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1. UvOD

Poznata je Cinjenica da sredstva za zastitu bilja i nakon karence ostavljaju dio
aktivne tvari u biljkama 1 biljnim dijelovima, odnosno proizvodima koji ¢e biti
konzumirani. Mi, zapravo, sa svakom namirnicom koju konzumiramo, a koja je tijekom
biljne proizvodnje ili tijekom skladiStenja bila tretirana sredstvima za zaStitu bilja,
onoliku koli¢inu pesticida koja nije Stetna za na$ organizam. Ipak, dugorocno gledano
takav kontinuirani unos ostataka pesticida u organizam je zdravstveno lo$. Takoder,
primjena kemijskih pesticida nije niti ekoloski prihvatljiva. Trebamo sve viSe istrazivati
prirodu oko nas i pronaéi alternativna rjeSenja za zastitu bilja od Steto€inja, a to su

ekoloski i zdravstveno prihvatljiva sredstva u zastiti.

U nekim zemljama su tijekom raznih istrazivanja znanstvenici dosli do spoznaja
da eteri¢na ulja imaju fungistati¢ni i baktericidni u¢inak. U stranoj literaturi moZzemo
naéi velik broj podataka o utjecaju eteri¢nih ulja na rast, razvoj i sporulaciju velikog
broja fitopatogenih gljiva. Domaca istrazivanja su, na zalost, u tom podrucju vrlo

rijetka.

Monilia fructigena, uzro¢nik smede trulezi plodova, Cest je problem u
proizvodnji voc¢a. Rasprostranjena je svugdje gdje se odvija proizvodnja jabuke, kruske,
dunje 1li koStunji¢astog voca. Plodovi mogu biti zaraZeni od faze zametanja pa sve do
berbe, ali do zaraze moze doci 1 kasnije u skladiStima. Treba napomenuti da se trulez
plodova moze Siriti 1 kasnije u transportu pa ¢ak i tijekom prodaje. Trulez ploda se
naglo Siri osobito poslije dugotrajnih kiSa, posebno ako su te kiSe doSle nakon duZeg
perioda lijepog 1 sunCanog vremena. U proljee se razvijaju jastuci¢i konidiofora i
konidija. Pomocu vijetra, kise ili insekata konidije dodu do ploda. Osjetljivost plodova
na napad smede trulezi je povecana kod zrelih plodova. Rjede su napadnuti mladi
plodovi, a ukoliko su zahvaceni oni nekrotiziraju, istrunu i otpadnu. Do zaraze najc¢esSce
dolazi putem razlicitih ostecenja ili rana. Na mjestu zaraze pojavljuju se zuto-bijele, a
kasnije svijetlosmede koncentricne pjege, koje se brzo povecavaju. Pjege mogu
zahvatiti veci dio ili cijeli plod. Tkivo mesa ispod pjege trune i potpuno propada. Neki
plodovi koji su napadnuti mogu biti u potpunosti ispunjeni micelijem gljive, kasnije ti
plodovi gube vodu, smezuraju se i naboraju. Takvi plodovi ostaju pri¢vr§éeni za grane

ili padnu na zemlju, a nazivaju se ,,mumije“. Mjere borbe protiv bolesti se sastoji



prvenstveno od indirektnog suzbijanja StetoCina. To su najprije borbe protiv insekata ili
protiv drugih uzro¢nika bolesti koje ostecuju plodove. Potrebno je prikupiti zarazene
dijelove biljke 1 mumificirane plodove i svakako ih unistiti. Zarazene grane trebamo
odrezati 20 cm ispod zarazenog dijela jer gljiva moze prodirati dublje u drvo. Potrebno
je redovito odrzavati krosnje rezidbom svake godine. Kako bismo sprijecili Sirenje
bolesti potrebno je da skladiSte bude Cisto. ZasStitu mozemo poceti ve¢ pri podizanju
vo¢njaka. Treba birati propusne terene 1 gdje je olakSano provjetravanje. Redove treba
postavljati u pravcu dominantnih vjetrova radi bolje aeracije. Sto se ti¢e kemijske na
trziStu je registriran znacajan broj aktivnih tvari uc€inkovitih protiv te bolesti. Na
osjetljivim sortama bez zaStite moze uzrokovati vrlo velike Stete. Gubici u voénjaku

zbog bolesti mogu se kretati od 50-75 %, a u transportu od 5-25 %.

Cilj ovog diplomskog rada je bilo izolirati gljivu Monilia fructigena iz zaraZzenih
plodova razli¢itih biljnih vrsta te zatim utvrditi utjecaj Sest eteri¢nih ulja na porast

razli¢itih izolata.



2. PREGLED LITERATURE
2.1. Sistematika roda MONILINIA

Rod Monilinia pripada pododjelu Ascomycota, razredu Discomycetes i porodici
Sclerotiniaceae. Karakteristi¢no je da imaju plodiSte zdjeli¢astog oblika koje se zove
apotecij. Gljive iz ovog roda ne stvaraju prave sklerocije nego tzv. ,lazne sklerocije*
odnosno mumije. Mumija se sastoji od hifa gljive i ostataka ploda, a oni sluze za
prezimljavanje. Nakon toga se na mumijama formiraju konidije ili se razvijaju apoteciji.
Naziv roda Monilinia je prvi puta koristio Honey (1928.). Spolni stadij je Monilinia
fructigena, gdje nastaje apotecij s askusima i askosporama, ali to se u prirodi ne deSava
Cesto, vec se gljiva odrzava u nespolnom, odnosno, kondijskom stadiju. Nespolni stadij

je vrlo Cest i naziva se Monilia fructigena.
2.2.  Znacaj gljive Monilia fructigena

Monilia fructigena je jako zna¢ajan patogen koji uzrokuje smedu trulez plodova
prvenstveno na jabukama, kruskama, dunjama a ponekad i kod kostunicastog voca
(Barta, 1991). Prema Bartu (1991.) Monilia fructigena moze uzrokovati bolest na
jabukama (Malus * domestica Borkh.), kruSkama (Pyrus communis L.), dunjama
(Cydonia oblonga Mill.), visnjama (Prunus cerasus L. = Cerasus vulgaris), treSnjama
(Prunus avium L. = Cerasus avium), marelicama (Prunus armeniaca L. = Armeniaca
vulgaris), breskvama (Prunus persica (L.) Batsch = Persica vulgaris), §ljivama (Prunus
domestica L.), musulama, (Mespilus germanica L.) i na vinovoj lozi (Vitis vinifera L.).
Bolest na vinovoj lozi opisuje i Glits (1990.). Moguca je pojava bolesti i na ljeSnjaku
(Corylus avellana L.) (Slika 2.) (Buchwald, 1943., Csorba i Berend, 1965.).

