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1. UVOD 

 

Procjenjuje se da na Zemlji postoji između 2,2 i 3,8 milijuna vrsta gljiva, no znanstveno je 

opisano tek oko 150 tisuća vrsta, što znači da je veliki dio ove skupine organizama neistražen 

(Hawksworth i Lücking, 2017). Gljive imaju ključnu ulogu u ekosustavima i ljudskom životu, 

tj. sudjeluju u razgradnji organskih tvari, ulaze u korisne simbioze s biljkama, proizvode 

farmakološki značajne spojeve, ali istovremeno mogu uzrokovati bolesti kod biljaka, ljudi i 

životinja (Case i sur., 2022). Procjenjuje se da je čak 70–80% svih biljnih bolesti uzrokovano 

gljivama (Zeilinger i sur., 2016). Zbog njihove raznolikosti i ekološke važnosti, točna 

identifikacija gljiva ključan je korak u mikologiji. Mikologija je iznimno kompleksno i 

interdisciplinarno područje koje uključuje znanja iz biologije, bioinformatike, ekologije, 

agronomije i molekularne biologije. Danas se gljive identificiraju kombinacijom morfoloških 

i molekularnih metoda. Morfološka analiza uključuje mikroskopsko promatranje struktura i   

analizu kulturalnih karakteristika dok molekularne metode koriste metode poput PCR-a tj. 

lančane reakcije polimerazom (engl. Polymerase Chain Reaction), elektroforeze i 

sekvenciranja. Kaliterna (2013) ističe da su pogreške u identifikaciji gljiva kroz povijest dovele 

do velikog broja sinonima i pogrešnih klasifikacija. Međutim, iako su molekularni alati 

značajno unaprijedili identifikaciju vrsta, oni i dalje nisu dovoljni, u mnogim slučajevima nije 

moguće precizno odrediti vrstu bez kombinacije ovih tehnika (Hyde i sur., 2024). Jedan od 

glavnih problema u identifikaciji gljiva je preklapanje morfoloških karakteristika među 

vrstama, što može dovesti do pogrešnih identifikacija. Također, morfologija gljiva može 

varirati ovisno o uvjetima okoliša, poput temperature, vlage ili dostupnosti hranjivih tvari. S 

druge strane, baze podataka, poput GenBank-a (National Center for Biotechnology 

Information, NCBI, Maryland, SAD), još uvijek ne sadrže dovoljno genetičkih sekvenci za 

mnoge vrste gljiva, što otežava molekularnu analizu i zahtijeva daljnja istraživanja (Petrović i 

sur., 2024a). Hyde i sur. (2024) upozoravaju da je broj dostupnih sekvenci gljiva daleko manji 

u usporedbi s bakterijama, što naglašava potrebu za proširenjem baza podataka. Gljive 

predstavljaju jednu od najvećih znanstvenih nepoznanica, s obzirom na njihov veliki broj i 

značaj u ekosustavima. Njihova identifikacija i istraživanje ključni su za zaštitu bilja, zdravlje 

ljudi i održivu poljoprivredu. Pretpostavke su da će u budućnosti, s obzirom na klimatske 

promjene i porast globalne trgovine, istraživanja gljivičnih patogena igrati još važniju ulogu u 

sigurnosti hrane i zaštiti ekosustava.
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2. PREGLED LITERATURE 

 
Biljni patogeni, uključujući gljive, uzrokuju značajne ekonomske gubitke u poljoprivredi. 

Brojne gljive proizvode mikotoksine koji imaju štetan učinak na zdravlje ljudi i životinja 

(Havranek i sur., 2014). Zbog toga je pravovremena dijagnostika gljivičnih bolesti ključna za 

njihovo učinkovito suzbijanje. Klimatske promjene i intenzivna poljoprivreda dodatno 

doprinose širenju biljnih bolesti i pojavi patogenih vrsta gljiva. Na Mediteranu, zbog 

specifičnih klimatskih uvjeta i visoke bioraznolikosti, posljednjih godina bilježimo povećanje 

broja novih fitopatogenih gljiva. Kim i sur. (2019) ističu da je Mediteran jedna od najranjivijih 

regija na svijetu kada je riječ o klimatskim promjenama, što sugerira da će broj biljnih bolesti 

u budućnosti nastaviti rasti. Nadalje, stalna interakcija između biljaka i patogena potaknula je 

brzu evoluciju gljivičnih vrsta, što rezultira pojavom novih, virulentnijih sojeva (Möller i 

Stukenbrock, 2017).  

