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum iz kKolekcije fitopatogenih bakterija
Poljoprivrednog fakulteta Univerziteta u Beogradu.
Kultura je odrzavana na NA podlozi (KnezZevic i
Simi¢ 1997) na temperaturi od 37°C.

Etarska ulja. Ispitan je uticaj komercijalno do-
stupnih etarskih ulja ruzmarina (Rosmarinus offi-
cinalis), zalfije (Salvia officinalis) i mente (Mentha
piperita) na Pcc u in vitro uslovima.

Diluciona metoda. Ova metoda se zasniva na
diluciji (razredenju) ispitivanog antibakterijskog sred-
stva tako da se razli¢ite koncentracije dodaju u epru-
vete sa odgovarajué¢om tecnom podlogom. Svakoj
epruveti se dodaje jednaka koli¢ina te¢ne kulture
ispitivanog bakterijskog soja. Bistra podloga nakon
inkubacije ukazuje na smanjenu brojnost ili odsustvo
bakterija u medijumu usled antimikrobnog dejstva
supstance. Merenjem apsorbance zamucene podloge
moZze se odrediti uticaj ispitivane supstance odredene
koncentracije na brojnost tretiranog bakterijskog soja.

RazblaZenja etarskih ulja napravljena su u dime-
til-sulfoksidu (DMSO) (Hili et al. 1996). U epruvete
sa 8 mL te¢ne LB podloge (10 g NaCl, 5 g ekstrakta
kvasca 1 10 g kazein hidrolizata, 1 litar destilovane
vode) dodato je po 1 mL etarskog ulja u DMSO-u i 1
mL bakterijske suspenzije. Finalna zapremina u
svakoj epruveti bila je 10 mL. RazblaZenja etarskih
ulja pravljena su u 4 koncentracije: 90% (900 puL ulja
i 100 uhL DMSO), 75% (750 pL ulja i 250 pL
DMSO), 50% (500 uL ulja i 500 pL DMSO) i 25%
(250 pL ulja i 750 pL DMSO). Svi tretmani su po-
stavljeni u duplikatu. Za svako razblaZenje priprem-

Apsorbanca

ljen je blank dodavanjem rastvora ulja u te¢nu po-
dlogu (bez bakterijske suspenzije). KoriS¢ene su 2
kontrole — hranljivi medijum sa bakterijskom suspen-
zijom (negativna kontrola) i medijum sa DMSO
(kontrola rastvaraca). Apsorbance su merene na spek-
trofotometru (Cecil C2021) na 600 nm nakon 2.5,
4.5, 10.5, 18.5 i 27 sati. Pracena je promena opticke
gustine pripremljenih rastvora u funkciji vremena.
Promena srednje vrednosti apsorbance u vremenu je
graficki predstavljena krivom rasta.

Rezultati i diskusija

Na osnovu rezultata merenja moZe se uociti sli-
Can tok promena opticke gustine za sve 4 primenjene
koncentracije etarskih ulja ruzmarina, Zalfije i mente.
U pocetnim satima merenja apsorbanca se smanjuje u
odnosu na prvobitno izmerene vrednosti $to znaci da
su etarska ulja delovala antimikrobno i smanjila broj-
nost bakterija u uzorcima. Opti¢ka gustina se zatim
povecava zbog rasta bakterija koje su razvile rezis-
tentnost na dejstvo ulja. Kada razgrade sve hranljive
materije iz medijuma, bakterije umiru, §to za posle-
dicu ima smanjenje opticke gustine.

Na slici 1 prikazana je promena apsorbance
kultura sa etarskim uljem ruzmarina tokom vremena.
Pri prvom merenju izmerene su razli¢ite vrednosti
apsorbance za sve rastvore iako je suspenzija doda-
vana u istoj koli¢ini. Moguci uzrok ove nepravilnosti
je nedovoljno rastvoreno ulje u hranljivoj podlozi.
Ista pojava mozZe se uociti u vrednostima prvog me-
renja apsorbance rastvora sa uljem Zalfije (slika 2).
Medu rezultatima izdvaja se minimalna apsorbanca
90%-nog razblazenja ulja ruzmarina, koja je izme-
rena nakon 10.5 sati, dok je za ostale rastvore opticka

Slikal.

Uticaj etarskog ulja
ruzmarina na rast kulture
Pectobacterium carotovorum
subsp. carotovorum:

Vreme [h]
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Slika 2.

Uticaj etarskog ulja Zalfije
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Pectobacterium carotovorum
subsp. carotovorum:
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Slika 3.

Uticaj etarskog ulja mente
na rast kultura
Pectobacterium carotovorum
subsp. carotovorum:

Vreme [h]

gustina bila najniza nakon 4.5 sata. Ovaj rastvor je
sadrzao najvecu dozu etarskog ulja. MoZe se pretpo-
staviti da je sporije rastvaranje ulja u tecnom medi-
jumu razlog zasto je bilo potrebno vise vremena da
ispitivano ulje ostvari svoju antimikrobnu aktivnost.