Slika 1. Monilia fructigena na ljesnjaku (Corylus avellana L.)

(Izvor: Internet http://www.lfl.bayern.de/ips/obstbau/049712/index.php)



http://www.lfl.bayern.de/ips/obstbau/049712/index.php

Wormald (1954.) navodi da Monilia fructigena kod ukrasnog bilja moze uzrokovati
trulez plodova i to kod Pyrus i Prunus vrsta te kod Mallus baccata L., a van Leeuwen i
sur. (2000.) navode da kod koStunicastog voca gljiva moze izazvati izostanak plodova u
vegetaciji. Gljiva smanjuje kvalitetu plodova ili dolazi do potpunog uniStavanja
plodova. U idealnim uvjetima za razvoj bolesti stete u proizvodnji mogu biti i do 70%
(Szepessy, 1977.). Gljiva u skladistima moze uzrokovati vrlo znacajne Stete (Kallay i
Rosnyai, 2005.).

2.3.  Simptomi kod Monilia fructigena

Monilia fructigena prvenstveno uzrokuje trulez plodova. Na temelju istrazivanja
bolest moze izazvati i suSenje mladica s cvjetovima. Ta pojava vrlo je rijetka, jer
konidije nastaju uglavnom u drugoj polovici vegetacije (Willetts i Bullock, 1993.). Na
zarazenim plodovima, u pocetku, formiraju se male, okrugle smede mrlje. Mrlje se s
vremenom povecavaju i na njima se formiraju zuckasti jastuci¢i s koncentricnim

krugovima (Slika 3.), to su strome s konidijama.

Raspored jastuci¢a kasnije se moze izgubiti te su tada nepravilno razbacani.
Vlazno vrijeme povoljno utjece na razvoj i na Sirenje bolesti 1 tada bolest moZze zahvatiti
cijelu povrsinu ploda (Xu i Robinson, 2000.). Do zaraze dolazi putem rana. TruleZ moze
poceti na jednom ali 1 na viSe mjesta na plodu (Agrios, 1997.). Ako se plodovi dodiruju
truleZ prelazi s jednog na drugi. U ovom sluc¢aju na plodovima ne mora biti rana.
Zarazeni ili truli plodovi zasuSe i ostanu na stablu ili padnu na tlo. Ti su plodovi
potpuno protkani micelijem gljive. Zanimljiva forma se moze dogoditi u skladiStima,
kada zaraZzeni plodovi pocrne (pojava ,.crne jabuke®). U skladiStima bez svijetla ne
dolazi do stvaranje konidija pa na povrsini plodova nastaje tzv. ,,sterilna“ Monilia. Jako
rijetko moze do¢i do stvaranja micelija ili strome na povrSini, ali ni u ovom slucaju ne
dolazi do stvaranja konidija (Byrde i Willetts, 1977.). Bolest moze uzrokovati i rak rane
na granama (Barta, 1991.). Zarazena kora i tkiva ispod kore dobiju tamnosmedu boju, a
kasnije dode 1 do nekroze. Gljiva moZe prezimjeti u zaraZzenim polusuhim granama na

kojima u proljece nastaju leziSta konidija.



Slika 2. Koncentri¢ni krugovi od Monilia fructigena na kruski

(Izvor: Internet http://ephytia.inra.fr/)

Slika 3. Plod koji je potpuno ispunjen micelijom gljiva (foto: Kell, 2014.)

2.4,  Znacaj i simptomi drugih vrsta iz roda MONILINIA

Pored Monilia fructigena unutar roda Monilinia postoji i druge vazne
fitopatogene gljive kao Monilia laxa i Monilia fructicola. Ve¢ Grog i Révy (1929.)
spominju rod Monilinia kao najopasnije uzro¢nike bolesti u proizvodnji voéa. Patogeni
imaju jako sli¢nu biologiju. Monilia laxa najprije uzrokuje susenje mladice i suSenje
cvjetova. Moze uzrokovati i potpuni izostanak vegetacije. Byrde i Willetts (1977.)
smatraju da je Monilia fructicola najopasniji od svih uzro¢nika smede trulezi plodova.

Osim toga, gljiva moze izazvati rakaste rane, susenje cvjetova i mladica. U Japanu se


http://ephytia.inra.fr/

javlja i Monilinia mali. Na pocetku se pretpostavljalo da je gljiva bezopasna, a prvi puta
je nadena na ukrasnom drvetu jabuke Malus sieboldii. Nakon toga je ista gljiva
uzrokovala katastrofalne Stete u vo¢njacima jabuke (Barta, 1991.). Monilinia laxa f. sp.
mali se javlja i u Europi (Byrde i Willetts, 1977.). Postoji i Monilia polystroma, koja je

opisana samo u Japanu (van Leeuen i sur., 2002.).

