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1. Uvod

Rod Botrytis predstavlja raznoliki rod s velikim brojem vrsta koje se razlikuju u svojim
bioloSkim, ekoloskim, morfoloskim karakteristikama, ali takoder i po svom podrucju
rasprostranjenja. O raznolikosti vrsta govori i podatak da je u zadnjem desetlje¢u otkriveno
7 novih vrsta, a za 30 vrsta iz ovoga roda su utvrdene detaljne karakteristike. Botrytis spp.
dugo se vremena smatrao isklju¢ivo nekroti¢nim patogenom, no utvrdeno je kako neke
vrste roda Botrytis mogu biti prisutne unutar biljnih tkiva bez da aktiviraju simptome pa se
stoga trebaju smatrati endofitima. Ipak, u odredenim uvjetima, simptomi se mogu javiti
tijekom kasnijih stadija razvoja biljke ili se mogu ispoljiti u obliku propadanja sjemena.
Kod brojnih dvosupnica utvrdena je prikrivena zaraza gljivom Botrytis cinerea Pers. ex
Fr., a nacin kojim dode do razvijanja takvog zivotnog ciklusa, kao endofita, joS uvijek nije

dovoljno istrazen.

Botrytis vrste uzrokuju velike gubitke, i dok su mnoge ograni¢ene vrstom domacina koje
parazitiraju, B. cinerea je izuzetak i ima velik areal rasprostranjenosti. Prema novim
podatcima, poznato je da B. cinerea inficira 586 biljnih rodova (oko 1400 biljnih vrsta), a
veéina rodova pripada sjemenjacama. Biljke domacini rasprostiru se u razliitim
klimatskim podru¢jima, od tropa do hladnih podrucja, od humidnih do suhih podruc¢ja. Do
zaraze biljaka moze do¢i na otvorenim poljima, u staklenicima/ plastenicima, zatvorenim

sustavima prozivodnje, ali takoder 1 za vrijeme skladiStenja u hladnjacama.

Pocetkom 20. stoljeca predloZena je i prihvacena taksonomija kojom se daje posebno ime
za spolni i nespolni stadij gljive. Pa je tako B. cinerea ime nespolnog stadija, a Botryotinia
fuckeliana ime spolnog stadija. Novijim istrazivanjima u kojima je provedeno ispitivanje
DNA struktura utvrdena je sigurna povezanost nespolnih i spolnih stadija, pa je u sklopu
akcije ,,jedna gljiva - jedno ime* pokrenuta incijativa kojom bi oba stadija gljive nosila ime
B. cinerea. Na simpoziju Botrytisa 2013. godine u Bariju (Italija) prijedlog je prihvaéen pa

je opéi naziv postao B. cinerea.

B. cinerea uzro¢nik je sive plijesni. Ima dva Zivotna ciklusa, spolni i nespolni, pri ¢emu je

nespolni onaj koji pri¢injava Stete u biljnoj proizvodnji.

Tijekom nespolnog stadija dolazi do produkcije velikog broja konidija na konidioforima. U

osnovi, konidije su kratkog Zzivotnog vijeka, ovisno o temperaturi, relativnoj vlaznosti



zraka, mikrobioloskoj aktivnosti te izlozenosti sun¢evoj svjetlosti. Tijekom zime dolazi do

stvaranja sklerocija otpornih na nepovoljne okolisne uvjete.

Sklerocije B. cinerea su veli¢ine do priblizno 4 mm i jedne su od veéih unutar roda
Bortytis. Sklerocije kliju za vrijeme vlaznih uvijeta u proljece te proizvode micelij i

konidije i izvor su ranih zaraza u poc€etku pokretanja vegetacije.

Spolni stadij, teleomorf, obi¢no se ne pronalazi u prirodi, a uzrok tomu moze biti teskoc¢a
prepoznavanja spolnih struktura. Utvrdeno je kako se mikrokonidije, koje mogu biti
produkt razvoja makrokonidija ili endogena formacija unutar starih hifa, ponasaju poput
spermata. Oplodnjom receptivnih struktura sklerocija dolazi do stvaranja apotecija, spolnih

struktura, u kojima se stvaraju askusi s askosporama.

Novijim istrazivanjima utvrdeno je kako je patogeni razvoj B. cinerea znatno sloZeniji
nego $to se smatralo. Razvoj bolesti regulira se tijekom infekcije, a gljiva stvara razvojne
prilagodbe koje odgovaraju razvojnom stadiju infekcije. Infekcije ovom gljivom su
dinamicne, tj. odvijaju se znacajne modulacije prema povratnoj reakciji biljke domacina na
infekciju. Primjer takve modulacije je uloga malih nekodiraju¢ih molekula RNA (small
interfering RNA-s =~ siRNAs) koje djeluju kao receptivne molekule. Poznato je da
parazitski organizmi ,,dostavljaju efektore proteina u biljke domacine, ali prijelaz siRNA
gljive B. cinerea u biljku domacina primjer je aktivnog prijenosa siRNA izmedu dva
organizma iz razli¢itih carstava. Prijenos siRNA dovodi do ,,uspavljivanja“ aktivnosti gena
biljnih stanica i tkiva, a upravo na taj na¢in siRNA B.cinerea omete gene obrambenog

mehanizma biljke, ¢ime pojacava svoju patogenost.

Uoceno je da infekcija gljivom B. cinerea moze ubrzati zrenje nezrelih rajica, upravo
zbog interakcije izmedu biljke domacina i1 patogena koji svoj razvoj moze prilagoditi
potrebama infekcije. Takoder, zrelost rajcice utjece na uspjesnost infekcije, jer su zelene
raj¢ice otpornije na infekciju. Upravo ovakve vrste koje svojim prilagodbama mogu ubrzati
zrenje, a samim time i infekciju, stvaraju opasnost od stvaranja novih supstrata gljiva koji
¢e vrlo lako inficirati domacina, ili ¢e postati rezistentniji na zastitne mjere. Pokazalo se
kako B. cinerea prilagodava svoje enzime, ovisno o specifi¢nosti, stani¢noj stijenci biljke
domacina, Sto jasno ukazuje na moguénost prilagodbe infekcije prema domacinu kojeg

patogenizira (Fillinger i Elad, 2015.).



Gubitci na globalnoj razini u biljnoj proizvodnji, izazvani uzro¢nicima biljnih bolesti
tijekom vegetacije kultiviranih biljaka mogu iznositi i do 12% uzmu li se u obzir samo
razvijene zemlje (Lee i sur., 2001.). Kako bi se obranile od uzro¢nika bolesti biljke su
razvile mnogobrojne obrambene mehanizme, medutim, prirodni mehanizmi nisu dostatni
te su biljke gotovo stalno izlozene napadu uzro¢nika bolesti (Paster i Bullerman, 1988.;
Arcury 1 sur., 2002.). Sintetic¢ki fungicidi koji se najviSe koriste u suzbijanju fitopatogenih
gljiva doprinose kvaliteti i pove¢anom prinosu usjeva, ali zbog rezistentnosti uzrocnika
bolesti i rezidua u hrani ili tlu, koji su Stetni po Covjeka i okolis, njihova primjena nastoji se

smanjiti (Harris, 2002.).