Maslina (Olea europaea L.) je jedna od najvažniji kultura koje se uzgajaju na Mediteranu. 

Prema službenim podacima Državnog zavoda za statistiku proizvodnja maslina u Republici 

Hrvatskoj za 2024. godinu iznosila je oko 54,4 tisuće t, a u svijetu se na godišnjoj razini 

proizvede oko 20,2 milijuna t maslina (FAO, 2025). Fitopatogene gljive uvelike otežavaju 

uzgoj maslina. Određene vrste, koje su od ranije poznate kao uzročnici bolesti maslina, sve se 

češće pojavljuju, dok su pojedine vrste bile od sekundarne važnosti ili nikada prije nisu 

prijavljene kao uzročnici bolesti maslina (Nigro i sur., 2018.). U Hrvatskoj je do sada opisano 

tek nekoliko patogenih gljiva na maslini i do sada je proveden vrlo mali broj istraživanja. Među 

najznačajnije vrste gljiva koje napadaju maslinu navode se vrste iz porodice 

Botryosphaeriaceae (Moral i sur., 2010., Hernández-Rodríguez i sur., 2022.). Prvi izvještaj o 

vrsti Botryosphaeria dothidea (Moug. ex Fr.) Ces. & De Not na maslini, uzročniku patule ili 

“dalmatinske bolesti”, datira još iz 1883. godine te je prvi put zapažena upravo u Hrvatskoj, na 

stablima u Dalmaciji.  

Za kontrolu gljivičnih bolesti biljaka i dalje se najčešće upotrebljavaju kemijski fungicidi. 

Međutim, upotreba fungicida nosi dva velika izazova: fungicidi mogu sadržavati štetne tvari 

koje negativno utječu na okoliš i zdravlje ljudi (Petrović i sur., 2024b) te  gljive razvijaju 

otpornost na fungicide, što otežava njihovu kontrolu (Barber i sur., 2020). Ovaj problem 

dodatno se pogoršava činjenicom da se u antifungalnim lijekovima za ljude koriste slične 

kemijske tvari kao u fungicidima za biljke, što može potaknuti otpornost patogenih gljiva na 

lijekove koji se koriste u liječenju ljudi (Hyde i sur., 2024). Poljoprivredna praksa danas se sve 
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više usmjerava prema održivim metodama zaštite nasada, koje smanjuju štetan utjecaj 

kemijskih sredstava na okoliš. Europska unija donijela je dokumente "European Green Deal" 

(Europski zeleni plan) i "Strategiju bioraznolikosti", s ciljem smanjenja uporabe pesticida i 

fungicida za 50% do 2030. godine (Bažok, 2020). Ove strategije potiču istraživanja o 

alternativnim metodama zaštite bilja, uključujući biološku kontrolu patogena, genetsku 

otpornost biljaka i optimizaciju uzgojnih uvjeta. Prirodni biljni spojevi i ekstrakti, poput 

eteričnih ulja (EtU), sve se češće ispituju kao održiva alternativa kemijskim sredstvima za 

zaštitu bilja (Sarkhosh i sur., 2018.; Sun i sur., 2022.).  

EtU predstavljaju sekundarne metabolite biljaka s izraženim antimikrobnim svojstvima. Prema 

definiciji Međunarodne organizacije za normizaciju (ISO/D1S9235.2), EtU su proizvodi 

dobiveni procesima poput destilacije vodom ili parom, mehaničke obrade ili suhe destilacije 

različitih biljnih materijala. U usporedbi s biljnim uljima, razlikuju se po kemijskom sastavu, 

što im omogućava prepoznatljive mirisne karakteristike; lako su zapaljiva i brzo hlape na 

temperaturama između 40 i 80 °C (Bowles, 2012). Dosad je poznato oko 3 000 različitih EtU 

(Burt i Reinders, 2003.), koje biljkama često služe kao obrambeni mehanizmi protiv štetočinja. 

Najzastupljenije tvari u njihovom sastavu uključuju terpene i terpenoide, dok se rjeđe 

pojavljuju spojevi s dušikom ili sumporom, kumarini i fenilpropanoidi (Niu i Gilbert, 2004.; 

Hyldgaard i sur., 2012.). Obično sadrže više desetaka različitih komponenti, od kojih su dvije 

do tri prisutne u značajno većim količinama (Bakkali i sur., 2008.). Zanimljivo je da čak i kada 

potječu od iste biljne vrste, pa čak i klonova biljaka, EtU mogu imati bitno različit kemijski 

sastav ako se biljke uzgajaju u različitim klimatskim ili geografskim uvjetima  (Bowles, 2012). 

