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1. UVOD

Gljiva Botrytis cinerea jedan je od najznacajnijih uzroénika bolesti kako u uzgoju u
zaSti¢enim prostorima tako i u poljskim uvjetima uzgoja. U povoljnim uvjetima za razvoj
gljive gubitci prinosa mogu biti veéi 1 od 50%. Uzro¢nik je bolesti poznate pod nazivom siva
plijesan, ubikvist je i polifag. Parazitira velik broj razli¢itih biljnih vrsta kao $to su suncokret,
uljana repica, krastavci, salata, rajcica, bundeve, vinova loza, jagode, maline, luk, ruze.
Botrytis cinerea je konidijski (nespolni, anamorfni) stadij teleomorfa Botryotinia fuckeliana
(spolni stadij). Prema spolnom stadiju gljiva pripada odjelu Eumycota, odnosno prave gljive,
pododjelu Ascomycota, razredu Discomycetes, porodici Sclerotiniaceae, rodu Botryotinia.
Pododjel Ascomycota se dijeli na razrede prema tome da li gljive imaju ili nemaju plodiste te
ako ga imaju kakav je njegov oblik. Za gljive iz razreda Discomycetes karakteristi¢no je da
imaju otvoreno plodiste koje se naziva apotecij. Ono je plitko, zdjelicasto 1 potpuno otvoreno.
Vecina pripadnika ovog razreda su fakultativni paraziti, a u saprofitskoj fazi se formira spolni
stadij gljive — apotecij , dok je parazitski konidijski stadij. Rod Botrytis stvara sklerocije u ili
na tkivu domacina, a sklerocije su tvorevine nastale gustim spletanjem hifa i njihovim
spajanjem.

Dakle, tijekom vegetacije gljiva formira konidijski stadij koji pri¢injava Stete u biljnoj
proizvodnji dok pred kraj vegetacije stvara sklerocije kao konzervacijske organe ili moze
prezivjeti nepovoljne uvjete kao micelij na zaraZzenim biljnim ostatcima. U prolje¢e na
sklerocijama se stvaraju micelij s konidioforima i konidijama, ili se rjede formiraju apoteciji s
askusima i askosporama.

Oboljeti mogu svi nadzemni dijelovi biljaka, a simptomi ovise o domacinu i organu biljke koji
je zarazen. Simptomi mogu biti razli¢iti od pjega na listovima, laticama i braktejama do
truljenja plodova te palezi ili »raka« na stabljikama. Na infekciju je osjetljivije fizioloSki
starije i na bilo koji nacin o$teceno tkivo. Simptome napada lako ¢emo prepoznati jer gljiva o
na zaraZzenim organima formira obilne, sive, pahuljaste prevlake. Prevlaka se razvija pri
visokoj relativnoj vlazi zraka, a sastoji se iz dugackih, u gornjoj trecini razgranatih,
konidiofora Ciji je vrh proSiren 1 na njemu se formira obilje jednostani¢nih, ovalnih ili
okruglih konidija. U epidemiologiji sive plijesni spolni stadij je malo znacajan i rijetko se
nalazi u prirodi. Infekcija biljaka nastaje kroz prirodne otvore ili rane, a za klijanje konidija i

infekciju je potrebna kap vode ili relativna vlaga zraka iznad 90% i temperatura 15-20°C.



Gljiva prezivljava kao saprofit, za kratko vrijeme stvara obilje konidija koje se lagano raznose
zranim strujanjima te je njezino suzbijanje otezano. Dobre rezultate u borbi sa ovom bolesti
daju fitosanitarne mjere, kontrola okolinskih uvjeta, agrotehnicke mjere i primjena

fungicidnih pripravaka,a preporucuje se uklanjanje izvora zaraze.

1.1. SIVA PLIJESAN SUNCOKRETA

U godinama s ve¢om koli¢inom kiSe u drugom dijelu vegetacije siva plijesan se javlja u jatem
intenzitetu. Suncokret moze biti inficiran tijekom cijelog razvoja, a broj zarazenih biljaka i
jacina zaraze ovisi o tolerantnosti domacina, koliini oborina, relativnoj vlaznosti zraka i
temperaturi. Gljiva zarazava lisCe, peteljke, stabljiku (slika 1) i glave suncokreta. Simptomi su
tamne pjege koje za 5-6 dana iza pojave prekriva gusta siva prevlaka. Infekcija nastaje kroz
ostecena tkiva, ali 1 preko potpuno neostecene kore. Napadnuta tkiva su razmeksana, dolazi
do venuca lis¢a i peteljki, a stabljike se mogu polomiti. U zivotnom ciklusu gljiva formira
micelij, konidiofore s konidijama, sklerocije,apotecije, askuse i askospore, a prema nekim
autorima formiraju mikrokonidije i hlamidiospore koje su potvrdene i1 kod nas (Topolovec-
Pintari¢, 2000.). Bolest se Siri pomoc¢u konidija koje raznose zrac¢ne struje. Za njihov razvoj
potrebna je kap vode ili visoka relativna vlaznost zraka (preko 90%) i Sirok raspon
temperatura. Minimalna temperatura je 2-5°C, optimalna 20-25°C, a maksimalna 39-41°C.
Uz nisku relativnu vlaznost zraka i temperaturu od oko 25°C konidije ostaju vitalne nekoliko
mjeseci. Osnovne mjere za suzbijanje sive plijesni su sjetva otpornijih genotipova,zdravog i

dezinficiranog sjemena,visegodisnji plodored te duboko zaoravanje zarazenih biljnih ostataka.