Barta (1991.) navodi da M. laxa najvise napada kosStunjiasto voce (Slika 4.) dok se na
jabukama i dunjama javlja rjede. M. laxa moze zaraziti i bademe (Prunus dulcis L.).
Pennycook (1989.) opisuje gljivu i na vinovoj lozi. Wormald (1954.) opisuje M. laxa na
ukrasnom bilju Prunus vrsta kao npr. kod Prunus triloba Lindl. Barta (1991) opisuje
istu bolest na cvjetovima japanske dunje (Chaenomeles japonica). M. fructicola napada
kostunji¢avo voce, ali i jabuke, kruske i dunje. Wormald (1954.) ju opisuje na ukrasnim
Pyrus i Prunus vrstama, na japanskim dunjama te ¢ak i na ruzama (Rosa sp.). Monilinia
laxa f. sp. mali uzrokuje suSenje cvjetova u proizvodnji jabuka. M. mali je osim na

jabukama izolirana i s nekim divljih vrsta kao je Malus sieboldii Rehd. (Barta 1991).

U Hrvatskoj se najcesce javljaju M. fructigena i M. laxa. Posljedica napada M.
laxa je masovno propadanje cvjetova i suSenje granCica, a nakon nekoliko godina
uzastopnog napada uzrocnika bolesti moze do¢i do propadanja grana, dijelova kroSnje
pa i cijelog stabla. Osim toga, gljiva moze uzrokovati i trulez ploda kao i M. fructigena.
Znakovi bolesti najuo€ljiviji su u razdoblju cvatnje i neposredno nakon cvatnje, dok kod
M. fructigena simptome najces¢e primje¢ujemo veé¢ kod zrelih plodova. Napadnuti
cvjetovi posmede 1 naglo se osuse, a zatim dolazi 1 do susenja grana. Takve grancice, s
osusenim cvjetovima, izgledaju kao da su spaljene vatrom. Prezimljava kao 1 M.
fructigena u rak ranama ili zarazenim mumificiranim plodovima. Iz zaraZenog cvijeta
gljiva prodire u grancicu u kojoj izlucuje toksine te dolazi do suSenja grane, a sam

uzro¢nik prodire dublje u drvo stvarajuéi rak rane.



Slika 4. Monilia laxa na viSnjama

(Izvor: Internet http://www.savjetodavna.hr/)

Morfologija patogena je vrlo sli¢na, no ipak razliCite vrste znaju uzrokovati ponekad
slicne a ponekad drugacije simptome. U Tablici 1. prikazani su simptomi M. fructigena,

M. laxa i M. fructicola na naj¢es¢im domacinima.


http://www.savjetodavna.hr/

Tablica 1. Usporedba simptoma M. fructigena, M. laxa, i M. fructicola na naj¢es¢im

domacdinima
M. fructigena M. laxa M. fructicola
Jabuka trulez ploda, ,,crna trulez ploda (rijetko), | trulez ploda, ,,crna
jabuka“, rak rane rak rane, susenje jabuka®, rak rane
mladica s cvjetovima
Dunja trulez ploda trulez ploda (rijetko) | trulez ploda
Marelica trulez ploda trulez ploda, rak rane, | trulez ploda, rak rane
suSenje mladica s
cvjetovima
Kruska trulez ploda trulez ploda (rijetko), | trulez ploda
suSenje cvjetova
Badem - rak rane, susenje rak rane, susenje

mladica s cvjetovima

mladica s cvjetovima

Tres$nja i viSnja

trulez ploda

trulez ploda, rak rane,
suSenje mladica s
cvjetovima

trulez ploda, suSenje
mladica s cvjetovima

Lijeska

trulez ploda,
opadanje plodova

Breskva i nektarin

trulez ploda

trulez ploda, rak rane,
suSenje mladica s
cvjetovima

trulez ploda, rak rane,
suSenje mladica s
cvjetovima

Sljiva

trulez ploda

trulez ploda, rak rane,
suSenje mladica s

trulez ploda, rak rane,
suSenje cvjetova

cvjetovima

2.5.  Geografska rasprostranjenost patogena

Slobodno mozemo reé¢i da rod Monilinia mozemo pronaci svugdje u svijetu gdje
se uzgajaju biljne vrste koje one napadaju. M. fructigena je ve¢ bila dosta proSirena u
Europi u 1800. godinama. Konidijski stadij je bio poznat ranije, a spolni stadij je opisan
tek 1936. godine. Spolni stadij M. laxa je prvi put opisan pod nazivom ,,Sclerotinia
laxa“ i to 1905. godine dok je nespolni stadij ove gljive poznat od 1866. godine. Do dan
danas su ove vrste rasprostranjene i kod nas u Hrvatskoj, a rasprostranjene su i u Europi,
Americi, Australiji, Novom Zelandu, pa ¢ak i u Aziji i Africi. M. fructicola je Bartu
(1991.) najrasprostranjenija u Americi, Australiji, Novom Zelandu, Japanu i Egiptu.
Prema podacima CABI/EPPO (2008.) gljivu mozemo pronac¢i na podrucjima Kariba,
Koreje, Tajvana, Indije, Oceanije te u Juznoj Africi. U Europi M. fructicola ima status
karantenskog Stetnog organizma te se nalazi na A2 listu. To znaci da je njena prisutnost

u Europi poznata, ali da nije rasirena. Sluzbeno se kontrolira i po potrebi suzbija. U



Spanjolskoj su veé vise puta utvrdili prisustvo patogena. Petroczy i Palkovics (2005.) su
opisali M. fructicola u Madarskoj, a bolest je u zemlju stigla zarazenim breskvama iz
Italije i Spanjolske. Godinu kasnije je Kiss (2006.) potvrdio bolest na madarskim
plantazama. Monilia mali se nalazi u Japanu i u nekim sjevernim dijelovima Azije
(Barta, 1991.). Monilinia laxa f. sp. mali prisutna je u nekim zemljama Europe (Byrde i
Willetts, 1977.). Bolest koju uzrokuje Monilia polystroma opisana je u Japanu (van
Leeuen i sur., 2002.). Isti patogen jo$ nisu opisali u drugim zemljama i ne nalazi se na

karantenskoj listi.