Alternativa su im razli€iti biljni spojevi i ekstrakti (Kishore i sur., 2007.) poput eteri¢nih
ulja i njihovih komponenti, a poznato je da vise od 1300 biljaka sintetizira spojeve s
antimikrobnim djelovanjem (Wilkins i Board, 1989.). Eteri¢na ulja Cesto sadrze velik broj
komponenti. Najcesce do tri glavne komponente ¢ine 90% samoga ulja, dok su ostale, u
velikom broju slucajeva, zastupljene s manje od 1% (Dorman i Deans, 2000.). Nastojanja
su da eteri¢na ulja 1 biljni ekstrakti postanu alternativa pri suzbijanju biljnih patogena jer su
izvor bioloski aktivnih spojeva §to moze dovesti do razvoja novih, sigurnijih nacina zastite

biljaka od uzro¢nika bolesti (Al-Reza i sur. 2010.; Veloz- Garcia i sur., 2010.).

Cilj ovoga istrazivanja bio je u in vitro uvjetima utvrditi utjecaj 22 eteri¢na ulja,
primijenjenih u koncentracijama 3, 5 i 7 pl, na porast micelija B. cinerea, odnosno utvrditi

utjecaj na porast micelija tijekom 3, 6, 9 i 12 dana od inokulacije.



2. Pregled literature

Uzroc¢nik sive plijesni Botryris cinerea poznat je kao gljiva koja brzo razvija rezistentnost
na primjenjivane fungicide pa je tako taj problem najizraZeniji u zastiti vinograda. Kao i u
svijetu, tako i u Hrvatskoj, siva plijesan je jedna od ekonomski najznacajnijih bolesti i ¢ini

Stete u visini 50-60 % u kontinentalnom dijelu zemlje (Topolovec- Pintari¢, 2000.).

Prema navodima Maceljskog i sur. (2006.) izravne Stete od napada uzro¢nika sive plijesni

u Hrvatskoj se kre¢u od 3 do 15%, dok viSegodi$nji prosjek Steta iznosi 4,1%.

Visoka relativna vlaznost zraka (90%), vlaznost biljnih dijelova i povoljne temperature za
razvoj (1-30 °C, optimum 15-20°C) smatraju se najvaznijim okolisnim uvjetima koji

utjecuna infekciju gljivom B. cinerea (Jurkovi¢ i sur., 2010.).

Etericna ulja su aromatske tekucine koje se dobivaju iz biljnih dijelova razli¢itim

metodama (Burt, 2004.).

Proces dobijanja eteri¢nih ulja provodi se hidrodestilacijom i hidrodifuzijom svjezih ili
osuSenih biljaka. Eteri¢na ulja su kompleksne mjesavine koje mogu imati preko 100
komponenti, dok samo nekoliko komponenti predstavlja veéinu sastava samog ulja.
Poznata su dva tipa analitickih metoda koje se koriste za prepoznavanje komponenti ovisno
0 tome je li sama komponenta ve¢ poznata, ili se trazi nova, do tada neotkrivena
komponenta. Ukoliko je poznata, ispituje se brzo-skeniraju¢im masenim spektrometrom
koji je povezan s plinskim kromatografom. Ukoliko se trazi nova strukturna indentifikacija
koriste se velike koli¢ine Cistog uzorka ispitivanog ulja, a ispitivanje se vr§i 13C-NMR

spektroskopijom (Tomi i sur., 1995.).

Eteri¢na ulja predstavljaju alternativni oblik zaStite s izrazenim antifungalnim (Soliman 1
Badeaa, 2002.), antibakterijskim, insekticidnim i nematocidnim svojstvima (Pandey i sur.,
2000.).

Utjecaj eteri¢nih ulja i njihovih komponenti na porast micelija, produkciju i klijavost spora

i duzinu kli¢nih cijevi u in vitro uvjetima istrazivali su brojni znanstvenici.

Ve¢i broj etericnih ulja biljnog porijekla pokazao je dobro djelovanje protiv Sirokog
spektra fitopatogenih gljiva u in vivo i in vitro uvjetima (Baruah i sur., 1996.; Caccioni i
sur., 1998.; Reddy i sur. 1998.; Sharma i Verma, 2004.).



Takoder je utvrdeno pozitivno djelovanje ulja na smanjenje produkcije mikotoksina

(Tahmasebi i sur., 2012.).

Treba napomenuti da djelovanje eteri¢nih ulja ovisi o kemijskom sastavu samog ulja,
primijenjenoj koncentraciji ulja, ali i o podneblju iz kojeg bilje dolazi, kao i o okoli$nim i

agroekoloskim uvjetima rasta same biljke (Dorman i Deans, 2000.).

Bioloski u¢inak eteri¢nih ulja ovisi o vrsti gljive, kemijskom 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 na¢inu aplikacije (Cosi¢ i sur., 2014.).

Neka ulja imaju slabije ili jace antifungalno djelovanje u in vitro uvjetima na veéi broj
uzro¢nika biljnih bolesti, dok pojedina ulja imaju stimulativni utjecaj na rast micelija nekih
fitopatogenih gljiva (Al-Reza i sur., 2010.; Cosi¢ i sur., 2010.; Lee i sur., 2007.; Singh i
sur., 1992., Sukata i sur., 2008.).

Cosi¢ i sur. (2010.) proveli su ispitivanje antifungalnog djelovanja 11 vrsta eteri¢nih ulja
na 14 uzro¢nika biljnih bolesti. Utvrdili su da ulje timijana ima vrlo jak antifungalni u¢inak
na 13 ispitanih uzro¢nika bolesti te je u potpunosti inhibiralo rast micelija Diaporthe
helianthi, Diaporthe phaseolorum var. caulivora i Phomopsis viticola. U sastavu timijana
najveci udio imaju timol (45 — 48%) i p-cimen (18,5 — 21,5 %). Od ostalih ispitivanih ulja
dobar antifungalni uc¢inak imala su ulja lista cimeta, klin¢i¢evca te anisa. Eteri¢no ulje lista
cimeta pokazalo je odli¢ne rezultate kod pet uzro¢nika bolesti. Potpuna inhibicija utvrdena
je za D. phaseolorum var. caulivora, D. helianthi i P. viticola dok je isto ulje gotovo u
potpunosti (98,23%) inhibiralo rast micelija Phomopsis longicolla. Utvrdena inhibicija za
Colletotrichum coccodes iznosila je 90%. Najveci udio u sastavu ulja lista cimeta otpada
na eugenol (Wang i sur., 2010.). Za razliku od navedenih ulja, eteri¢na ulja kadulje, bora i

gorke narance stimulirala su porast micelija nekoliko ispitivanih gljiva.