Slika 1. Siva plijesan na stabljici suncokreta (Katedra za fitopatologiju)



1.2. SIVA PLIJESAN VINOVE LOZE

Siva plijesan je tipicna bolest vinove loze “visokog” standarda, odnosno intenzivnog uzgoja.
Na vinovoj lozi ova gljiva uzrokuje izravne i neizravne Stete. Izravne se Stete ocituju
smanjenjem uroda u prosjeku od 5 do 7%, ali one mogu biti i znatno veée. Drugi oblik Steta
ocituje se u loSoj kakvoé¢i mosta. Gljiva iz zarazenih boba trosi vecu koli¢inu Seéera i vinsku
kiselinu, pa prevladava jabu¢na kiselina, koja smanjuje dobar okus vina. U duzem periodu
vlaznijeg razdoblja gljiva moze inficirati sve zelene dijelove. Na listu se pojavljuje Zuckasta
pjega koja kasnije postane smeda,a najcesce pjega ostaje nezamijecena jer se u vecini slucaja
zasu$i. Za vrijeme obilne vlage na zelenim izbojima gljiva izaziva truljenje vrha mladice,a
tkivo oko nodija postaje vodenasto, mekano i lako se lomi na mjestu nodija. Ako u vrijeme
cvatnje nastupi zaraza cvatova,oni dobiju vodenkast izgled,a zatim potamne. Pri visokoj
relazivnoj vlazi zraka i temperaturi oko 15°C javlja se sporulacija,a kada temperature porastu
zarazeni cvatovi se osuSe i otpadnu. Na grozdovima (slika 2), krajem lipnja ili pocetkom
srpnja, pojedine bobe i peteljkovine poprime smedu boju, na kojima se javlja paucinasta
prevlaka. Obicno se zaraZene bobe nalaze u unutraSnjosti grozda pa zaraza prelazi na susjedne
bobe i peteljke. Bolest se najc¢esce javlja u jesen pred zriobu boba. Zarazene bobe poprimaju
smedu boju, a na pojedinim bobama nastaje siva barSunasta prevlaka koja se sastoji od
konidiofora i konidija. U povoljnim uvjetima bolest se brzo $iri na zdrave bobe te ih prekriva
sivom paucinastom prevlakom. Tako moze biti zahvacen dio grozda ili ¢itav grozd, Sto se
Cesto dogada kod sorata zbijenog grozda. Gljiva moZe prezivjeti na rozgvi ispod kore u
obliku miceljja ili sklerocija, osusenim listovima, rozgvi na tlu, u pupovima. Neki izolati
stvaraju obilje sklerocija pa u prolje¢e na sklerocijima nastaju konidije. Cvjetovi mogu biti
zarazeni dok su jo§ neotvoreni ili u cvatnji. ZaraZeni cvjetovi brzo propadaju ili se zaraza ne
moze Siriti dalje jer je zaustavljena obrambenim reakcijama domacina. Za razvoj gljive su
potrebne temperature 20-30°C, a optimalne su 20-23°C. Od mjera borbe preporucavaju se

preventivne mjere, ali je uporaba fungicida neizostavna mjera u intenzivnoj proizvodniji.



Slika 2. Siva plijesan na vinovoj lozi (Katedra za fitopatologiju)

1.2.3. SIVA PLIJESAN JAGODE

Nasa najceSc¢a 1 najopasnija bolest plodova jagode koja, ako za vrijeme berbe padnu jake kise,
moze unistiti viSe od 50% uroda. Gljiva zaraZava cvjetnu stapku, cvijet, peteljku lista, list 1
plod. ZaraZeni cvjetovi izgledaju kao spaljeni, a gljiva se zadrzava na osusenim praSnicima,
oSte¢enim laticama i tucku. Infekcija najceS¢e nastaje na mjestu gdje je tek formirani plod
vezan za CaSku, a simptomi ¢e se pojaviti pred berbu. Na zelenim plodovima se primjecuje
svijetlosmeda pjega, a plod je na tom mjestu mekan. Takva zaraza je djelomicna tj. zarazeni
tlo, foliju ili se medusobno dodiruju ili ako su na bilo koji nacin ozlijedeni. Na zarazenim
plodovima se vidi svijetlosmeda pjega, koja kasnije poprimi maslinastosivu boju. Inficirani
plodovi imaju promjenjen okus, a na dijelu na kojem nema micelija su tamnosmede boje.
Infekcija moze nastupiti u razdoblju cvatnje, a nakon zaraze latica 1 naseljavanja gljive na
praSnike nastaje sporulacija. U povoljnim uvjetima konidije gljive (slika 3) pocinju klijati u