2.6.  Morfologija i laboratorijski uzgoj roda MONILINIA

Boja i oblik egzogene strome patogena je razli¢it $to ovisi 0 vrsti patogena
(Wormald, 1954.). Konidije roda Monilinia nazivaju se jo§ i makrokonidije.
Makrokonidije imaju razli¢ite oblike i veli¢ine, sve ovisi o vrsti patogena. Mogu imati
elipti¢ni i limunski oblik. Patogeni nekada stvaraju i mikrokonidije (Ubrizsy, 1956.). Ne
razlikuju se samo funkcijom od makrokonidija nego imaju i drugaciji oblik. Wormald
(1954.) opisuje da su makrokonidije kruskolikog oblika i 2,0-4,5 um veli¢ine. Byrde i
Willetts (1977.) pretpostavljaju da mikrokonidije sluze za skladistenje hranjive tvari.
Kod uzgoja gljive u laboratorijskim uvjetima najées¢e testiramo brzinu razvoja
patogena te njegov oblik, boju, rub kolonije, fragmentaciju, zone, sporulaciju i
pigemantaciju (Barta, 1991.). Kod kontroliranog uzgoja gljiva roda Monilinia mozemo
imati malih problema kod determinacije vrste jer izolati mogu imati znacajne razlike i
unutar vrsta. Probleme kod usporedivanja i determinacije vrsta moZemo imati izmedu
Monilia laxa i Moniila fructigena. Izolati Monilia fructicola mogu imati vrlo sli¢nu
rozetu, $to je inaCe karakteristicno za M. laxa. Kod uzgoja i izolacije M. laxa i M.
fructicola takoder mozemo imati problema s determinacijom vrsta. U takvim
slu¢ajevima trebamo izolate zajedno staviti i uzgojiti u Petrijevoj zdjelici gdje na mjestu
kontakta kulture M. laxa i M. fructicola postaje tamna, dobro vidljiva linija. Ta se linija

kod uzgoja iste vrste nece pojaviti.

Van Leeuven i sur. (2008.) navode da se Monilia fructigena na PDA podlozi na

22 °C razvija umjerenom brzinom.



2.7.  Antifungalno djelovanje eteri¢nih ulja

Eteri¢na ulja ili esencijalna ulja (lat. aetheroleum) su hlapljive tvari koje se
dobivaju iz biljnog materijala. Dobivamo ih procesom destilacije vodenom parom ili
ektrakcijom. Eteri¢na ulja su smjese lako hlapljivih, bioloski aktivnih kemijskih spojeva
dobivenih iz razlicitih dijelova biljaka. Dijelovi mogu biti korijen, stabljika, list, cvijet
ili plod. Eteri¢na ulja su vrlo prepoznatljiva po jakom mirisu. Poznato je da se etericna
ulja koriste u proizvodnji kozmetike i u farmaceutskoj industriji za proizvodnju
razli¢itih pripravaka. Manje je poznato da eteri¢na ulja mozemo koristiti, ne samo protiv

bolesti kod ljudi, nego su sve viSe trazene i u zastiti bilja.

U danasSnje vrijeme sve viSe 1 viSe trazimo 1 koristimo ekoloski prihvatljive
alternative u zastiti bilja. Potencijal Kkoristenja eteri¢nih ulja u borbi protiv patogena
opisuje Jobling (2000.).

Shimoni i sur. (1993.) testirali su ekstrakte od Majorana syriaca, Satureja
thymbra, Salvia triloba na uzro¢nike bolesti Botrytis cinerea i Fusarium oxysporum.

Dokazali su da eteri¢na ulja imaju jak negativan utjecaj na rast micelija.

Eteri¢no ulje Mentha suaveolens ima izrazena antimikrobna svojstva ( Oumzil i
sur., 2002.).

Paranagama i sur. (2003) su utvrdili da ekstrakt Cymbopogon citratus (limunska
trava) ima antifungalni u¢inak na neke uzro¢nike biljnih bolesti. Okemo i sur. (2003.)
navode da eteri¢no ulje Maesa lanceolata var. goulungenis sprjecava rast Phytophthora
cryptogea, Aspergillus niger, Phoma sp., Fusarium oxysporum i Rhizoctonia solani.
Edris i Farrag (2003.) opisuju fungistaticna svojstva Mentha piperita (paprena metvica)
i Ocimum basillicum (bosiljak) protiv Sclerotinia sclerotiorum, Rhizopus stolonifer te
protiv vrsta iz roda Mucor. Eteri¢no ulje Artemisia nilagirica inhibitorno djeluje na rast
micelija Phytophtora capsici (Shafi i sur. 2004.). Valarini i sur. (1994.) su ispitivali
ekstrakt lista Cymbopogon citratus te navode da potpuno sprjecava rast micelija
Sclerotinia sclerotiorum. Istrazivanje su obavili u in vitro i in vivo uvjetima. Shafi i sur.
(2004.) su dokazali da ulje Artemisia nilagirica inhibitorno djeluje na rast Phytopthora

capsici.
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O utjecaju eteri¢nih ulja na rod Monilinia ima vrlo malo podataka. Shadab i sur.
(1992.) su testirali utjecaj etericenog ulja Melissa officinalis na M. fructigena. Porast

gljive bio je potpuno inhibiran pri aplikaciji ulja u koncentraciji 500 ppm.

El-Sayed i Eman (2008.) na breskvama su testirali u¢inak ulja dobivenih iz
Mentha piperita i Ocimum basilicum na M. fructicola. Zakljucili su da ispitivana

eteri¢na ulja znac¢ajno inhibiraju rast M. fructicola.
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3. MATERIJAL | METODE RADA

Cilj istrazivanja je bilo izolacija gljive Monilia fructigena s razli¢itih vrsta voca
te ispitivanje utjecaja Sest eteri¢nih ulja na razvoj izolata gljive. Istrazivanje je

obavljeno u Laboratoriju za fitopatologiju Poljoprivrednog fakulteta u Osijeku.