Eteri¢no ulje i ekstrakti iz biljke no¢ni jasmin nepovoljno utjecu na rast Botrytis cinerea,
Colletotrichum capsici, Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Phytophthora capsici,
Rhizoctonia solani i Sclerotinia sclerotiorum. Navedeno ulje inhibira porast micelija
ispitivanih gljiva do 80% (Al- Reza i sur., 2010.).

In vitro istrazivanje koje su proveli Lee i sur., (2007.) s pet uzro¢nika biljnih bolesti (B.
cinerea, C. gloeosporioides, F. oxysporum, Pythium ultimum, R. solani) pokazalo je da od

39 ispitanih ulja, etericno ulje origana ima najjace antifungalno djelovanje pri ¢emu je
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inhibiralo porast micelija za 55 do 93%. Ulja eukaliptusa i kumina su takoder imala dobar
uc¢inak pri ¢emu se inhibicija porasta micelija kretala izmedu 50 i 91%, odnosno izmedu
41% do 83%.

Singh i sur. (1992.) utvrdili su antifungalni utjecaj eteri¢nog ulja slatke naranée na velik
broj uzro¢nika biljnih bolesti. Utvrdeno je jako fungistati¢no djelovanje na H. oryzae, F.
oxysporum, F. vudum, F. verticillioides, C. falcatum, dok je potpuna inhibicija rasta
micelija utvrdena za A. niger, A. flavus, R. solani, P. debaryanum, C. gloeosporiodes.

Suprotno navedenom, Lee i sur., (2007.) utvrdili su da ulje slatke narance nije imalo
inhibitorni u¢inak na razvoj gljiva F. oxysporum, C. gloeosporioides, R. solani, B. cinerea i

P. ultimum, $to potvrduje tezu o utjecaju velikog broja ¢imbenika na ucinak eteri¢nih ulja.

Novak (2012.) je utvrdila da ulje klin¢i¢evca zna€ajno smanjuje klijavost konidija i duzinu
kli¢nih cijevi gljive Passalora fulva dok je ulje lista cimeta imalo najslabiji antifungalni

ucinak na klijavost konidija iste gljive.

U in vivo uvjetima najjace antifungalno djelovanje imala su ulja magnolije (Magnolia
liliflora), drva eukaliptusa (Eucalyptus citriodora), no¢nog jasnima (Cestrum nocturnum),
komorac¢a (Foeniculum vulgare ), origana (Origanum syriacum var. bevanii), limunske
trave (Cymbopogon citratus) te bosiljka (Ocimum basilicum i Ocimum gratissimum) (Al-
Reza i sur., 2010.; Bajpai i Kang, 2012.; Fandohan i sur., 2004.; Lee i sur., 2007.; Soylu i
sur., 2007.).

Bajpai i Kang (2012.) utvrdili su u in vivo uvjetima 100% inhibiciju razvoja P. capsici na

paprici uzgojenoj u stakleniku pri primjeni ulja magnolije (Magnolia liliflora).

Al-Reza i sur. (2010.) su dobili sli¢ne rezultate pri aplikaciji etericnog ulja no¢nog jasmina

(Cestrum nocturnum).

Lee i sur. (2007.) su utvrdili da ulje eukaliptusa (Eucalyptus citriodora) ima jako
fungistaticno djelovanje na porast micelija gljive B. cinerea te da inhibicija raste

povecanjem primijenjene koli¢ine ulja.

In vivo testom provedenim na kukuruzu koji je umjetno zarazen gljivom Fusarium
verticillioides utvrdena su znacajna inhibitorna svojstva ulja limunske trave (Cymbopogon

citratus) i bosiljka (Ocimum basilicum i Ocimum gratissimum) (Fandohan i sur., 2004.).



Soylu i sur. (2007.) navode da ulja origana i komorata smanjuju rast Sclerotinia

sclerotiorum na rajcici do 68,9%.

U istrazivanju koje su proveli Katooli i sur. (2012.) ispitano je djelovanje eteri¢nih ulja
timijana (Thymus vulgaris L.) i eukaliptusa (Eucalyptus camaldulensis L.) na porast
micelija fitopatogenih gljiva Penicillium digitatum, Aspergillus flavus, Colletotrichum
gloeosporioides i zemljisnih patogenih gljiva Pythium ultimum i Rhizoctonia solani.
Primjenjena je koli¢ina od 10 pl svakoga ulja i to u koncentracijama od 25, 50, 75 1 100%.
Kako bi se ostvarila odredena koncentracija, ulja su razrijedena acetonom. Pokus je
postavljen na PDA podlozi pri temperaturi 25 °C, a ucinak je mjeren tijekom 30 dana.
Rezultati su pokazali dobru aktivnost oba ulja, pri ¢emu je utvrdeno kako je eteri¢no ulje
timijana potpuno inhibiralo porast gljive kada je primjenjeno u koncentracijama od 50, 75 i
100%.

Utjecaj eteri¢nih ulja klin¢i¢evca i cimeta, kao i njihovog sinergisti¢kog djelovanja ispitan
je na 6 gljiva uzro¢nika propadanja grozda: Aspergillus niger, Alternaria alternata,
Colletotrichum gloeosporioides, Lasiodiplodia theobromae, Phomopsis viticola i Rhizopus
stolonifer. Istrazivanjem sinergistickog ucinka utvrdeni su optimalni omjeri ulja
klin¢i¢evca 1 cimeta 1 iznosili su 3:7, 2:8 1 1:9. Minimalne inhibitorne koncentracije

primjenjenih ulja na 6 ispitivanih gljiva iznosile su 400 mg/ml. (Sukatta i sur., 2008.)

Celikel i Kavas (2008.) proveli su ispitivanje 5 eteri¢nih ulja: timijan, mirta, lovor, kadulja,
naran¢a. Utjecaj navedenih ulja ispitivan je na bakterijama Escherichia coli, Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus i Candida albicans, a koristene su koli¢ine od 5 od
20 pl. Ulje timijana je pokazalo najbolji ucinak, dok je kod ulja narance ucinak bio

najslabiji.

Ispitivanje plinovitog oblika eteri¢nih ulja Tanovi¢ i sur. (2005.) proveli su koriste¢i 18
vrsta biljnih eteri¢nih ulja na porast izolata gljive B. cinerea. Koristene su koncentracije od
0,65, 0,32, 0,16, 0,08, 0,04 1 0,02 pl/ml zraka u Petrijevoj zdjelici pipetiranjem ulja na
unutrasnju stranu poklopca. Najslabiji ucinak pokazale su pare eteri¢nih ulja narance i

bijelog bora dok je najtoksi¢nija bila ulja timijana i cimeta.