U novije vrijeme sve veću pozornost u istraživanjima privlače biljne otpadne vode nastale 

tijekom prerade maslina (OBVM), koje se razmatraju kao moguća i ekološki prihvatljiva 

zamjena za kemijska sredstva u poljoprivredi. OBVM se pojavljuju kao nusprodukt procesa 

proizvodnje maslinovog ulja. Ovisno o korištenoj tehnologiji, bilo da se radi o klasičnom 

prešanju, trofaznom ili dvofaznom centrifugalnom sustavu, uz maslinovo ulje nastaju i različite 

količine krutih i tekućih ostataka. Kod prve dvije metode dobivaju se tri proizvoda: ulje, čvrsti 

ostatak (komina) i tekući otpad, dok dvofazni sustav smanjuje količinu tekućeg otpada jer 

rezultira samo uljem i vlažnom kominom (Klen i Vodopivec, 2011; Yakhlef i sur., 2018). 

Međutim, iako se radi o nusproizvodu, velike količine OBVM predstavljaju značajan ekološki 

izazov, budući da sadrže visoku razinu fitotoksičnih tvari koje mogu negativno djelovati na 

vodene organizme i mikrobiološku ravnotežu tla (European Commission, 2009). Zbog takvog 

kemijskog sastava, ne preporučuje se njihova neposredna primjena u navodnjavanju ili 

ispuštanje u prirodne vodotoke bez prethodne obrade (Cibelli i sur., 2017). Upravo zato, 
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pronalazak održivih načina za njihovu ponovnu uporabu, osobito u poljoprivredi, postaje 

ključan za zaštitu okoliša i zdravlja ljudi (Cibelli i sur., 2017). Jedan od glavnih problema 

povezanih s OBVM jest način njihova zbrinjavanja, budući da se često odlažu bez ikakve 

prethodne prerade, čime značajno doprinose zagađenju okoliša (Ghilardi i sur., 2022.; Bouhia 

i sur., 2022.). Ipak, neka istraživanja pokazuju da OBVM, zahvaljujući sadržaju organskih i 

mineralnih sastojaka, mogu imati i pozitivan učinak na razvoj biljaka, pod uvjetom da se 

prethodno adekvatno obrade, primjerice filtriranjem, termičkom obradom ili centrifugiranjem 

(Shabir i sur., 2023.). Osim toga, dokazano je da prerađene OBVM mogu imati i antimikrobna 

svojstva te djelovati inhibitorno na rast određenih patogenih gljiva i bakterija (Yangui i sur., 

2008.; Cibelli i sur., 2017.; Yakhlef i sur., 2018). 

Kao jedna od glavnih preventivnih mjera nastanka gljivičnih bolesti preporučuje se izbor 

otpornih sorti. Pretpostavlja se da se na području Mediterana uzgaja više od 1 000 različitih 

sorata i tipova maslina (Pribetić, 2006), dok Rugini i sur. (2005) navode da broj kultiviranih 

sorata može doseći i oko 2 500. Na području istarskih maslinika, nešto više od trećine stabala 

pripada autohtonim sortama, među kojima su najzastupljenije: Buža (50,69 %), Istarska bjelica 

(30,22 %), Rosinjola (5,72 %) i Crnica, poznata i kao Karbonera (5,60 %), dok ostale sorte čine 

preostalih 7,77 %. Noviji nasadi često se podižu s introduciranim, uglavnom talijanskim 

sortama poput Leccina, Frantoia i Pendolina (Bertoša, 2005). 
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3. CILJEVI I HIPOTEZE ISTRAŽIVANJA 

 
Ciljevi ovog istraživanja su: 

1. Identificirati i okarakterizirati gljive izolirane s masline. 

2. U in vivo i in vitro uvjetima utvrditi patogenost identificiranih gljiva s masline. 

3. U in vitro uvjetima utvrditi antifungalno djelovanje eteričnih ulja, njihovih glavnih 
komponenti i biljnih voda i komponente hidroksitirosol na rast micelija fitopatogenih 
gljiva.  

4. Utvrditi razlike u antifungalnom djelovanju između eteričnih ulja i njihovih 
komponenti, biljnih voda i komponente hidroksitirosol i komercijalnih fungicida na rast 
micelija. 