infekcijsku hifu koja prorasta vrat tucka i raste prema cvjetistu, a zatim pomocu penetracijske
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hife prelazi u plod. Prodor infekcijske hife od tucka do ploda u povoljnim uvjetima traje 7
dana. S prasnika gljiva preko drska prasnika prodire do cvjetne ¢aske, a potom se naseljava u
unutrasnjost zelenih plodova. Infekcija ploda moze nastati i izravnim putem. Izravna zaraza
ploda najcescée nastaje pred berbu, a moze nastati i u transportu. Uporaba fungicida je iznimno
vazna mjera zastite, a ukoliko ne postoji prognozna sluzba preporucuju se 4 tretiranja i to:
prvo prskanje trebamo obaviti u pocCetku cvatnje, drugo u punoj cvatnji, tre¢e u zavrSetku
cvatnje i zametanju plodova, a ¢etvrto u vrijeme pocetka zriobe. U Cetvrtoj aplikaciji moramo

voditi rac¢una o karenci.

Slika 3. Konidiofori i konidije Botrytis cinerea (Katedra za fitopatologiju)



2. MATERIJAL | METODE

2.1. BIO-TEST NA JAGODAMA

Na dezinficiranom laboratorijskom stolu sam pripremila Sest Petrijevih zdjelica, staklenu
¢alu, jagode, mikropipetu, Petrijevu zdjelicu u kojoj se formirala ¢ista kultura gljive Botrytis
cinerea, sterilni skalpel, noz za rezanje jagoda, stakleni Stapi¢ za mijeSanje suspenzije za
inikulaciju i destiliranu vodu. Na PDA podlozi (potato-dextrose agar) smo uzgojili gljivu
Botrytis cinerea. Uzela sam staklenu ¢asu i u nju stavila malo destilirane vode. Predhodno
steriliziranim skalpelom sam s PDA podloge sastrugala gljivu i prenijela ju u ¢asu s
destiliranom vodom. Sve sam promijeSala staklenim Stapi¢em kako bih dobila suspenziju
spora u vodi koja se koristi za inokulaciju plodova jagoda. Predhodno kupljenje jagode sam
uzduzno nozem rasjekla na dva jednaka dijela i stavila po dvije polovice u Petrijevu zdjelicu..
Zatim sam s mikropipetom uzela 2 pl suspenzije u kojoj su se nalazile spore gljive Botrytis
cinerea i izvrsila umjetnu infekciju jagoda (slike 4 i 5). Po dvije Petrijeve zdjelice stavila na
tri razliCite temperature. Prve dvije zdjelice bile su u hladnjaku na temperaturi 5°C, druge
dvije bile su u termostat komori na temperaturi 15°C, a posljednje dvije zdjelice su bile na

sobnoj temperaturi (25°C). Razvoj bolesti sam pratila kroz tri dana.

Slika 4. Inokulacija jagoda



Slika 5. Inokulacija jagoda

2.2. UTJECAJ ETERICNIH ULJA NA RAZVOJ GLJIVE BOTRYTIS CINEREA

Za provodenje ovog pokusa bile su mi potrebne 24 Petrijeve zdjelice u kojima se nalazi
prethodno pripremljena PDA podloga, filter papir, 11 vrsta eteri¢nih ulja (slika 6), destilirana
voda, etilni alkohol, plamenik, pinceta, igla, Cista kultura gljive Botrytis cinerea, ¢asa s
alkoholom, mikropipeta i vata. U pokusu su koriStena sljedeca eteri¢na ulja: Mentha x piperita
(metvica), Lavandula angustifolia ssp. angustifolia (lavanda)), Thymus vulgaris (timijan),
Eugenia caryophyllus (klin¢i¢evac), Rosmarius officinalis (ruzmarin), Salvia officinalis
(kadulja), Carum carvi (kim), Pimpinella anisum (anis), Cinnamomum verum (list cimeta),
Citrus aurantium ssp. amara (gorka naranc¢a) i Pinus sylvestris (bor). Nakon $to sam ukljucila
komoru za rad u ¢istom (laminarij) namocila sam vatu etilnim alkoholom i njime dezinficirala
radnu povrs$inu u kojoj sam obavljala pokus. Nakon dezinfekcije sam uzela 24 Petrijeve
zdjelice s PDA podlogom te sam na svaku zdjelicu ucrtala 5 tocki po odredenoj Sabloni. U
sredini se nalazila tocka za filter papir, a 4 tocke uz rub su bile za nacjepljivanje gljive. Svaku
vrstu eteri¢nog ulja sam stavljala u dvije Petrijeve zdjelice, a kao kontrolu sam Kkoristila
destiliranu vodu koju sam takoder stavila u dvije zdjelice. U svaku Petrijevu zdjelicu na
sredinu sam stavila steriliziranom pincetom okrugli komadi¢ filter papira promjera 5 mm.
Kada sam to obavila uzela sam mikropipetom 5 pl eteri¢nog ulja i stavljala na filter papir.
Proces sam ponovila sa svih 11 vrsta ulja i s destiliranom vodom. Nakon aplikacije eteri¢nih
ulja i destilirane vode na filter papir uzela sam laboratorijsku iglu iz ¢ase s alkoholom, stavila
ju na plamenik da se uzari i time ju sterilizirala. Uzela sam Petrijevu zdjelicu u kojoj se
nalazila Cista kultura gljive Botrytis cinerea i lagano sastrugala micelij, a zatim sam prateci
nacrtanu Sablonu nacjepljivala gljivu na PDA podlogu. Nacjepljene PDA podloge sam stavila