Daferera i sur. (2003.) su ispitali utjecaj osam eteri¢nih ulja (origano, timijan, jasenak,
mazuran, lavanda, ruzmarin, kadulja i buha¢) na porast gljiva B. cinerea, Fusarium sp.

(Fusarium solani var. coeruleum) i bakteriju Clavibacter michiganensis subps.



michiganensis. Porast gljiva i bakterije potpuno su inhibirala ulja origana, timijana, jasenka

1 mazurana.

Antifungalno djelovanje sedam eteri¢nih ulja i njihov utjecaj na inhibiciju rasta Aspergillus
niger, Penicillium chrysogenum i Trichoderma viride bili su predmet istrazivnja Yang i
Calusen (2007.). Tijekom 20 tjedana ulja timijana (Thymus zygis) i egipatskog geranija
(Pelargonium graveolens) inhibirala su rast svih gljiva koristenih u pokusu i to prilikom
uporabe metode namakanja komada drveta u etericno ulje. Medutim, svoje djelovanje nisu
pokazala prilikom uporabe metode u kojoj su gljive izlozene plinovitom obliku eteri¢nih
ulja. Autori su pretpostavili kako postoji moguénost da monoterpeni koji su u Ssastavu
etericnih ulja, inhibiraju Klijanje spora ili njen vegetativni rast prilikom kontakta. Ulje
timijana razrijedeno u omjeru 1:8 djeluje inhibitorno na rast gljiva. Primjerice, ulje kopra
(Anethum graveolens) prilikom metode u kojoj je gljiva pod utjecajem plinovitog oblika
etericnog ulja, imalo je inhibitorni uc¢inak na rast svih ispitivanih gljiva, dok je prilikom
uporabe druge metode ono djelovalo inhibitorno na A. niger i P. chrysogenum. Izvodenjem
obje metode, ulja ruzmarina (R. officinalis), limunske trave (Cymbopogon flexuosus),
cajevca (Melaleuca alternifolio) i biljke Carum opticum pokazala su, suprotno prethodno
navedenim uljima,znacajno slabije ili nikakvo inhibitorno djelovanje. Ulje ruzmarina imalo
je inhibitnorni u¢inak oko 10 tjedana na rast gljiva prilikom uporabe metode plinovitog
oblika eteri¢nog ulja, dok je ulje limunske trave u istoj metodi inhibiralo rast P.
chrysogenum tijekom 12 tjedana. Autori takoder pretpostavljaju da iako sva ispitivana ulja
sadrze ketone koji su u razli¢itim koli¢inama, inhibitorno djelovanje pojedinog ulja je
rezultat djelovanja to¢no odredenog ketona ili kombinacije vise komponenata koje su

sastavni dio ulja.



3. Materijal i metode

Pokusi su provedeni tijekom 2015. godine u Laboratoriju za fitopatologiju na
Poljoprivrednom fakultetu u Osijeku. U pokusu su koristena 22 eteri¢na ulja (Slika 1.) i

izolat gljive Botrytis cinerea.

Ispitivan je utjecaj eteri¢nih 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.), mati¢njaka (Melissa officinalis L.),
ruzmarina (Rosmarinus officinalis L.), mirte (Myrtus communis L.), lista cimeta
(Cinnamomum verum Presl.), bosiljka (Ocimum basilicum L.), bijelog bora (Pinus
sylvestris L.), eukaliptusa (Eucalyptus globulus L.), cedra (Cedrus atlantica Manetti),
bergamota (Citrus bergamia Rissoet. Poit.), mandarine (Citrus reticulata Blanco),
cempresa (Cupressus sempervirens L.), paculija (Pogostemon patchouli Benth.), dumbira
(Zingiber officinale Roscoe), gorke naranc¢e (Citrus aurantium L.), sandala (Santalum

album L.) i kamfora (Cinnamomum camphora L.) na rast micelija gljive B. cinerea.

Slika 1. Eteri¢na ulja koristena u pokusu (foto: S. Grgi¢, 2015.)

Eteri¢na ulja primijenjena su u kolicinama 3, 5 1 7 ul po Petrijevoj zdjelici s 10 ml KDA

podloge (krumpir-dekstrozni agar), a u kontrolnoj varijanti je koristena destilirana voda.

Petrijeve zdjelice su prethodno sterilizirane u uredaju za sterilizaciju vruéom vodenom
parom (autoklav). Sam postupak sterilizacije obavlja se pri temperaturi od 121 °C, uz tlak
od 1,5 bara u vremenskom periodu od 20 minuta.



KDA je gotova smjesa za podlogu, a kako bi dobili krutu podlogu, dodaje se tehnicki agar.
Smjesi se potom dodaje pola litre destilirane vode te se, u tikvici, smjesa kuha u vodenoj
kupelji. Nakon $to je podloga rastopljena, tikvica se zamota u papir i stavlja u autoklav na
20 min pri temperaturi od 121°C i tlaku 1,5 bar. Nakon Sto se autoklav iskljuci i tlak padne,
tikvica se vadi iz autoklava i ostavlja na hladenje do 60°C. Dodaje se antibiotik
streptomicin kako bi se sprijecio razvoj bakterija, tikvica se ponovno zatvara i protrese, a

takav sadrZaj se zatim izlijeva u sterilizirane Petrijeve zdjelice.

Sterilni filter papir promjera 5 mm postavljen je u sredinu Petrijeve posude (promjera 90
mm) na KDA podlogu, a 5 mm od ruba zdjelice unakrsno su postavljena 4 kruzna isjecka

(@ 5 mm) ciste kulture gljive B. cinerea (Slika 2.). Na filter papir naneSena su eteri¢na ulja.

Nanosenje eteri¢nih ulja obavljeno je mikropipetom u komori za rad u sterilnim uvjetima
(Slika 3.).

Slika 2. Raspored kruznih isjecaka gljive i filter papira u Petrijevoj zdjelici (foto: S. Grgi¢,
2015.)
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Slika 3. NanoSenje eteri¢nog ulja na filter papir u sredistu zdjelice (foto: S. Grgi¢, 2015.)

Nakon nacjepljivanja gljive Petrijeve zdjelice inkubirane su u termostat komori (Slika 4.)
na temperaturi od 22°C tijekom 12 dana pri svjetlosnom rezimu 24 sata tama. Pokus je

postavljen u 2 ponavljanja. Zone inhibicije mjerene su 3., 6., 9., i 12. dan od nacjepljivanja.

Slika 4. Inkubirane Petrijeve zdjelice u termostat komori (foto: S. Grgi¢, 2015.)
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3.1. Statisticka obrada podataka

Ucinak pojedinog ulja i primijenjenih koncentracija pojedinog 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. ofthe SAS System for Windows (Copyright© 2012 by SAS Institute Inc., Cary, NC,
USD).