Prvo je obavljeno sakupljanje zarazenih plodova s razliitih mjesta. Zarazeni
plodovi su bili jabuka (Malus domestica Borkh.), breskva (Prunus persica L.), $ljiva
(Prunus domestica L.), ringlo $ljiva (Prunus cocomillia L.) te dunja (Cydonia oblonga
Mill.). Za izolat sa svakog ploda sam pripremila cetiri Petrijeve zdjelice s PDA
podlogom. Jabuku (Malus domestica Borkh.) sam podijelila na jabuku I. i jabuku II. jer
kod ove kulture sam pronasla ve¢i broj zarazenih plodova. Tako sam na kraju imala Sest
izolata i za svaki izolat Cetiri Petrijeve zdjelice. Sterilnom laboratorijskom iglom sam
uzela komadi¢ strome i stavila ga na sredinu PDA podloge. Na slici 5 prikazane su
Petrijeve zdjelice s Cistom kulturom gljive. Gljivu smo drzali tjedan dana u termostat

komori na 21°C.

Slika 5. Cista kultura gljive Monilia fructigena (foto: Kell, 2014.)

Kasnije sam u pokusu pratila utjecaj eteri¢nih ulja na razvoj gljive Monilia
fructigena. Prvi dio pokusa sam radila u laminariju (komora za rad u ¢istom). Bile su mi
potrebne Petrijeve zdjelice u kojima se nalazila pripremljena PDA podloga, filter papir,
Sest vrsta eteri¢nih ulja, destilirana voda, etilni alkohol, plamenik, pinceta, igla, ¢asa s
alkoholom, mikropipeta, vata te Cista kultura gljive Monilia fructigena. U pokusu sam
koristila sljedeca eteri¢na ulja: kadulja (Salvia officinalis), kim (Carum carvi), bijeli bor
(Pinus sylvestris), list cimeta (Cinnamomum verum), klin¢i¢evac (Eugenia
caryophyllus), i gorka naranca (Citrus aurantium ssp. amara) (Slika 6.).

Prvo sam dezinficirala radnu povrSinu etilnim alkoholom. Nakon dezinfekcije
uzela sam Petrijevu zdjelicu s PDA podlogom te sam na svaku zdjelicu nacrtala 5

tocaka po odredenom Sablonu. U sredini se nalazila tocka za filter papir, a Cetiri tocke
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su uz rub bile su za nacjepljivanje gljive. Zatim sam uzela Ciste kulture gljive Monilia
fructigena koje sam izolirala iz breskve, §ljive, ringlo $ljive, dunje, jabuke I i jabuke II.
Pokus je za svaku varijantu (6 eteri¢nih ulja i kontrola s destiliranom vodom) postavljen
u tri ponavljanja. U svaku Petrijevu zdjelicu sam na sredinu stavila okrugli komadi¢
filter papira promjera 5 mm. Sterilnom iglom sam kruzne isjecke gljive stavljala na
prethodno oznacena Cetiri mjesta na PDA podlogu (slika 7). Kada sam to obavila uzela
sam mikropipetom 5 pl eteri¢énog ulja i pustila lagano na filter papir (slika 8.). Postupak
je bio isti za sva ulja i kontrolu. Nakon toga Petrijeve zdjelice su stavljene u termostat

komoru na inkubaciju na 21°C.

Slika 7. Nacjepljivanje gljive Monilia fructigena (foto: Kell, 2014.)
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Slika 8. Aplikacija eteri¢nih ulja na filter papir (foto: Kell, 2014.)

Drugi dio pokusa je bio pracenje razvoja gljive i mjerenje zone inhibicije.
Razvoj gljive sam pratila tijekom 15 dana. Vremenski razmak izmedu nacjepljivanja i
prvog mjerenja je bio 4 dana, izmedu prvog i drugog isto 4 dana, izmedu drugog i
tre¢eg takoder 4 dana dok izmedu treceg 1 Cetvrtog 3 dana. Mjerenje zone inhibicije sam
obavljala tako $to sam pomocu ravnala izmjerila prostor od filter papira do ruba micelija

gljive.
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4. REZULTATI

Utjecaj eteri¢nih ulja na porast gljive Monilia fructigena (izolat s breskve) na

temperaturi 21°C prikazan je u Tablici 2.

Cetvrtog dana od inokulacije najveéi porast micelija utvrden je u kontrolnoj
varijanti (zona inhibicije 15,42 mm), dok je u svim varijantama pokusa s eteri¢nim
uljima zona inhibicije bila iznad 16 mm. Najmanja zona u pokusnim varijantama
iznosila je 16,08 mm (gorka naranc¢a), no i u toj varijanti pokusa zona inhibicije je bila

statisti¢ki znacajno veca u odnosu na kontrolu.

Osmog dana od nacjepljivanja zona inhibicije u svim varijantama pokusa osim u
varijanti s uljem gorke narance bila je statisticki znacajno veca u odnosu na netretiranu
kontrolu i kretala se izmedu 14,33 1 16,67 mm. Takoder, zona inhibicije kod primjene
ulja kadulje, kima, bijelog bora, cimeta i klinCi¢evca bila je statisticki znacajno veca u

odnosu na zonu inhibicije u varijanti s uljem gorke narance.

Dvanaestog dana od inokulacije zona inhibicije kod primjene ulja kadulje, kima,
bijelog bora i klin¢i¢evca bila je statisticki znac¢ajno veéa u odnosu na kontrolu, a kod
primjene ulja lista cimeta statisti¢ki znacajno veca. Statisti¢ki znacajnih razlika izmedu

kontrolne varijante i varijante s uljem gorke narance nije bilo.