U termostat komoru na 20°C 1 25°C. Nakon §to sam zavrsila pokus, laboratorijski pribor kojim
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sam se koristila je steriliziran i vra¢en na mjesto. Razvoj gljive sam pratila tijekom 9 dana, a
vremenski razmak izmedu nacjepljivanja i prvog mjerenja je bio 3 dana, izmedu prvog i
drugog mjerenja je bio takoder 3 dana kao i izmedu drugog i tre¢eg mjerenja. Mjerenje zone
inhibicije sam obavljala tako §to sam od filter papira na kojemu se nalazilo eteri¢no ulje ili
destilirana voda, pomocu ravnala izmjerila prostor od filter papira do ruba micelija gljive i

tako utvrdila.

Slika 6. Eteri¢na ulja

2.3. ISPITIVANJE UTJECAJA HRANJIVIH PODLOGA | TEMPERATURE NA
RAZVOJ GLJIVE BOTRYTIS CINEREA

Za obavljanje ovog pokusa bilo mi je potrebno 12 Petrijevih zdjelica s hranjivom podlogom
od mrkve, 12 Petrijevih zdjelica s PDA (krumpirova) podlogom, 12 Petrijevih zdjelica s V8
(raj¢ica) podlogom i 12 Petrijevih zdjelica s Capek podlogom, etilni alkohol, razvijena ista
kultura gljive Botrytis cinerea, plamenik i laboratorijska igla. PovrSinski sam dezinficirala
ukljuceni laminarij. Na dezinficiranu povrSinu laminarija sam poslagala Petrijeve zdjelice po s
razli¢itim hranjivim podlogama (slika 7). Prvo sam radila nacjepljivanje gljive na PDA
podlogu, zatim na podloge od rajéice i mrkve i na kraju na Capek podlogu. Nacjepljivanje
sam izvela tako §to sam prvo sterilizirala iglu na plameniku. Iglu sam drzala na plameniku

dok se nije uzarila, zatim se ohladila i tada sam uzela zdjelicu u kojoj se nalazila gljiva
8



Botrytis cinerea, sastrugala sam micelij i nacjepila ga na sredinu Petrijeve zdjelice s
hranjivom podlogom. Postupak sam ponovila za sve hranjive podloge. Nakon nacjepljivanja
na razli¢ite podloge, Petrijeve zdjelice sam stavila u termostat komore na razliite
temperature: 15°C, 20°C 1 25°C. Razvoj gljive sam pratila 9 dana, vremenski razmak izmedu
nacjepljivanja i prvog mjerenja je bio 3 dana, izmedu prvog i drugog mjerenja takoder 3 dana
kao i izmedu drugog i tre¢eg mjerenja. Mjerenje razvoja gljive Botrytis cinerea na razli¢itim
hranjivim podlogama sam obavljala uz pomo¢ ravnala kojim sam myjerila od sredine

nacjepljenog dijela gljive do ruba micelija.

Slika 7. Petrijeve zdjelice u komori za rad u ¢istom

2.4. PRIPREMA HRANJIVIH PODLOGA
Prije pripreme hranjivih podloga potrebno je sterilizirati Petrijeve zdjelice. Zdjelice se

umotavaju po 4 komada u novinski papir 1 stavljaju u autoklav koji omogucuje vlaznu
sterilizaciju. Sterilizacija se vr$i 20 minuta na temperaturi 121°C i 1,5 bara. Nakon hladenja
zdjelice se vade i slazu na stol, a zatim se u njih razlijeva pripremljena hranjiva podloga.
Priprema svake hranjive podloge se obavlja po receptu, a nakraju pripreme treba podesiti
njezinu pH vrijednost. Za potrebe naseg pokusa pH vrijednost smo podesili na 6,5. Hranjive

podloge se do uporabe ¢uvaju u hladnjaku na 4°C.



PODLOGA OD MRKVE

Za pripremu podloge od mrkve potrebno je 20g mrkve izrezane na koluti¢e koju se ostavi
namakati 1 sat u litri destilirane vode. Nakon toga mrkva se kuha 5 minuta, profiltrira se kroz
filter papir, dodaje se 20g agara te zatim dobro izmucka ili protrese. Stavi se na autoklaviranje
20 minuta na 121°C i 1,5 bar.