5. U in vivo uvjetima utvrditi osjetljivost odabranih sorti maslina na identificirane gljive.  
 

 
Glavne hipoteze ovog istraživanja su: 

1. Na maslini su prisutne nove vrste gljiva koje do sada nisu utvrđene u Hrvatskoj.  

2. Postoje razlike u patogenosti gljiva izoliranih s masline.  

3. Eterična ulja, njihove glavne komponente i biljne vode i komponenta hidroksitirosol 

međusobno se razlikuju u utjecaju na rast micelija fitopatogenih gljiva.  

4. Neka eterična ulja, njihove glavne komponente i biljne vode i komponente 

hidroksitirosol imaju jednaku učinkovitost kao i komercijalni fungicid. 

5. Odabrane sorte masline značajno se razlikuju u otpornosti na ispitivane gljive. 
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4. MATERIJALI I METODE RADA 

 
4.1. Obilazak terena i izolacija gljiva iz biljnog materijala 

 

Za potrebe istraživanja, 2021. i 2022. godine provedeno je terensko istraživanje u Istri i na 

Kvarneru u Hrvatskoj. Prikupljali su se uzorci biljnog tkiva maslina koje su pokazivale 

simptome gljivičnog oboljenja, uključivši sušenje grana i izbojaka ili mladica, sušenje i 

otpadanje listova i plodova, pucanje kore grana i debla, savijanje grana, promjenu boje kore, 

nekroze tkiva i pojave rak rana. Ukupno su prikupljeni uzorci sa 26 lokacija, odnosno 112 

stabala, a po stablu je prikupljeno u prosjeku 5 do 10 uzoraka. Uzorci su prikupljeni s dijelova 

biljke gdje je prijelaz između zdravih i zaraženih dijelova bio vidljivo izražen. Uzorci su 

stavljeni u čiste crne plastične vrećice, označeni su i pohranjeni u prijenosni hladnjak na +4 °C. 

Uzorci su fotografirani, nakon čega su isprani vodom iz slavine te su obrađeni ovisno o tome 

je li uzorak bio grana, list, kora ili plod masline. Pomoću sterilnog kirurškog skalpela uklonjena 

je kora s grana, a zatim su uzorci usitnjeni voćarskim škarama. Komadići grana potopljeni su 

u 70% etanol, nakon čega su isprani sterilnom destiliranom vodom. Ukoliko se radilo o debljim 

granama, iste su potopljene u 10 % otopinu natrijevog hipoklorita (varikine) te isprane u 

sterilnoj destiliranoj vodi. Potom su uzorci raspoređeni na sterilni ubrus papir unutar 

laminarnog protočnog kabineta (Nüve LN 090, Ankara, Turska) kako bi se omogućilo sušenje. 

Za površinsku sterilizaciju, listovi su isprani pod vodom iz slavine, zatim su potopljeni u 70 % 

etanol, isprani sterilnom destiliranom vodom i postavljeni na sterilni ubrus papir u laminarnom 

protočnom kabinetu. Nakon sušenja, uzorci su nacijepljeni na krumpir-dekstroza agar (KDA) 

s dodatkom antibiotika (35 mg/L penicilina ili 25 mg/L streptomicina) i inkubirani na 25 °C u 

uvjetima potpune tame. Nakon što su se gljive razvile, iste su se precijepile na čistu KDA kako 

bi se dobila čista kultura gljive. Nakon dobivanja čiste kulture, iste su se precijepile na podloge 

ovisno o vrsti gljive i zahtjevima koje imaju za razvoj i sporulaciju. 

S obzirom na veliki broj gljiva koji je izoliran iz uzoraka biljnog materijala, za potrebe izrade 

doktorske disertacije odabrane su vrste iz porodice Botryosphaeriaceae, kao jedne od 

najagresivnijih uzročnika gljivičnih bolesti maslina te pojedine vrste iz razreda 

Sordariomycetes, koje do sada nisu bile izolirane iz maslina u Hrvatskoj i/ili svijetu. Lokacije 

prikupljenih uzoraka prikazane su na Slici 1. 
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Slika 1. Lokacije na kojima su pronađene vrste iz porodice Botryosphaeriaceae označene su na karti 

zelenom bojom, Bicogniauxia spp. smeđom bojom, Cytospora sp. ljubičastom bojom, Nigrospora spp. 