Kod zadnjeg mjerenja, 15. dan od nacjepljivanja, utvrdeno je da statisti¢ki
znacajnih razlika u veli¢ini zone inhibicije nema izmedu kontrole, lista cimeta (Slika 9.)
i gorke narance. Statisticki vrlo znacajno veca zona inhibicije u odnosu na kontrolu
utvrdena je u varijantama pokusa s uljem kadulje, kima i bijelog bora. Najjaci
fungistati¢ni ucinak imalo je ulje kima, budu¢i da je zona inhibicije kod primjene tog
ulja bila statisti¢ki vrlo znacajno veca u odnosu na veli¢inu zone inhibicije u svim

ostalim pokusnim varijantama.
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Tablica 2. Zona inhibicije mm (izolat s breskve) na temperaturi 21°C

BRESKVA

Eteri¢na ulja 4. DAN 8. DAN 12. DAN 15. DAN
Kadulja X | 16,5 15 13,42 12,03
Kim X | 16,67 16,67 16,42 15,83
Bijeli bor X | 16,5 14,5 11,42 10,42
Cimet list X | 16,5 14,33 8,42 4,83
KlinCi¢evac X | 16,67 15,08 10,17 6,5
Gorka naranca X | 16,08 8,33 5 3,83
Kontrola X | 15,42 7,5 4,83 3,17
LSD 0,05 0,6 1,95 3,09 2,34
LSD 0,01 0,84 2,7 4,29 3,25

Slika 9. Utjecaj ulja cimetovog lista na porast gljive
(izolat s breskve) 15. dan (foto: Kell, 2014.)

Utjecaj eteri¢nih ulja na porast gljive Monilia fructigena (izolat s ringlo §ljive)

na temperaturi 21°C prikazan je u Tablici 3.

Cetvrtog dana od inokulacije najve¢i porast micelija utvrden je u varijanti
pokusa s uljem gorke narane (zona inhibicije 14,5 mm), zatim u varijanti s uljem

kadulje (15,42 mm) i kontroli (15,67 mm). Kod ovog izolata gljive M. fructigena cetri
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dana od nacjepljivanja nisu utvrdene statisticki znacajne razlike u veli€ini zone

inhibicije izmedu pokusnih varijanti i kontrole. Osmog dana od nacjepljivanja zona

inhibicije jedino je u varijanti pokusa s uljem kima zona inhibicije bila statisticki vrlo

znacajno veca u odnosu na kontrolu. Rezultati su bili isti i nakon 12 odnosno 15 dana od

nacjepljivanja.

Tablica 3. Zona inhibicije mm (izolat s ringlo §ljive) na temperaturi 21°C

RINGLO

Eteri¢na ulja 4. DAN 8. DAN 12. DAN 15. DAN
Kadulja X 15,42 11,67 7,25 5,08
Kim X 17 17 17 17
Bijeli bor X 16,17 11,92 8,08 6,58
Cimet list X 16,42 13,5 10,08 8,83
Klinci¢evac X 16,5 12,75 7,67 5,83
Gorka naranca X 14,5 11,33 7,08 5,5
Kontrola X 15,67 13,25 9,58 7,08
LSD 0,05 1,07 2,64 3,55 3,49
LSD 0,01 1,49 3,66 4,93 4,85

Na slikama 10 i 11 prikazan je utjecaj ulja kadulje i kima na porast M. fructigena

(izolat s ringlo $ljive) nakon 15 dana od nacjepljivanja.

Slika 10. Utjecaj ulja kadulje na porast gljive (izolat s ringlo §ljive) 15. dan (foto: Kell,

2014.)
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Slika 11. Utjecaj ulja kima na porast gljive (izolat s ringlo §ljive) 15. dan (foto, Kell,
2014.)

Utjecaj eteri¢nih ulja na porast gljive Monilia fructigena (izolat s jabuke 1) na

temperaturi 21°C prikazan je u Tablici 4.

Svih dana mjerenja najmanja zona inhibicije utvrdena je u varijanti pokusa s uljem
gorke narance. Obzirom da petnaestog dana od nacjepljivanja nisu utvrdene statisticki
znacajne razlike izmedu kontrole 1 varijanti pokusa s primjenom ulja moZemo zakljuciti

da ispitivana ulja nisu imala fungistati¢ni utjecaj na razvoj ovog izolata.

Tablica 4. Zona inhibicije mm (izolat s jabuke I) na temperaturi 21°C

JABUKA I.

Eteri¢na ulja 4. DAN 8. DAN 12. DAN 15. DAN
Kadulja X 16,5 16,08 14,75 13,25
Kim X 16,66 16,66 15,83 14,33
Bijeli bor X 16,25 14,5 10,58 7,67
Cimet list X 16,67 16,17 11,42 5,75
KlinCi¢evac X 17 14,33 9,25 5,83
Gorka naranca X 15,5 9,83 8 6,67
Kontrola X 15,67 12,92 10,83 10,08
LSD 0,05 0,98 2,65 4,83 4,71
LSD 0,01 1,36 3,67 6,7 6,54
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Utjecaj ulja klin¢i¢evaca na porast izolata s jabuke i prikazan je na slici 12, utjecaj ulja
lista cimeta na slici 13, a utjecaj ulja kima na slici 14.

Slika 12. Utjecaj klin¢i¢evaca na porast gljive (izolat s jabuke I) 15. dan (foto: Kell,
2014.)

Slika 13.Utjecaj ulja lista cimeta na porast gljive (izolat s jabuke 1) 15. dan (foto: Kell,
2014.)
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Slika 14. Utjecaj ulja kima na porast gljive (izolat s jabuke 1) 15. dan (foto: Kell, 2014.)

Utjecaj eteri¢nih ulja na porast gljive Monilia fructigena (izolat s jabuke I1) na

temperaturi 21°C prikazan je u Tablici 5.