PODLOGA PO CAPEKU

Podloga po Capeku je sintetska podloga za &iju pripremu je potrebno: 2g NaNOs, 1g
K;HPO,, 0,59 MgSO,, 0,59 KCI, 0,01g FeSO,4, 30g saharoze, 20g agara i 11 destilirane
vode. Podloga se sterilizira u autoklavu na 1,5 bar 121 °C 20 minuta.

PODLOGA OD RAJCICE

Za pripremu podloge od rajcice potrebno je 200ml soka od rajcice, 20g agara i1 11 destilirane
vode. Sastojci se dobro promijeSaju i zatim se podloga sterilizira u autoklavu 20 minuta na
121°Ci 1,5 bar.

PDA PODLOGA

Za pripremu PDA podloge potrebno je 42g gotove PDA podloge u koju dodamo 4g tehnickog
agara te sve promijesamo s 1 I destilirane vode. Podloga se autoklavira na 121°C u trajanju 20

minuta.
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3. REZULTATI | RASPRAVA

3.1. BIO-TEST NA JAGODAMA

Razvoj simptoma bolesti uzrokovanih gljivom Botrytis cinera na jagodi sam pratila tijekom
tri dana na temperaturama 5°C, 15°C 1 25°C. U tablici 1 prikazani su rezultati provedenog
testa. Na inokuliranim jagodama ostavljenim na temperaturi 5°C kroz tri dana nije doslo niti
do pojave pocetnih simptoma bolesti, dok je na temperaturi 15°C trec¢i dan doslo do pojave
vodenastih pjega Sto je prvi simptom razvoja sive plijesni (slika 8). Na temperaturi 25°C prvi
simptomi razvili su se ve¢ drugi dan od inokulacije, a tre¢i dan je utvrdena trulez na gotovo
cijelom plodu. Na slici 9 prikazan je tipi¢an simptom sive plijesni na jagodama. Dakle, razvoj
gljive bio je najbrzi pri temperaturi 25°C §to je u skladu s podatcima iz literature te je takav
rezultat u provedenom istrazivanju bio za ocekivati. Radman (1978.) i Ciglar (1978.)navode
da su optimalne temperature za razvoj Botrytis cinerea izmedu 20 i 30°C dok Jurkovi¢ i Cosié

(2004.) navode da su optimalne temperature za razvoj sive plijesni izmedu 20 1 25°C.

Tablica 1. Razvoj simptoma sive plijesni na jagodi pri razli¢itim temperaturama

Temperatura Prvi dan Drugi dan Tre¢i dan

Hladnjak 5°C - - -

Pocetak trulezi,

Komora 15° - - )
vodenaste pjege
Sobna temperatura Pojava pocetnih Potpuno propadanje
25°C simptoma jagoda

Slika 8. Vodenaste pjege na jagodama (Katedra za fitopatologiju)
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Slika 9. Siva trulez jagoda (Katedra za fitopatologiju)

2.2. UTJECAJ ETERICNIH ULJA NA RAZVOJ GLJIVE BOTRYTIS CINEREA
Utjecaj eteri¢nih ulja na porast gljive Botrytis cinerea odnosno na veli¢inu zone inhibicije na

temperaturi 20°C prikazan je u tablici 2, a na temperaturi 25°C u tablici 3.

Nakon tre¢eg dana (slika 10) na temperaturi uzgoja 20°C prosjec¢na zona inhibicije u kontroli
iznosila je 0,25 cm dok se u tretmanima s primjenom eteri¢nih ulja kretala od 0,38 cm (gorka
naranc¢a) do 2,77 cmm (kim). Ve¢ nakon tri dana utvrdene su statisticki znacajne razlike u
veli¢ini zone inhibicije izmedu kontrole i 9 apliciranih etericnih ulja te statisticki vrlo
znacajne razlike izmedu kontrole 1 8 eteri¢nih ulja.

Nakon Sestog dana (slika 11) prosje¢na zona inhibicije u kontroli iznosila je 0,04 cm, a u
tretmanima s primjenom eteri¢nih ulja kretala se od 0 cm (lavanda, ruzmarin, kadulja, gorka
naranca, bor) do 2,75 cm (timijan). Zona inhibicije bila je statisticki znacajno veca od
kontrole kod primjene etericnog ulja anisa, a statisti¢ki vrlo znacajno veca kod primjene
metvice, timijana i kima.