žutom bojom, Phaeoacremonium sp. narančastom bojom i Sordaria sp. plavom bojom. Slika je izrađena 

primjenom alata Google Maps. 

 
4.2. Morfološka karakterizacija  

 
Nakon što su se gljive razvile na KDA, provedena je morfološka karakterizacija gljiva te 

usporedba rezultata s rezultatima molekularne dijagnostike. Za detaljniju morfološku 

karakterizaciju gljive su nacijepljene na podloge koje su omogućile razvoj spora i struktura 

potrebnih za morfološku karakterizaciju. Za vrste iz porodice Botryosphaeriaceae koristio se 

vodeni agar (VA) s dodatkom borovih iglica (Pinus L.) te inkubacija na 25 ºC. Za Cytospora 

sp. koristio se KDA i temperatura inkubacije od 25 ºC. Za vrste Biscogniauxia spp. i Sordaria 

sp. koristili su se KDA, maltno-ekstraktni agar (MEA) i VA te temperatura inkubacije od 25 

ºC. Za vrste Nigrospora spp. koristila se podloga KDA i temperatura inkubacije od 28 ºC, dok 

je za izolat JA20 NP, kasnije identificiran kao Nigrospora osmanthi Mei Wang & L. Cai 

isprobano nekoliko različitih podloga s ciljem poticanja izolata na sporulaciju, uključujući 

inkubaciju na KDA, VA i MEA pri temperaturama 22 °C, 25 °C, 28 °C, 30 °C; 1/2 jačine KDA, 

VA + borove iglice, uzgoj na tkivu biljke domaćina, uzgoj na mikroskopskom stakalcu, 

izlaganje ultraljubičastom svjetlu (12 h dan / 12 h noć), inokulacija na kori banane i KDA + 

banana pri 28 ºC. Podloga KDA + banana je potaknula sporulaciju izolata. Detaljna morfološka 

karakterizacija uključivala je temeljitu procjenu značajki kolonije, obuhvaćajući karakteristike 

poput boje, oblika, uzdignutosti, ruba, površine i prozirnosti. Nadalje, analizirane su 

karakteristike spora, uključujući boju, oblik, prisutnost ili odsutnost pregrada (septuma) te 

njihove dimenzije. Dodatno, provedeno je određivanje brzine rasta i kardinalnih temperatura 
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za rast micelija kod vrsta iz porodice Botryosphaeriaceae, prema Kaliterna (2013). 

 

4.3. Molekularna dijagnostika  
 

Za molekularnu dijagnostiku izolata koristile su se čiste kulture gljiva. Za ekstrakciju ukupne 

genomske DNK korišteni su komercijalni kitovi, prema uputama proizvođača. Za provedbu 

PCR reakcije koristili su se parovi početnica odabrani prema relevantnoj literaturi, za ITS regiju 

genoma prema White i sur. (1990), za TUB2 prema Glass i Donaldson (1995) i Woudenbreg i 

sur. (2009) i za TEF1-α prema Carbone i Kohn (1995). Popis korištenih početnica za vrste 

prikazani su u Tablici 1. 

 
Tablica 1. Popis korištenih regija genoma i odgovarajućih početnica za amplifikaciju. 

Regija genoma  
i korištene početnice 

Vrsta gljive 
Botryosph
aeriaceae 

Biscogniau
xia spp. 

Cytospora 
sp. 

Nigrospora 
spp. 

Phaeoacremoniu
m sp. 

Sordaria 
sp. 

ITS             
ITS1  
(5′ TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3′)  

x x x x x x 

ITS5  
(5′ 
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG 
3′) 

       
x 

    

ITS4 
(5′ TCCTCCGCTTATTGATATGC3′) 

x x x x x x 

TUB2             
Bt2a  
(5′ 
GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC
3′) 

x x x   x x 

Bt2b 
(5′ 
ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC
3′) 

x x x   x x 

Btub2Fd 
(5′ AACATGCGTGAGATTGTAAGT 
3′) 

       
x 

    

Btub4Rd 
(5′ TAGTGACCCTTGGCCCAGTTG 
3′) 

      x     

TEF1-α              
EF1-728F 
(5′ CATCGAGAAGTTCGAGAAGG 3′) 

x x   x x x 

EF1-986R 
(5′ TACTTGAAGGAACCCTTACC3′) 

x x   x x x 

 
 

Amplifikacija za vrste iz porodice Botryosphaeriaceae i vrstu Sordaria sp. provedena je prema 

metodi Slippers i sur. (2004), za Biscogniauxia spp. prema Mazzaglia i sur. (2001), dok je za 

Cytospora sp. korišten protokol prema Fan i sur. (2020). Za Nigrospora spp. PCR amplifikacija 
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ITS (parovi početnica ITS1 i ITS4) i TEF1-α regija izvedena je prema White i sur. (1990), dok 

je za ITS (parovi početnica ITS5 i ITS4) i TUB2 regije korišten protokol prema Hao i sur. 

