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SAZETAK

Cilj istraZivanja hio je utvrditi utjecaj 22 eteri¢na ulja (anis, timijan, kim, paprena
metvica, lavanda, kadulja, mati¢njak, ruZmarin, mirta, cimet list, bosiljak, bijeli bor,
eukaliptus, cedar, bergamot, mandarina, ¢empres, paculi, dumbir, gorka naranca,
sandal, kamfor) na porast micelia Botrytis cinerea, uzroc¢nika sive plijesni. Pokus je
proveden u uvjetima in vitro na PDA podlozi u 2 ponavijanja. Ulja su primijenjena u
tri kolicine (3, 5 i 7 pl), porast micelija mjeren je nakon 3 i 9 dana. Sva ulja, izuzev
ulja gorke narance, sandala i kamfora, pokazala su odredeno antifungalno djelo-
vanje. U odnosu na Kontrolu, najbolji u¢inak imala su ulja timijana i anisa, dok je
za ulja gorke narance, sandala i kamfora utvrden stimulativni u¢inak na rast gljive
B.cinerea.

Kljuéne rijeci: antifungalno djelovanje, inhibicija, in vitro, timijan, ekoloski prihvat-

ljiva zastita
uvob

Uzrocnik sive plijesni (Botrytis cinerea Pers. ex Fr.)
predstavlja najznacajniju vrstu roda Botrytis. Parazitira
viSe od 1400 biljnih vrsta iz 586 rodova, a biljke doma-
¢ini koje B. cinerea parazitira rastu u gotovo svim kli-
matskim podrucjima, od hladnih do toplih, od humidnih
do aridnih. Javlja se kod uzgoja na polju, u zasticenim
prostorima s kontroliranim okolinskim uvjetima, ali i
tijekom skladiStenja u skladiStima i hladnjatama. Napad
te gljive uzrokuje znaCajne gubitke koli€ine i kakvoce
prinosa na ratarskim kulturama, povréu, groZdu i vocu
(Fillinger i Elad, 2016.).

Najvece Stete od napada sive plijesni u Republici
Hrvatskoj uocene su na vinovoj lozi, i to u smanje-
nju prinosa i umanjenoj kvaliteti mosta. Kako navode
Maceljski i sur. (2006.), Stete od napada gljive B. cine-
rea u Hrvatskoj iznose 3-15%, dok je viSegodisnji prosjek
manji i iznosi 4,1%.

U suzbijanju fitopatogenih gljiva najviSe se koriste
sinteticki fungicidi, a alternativa su im razliCiti biljni
spojevi i ekstrakti, kao, primjerice, etericna ulja i njihove
komponente. Utvrdeno je da viSe od 1300 biljaka sin-
tetizira spojeve s antimikrobnim djelovanjem (Wilkins
i Board, 1989.). Biljke su izvor velikoga broja bioloski

aktivnih spojeva, $to moze biti preduvjet razvoja novih
biolo$kih fungicida (Al-Reza i sur., 2010.; Veloz Garcia
i sur., 2010.). Brojna eteri¢na ulja imaju fungistaticni ili
¢ak fungicidni ucinak na razli¢ite fitopatogene gljive u in
vitro, ali i u in vivo uvjetima.

Bioloski ucinak eteri¢nih ulja ovisi o vrsti gljive,
kemijskome sastavu ulja koji je u vezi s biljnom vrstom iz
koje je ulje dobiveno i njezinim zemljopisnim porijeklom,
o primijenjenoj koli¢ini ulja te o nacinu aplikacije (Cosi¢
i sur., 2014.).

Prednosti koristenja eteri€nih ulja o€ituju se u nji-
hovoj ekoloskoj prihvatljivosti i niskoj toksi¢nosti za kon-
zumente, dok sinteticki fungicidi, tj. rezidue istih, mogu
biti Stetni po okoli$, ali i po zdravlje Covjeka. KoriStenje
etericnih ulja predstavlja razvijanje novih sigurnijih obli-
ka biljne zastite.