Devetog dana od inokulacije (slika 12) samo su ulja timijana, klin¢i¢evca, kima i cimeta
djelovala inhibitorno sa zonom inhibicije izmedu 0,12 ¢cm (klin¢i¢evac) i 1,37 cm (timijan).
StatistiCki znacajno veca zona inhibicije od kontrole utvrdena je za ulje kima, a statisticki vrlo
znacajno veca za ulje timijana.
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Veéi broj autora istice dobro antifungalno djelovanje etericnih ulja na Botrytis cinerea.
Abdolahi i sur. (2010.) navode da su ulja Foeniculum vulgare, Thymus vulgaris, Satureja
hortensis i Ocimum basilicum pokazala vrlo jak antigungalni efekt na porast micelija. Ulje
Magnolia lilflora potpuno je inhibirala porast Botrytis cinerea, Sclerotinia sclerotiorum,
Colletotrichum capsici, Phytophthora capsici, Fusraium oxysporum i Fusarium solani
(Bajpai i Kang, 2012.).
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Tablica 2. Zona inhibicije (cm) pri temperaturi 20°C

3.DAN 6.DAN 9.DAN
ETERICNA ULJA PONAVLJANJE PONAVLIJANJE PONAVLJANJE
1. | 2 |3 ] 4 | 7 | L ]2 |3 |47 | L] 2 |3]4] 7
Mentha x piperita 20 [195]24 | 25 | 221 | O 0 |225(225[113| O 0 oo o0

(metvica)

Lavandula angustifolia ssp. | » 55 | 45| 24 | 25 | 248 | 0 | 0 | o | o |l o | o | o | o] o] o
Angustifolia (lavanda)

Thyrgi“rfﬂ‘;g:ga”s 255 | 2,45 | 2,75 | 2,75 | 2,62 | 2,05 | 1,35 | 275 | 2,75 | 222 | © 0 |275|275] 1,37
Eugenia caryophyllus 165 | 1,7 | 16 | 1,7 | 166 | 055 | 0,6 | 055 | 0,65| 057 | 01 | 025 | 0 |05/ 0,12

(klinci¢evac)

Rosmarinus officinalis 0 0 11 | 12 | 057 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

(ruzmarin) ' ' '

Salvia officinalis 22 [1,75|155| 16 | 177 | o | o | o | o | o | o | o | o | 0] o

(kadulja)

Car(‘iri“m‘;a”" 28 | 28 | 265|285 | 2,77 | 275|275 | 215 | 255|255 21 | 1,7 | 0 | 0 | 095
P'mp'”(i'r:?sf‘”'sum 25 | 255|275| 27 | 262 | 095| 12 | 06 |055|082]| 0 0 0|01/ o0
Cinnamomunm verum 1,55 | 1,65 | 1,75 | 1,65 | 1,65 | 0,65 | 0,55 | 0,7 | 07 | 0,65 | 0,25 | 0,15 | 0,3 | 0,25 0,24

(list cimeta)

Citrus aurantium ssp. amara

(vorka narande) 03 05 |05|02[038]| 0| 0 ol o] ol o 0 0|01/ 0
P'”“S(;g'r‘;es”'s 06 | 06|06 |07 062| 0 | 0 o | 0| 0 0 0 oo o

Kontrola 03 | 01 |055|005]| 025 |015| 0 0 | 0 |004]| O 0 0|01/ 0

LSD 0,05 0,35 0,61 0,78
0,01 0,45 0,81 1,02

14




Slika 11. Utjecaj eteri¢nih ulja na porast B. cinerea pri temperaturi 20°C (6. dan)
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Slika 12. Utjecaj eteri¢nih ulja na porast B. cinerea pri temperaturi 20°C (9. dan)

Nakon treceg dana (slika 13) na temperaturi uzgoja 25°C prosjec¢na zona inhibicije u kontroli
iznosila je 2,26 cm dok se u tretmanima s primjenom eteri¢nih ulja kretala od 2,41 cm
(klin¢i¢evac) do 2,77 cmm (metvica). Statisti¢ki znacajno veéu zone inhibicije u odnosu na
kontrolu imalo je 10 apliciranih eteri¢nih ulja odnosno statisticki vrlo znacajno vecu 9
eteri¢nih ulja.

Sestog dana od nacjepljivanja (slika 14) zona inhibicije nakon aplikacije eteri¢nih ulja bora
(1,3 cm), klin¢i¢evca (1,5 cm) i ruzmarina (1,39 cm) nije bila statisticki znacajno veéa u
odnosu na kontrolu (1,24 cm). Statisticki vrlo znac¢ajno veca u odnosu na kontrolu bila je zona
inhibicije u svim ostalim varijantama pokusa i kretala se izmedu 2,04 cm (gorka naranca) i
2,77 cm (metvica).