Tijekom svih dana provodenja pokusa najmanja zona inhibicije utvrdena je u
kontrolnoj varijanti. Petnaestog dana od inokulacije jedino je zona inhibicije u varijanti
pokusa s eteri¢nim uljem kima bila statisticki vrlo znacajno veca u odnosu na kontrolu.
Zona inhibicije u toj varijanti pokusa je, takoder, bila statisti¢ki vrlo znac¢ajno veca u

odnosu na zonu inhibicije kod primjene svih drugih ulja.
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Tablica 5. Zona inhibicije mm (izolat s jabuke II) na temperaturi 21°C

JABUKAI I. ‘

Eteri¢na ulja 4. DAN 8. DAN 12. DAN
Kadulja X 16,25 15,42 11 7,58
Kim X 16,41 16,41 16,41 16,25
Bijeli bor X 16 12,66 6,92 5,83
Cimet list X 16,25 15 9,33 4,67
Klinci¢evac X 15,33 10,42 7 5,58
Gorka naranca X 16,08 12,92 7,5 5,33
Kontrola X 15,17 10,25 6,83 5,25
LSD 0,05 0,71 2,25 4,24 3,04
LSD 0,01 0,98 3,13 5,89 4,21

Na slici 15 prikazan je porast gljive u varijanti pokusa s uljem lista cimeta, a na slici 16

porast gljive u varijanti pokusa s eteriénim uljem klin¢i¢evca.

Slika 15. Utjecaj ulja lista cimeta na porast gljive (izolat s jabuke 1) 15. dan(foto: Kell,

2014.)
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Slika 16. Utjecaj ulja kli¢icevca na porast gljive (izolat s jabuke I1) 15. dan (foto: Kell,
2014.)

Utjecaj eteri¢nih ulja na porast gljive Monilia fructigena (izolat sa $ljive) na

temperaturi 21°C prikazan je u Tablici 6.

Statisticki vrlo znacajno bolji porast micelija, odnosno statisticki vrlo znacajno
manja zona inhibicije u odnosu na kontrolu utvrdena je svih dana mjerenja u varijanti
pokusa s eteri¢nim uljem gorke naran¢e. Na temelju navedenog mozemo reci da je ulje
gorke narane imalo stimulativan utjecaj na rast izolata sa §ljive. Petnaestog dana od
nacjepljivanja statisticki vrlo znacajno manja zona inhibicije u odnosu na kontrolu
utvrdena je 1 u varijantama pokusa s uljem kadulje 1 lista cimeta te statisticki znacajno
manja zona inhibicije u odnosu na kontrolu u varijanti pokusa s uljem bijelog bora.

Dakle, i ova ulja imaju stimuliraju¢i utjecaj na rast izolata sa Sljive.

Statisticki vrlo znacajno slabiji porast micelija u odnosu na kontrolu i sve ostale

pokusne varijante utvrden je za eteri¢no ulje kima.
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Tablica 6. Zona inhibicije mm (izolat sa §ljive) na temperaturi 21°C

SUIVA

Eteri¢na ulja 4. DAN 8. DAN 12. DAN 15. DAN
Kadulja X 13 3,5 2,58 2,41
Kim X 16,67 16,67 16,67 16,67
Bijeli bor X 14,67 8,33 5,25 4,42
Cimet list X 15,5 11,08 2,67 2,17
Klinci¢evac X 16,33 13,33 8,41 7,08
Gorka naranca X 11,42 3,42 2,17 1,75
Kontrola X 15 10,17 7,58 6,75
LSD 0,05 2,36 4,31 2,44 2,04
LSD 0,01 3,28 5,98 3,39 2,83

Na slici 17 prikazan je utjecaj eteri¢nog ulja lista cimeta na porast M. fructigena (izolat

sa §ljive), a na slici 18 utjecaj etericnog ulja kima.

Slika 17. Utjecaj ulja lista cimeta na porast gljive (izolat sa $ljive) 15. dan (foto: Kell,

2014.)
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Slika 18. Utjecaj ulja kima na porast gljive (izolat sa §ljive) 15. dan (foto: Kell, 2014.)

Utjecaj eteri¢nih ulja na porast gljive Monilia fructigena (izolat s dunje) na

temperaturi 21°C prikazan je u Tablici 7.

Tablica 7. Zona inhibicije mm (izolat s dunje) na temperaturi 21°C

DUNIJA

Eteri¢na ulja 4. DAN 8. DAN 12. DAN 15. DAN
Kadulja X 16,58 12,58 9,67 6,25
Kim X 16,33 15,67 14,83 13,25
Bijeli bor X 16,33 13 8,25 5,5
Cimet list X 16,83 14,67 7,58 4
Klinci¢evac X 16,17 13,17 7,17 5,33
Gorka naranca X 15,83 6,33 4,17 3,75
Kontrola X 14,17 7,25 4,25 4
LSD 0,05 0,53 2,79 4,03 1,99
LSD 0,01 0,74 3,88 5,59 2,77

Pocetni porast izolata (4. dan od inokulacije) bio je u kontroli statisti¢ki vrlo znac¢ajno
brzi u odnosu na sve varijante pokusa s eteriénim uljima. Petnaestog dana od
nacjepljivanja statisti¢ki vrlo znacajno vecu zonu inhibicije u odnosu na kontrolu i sve

pokusne varijante utvrdili smo u varijanti pokusa s uljem kima.
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Porast micelija izolata M. fructigena s dunje osam dan od nacjepljivanja u

varijanti s etericnim uljem gorke narance prikazan je na slici 19.

Slika 19. Utjecaj ulja gorke narance na porast gljive (izolat s dunje) 8. dan (foto: Kell,
2014)

Porast micelija istog izolata M. fructigena 15. dan od nacjepljivanja u varijanti s
eteriénim uljem gorke narance prikazan je na slici 20, a na slikama 21, 22 i 23 u

varijantama pokusa s eteri¢énim uljem lista cimeta, kima odnosno bijelog bora.

Slika 20. Utjecaj ulja gorke naranc¢e na porast gljive (izolat s dunje) 15. dan (foto: Kell,
2014.)
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Slika 21. Utjecaj ulja lista cimeta na porast gljive (izolat s dunje) 15. dan (foto: Kell,
2014.)

Slika 22. Utjecaj ulja kima na porast gljive (izolat s dunje) 15. dan (foto: Kell, 2014.)
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Slika 23. Utjecaj ulja bijelog bora na porast gljive (izolat s dunje) 15. dan (foto: Kell,
2014.)
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5. RASPRAVA

Eteri¢na ulja su aromatske tekuéine dobivene iz razlic¢itih biljnih dijelova. Danas
je poznato vise od 1300 biljnih vrsta iz kojih se procesima ekstrakcije mogu dobiti
eteri¢na ulja (Wilkins i Bord, 1989.). U njihovom sastavu se Cesto nalazi stotinjak
kemijskih spojeva od kojih najcesce tri do Cetiri komponente €ine vise od 90% ulja, a

sve ostale komponente zastupljene su vrlo malo.