U istrazivanju koje su proveli Lee i sur. (2007.)
ispitan je utjecaj 39 eteri€nih ulja na pet uzro€nika bilj-
nih bolesti, uklju€ujuéi i B. cinerea, pri ¢emu su najbolje
antifungalno djelovanje imala ulja origana i eukaliptusa.
Svojim istrazivanjem Novak (2012.) je utvrdila kako ulje
klinicevca ima znacajno fungistatiCno djelovanje na
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gljivu Passalora fulva (Cooke) Braun & Crous, smanjujuci
klijavost konidija i duzinu kli¢nih cijevi. Prema Singh i sur.
(1992.), eteri¢no ulje slatke naran¢e potpuno je inhibiralo
porast gljiva Aspergillus niger van Tieghen, A. flavus
Link, Rhizoctonia solani i Colletotrichum gloeosporioides.
Utjecaj 11 etericnih ulja na porast micelija12 fitopato-
genih gljiva bio je predmet istrazivanja koje su proveli
Cosi¢ i sur. (2010.). Sva eteri¢na ulja, izuzev ulja bora i
gorke narance, imala su odredeno inhibitorno djelovanje
prema nekim ili svim istrazivanim gljivama. Najbolje anti-
fungalno djelovanje imala su ulja timijana, lista cimeta,
klinCicevca i anisa.

Cilj ovoga rada bio je u uvjetima in vitro utvrditi
utjecaj eteriCnih ulja primijenjenih u razli¢itim koli¢éinama
na porast micelija B. cinerea.

MATERIJAL | METODE

Ispitivan je utjecaj etericnih ulja anisa (Pimpinella
anisum L.), timijana (Thymus vulgaris L), kima (Carum
carvi L.), paprene metvice (Mentha x piperita L.),
lavande (Lavandula officinalis Chaix.), kadulje (Salvia
officinalis L.), matinjaka (Melissa officinalis L.), ruzma-
rina (Rosmarinus officinalis L.), mirte (Myrtus communis
L.), lista cimeta (Cinnamomum verum Presl.), bosiljka
(Ocimum basilicum L.), bijeloga bora (Pinus sylvestris
L.), eukaliptusa (Eucalyptus globulus L.), cedra (Cedrus
atlantica Manetti), bergamota (Citrus bergamia Risso
et. Poit.), mandarine (Citrus reticulata Blanco), Cempre-
sa (Cupressus sempervirens L.), paculija (Pogostemon
patchouli Benth.), dumbira (Zingiber officinale Roscoe),
gorke narance (Citrus aurantium L.), sandala (Santalum
album L.) i kamfora (Cinnamomum camphora L.) na rast
micelija gljive B. cinerea. Navedena ulja proizvedena su
u tvrtci Pranarém International Belgium.

Ispitivanje je provedeno u Laboratoriju za fitopa-
tologiju Poljoprivrednoga fakulteta u Osijeku. Etericna
ulja primijenjena su u koli¢inama 3, 5 i 7 ul po Petrijevoj
zdjelici s 10 ml PDA podloge (krumpir-dekstrozni agar),
a u kontrolnoj je varijanti koriStena destilirana voda.
Sterilni filter papir promjera 5 mm postavljen je u
sredinu Petrijeve zdjelice (promjera 90 mm) na PDA
podlogu, a 5 mm od ruba zdjelice krizno su postavljena
4 kruzna isjecka (g5 mm) Ciste kulture gljive B. cinerea.
Gljiva je izolirana s duhana, uzgojena na PDA podlozi, a
u pokusu je koriStena 7 dana stara kultura. Potom su
pipetom na filter papir nanesene prethodno navedene
koli¢ine etericnih ulja. Petrijeve zdjelice inkubirane su u
klima-komori na temperaturi od 22°C tijekom 9 dana pri
svjetlosnom rezimu 24 sata tama. Pokus je postavljen u
2 ponavljanja. Zone inhibicije mjerene su 3. i 9. dan od
nacjepljivanja, tako da je izmjerena udaljenost od sredine
zdjelice, tj. filter papira s etericnim uljem, do micelija
gljive. U€inak pojedinog ulja i primijenjenih koli¢ina poje-
dinog ulja ispitan je faktorijalnom analizom varijance, a
razlike izmedu ispitivanih razina primijenjenih tretmana
ispitane su LSD testom. Statisticka obrada podataka
napravljena je pomocu program Enterprise Guide 5.1.of
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the SAS System for Windows (Copyright© 2012 by
SAS Institute Inc., Cary, NC, USD, All Rights Reserved).