12



4. Rezultati

4.1. Utjecaj eteri¢nih ulja na porast micelija gljive Botrytis cinerea u prvom mjerenju
Prvo mjerenje zona inhibicije eteri¢nih ulja provedeno je tri dana od inokulacije.

Ucinak ulja, koli¢ine te interakcije ulja i koli¢ina na porast micelija u prvom mjerenju je
znacajan, ali kvadratni eta koeficijent ukazuje na to da vrsta ulja ima najvec¢i u¢inak na rast

micelija gljive, dok je utvrdeno kako je uc¢inak koli¢ine i interakcije ulja 1 koli¢ina vrlo

nizak (tablica 1).

Tablica 1. Utjecaj ulja, koncentracije i njihove interakcije na porast micelija B.cinerea, 3

dana nakon inokulacije

Stupnjevi ) ]
L Sredina kvadrata | Znacajnost | Kvadratni eta
Izvor varijacije slobode o
koeficijent
Ulje 22 1281,40 P<0,01 0,93
Koli¢ina ulja 2 183,40 P<0,01 0,01
Ulje x koli¢ina 44 18,80 P<0,01 0,03
Pogreska 207 4,0 0,03

LSD testom utvrdeno je da su sva ispitivana ulja imala odredeni utjecaj na porast micelija
tri dana nakon inokulacije, a ovisno o vrsti ulja taj utjecaj je bio fungistatican ili, suprotno
tome, stimulativno je djelovao na pocetni porast micelija ispitivane gljive. Uoceno je da su
sva etericna ulja, izuzev ulja gorke narance, kamfora i sandala imala fungistatican ucinak,

izrazen u vecoj ili manjoj mjeri (tablica 2).

Najbolji uc¢inak utvrden je kod ulja anisa, timijana, kima, mente 1 mati¢njaka kod kojih je

zabiljezena najveca zona ihibicije.

U odnosu na kontrolu, eteriéna ulja gorke narance, kamfora i sandala dodatno su

stimulirala porast gljive B. cinerea.

13



Tablica 2. Zona inhibicije (mm) u prvom mjerenju, 3 dana nakon inokulacije

Koli¢ina
Ulje

3ul

Sul

Tul

Carum carvi

30,87 + 0,31 a™B

32,63 +0,13 a"

32,75+ 0,14 a"

Cedrus atlantica

10,63 4,01 ¢"

13,38 + 1,07 d°F

15,25 + 1,45 fg™"

Cinnamomum camphora | 0,38 + 0,24 g' 4,75+ 0,95 f 3,88+ 1,07 jk
Cinnamomum verum 17,00 +0,29d° | 18,88 +0,24 ¢ | 18,75+ 1,01 deP
Citrus aurantium 4,13 +0,43 f 2,88+0,13f  [2,63+024k
Citrus bergamia 10,25+ 1,03 ¢ 18,00+ 1,06 c© | 18,13 + 1,60 de™®
Citrus reticulata 9,63+ 0,47 ¢ 10,00+ 0,615 | 7,25+1,20i°
Cupressus sempervirens | 9,63 + 0,66 ¢" 13,00 £2,33 d°F | 16,88 + 0,63 efg”"
Eucalyptus globulus 11,13+ 1,07 [9,88+1,57¢5 [ 15,00+ 1,24 g
Kontrola 4,38 +0,24 4,63+0,63f  |4,63+0,55k°"
Lavandula officinalis 27,63 +0,72b°C | 30,63+0,97 a"° | 28,63 £0,55 c°"
Melissa officinalis 24,00+ 0,89 c®  [31,88+0,13a" |31,88+0,47 ab™®

Mentha x piperita.

30,50 = 1,37 ab”™®

32,63 +£0,13 a*

2825+ 1,36 ¢c°

Myrtus communis

17,75 £ 1,05 d°

18,13 + 2,56 c©

17,25 + 1,20 efg”"

Ocimum basilicum

16,63 = 1,01 d°

27,00 £ 0,87 b®

30,13 + 0,66 bcE°

Pimpinella anisum

32,50 + 0,00 a*

32,13 +0,55 a"

32,88 +0,24 a”

Pinus sylvestris

15,13 £ 0,63 d°F

16,50 + 1,02 ¢*P

20,13 +0,83 d°

Pogostemon patchouli

9,38 +£0,68¢°

11,38 £ 0,83 d°F

12,13+ 0,47 h"

Rosmarinus officinalis | 17,88 £0,66 d° | 17,88 1,52 ¢ | 17,63 + 0,60 ef°"
Salvia officinalis 2438 +031c¢®  [27,13+0,38b° | 28,88+ 0,90 c°°
Santalum album 2,63+097fg"  [3,13+043f [2,50+029k'
Thymus vulgaris 31,25+ 043 2™ [32,63+0,13a" |31,88+0,24 ab"™°
Zingiber officinale 5,50 + 0,41 £ 525+0,60 f 6,13 + 0,55 ij°"

Za prosjecne vrijednosti (usporedba po stupcima) oznacene istim malim tiskanim slovom nisu utvrdene

statisticki znacajne razlike na razini znacajnosti P<0,05, a za prosjecne vrijednosti oznacene velikim

tiskanim slovom nisu utvrdene statisticki znacajne razlike na razini znacajnosti od P<0,01.
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4.2. Utjecaj eteri¢nih ulja na porast micelija gljive Botrytis cinerea u drugom

mjerenju

Drugim mjerenjem, nakon Sest dana, utvrdeno je inhibitorno djelovanje 10 eteri¢nih ulja na
porast micelija ispitivane gljive. Kao i u prvom mjerenju, nakon provedene faktorijalne
analize varijance utvrden je znacajan ucinak ulja, koli¢ina i njihove interakcije na porast
micelija gljive. Takoder, vrsta ulja imala je najveci uéinak na porast micelija, u odnosu na

komponente koli¢ine ulja i interakcije ulja i koli¢ine (tablica 3).

Tablica 3. Utjecaj ulja, koncentracije i njihove interakcije na porast micelija B.cinerea,6

dana nakon inokulacije

o Sredina Kvadratni
L Stupnjevi slobode Znacajnost
Izvor varijacije kvadrata eta
koeficijent
Ulje 9 1749,40 P<0,01 0,77
Koli¢ina ulja 2 611,90 P<0,01 0,06
Ulje x koli¢ina 18 148,73 P<0,01 0,13
Pogreska 90 8,0 0,04

Sest dana nakon postavljanja pokusa broj ulja s antifungalnim udinkom se smanjio.
Negativan uc¢inak na porast micelija gljive B.cinerea utvrden je kod eteri¢nih ulja timijana,
paprene metvice, anisa, lavande, ruzmarina, kima, cimeta, paculija, melise i dumbira. Kod
svih ostalih ulja, na svim koncentracijama, utvrdeno je potpuno prorastanje Petrijeve
zdjelice micelijem gljive. Takoder, u kontrolnoj varijanti, u kojem je koristena destilirana

voda utvdeno je potpuno prorastanje u drugom mjerenju.