Ranija istraZivanja potvrduju antimikrobno dej-
stvo ulja ruzmarina na brojne bakterije (Miguel et al.
2011; Bouaziz et al. 2009), izmedu ostalog i na
Pectobacterium carotovorum (Almashahi et al.
2010), kao i njegovih isparenja na bakterije Esche-
richia coli, Salmonella typhi, S. enteritidis, i Shigella
sonei (Bozin et al. 2007).

Apsorbanca 75%-nog, 50%-nog i 25%-nog raz-
blaZenja ulja Zalfije raste u prva 4 sata. Nakon toga
dolazi do smanjivanja opti¢ke gustine i delovanja
ulja. Nasuprot tome 90%-ni rastvor ulja pokazuje
inhibitorno dejstvo vec¢ posle prvog merenja (slika 2).
Moguce obrazloZenje porasta opti¢ke gustine rastvora
pri pocetku merenja je odgovor tretiranih bakterija na
stres, 1 pokuSaj odbrane od uticaja etarskog ulja.
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U plazmidima bakterija mogu postojati geni koji
imaju ulogu u formiranju razli¢itih mehanizama od-
brane od antibiotika (Bennett 2008). Najces¢i oblik
odbrane je enzimska inaktivacija antibiotika. Kako
uticaj etarskog ulja nije neutralisan, opti¢ka gustina
pocinje da opada posle 4 sata. Sva tri ulja se razli-
kuju po svom hemijskom sastavu $to bi moglo da
bude razlog razli¢itog odgovora bakterije na njihovo
dejstvo (Bozin et al. 2007).

Rezultati merenja za kulture sa etarskim uljem
mente su prikazani na slici 3. RazblaZenja od 90% i
75% ulja mente su pokazala najizraZeniji efekat od 3
proucavana ulja.

Ispitivanja su pokazala da i zZalfija i viSe vrsta
mente ostvaruju antimikrobnu aktivnost (BoZin et al.
2007; Mimica-Duki¢ et al. 2003) Sto je u skladu sa
rezultatima ovog istraZivanja

Apsorbanca kontrolnog rastvora (inokulisana
hranljiva podloga, bez ulja) se povecava i pocinje da
opada nakon 18.5 h. Brojnost bakterija u rastvoru za
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kontrolu rastvaraca je u porastu sve do merenja posle
18.5 h, ali u poredenju sa kontrolom moZe se prime-
titi da je doSlo do inhibicije. Rastvara¢ DMSO je
pokazao blago antibakterijsko dejstvo, pritom slabije
od 50%, 75% 1 90%-nih rastvora sva tri ulja. Moguce
je da je DMSO doprineo jatem antimikrobnom
dejstvu ulja.

Zakljucak

Sva kori$c¢ena ulja ispoljavaju antimikrobnu ak-
tivnost u svim primenjenim koncentracijama. Naj-
efikasnije je delovao 90%-ni rastvor etarskog ulja
mente koji je pokazao najizraZenije inhibitorno dej-
stvo na razvoj bakterija u uzorku.

Ovo istrazivanje je pokazalo da etarska ulja ru-
zmarina, zalfije i mente ispoljavaju antimikrobno
dejstvo na soj Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum, u in vitro uslovima. Na osnovu dobije-
nih rezultata smatramo da bi se ova ulja mogla uzeti
u obzir kao potencijalna prirodna sredstva za suzbi-
janje izazivaca vlazne trulezi biljaka. Znacaj etarskih
ulja u kontroli biljnih patogena se ogleda u njihovoj
bezbednosti po ljude i Zivotnu sredinu, za razliku od
sintetickih sredstava. Za dalja istrazivanja neophodno
je bolje prouciti mehanizme rezistencije P. caroto-
vorum, aktivne supstance ulja koje nose antimikrobno
svojstvo, kao i prakti¢ne primene ispitivanih ulja, $to
bi moglo imati poseban znacaj u poljoprivredi.
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Mina Obradovi¢

Antibacterial Effects of Essential Oils
from Sage, Mint and Rosemary on
Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum

Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum
is one of the most important bacteria that cause the
wet rot disease in plants. Due to its potential to infect
a wide range of plants, it can cause significant dam-
age to food producers by ruining their crops. The
antimicrobial activity of the essential oils of rose-
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mary (Rosmarinus officinalis), sage (Salvia offici-
nalis) and mint (Mentha piperita) was examined in
vitro against Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum using the dilution method. We observed
the influence of four concentrations of oils: 90%,
75%, 50% and 25%, dissolved in dimethyl sulfoxide
(DMSO) on the change of the optical density of lig-
uid cultures as a function of time. Results were pre-
sented as growth curves. All tested oils exhibited
antimicrobial activity at all applied concentrations.
The 90%-solution of the essential oil of mint showed
the highest inhibitory effect on the growth of bacte-
ria. Based on these results we believe that these oils
could be considered as potential natural antibacterial
agents against bacteria which cause wet rot disease.
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