REZULTATI | RASPRAVA

Prema rezultatima prvoga mijerenja, tri dana od
inokulacije, faktorijalnom analizom varijance utvrden je
znacajan ucinak vrste ulja, koli¢ine ulja te interakcije ulja
i koli¢ine na porast micelija B. cinerea. lako je utvrden
znacajan ucinak ulja, koli¢ine te interakcije ulja x koli-
¢ina na porast micelija B. cinerea u prvome mjerenju,
kvadratni eta koeficijent ukazuje na to da vrsta ulja ima
najveci u€inak na rast micelija, dok je u€inak koli€ine i
interakcije ulja x koli€ine (Tablica 1.) vrlo nizak.

Tablica 1. Utjecaj ulja, koli¢ine i njihove interakcije na
porast micelija Botrytis cinerea, 3 dana nakon inoku-
lacije

Table 1. The impact of oils, amount of oils and their inter-
actions on the growth of Botrytis cinerea mycelium, 3
days after inoculation

Kvadratni
Stupnjevi Sredina eta
lzvor varijacije slobode kvadrata | Znacajnost | koeficijent
Variation source | Degrees of | Middle- | Significance Eta
freedom square squared
coefficient
Ulie 2 128140 | P<001 | 093
Oil
Koli¢ina ulja
Amount of oil 2 183,40 P<0,01 0,01
Ulje x kolicina 44 1880 | P<001 | 003
0il x amount
Pogreska 207 4,0 0,03
Error

Provodenjem LSD testa, utvrdeno je da su tri dana
nakon inokulacije sva ispitivana etericna ulja imala odre-
den utjecaj na porast micelija B. cinerea, a, ovisno o ulju,
lirao porast micelija gljive. UoCeno je da su sva eteri¢na
ulja, izuzev ulja kamfora, sandala i gorke narance, imala
izvjestan fungistaticni u€inak (Tablica 2.). Pri tome su
najbolji u€inak imala ulja anisa, timijana, kima, mente
i mati¢njaka, kod kojih je zona inhibicije bila najveca.
U odnosu na kontrolu, etericna ulja kamfora, sandala i
gorke narance stimulirala su rast gljive B. cinerea.
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Tablica 2. Zona inhibicije (mm) u prvome mjerenju, 3 dana nakon inokulacije
Table 2. Inhibition zone (mm) in the first measurement, 3 days after inoculation

Koli¢ina / Amount of oil

Ulje / Oil

3ul

5ul

7ul

Carum carvi

30,87 + 0,31 a*®

32,63 + 0,13 a*

32,75 + 0,14 a*

Cedrus atlantica

10,63 =+ 4,01 €f

13,38 + 1,07 d¢

15,25 + 1,45 fgff

Cinnamomum camphora 0,38 + 0,24 ¢' 4,75 + 0,95 f* 3,88 + 1,07 jk™
Cinnamomum verum 17,00 + 0,29 d° 18,88 + 0,24 c© 18,75 = 1,01 deP
Citrus aurantium 4,13 + 0,43 ffl 2,88 + 0,13 f° 2,63 =+ 0,24 k'
Citrus bergamia 10,25 = 1,03 € 18,00 = 1,06 c© 18,13 + 1,60 dePF
Citrus reticulata 9,63 = 0,47 e 10,00 + 0,61 ef 7,25 + 1,20 {8
Cupressus sempervirens 9,63 = 0,66 e 13,00 + 2,33 dPE 16,88 = 0,63 efgPt
Eucalyptus globulus 11,13 = 1,07 eff 9,88 = 1,57 eF 15,00 = 1,24 g
Kontrola / Control 4,38 = 0,24 4,63 = 0,63 fF 4,63 = 0,55 jkCH!