U drugom mjerenju najboljim se pokazalo eteri¢no ulje timijana, i to u svim koriStenim
koncentracijama. Tako je primjerice, pri 3pul ulje timijana imalo 19% bolji u€inak od ulja
lavande, 59% od ulja ruzmarina te ¢ak 96% bolji u¢inak od ulja dumbira. Pri koncentraciji
od 5 pl ulja timijana i paprene metvice su imala gotovo indenti¢an ucinak (1% bolji u¢inak
timijana), a u¢inak ulja lavande takoder se statisticki nije razlikovao od dva prethodno
navedena ulja. Razlika izmedu ucinka ulja timijana i lavande iznosi 8%. Pri koristenju 3 pl

najveca razlika je izmedu ucinka timijana i ulja paculija i iznosi 96 % (tablica 4).
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Tablica 4. Zona inhibicije (mm) u drugom mjerenju, 6 dana nakon inokulacije

Koli¢ina
) 3ul Sul Tul
Ulje
Carum carvi 0,00 + 0,00 d® 19,13 +2,59b% | 27,13+ 1,61b"
Cinnamomum verum 0,63+ 0,38d" 13,38 +£1,07d% | 2,88 +1,21d°
Lavandula officinalis 25,00 = 0,91b® 29,75 + 1,483a"" | 27,63 +0,55b"
Melissa officinalis 0,00 = 0,00 d° 0,00 +0,00d° | 13,00 + 0,20c®

Mentha x piperita

29,00 £ 1,32 a*

32,13 £0,31a"

27,88 + 1,56b"

Pimpinella anisum 0,88 + 0,59d" 24,00 + 5,200°¢ | 28,75 + 3,13ab”
Pogostemon patchouli | 0,00 + 0,00 d° 0,63 +0,13d" 1,25 +0,43d°
Rosmarinus officinalis | 12,63 + 1,42¢° 13,13 £0,66c° | 12,00 + 0,68¢c®
Thymus vulgaris 30,63 + 0,47a" 32,63+0,13a" |31,88+0,24a"
Zingiber officinale 1,25 +0,72d° 2,25+032d5 |2,63+0,52d°

Za prosjecne vrijednosti (usporedba po stupcima) oznacene istim malim tiskanim slovom nisu utvrdene

statisticki znacajne razlike na razini znacajnosti P<0,05, a za prosjecne vrijednosti oznacene velikim

tiskanim slovom nisu utvrdene statisticki znacajne razlike na razini znacajnosti od P<0,01.

Slika 5. Eteri¢no ulje timijana u drugom mjerenju (foto: S. Grgi¢, 2015.)




4.3. Utjecaj eteri¢nih ulja na porast micelija gljive Botrytis cinerea u treéem mjerenju

U mjerenju provedenom devet dana nakon nacjepljivanja gljive utvrden je fungistati¢ni
ucinak osam vrsta ulja na porast micelija B.cinerea. Faktorijalnom analizom varijance
utvrden je znacajan ucinak ulja, koli¢ine te njihove interakcije na porast micelija (tablica
5), no kao i u prethodno navedenim mjerenjima, vrste ulja imale su najveéi ucinak na

porast micelija, u odnosu na koli¢inu ulja te interakciju ulja 1 koli¢ine.

Tablica 5. Utjecaj ulja, koncentracije i njihove interakcija na porast micelija B. cinerea 9

dana nakon inokulacije

) Kvadratni
N . Sredina

Izvor varijacije Stupnjevi slobode Znacajnost eta
kvadrata o

koeficijent
Ulje 7 1206,954 P<0,01 0,86
Koli¢ina ulja 2 225,278 P<0,01 0,04
Ulje x koli¢ina 9 51,863 P<0,01 0,05
Pogreska 57 11,834 0,06

Nakon devet dana od nacjepljivanja antifungalni u¢inak dodatno je opao, pa je ucinak
utvrden kod osam ulja (Tablica 6.): kim, cimet, lavanda, paprena metvica, anis, ruzmarin,
timijan 1 dumbir (Slika 6.). Kod svih ostalih ulja, na svim koncentracijama kao i kod

kontrolnog uzorka utvrdeno je potpuno prorastanje micelija gljive.
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Slika 6. U¢inak eteri¢nih ulja dumbira, kima i cimet lista (foto: S. Grgi¢, 2015.)

Ulje timijana pokazalo se kao najudinkovitije u odnosu na ostala ulja pri svim
primijenjenim koli¢inama devet dana nakon inokulacije. Pri koli¢ini 3ul, ulja paprene
metvice 1 lavande nisu pokazala statisticki znaCajno nizu ucinkovitost u odnosu na ulje
timijana (tablica 6) 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 7ul imala 32%, odnosno 57% manju zonu inhibicije u odnosu na ulje

timijana.

Navedeni rezultat ukazuje na to da se povecanjem koncentracije povec¢ava ucinkovitost
ulja timijana u odnosu na ucinkovitost ostalih primijenjenih ulja. Takoder treba spomenuti
ulje anisa, koje pri primijenjenim koli¢inama 3 i 5Sul devet dana nakon inokulacije nije
imalo fungistatiCan uc¢inak, a pri koli¢ini 7ul bilo je po djelotvornosti drugo po redu,

odmah nakon ulja timijana.
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Tablica 6. Zona inhibicije (mm) u tre¢em mjerenju, 9 dana nakon inokulacije

Koli¢ina

3ul Sul Tul
Carum carvi 0,00 + 0,00 c® 0,00 + 0,00 d° 6,13 +0,24 ¢F
Cinnamomum verum 0,00 + 0,00 c° 1,13 + 0,66 d° 0,50 £0,50 g"

Lavandula officinalis

11,75 £0,52 b

25,50 £3,51 b°

21,50 + 1,70 c©

Mentha x piperita

13,63 + 0,52 ab”

16,38 + 1,97 c©

13,75 +1,33 d°

Pimpinella anisum

0,00 + 0,00 c®

0,00 + 0,00 d°

27,13 +0,13 b°

Rosmarinus officinalis

1,38 + 0,94 c®

2,63+ 1,01 d°

3,38 1,30 f

Thymus vulgaris

18,75 + 5,39 a”

32,63 0,13 a

31,88 £0,24 2"

Zingiber officinale

1,25+0,72 c®

1,13+0,72 d°

2,00+ 0,61 fg"

Za prosjecne vrijednosti (usporedba po stupcima) oznacene istim malim tiskanim slovom nisu utvrdene

statisticki znacajne razlike na razini znacajnosti P<0,05, a zaprosjecne vrijednosti oznacene velikim tiskanim

slovom nisu utvrdene statisticki znacajne razlike na razini znacajnosti od P<0,01.