Devetog dana od nacjepljivanja (slika 15) zona inhibicije u kontroli je iznosila 0,94 cm, a u
tretmanima s eteriénim uljima izmedu 0 (ruZzmarin i kadulja) i 2,77 cm (metvica). Statisticki

vrlo znacajno vecéa zona inhibicije bila je kod aplikacije ulja metvice, timijana, kima i cimeta.
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Tablica 3. Zona inhibicije (cm) pri temperaturi 25°C

3.DAN 6.DAN 9.DAN
ETERICNA ULJA PONAVLIJANJE PONAVLIJANJE PONAVLIJANJE

1. [ 2 [3 | 4 | 7 1. [ 2 | 3 | 4 7 | L 2. | 3 | 4 | 7

Mentha x piperita 285 | 275 |265|285| 277 | 285 | 275 | 265 | 2.85 | 277 | 285 | 2,75 | 2,65 | 2,85 | 2.77

(metvica)

Lavandula angustifoliassp. |, ec | 57 | 29 | 265 | 269 | 245| 27 | 2 |195|227 | 085| 07 | o | o | 039
Angustifolia (lavanda)

Thyrgi“;i‘gg:ga”s 28 | 275|275 275 | 2,76 | 28 | 275 | 275 | 275 | 276 | 28 | 2,75 | 2,75 | 2,75 | 2,76
Eugenia caryophyllus 24 | 225(235| 26 | 241 | 13 | 13 | 135 |205| 1.5 | 065 | 10 | 07 | 1.1 | 0,86

(klin¢icevac)

Rosmarinus officinalis 255 | 28 | 255|265 264 | 13 | 21 | 115 | 1 |139]| 0 0 0ol 0] o

(ruZmarin)

Salvia officinalis 285 | 27 [275| 27 | 275 | 22 | 22 | 185 | 24 | 216 | o0 o |l oo o

(kadulja)

Car(‘l*(?‘mc)ar‘” 265 | 285 | 265|285 | 275 | 2,65 | 285 | 2,65 | 285 | 2,75 | 2,65 | 2.85 | 2.65 | 2,85 | 2,75
P'mp'rgr:f‘s;‘”'sum 26 | 30 |285|285| 282 | 205| 26 | 285 |285|259| 0 | 15 |285|285| 18
Cinnamomum verum 26 | 28 | 25 [ 295|271 | 26 | 28 | 22 | 295|264 | 26 | 28 | 22 |175]| 2,34

(list cimeta)

Citrus aurantium ssp.amara |, o | 56z | g5 | 265 | 254 | 1.05 | 225 | 26 |225|204| 0 | 205 | 095 19 | 1,22

(gorka naranca)

P'”US(%':;GS‘”S 255 | 25 [255| 26 | 255 | 16 | 18 | 08 [ 10| 13 |005| O | O | 0 |001

Kontrola 245 | 2,4 |205|215| 226 |115| 09 | 1,3 | 16 |124| 09 | 0 |1,35| 15| 094

LSD 0,05 0.24 051 0.77
0,01 0.29 0.67 1.01
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Slika 13. Utjecaj eteri¢nih ulja na porast B. cinerea pri temperaturi 25°C (3. dan)

Slika 14. Utjecaj eteri¢nih ulja na porast B. cinerea pri temperaturi 25°C (6. dan)
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Slika 15. Utjecaj eteri¢nih ulja na porast B. cinerea pri temperaturi 25°C (9. dan)
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3.3. UTJECAJ HRANJIVIH PODLOGA | TEMPERATURE NA RAZVOJ GLJIVE
BOTRYTIS CINEREA
Utjecaj hranjivih podloga (njihovog sastava) i temperatura uzgoja, kao i svjetlosnog rezima

1 kiselosti podloge od velikog je znaCenja za brzinu porasta micelija i njegov izgled

(Svitlica, 2010.). Rezultati istrazivanja utjecaja Cetiri hranjive podloge i tri temperature

uzgoja prikazani su u tablicama 4, 5 1 6. Najslabiji razvoj utvrdili smo na 15°C, dok je

razvoj gljive na 20 i 25°C bio podjednako brz. Najbolji tazvoj Botrytis cinerea utvrdili smo

na PDA podlozi i podlozi od raj¢ice na kojima je devetog dana od nacjepljivanja micelij

gljive potpuno je ispunio Petrijeve zdjelice promjera 9 cm na svim ispitivanim

temperaturama izuzev na PDA podlozi na 15°C (tablica 4). Jedino se na PDA podlozi

razvio gust sivi micelij dok je na preostele tri podloge micelij bio slabo razvijen i svjetlije

boje.

Tablica 4. Porast B. cinerea (cm) na razli¢itim hranjivim podlogama pri temperaturi 15°C

3. DAN 6.DAN 9.DAN
PODLOGA Ponavljanje Ponavljanje Ponavljanje
112 |3 1|2 3 4 112 | 3 4
PDA podloga - - - 28 3430|2787 |90|86] 90
Podloga od rajcice | + + - 31123(136(135(90(90]90 1| 9,0
Podloga od mrkve | - - - 06/11/08|10|78(84|85]| 79
Capek agar + + - 1020|1515 |6,7|76| 73| 7,0

Tablica 5. Porast B. cinerea (cm) na razli¢itim hranjivim podlogama pri temperaturi 20°C

3. DAN 6.DAN 9.DAN
PODLOGA Ponavljanje Ponavljanje Ponavljanje
1 2 | 3 1|2 3 4 112 3 4
PDA podloga + - - 7068|7165 [90(90/(90] 90
Podloga od raj¢ice | 1,0 | 1,0 | + 76 1801(6,7 73190190901 9,0
Podloga od mrkve | + + - 1029|2318 |62|80|78]| 8,3
Capek agar + + + 6,0(50(119|50(90(90(90 | 9,0
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Tablica 6. Porast B. cinerea (cm) na razli¢itim hranjivim podlogama pri temperaturi 25°C