Lavandlula officinalis

27,63 =+ 0,72 bEC

30,63 = 0,97 a*®

28,63 = 0,55 cBC

Melissa officinalis

24,00 =+ 0,89 c°

31,88 = 0,13 a*

31,88 =+ 0,47 ab*®

Mentha x piperita.

30,50 =+ 1,37 ab*®

32,63 = 0,13 a*

28,25 + 1,36 c©

Myrtus communis

17,75 = 1,05 d°

18,13 + 2,56 c*

17,25 + 1,20 efgP®

Ocimum basilicum

16,63 + 1,01 d°

27,00 = 0,87 bB

30,13 = 0,66 bchBC

Pimpinella anisum

32,50 + 0,00 a*

32,13 + 0,55 a*

32,88 + 0,24 a*

Pinus sylvestris

15,13 + 0,63 d°¢

16,50 = 1,02 ¢

20,13 + 0,83 d°

Pogostemon patchouli

9,38 + 0,68 e

11,38 + 0,83 d°¢

12,13 = 0,47 hf

Rosmarinus officinalis

17,88 = 0,66 d°

17,88 = 1,52 ¢©

17,63 = 0,60 efP®

Salvia officinalis

24,38 + 0,31 c°

27,13 + 0,38 bB

28,88 + 0,90 cB¢

Santalum album 2,63 = 0,97 fg! 3,13 = 0,43 f 2,50 = 0,29 k'
Thymus vulgaris 31,25 + 0,43 ahB 32,63 + 0,13 aA 31,88 + 0,24 ab”B
Zingiber officinale 5,50 = 0,41 foH 5,25 + 0,60 f° 6,13 + 0,55 ijtH

Za prosjecne vrijednosti (usporedba po stupcima), oznacene istim malim tiskanim slovom, nisu utvrdene statisticki znaCajne razlike na razini zna-
Cajnosti P<0,05, a za prosjecne vrijednosti, oznacene velikim tiskanim slovom, nisu utvrdene statisticki znaCajne razlike na razini znacajnosti od P<0,01

LSD testom.

U mijerenju provedenom devet dana nakon nacje-
pliivanja gljive utvrden je fungistati€ni ucinak osam
vrsta ulja na porast micelija B.cinerea. Faktorijalnom
analizom varijance utvrden je znaCajan ucinak ulja, koli-

Cine te njihove interakcije na porast micelija (Tablica 3.),
no, kao i u prvom mjerenju, vrsta je ulja imala najveci
ucinak na porast micelija, u odnosu na koli¢inu ulja te
interakciju ulja i koli€ine.

Tablica 3. Utjecaj ulja, kolicine i njihove interakcije na porast micelija Botrytiscinerea 9 dana nakon inokulacije
Table 3. The impact of oils, amount of oils and their interactions on the growth of Botrytis cinerea mycelium, 9 days after

inoculation
lzvor varijacije Stupnjevi slobode Sredina kvadrata Znacajnost Kvadratni eta koeficijent
Variation source Degrees of freedom Middle-square Significance Eta squared coefficient
Ulie 7 1206,954 P<0,01 0,86
oil
Koli¢ina ulja 2 225,278 P<0,01 0,04
Amount of oil
Ulje x kolicina 9 51,863 P<0,01 0,05
0il x amount
PogreSka 57 11,834 0,06
Error

Nakon devet dana od inokulacije, antifungalni uci-

nak utvrden je kod ulja kima, cimeta, lavande, paprene
metvice, anisa, ruzmarina, timijana i dumbira (Tablica
4.). Kod svih ostalih ulja, na svim koli¢inama, kao i kod
kontrolnog uzorka, utvrdeno je prorastanje gljive cijelom

povrSinom Petrijeve zdjelice. S obzirom na navedeno,
prethodno navedenih osam ulja (Tablica 4.) trebalo bi
ukljuciti u daljnja istrazivanja antifungalnog utjecaja
(produkciju i klijavost konidija, duzinu klicne cijevi) na
gljivu B. cinerea.