4.4. Utjecaj etericnih ulja na porast micelija gljive Botrytis cinerea u cetvrtom

mjerenju

U posljednjem mjerenju, nakon 12 dana, utvden je fungistati¢ni uc¢inak na gljivu B. cinerea

kod dva ulja. Faktorijalnom analizom varijance uviden je znaCajan ucinak ulja,

koncentracije i njihove interakcije na porast micelija. Kao i u svim mjerenjima, vrsta ulja

imala je najveci u¢inak na porast micelija gljive, tj. na koli¢inu ulja i interakciju ulja i

primjenjene koli¢ine (tablica 7).
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Tablica 7. Utjecaj ulja, koncentracije i njihove interakcija na porast micelija B. cinerea 9

dana nakon inokulacije

. Kvadratni
o o Sredina
Izvor varijacije Stupnjevi slobode Znacajnost eta
kvadrata o
koeficijent
Ulje 1 2440,167 P<0,01 0,47
Koli¢ina ulja 2 706,948 P<0,01 0,27
Ulje x koli¢ina 2 681,760 P<0,01 0,25
Pogreska 18 0,931 0,003

Dvanaesti dan od inokulacije antifungalni u¢inak utvrden je kod eteri¢nih ulja timijana i
dumbira. U svim ostalim uzorcima utvrdeno je potpuno prorastanje Petijeve zdjelice. Ulje
timijana pokazalo se kao ucinkovitije u dvije od tri ispitivane koncentracije (tablica 8).
Tako je pri koncentraciji od 3 ul bilo djelotvornije ulje dumbira, ali nije utvrdena statisticki
znacajna razlika. Pri 5 pl ulje timijana bilo djelotvornije za 97%, dok je na 7 pl

djelotvornost bila ve¢a za 94%, uz statisticki znacajne razlike u odnosu na dumbir.

Tablica 8. Zona inhibicije (mm) u ¢etvrtom mjerenju, 12 dana nakon inokulacije

Koli¢ina
3ul Sul Tul
Ulje
Thymus vulgaris 0,00 + 0,00 a* 32,63+0,13 a" 31,88 +0,24 a"
Zingiber officinale 1,13 +0,68 a" 0,88 +0,72 b® 2,00 £ 0,61b®

Za prosjecne vrijednosti (usporedba po stupcima) oznacene istim malim tiskanim slovom nisu utvrdene
statisticki znacajne razlike na razini znacajnosti P<0,05, a zaprosjecne vrijednosti oznacene velikim tiskanim

slovom nisu utvrdene statisticki znacajne razlike na razini znacajnosti od P<0,01.
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5. Rasprava

Rezultati dobiveni u pokusu u skladu su s istrazivanjima drugih istrazivaca koji su

istrazivali utjecaj eteri¢nih ulja na rast i razvoj gljive B. cinerea.

Brojni autori su utvrdili jak antifungalni uéinak eteri¢nog ulja timijana (Arras i Usai,
2001.; Reddy i sur., 1998.; Bouchra i sur., 2003.).

Prema Arras i Usai (2001.), medu 12 eteri¢nih ulja, ulje timijana pokazalo je najjaci
antifungalni ucinak na porast micelija Cetiri ispitivane gljive (B. cinerea, Penicillium
digitatum, Penicillium italicum i Alternaria citri). Ulje timijana je primijenjeno u koli¢ini

250 ppm.

Behnam i sur. (2006.) utvrdili su antifungalni uéinak paprene metvice na gljive B. cinerea,

A. niger i Rhizopus stolonifer.

Wilson i sur. (1997.) su zakljucili kako od ispitanih 49 eteri¢nih ulja, ulja crvenog timijana
i lista cimeta imaju najjaéi antifungalni ucinak protiv B. cinerea. Rezultati naSih

istrazivanja u skladu su s rezultatima navedenih istrazivnja.

Tripathi i sur. (2008.) su ispitivali antifungalni u¢inak 26 eteri¢nih ulja medu kojima je bilo
i ulje dumbira na porast micelija gljive B. cinerea. Ulje dumbira je u potpunosti inhibiralo
porast ispitivane gljive.

Carta 1 sur. (1996.) navode da i ulje kadulje ima jako fungistaticno djelovanje na B.

cinerea.

Tanovi¢ i sur. (2005.) su utvrdili kako najbolji antifungalni uéinak na porast B. cinerea
imaju ulja timijana, cimeta i anisa, dok je ulje narance, kao i u ovom istrazivanju, pokazalo

najslabije djelovanje.

Takoder su Lee i sur., (2007.) utvrdili da ulje slatke narance nije imalo inhibitorni u¢inak

na razvoj gljiva B. cinerea, F . oxysporum, C. gloeosporioides, R. solani i P. ultimum.

Wang i sur. (2010.) navode kako glavna komponenta etericnih ulja cimeta i klin¢i¢evca,
eugenol, ima jak antifungalni u¢inak na rast B. cinerea i Sclerotinia sclerotiorum, sto

objasnjava dobro djelovanje navedenih ulja i u ovom istrazivanju.
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Sukladno rezultatima autora Daferera i sur. (2003.) koji su proveli ispitivanje 8 eteri¢nih
ulja na 3 biljna patogena, medu kojima je i B. cinerea, najbolji u¢inak pokazala su, medu

ostalima, ulja timijana i origana.

Kako je eteri¢no ulje kima pokazalo djelotvornost u svim mjerenjima, izuzev u ¢etvrtom, I
imalo je dobar ucinak, rezultati istrazivanja u skladu su s istrazivanjem Aminifard i
Mohammadi (2012.). Autori su ispitivali u¢inak tri eteri¢na ulja: kima, komoraca i mente u
koncentracijama od 400 1 600 ul na plodovima $ljive. Sva etericna ulja pokazala su dobar
ucinak, pri ¢emu je utvrdeno kako sva ulja u vis§im koncentracijama pozitivno utjecu na
karakteristike kvalitete voca kao S§to su pH, topiva suha tvar, sadrzaj ugljikohidrata,
postotak propadanja tkiva. Zakljuceno je kako ulja inhibiraju infekciju plodova S§ljive

gljivom B. cinerea, ali se povec¢alo i moguce vrijeme skladistenja samih plodova.

Mohammadi i Aminifard (2011.) proveli su istrazivanje ucinka tri etericna ulja na
uzro¢nika sive plijesni na krastavcu. Kao i u ovom radu, ponovno je utvrdeno antifungalno
djelovanje eteri¢nog ulja kima, koje se pokazalo kao najbolje medu navedenima. Takoder,
kao 1 u prethodno navedenom radu dvojice autora, i ovaj puta su etericna ulja pokazala

dobar ucinak na kvalitetu ploda, u ovome slucaju krastavca.