3. DAN 6.DAN 9.DAN
PODLOGA Ponavljanje Ponavljanje Ponavljanje
1 2 3 4|1 |23 4 (1|2 3 4
PDA podloga + + - - |5775(71]16190/|90|90 1|90
Podloga od rajéice | 1,2 | 1,3 | 05(09(80 (81|73 |76[90|90]|90/090
Podloga od mrkve | + - - - 125120(28|26|70(65|681|79
Capek agar + + | + | + (1415|2532 |60|68|73|75
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4. ZAKLJUCAK
Na temelju laboratorijskih istrazivanja gljive Botrytis cinerea moze se zakljuciti:

optimalna temperatura za razvoj sive plijesni je 25°C pri ¢emu ve¢ nakon tri dana

bolest zahvaca veéi dio ploda jagode
na temperaturi 5°C niti nakon tri dana nema razvoja simptoma bolesti

eteri¢na ulja timijana i kima imaju najbolje antifungalno djelovanje na istrazivanu
gljivu pri ¢emu je zona inhibicije na obje ispitivane temperature (20 i 25°C)

statisticki znacajno veca u odnosu na kontrolu
eteri¢na ulja imala su bolje fungistati¢no djelovanje na temperaturi 25°C

najbolji razvoj micelija gljive utvrden je na PDA podlozi i podlozi od rajc¢ice.
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6. SAZETAK

Razvoj sive plijesni uzrokovane gljivom Botrytis cinera na jagodi pracen je tijekom tri
dana na temperaturama 5°C, 15°C 1 25°C te je utvrdeno da je razvoj bolesti najbrzi na
25°C. Na toj temperaturi su prve promjene na plodu jagode uocene ve¢ 24 sata od
inokulacije dok je nakon tri dana plod bio potpuno zahva¢em bolescu. Utjecaj 11 vrsta
eteri¢nih ulja na razvoj B. cinerea praden je na temperaturama 20 i 25°C. Najbolje
antifungalno djelovanje na istrazivanu gljivu na obje temperature imala su ulja timijana i
kima. Pra¢enjem utjecaja hranjivih podloga (PDA, Capek agar, podloga od mrkve, podloga
od raj¢ice) na rast gljive utvrdili smo da je najbolji razvoj micelija utvrden na PDA podlozi

i podlozi od rajcice.
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7. SUMMARY

Development of grey mould caused by Botrytis cinera on strawberry was followed during
three day period on temperatures 5°C, 15°C and 25°C, and it was determined that the
highest disease development was on 25°C. On that temperature first changes on the
strawberry fruit were noticed 24 hours after inoculation, and after 3 days fruit was
completely covered with disease. Influence of 11 essential oils on development of B.
cinerea was followed on temperatures 20 i 25°C. The best antifungal activity on both
temperatures had oils of thyme and cumin. Investigating the influence of media (PDA,
Capek, carrot agar and tomato agar) on fungal development it was determined that the best
mycelial development is on PDA and tomato agar.
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Influence of nutrition media and essential oils on the development of Botrytis cinerea
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Sazetak:

Razvoj sive plijesni uzrokovane gljivom Botrytis cinera na jagodi pracen je tijekom tri
dana na temperaturama 5°C, 15°C i 25°C te je utvrdeno da je razvoj bolesti najbrzi na
25°C. Na toj temperaturi su prve promjene na plodu jagode uocene ve¢ 24 sata od
inokulacije dok je nakon tri dana plod bio potpuno zahvaéem bolescu. Utjecaj 11 vrsta
eteri¢nih ulja na razvoj B. cinerea praden je na temperaturama 20 i 25°C. Najbolje
antifungalno djelovanje na istrazivanu gljivu na obje temperature imala su ulja timijana i
kima. Praéenjem utjecaja hranjivih podloga (PDA, Capek agar, podloga od mrkve, podloga
od raj¢ice) na rast gljive utvrdili smo da je najbolji razvoj micelija utvrden na PDA podlozi
i podlozi od rajcice.

Klju¢ne rijeci: Botrytis cinera, jagode, eteri¢na ulja, hranjiva podloga

Summary: Development of grey mould caused by Botrytis cinera on strawberry was
followed during three day period on temperatures 5°C, 15°C and 25°C, and it was
determined that the highest disease development was on 25°C. On that temperature first
changes on the strawberry fruit were noticed 24 hours after inoculation, and after 3 days
fruit was completely covered with disease. Influence of 11 essential oils on development of
B. cinerea was followed on temperatures 20 i 25°C. The best antifungal activity on both
temperatures had oils of thyme and cumin. Investigating the influence of media (PDA,
Capek, carrot agar and tomato agar) on fungal development it was determined that the best
mycelial development is on PDA and tomato agar.
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