POLJOPRIVREDA 22:2016 (2) 29-33
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Ulje timijana pokazalo se kao najucinkovitije u
odnosu na ostala ulja pri svim primijenjenim koli¢inama
devet dana nakon inokulacije. Pri koli¢ini 3 ul, ulja papre-
ne metvice i lavande nisu pokazala statisticki zna¢ajno
nizu u€inkovitost u odnosu na ulje timijana (Tablica 4.),
iako je zona inhibicije kod ulja paprene metvice bila 27%,
a kod ulja lavande 37% manja u odnosu na zonu inhibicije
kod ulja timijana. Pri ve¢im koli¢inama utvrdene su vece
razlike u djelotvornosti spomenutih ulja pa su, tako, ulja
paprene metvice i lavande pri koli€ini 7 ul imala 32%,
odnosno 57% manju zonu inhibicije u odnosu na ulje timi-
jana. Navedeni rezultat ukazuje na to da se povec¢anjem
koli¢ine poveéava ucinkovitost ulja timijana u odnosu na
ucinkovitost ostalih primijenjenih ulja. Takoder treba spo-
menuti ulje anisa, koje pri primijenjenim koli¢inama od 3
i 5 ul nije imalo fungistati¢an ucinak, dok je pri koli¢ini 7
ul bilo drugo prema djelotvornosti.

Tablica 4. Zona inhibicije (mm) u drugome mjerenju, 9
dana nakon inokulacije

Table 4. Inhibition zone (mm) in the second measurement,
9 days after inoculation

Koli¢ina ulja / Amount of oil

Ulje / Oil

e/ Oi 34l 5 4l 74l
Carum carvi 0,00 =+ 0,00cB | 0,00 = 0,00d° | 6,13 + 0,24¢F
Cinnamomum verum | 0,00 = 0,00c® | 1,13 + 0,66d° | 0,50 = 0,50g"

Lavandula officinalis

11,75 =+ 0,52b*

25,50 = 3,51b8

21,50 = 1,70c®

Mentha x piperita 13,63 + 0,52ab*| 16,38 = 1,97cC|13,75 + 1,33dP
Pimpinella anisum | 0,00 = 0,00 ¢® | 0,00 + 0,00d° 27,13 + 0,13b®
Rosmarinus officinalis | 1,38 + 0,94¢8 | 2,63 = 1,01d° | 3,38 = 1,30fEF

Thymus vulgaris

18,75 + 5,39a*

32,63 + 0,13a"

31,88 = 0,24a*

Zingiber officinale

1,25 = 0,72cB

1,13 = 0,72d?

2,00 = 0,61f¢F

Za prosjecne vrijednosti (usporedba po stupcima), oznacene istim malim
tiskanim slovom, nisu utvrdene statisticki znacajne razlike na razini zna-
Cajnosti P<0,05, a za prosjecne vrijednosti, oznacene velikim tiskanim
slovom, nisu utvrdene statisticki znacajne razlike na razini znacajnosti od
P<0,01 LSD testom.

Rezultati dobiveni u pokusu u skladu su s istrazi-
vanjima drugih istrazivaca koji su istraZivali utjecaj ete-
ricnih ulja na rast i razvoj gljive B. cinerea. Brojni autori
utvrdili su jak antifungalni u€inak eteri¢nog ulja timijana
(Bhaskara Reddy i sur., 1998.; Arras i Usai, 2001,
Bouchra i sur., 2003.). Prema Arras i Usai (2001.), medu
12 etericnih ulja, ulje timijana pokazalo je najjaci anti-
fungalni u¢inak na porast micelija Cetiri ispitivane gljive
(B. cinerea, Penicillium digitatum, Penicillium italicum i
Alternaria citri). Ulje timijana primijenjeno je u kolicini
250 ppm. Utvrden je antifungalni u€inak paprene metvi-
ce na gljive B. cinerea, A. niger i Rhizopus stolonifer
(Behnam i sur., 2006.). Wilson i sur. (1997.) zaklju€ili su
kako od ispitanih 49 eteri¢nih ulja, ulja crvenoga timijana
i lista cimeta imaju najjaci antifungalni u€inak protiv B.
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cinerea. Rezultati na8ih istrazivanja u skladu su s rezul-
tatima navedenih istraZivanja.