Utjecaj ulja na rast i razvoj gljiva vrlo je razlicit, a njihova bioloska aktivnost
ovisi 0 njihovu sastavu (vrsta ulja, lokacija s koje su biljke za ekstrakciju sakupljene,
godini i fazi razvoja u kojima su biljke sakupljane) te o vrsti i izolatu gljive, nacinu
primjene i koli¢ini/koncentraciji ulja. Tijekom nasim istrazivanja utvrdili smo da je ulje
kima imalo jak fungistatiéni ucinak na sve istrazivanje izolate M. fructigena.
Istrazivanja Lee i sur. (2007.) pokazala su da ovo ulje ima znacajan fungistati¢ni utjecaj
I na rast Botrytis cinerea, Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium oxysporum,
Pythium ultimum i Rhizoctonia solani. Cosié¢ i sur. (2010.) navode da je eteri¢no ulje
kima imalo znacajan fungistati¢ni utjecaj na Phomopsis viticola, Diaporthe helianthi i
Helminthosporium sativum, dok je ucinak na Tanatephorus cucumeris, Fusarium

avenaceum i Fusarium graminearum bio slab.

S druge strane na primjer, eteri¢no ulje lista cimeta nije imalo fungistaticni
utjecaj na izolat s dunje dok je na porast micelija izolata sa §ljive imalo stimulirajuci
utjecaj. Eteri¢no ulje kadulje statisticki je vrlo znacajno inhibiralo rast micelija izolata s
breskve, na izolat s ringlo §ljive nije imao fungistati¢ni utjecaj dok je na rast izolata sa

Sljive imalo stimuliraju¢i uc¢inak.

Novak (2012.) je istrazivala utjecaj eteriénih ulja kadulje, ruzmarina,
klini¢evca, cimeta, anisa i timijana na klijavost konidija Passalora fulva, uzro¢nika
barSunaste plijesni raj¢ice. Autorica navodi da najjaci negativni utjecaj na klijavost
konidija ima ulje klin¢i¢evca, a najslabiji ulje lista cimeta. Vrijednost ECso se kretala

izmedu 1,24 pg ml? (klin¢icevac) i 2,552 pg ml? (kadulja).

Sumalan i sur. (2013.) navode da je aplikacijom eteri¢nih ulja timijana, mente,
melise i kadulje na zrno pSenice smanjena koli¢ina mikotoksina koje produciraju

Fusarium vrste u zrnu.
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Nasa istrazivanja, kao i veéina istrazivanja koja se odnose na proucavanje
antifungalnog djelovanja eteri¢nih ulja, provedena su u in vitro uvjetima. Daljnja
istrazivanja svakako bi trebalo provoditi u in vivo uvjetima buduéi da rezultati s istim

uljima, biljnim vrstama i patogenima mogu biti vrlo razli¢ita (Hyldgaard i sur., 2012.).
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6. ZAKLJUCAK

Na temelju provedenog laboratorijskog istrazivanja o fungistatiénom utjecaju eteri¢nih

ulja na porast razli¢itih izolata Monilia fructigena moze se zakljuditi:
- Razlicita eteri¢na ulja imaju razli¢it utjecaj na porast istog izolata M. fructigena
- Isto eteri¢no ulje moze imati razli¢it utjecaj na porast izolata M. fructigena

- Eteri¢no ulje kima je imalo statisticki vrlo znacajno ja¢i negativni utjecaj na

porast micelija svih ispitivanih izolata gljive

- Ulja gorke narance, cimeta i kadulje stimulirala su porast micelija M. fructigena

sa $ljive.
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8. SAZETAK

Cilj istrazivanja u ovom radu je bio izolirati gljivu Monilia fructigena iz
zarazenih plodova jabuke (Malus domestica), breskve (Prunus persica), sljive (Prunus
domestica), ringlo Sljiva (Prunus cocomillia) i dunje (Cydonia oblonga) te ispitati
utjecaj eteri¢nih ulja kadulje (Salvia officinalis), kima (Carum carvi), bijelog bora
(Pinus sylvestris), lista cimeta (Cinnamomum verum), klinéicevca (Eugenia

caryophyllus) i gorke narance (Citrus aurantium ssp. amara) na njihov porast.

Eteri¢no ulje kima jedino je imalo statisti¢ki vrlo znacajno jaci negativni utjecaj
na porast micelija svih ispitivanih izolata gljive. Ostala ulja su imala negativan ucinak
na porast samo nekih izolata. Ulja gorke narance, cimeta i kadulje stimulirala su porast

micelija M. fructigena sa $ljive.

Klju¢ne rije¢i: Monilia fructigena, eteri¢na ulja, porast micelija
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9. SUMMARY

The goal of this research was to isolate the Monilia fructigena fungus from
the infected apples (Malus domestica), peaches (Prunus persica), plums (Prunus
domestica), Italian plums (Prunus cocomillia), and quince (Cydonia oblonga) and to
investigate the effect of essential oils of sage (Salvia officinalis), carraway (Carum
carvi), Scots pine (Pinus sylvestris), cinnamon leaves (Cinnamomum verum), cloves
(Eugenia caryophyllus) and bitter orange (Citrus aurantium ssp.amara) on mycelium
growth.

Carraway essential oil was the only one that had showed a statistically
significant negative effect on the mycelium growth of all tested M. fructigena isolates.
Other essential oils showed adverse negative effect on the growth of certain isolates.
Essential oils of the bitter orange, cinnamon and sage had stimulated the mycelium
growth of the M. fructigena isolate from plum.

Key words: Monilia fructigena, essential oils, mycelium growth
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