Prema navedenim istrazivanjima moze se utvrditi kako su etericna ulja, ponajprije
timijana, a zatim 1 ostala pokazala dobar ucinak sukladno istraZivanjima drugih autora, no
vidljivo je kako ostaje dosta prostora za utvrdivanje novih Ccinjenica. Ponajprije
povecanjem koncentracija, u odnosu na koncentracije koristene u ovom istrazivanju, ali i

ispitivanjem eventualnih dodatnih pozivitnih svojstava eteri¢nih ulja na kvalitetu plodova.
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6. Zakljucak

Ovim istrazivanjem provedenim u in Vvitro uvjetima utvrdeno je antifungalno djelovanje 22

eteri¢na ulja na gljivu Botrytis cinerea.
Nakon zavsenog istrazivanja i na osnovi dobivenih rezultata doneseni su sljedeci zakljucci:

- Nakon prvog mjerenja utvrden je antifungalni 1 stimulativni uc¢inak odredenih
ulja na porast micelija gljive u odnosu na kontrolu. Sva eteri¢na ulja, izuzev ulja
kamfora, sandala i gorke narance imala su odredeni fungistati¢ni ucinak. Pri
tome je najbolji ucinak utvrden kod ulja anisa, timijana, kima, mente i
mati¢njaka, kod kojih je zabiljezena najvec¢a zona inhibicije. U odnosu na
kontrolu, etericna ulja kamfora, sandala i gorke narance dodatno su stimulirala
porast ispitivane gljive.

- Nakon drugog mjerenja antifungalni ucinak zabiljezen je kod 10 eteri¢nih ulja.
Kod svih ostalih ulja, ukljucujuéi i kontrolnuvarijantu, zabiljezeno je potpuno
prorastanje Petrijeve zdjelice. Najbolji u¢inak imalo je ulje timijana U svim
koristenim koncentracijama.

- Tre¢im mjerenjem antifungalni u¢inak zabiljezen je kod 8 eteri¢nih ulja, gdje je
ulje timijana pokazalo najbolji ucinak. ZabiljeZeno je kako vece koncentracije
ulja timijana pokazuju bolji u¢inak.

- Zadnjim mjerenjm, nakon 12 dana, zabiljezen je antifungalni u¢inak 2 eteri¢na
ulja, timijana 1 dumbira. Pri najnizoj koncentraciji ulje dumbira je pokazalo
bolji u¢inak, dok je pri viSim koncentracijama uc¢inak etericnog ulja timijana bio
znacajno visi (97%).

- Prema rezultatima iz ovog istrazivanja ulje timijana, osobito u viSim
koncentracijama, pokazalo je najbolji antifungalni ucinak, tj. imalo je najvecu
zonu inhibicije te se s toga moze smatrati potencijalim alternativnim oblikom

biljne zastite
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8. Sazetak

Cilj istrazivanja bio 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, cempres, paculi, dumbir, gorka naran¢a, sandal, kamfor) na
rast micelija uzro¢nika sive plijesni (Botryris cinerea). Pokus je proveden u in vitro
uvjetima na KDA podlozi u 2 ponavljanja. Ulja su primijenjena u tri koli¢ine (3,517 pl), a
porast micelija mjeren je 4 puta tijekom 12 dana (svaka tri dana jedno mjerenje). Sva ulja,
izuzev ulja gorke naranCe, sandala i kamfora, pokazala su odredeno antifungalno
djelovanje. U odnosu na kontrolu, najbolji u¢inak imala su ulja timijana i dumbira, dok je
za ulja gorke narance, sandala i kamfora utvrden stimulativni u¢inak na rast gljive Botrytis

cinerea.

Kljuéne rijeci: eteri¢na ulja, Botrytis cinerea, antifungalno djelovanje, inhibicija
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9. Summary

The aim of this study was to determine the effect of 22 essential oils (anise, thyme, cumin,
peppermint, lavender, sage, lemonbalm, rosemary, myrtle, cinnamon leaf, basil, white
pine, eucalyptus, cedar, bergamot, mandarin, cypress, patchouli, ginger , bitter orange,
sandalwood, camphor) on growth of gray mold (Botryris cinerea), while water was used as
a control. The experiment was performed in vitro on PDA medium in 2 repetitions. Oils
were applied at three amounts (3, 5 and 7ul), and the mycelial growth was measured 4
times during 12 days (every 3 days). All oils, except oils of bitter orange, sandalwood and
camphor, have shown a certain antifungal activity. Compared to the control, the best
antifungal activity have shown thyme and ginger oil, while for oils of bitter orange,
sandalwood and camphor was determined a stimulating effect on growth of fungus Botrytis

cinerea.

Keywords: essential oils, Botrytis cinerea, antifungal activity, inhibition
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10. Popis tablica

Redni
broj

Naziv tablice

Utjecaj ulja, koncentracije i njihove interakcije na porast micelija B.cinerea, 3

dana Nakon INOKUIACIIE.........couvriiiriieieiec s

Zona inhibicije (mm) u prvom mjerenju, 3 dana nakon inokulacije......

Utjecaj ulja, koncentracije i njihove interakcije na porast micelija B.cinerea, 6

dana Nakon INOKUIACTE.........cccveieiiiie e

Zona inhibicije (mm) u drugom mjerenju, 6 dana nakon inokulacije....

Utjecaj ulja, koncentracije i njihove interakcija na porast micelija B. cinerea 9

dana nakon INOKUIACTTE.........cccoveiviiiicie e

Zona inhibicije (mm) u tre¢em mjerenju, 9 dana nakon inokulacije..............

Utjecaj ulja, koncentracije i njihove interakcija na porast micelija B. cinerea 9

dana Nakon INOKUIACTIE.........cvririiieieeirisee e

Zona inhibicije (mm) u etvrtom mjerenju, 12 dana nakon inokulacije

Broj

st

13

14

15
16

17
19

20
20

r.
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11. Popis slika

Redni
broj

Naziv slike

Eteri¢na ulja koriStena u pokusu (foto: S. Grgic,
2005, ) e e reeres
Raspored kruznih isjeCaka gljive i filter papira u Petrijevoj zdjelici (foto: S.
GIEIC, 2015.)u ittt ettt bbb ees
NanoSenje etericnog ulja na filter papir u sredistu zdjelice (foto: S. Grgic,
2005.) et

Inkubirane Petrijeve zdjelice u termostat komori (foto: S. Grgi¢, 2015.)..
Eteri¢no ulje timijana u drugom mjerenju (foto: S. Grgi¢, 2015.).............
Uc¢inak etericnih ulja dumbira, kima 1 cimet lista (foto: S. Grgi¢,

74113 T

Broj

str.

10

11

11

16

18
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