Prema navodima Tripathi i sur. (2008.), ispitivan je
antifungalni u€inak 26 etericnih ulja, medu kojima je bilo
i ulje dumbira, na porast micelija gljive B. cinerea. Ulje
dumbira u potpunosti je inhibiralo porast ispitivane glji-
ve. Takoder, Carta i sur. (1996.) navode da i ulje kadulje
ima jako fungistati¢no djelovanje na B. cinerea. Sukladno
naSem istrazivanju, Tanovi¢ i sur. (2005.) utvrdili su kako
najbolji antifungalni ucinak na porast B. cinerea imaju
ulja timijana, cimeta i anisa, dok je ulje narance pokazalo
najslabije djelovanje. Takoder su Lee i sur. (2007.) utvr-
dili da ulje slatke narance nije imalo inhibitorni u€inak na
razvoj gljiva B. cinerea, Fusarium oxysporum, C. gloeos-
porioides, R. solani i Pythium ultimum.

U istrazivanju koje su proveli Wang i sur. (2010.)
navodi se kako glavna komponenta etericnih ulja cimeta
i klinCi¢evca, eugenol, ima jak antifungalni u€inak na rast
B. cinerea i Sclerotinia sclerotiorum.

ZAKLJUCGAK

Ispitivanjem utjecaja 22 eteri¢na ulja na porast
micelija gljive B.cinerea utvrdeno je da neka ulja imaju
fungistati¢no djelovanje, dok druga ulja imaju stimulativ-
ni ucinak na razvoj micelija ispitivane gljive. U€inak ulja
ovisio je o vrsti ulja i primijenjenoj koli€ini (3, 51 7 ul).
Etericna ulja kamfora, sandala i gorke narance stimulira-
la su porast micelija, dok je ostalih 19 ulja imalo odre-
deni fungistati¢ni ucinak koji se pojatavao poveéanjem
koli¢ine ulja. Najjace fungistaticno djelovanje imalo je
ulje timijana kod sve tri primijenjene koli¢ine. Uo¢ena je
moguénost daljnjeg istraZivanja utjecaja eteri¢nih ulja na
biline bolesti, posebice koristenjem veéih koli¢ina samih
ulja. Poseban naglasak trebalo bi dati na istrazivanje
utjecaja vecih kolicina ulja koja u pokusu nisu imala
dobar ucinak, tj. poticala su rast gljive B. cinerea.
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IMPACT OF ESSENTIAL OILS ON MYCELIAL GROWTH OF Botrytis cinerea

SUMMARY

The aim of this study was to determine the effect of 22 essential oils (anise, thyme, cumin, peppermint, lavender,
sage, lemon balm, rosemary, myrtle, cinnamon leaf, basil, white pine, eucalyptus, cedar, bergamot, mandarin,
cypress, patchouli, ginger, bitter orange, sandalwood, camphor) on the growth of gray mold fungus Botrytis cinerea.
The experiment was performed in vitro on PDA medium in 2 repetitions. Oils were applied in three amounts (3, 5 and
7 ul), and the mycelial growth was measured after three and nine days of incubation. All oils, except oils of bitter
orange, sandalwood and camphor, have shown a certain antifungal activity. Compared to the water control, thyme
and anise oil have shown the best antifungal activity , while for oils of bitter orange, sandalwood and camphor a
stimulating effect on growth of fungus B. cinerea was determined.

Key-words: antifungal activity, inhibition, in vitro, thyme, ecologically acceptable plant protection
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