(2020). Amplifikacija za Phaeoacremonium sp. provedena je prema Alves i sur. (2006). Nakon 

provedene PCR reakcije, izvršena je elektroforeza na 1% agaroznom gelu te vizualizacija PCR 

produkata radi određivanja veličine produkta i uspješnosti reakcije. Sekvenciranje PCR 

produkata provedeno je putem Macrogen Europe sekvencijskog servisa (Amsterdam, 

Nizozemska). Sekvenciranje je provedeno u oba smjera, koristeći iste početnice kao i za PCR 

amplifikaciju. Dobivene nukleotidne sekvence očitane su i uređene pomoću softvera 

Sequencher® (Gene Codes Corporation, Michigan, SAD). Usporedna analiza sekvenci 

provedena je s postojećim sekvencama dostupnim u GenBank bazi podataka Nacionalnog 

centra za biotehnološke informacije (NCBI, Maryland, SAD). Konsenzus sekvence dobivene 

ovim istraživanjem pohranjene su u GenBank (NCBI, Maryland, SAD) bazu podataka. 

Filogenetske analize provedene su zasebno za pojedinačne genske regije kao i za kombinirane 

regije. Poravnanje sekvenci izvršeno je pomoću softvera ClustalX2 (Saitou i sur., 1987). 

Evolucijska povijest rekonstruirana je metodom najbližeg susjeda (eng. Neighbour-Joining 

Method), pri čemu je prikazano optimalno stablo. Korištena je bootstrap analiza s 1000 

ponavljanja koja prikazuje postotak ponovljenih stabala u kojima su se povezane taksonomske 

jedinice grupirale zajedno, što je prikazano uz odgovarajuće grane (Felstenstein i sur., 1985). 

Evolucijske udaljenosti izračunate su metodom maksimalne složene vjerojatnosti (eng. 

Maximum Composite Likelihood) i prikazane kao broj zamjena baza po lokaciji (Tamura i sur., 

2004). Za izvođenje evolucijske analize korišten je softver MEGA11 (Tamura i sur., 2021). 

 

4.4. Testovi patogenosti 
 

Testovi patogenosti provedeni su u uvjetima in vivo i/ili in vitro. Za provedbu testova korišten 

je jedan reprezentativan izolat svake vrste. Ukupno je testirana patogenost 14 izolata gljiva. Za 

vrste iz porodice Botryosphaeriaceae, Biscogniauxia mediterranea (De Not.) Kuntze i 

Cytospora pruinosa Défago, koje su utvrđene u ovom istraživanju, patogenost je već prethodno 

dokazana u istraživanjima, dok za ostale vrste nije bila ispitivana. Stoga je, na temelju proučene 

literature i simptoma koje uzrokuju na drugim biljnim vrstama, odabran biljni dio na kojem se 

vršila umjetna zaraza. Odnosno, za sve vrste osim Nigrospora spp., zaraza sadnica i/ili biljnih 

dijelova provedena je na drvenom dijelu biljke (granama). Primjenom bušača micelija u ranu 

na grani, na kojoj je prethodno uklonjen sloj kore, umetnut je disk micelija istog promjera kao 

rana, a rana je zatim zatvorena vazelinom i parafilmom. Kao kontrola koristio se disk čistog 
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KDA. Za Nigrospora spp. zaraza je izvršena injektiranjem homogeniziranog samljevenog 

micelija u peteljku lista, s obzirom na to da su navedene gljive poznate kao uzročnici bolesti 

listova (pjegavosti ili točkastog oboljenja lista). Kao kontrola korištena je sterilna destilirana 

voda. Sadnice i biljni dijelovi držani su u kontroliranim uvjetima (u plasteniku i u laboratoriju) 

do pojave simptoma. Tijekom tog perioda bilježeni su simptomi koji su se razvijali. Nakon 

razdoblja inkubacije, zaraženi biljni dijelovi prikupljeni su u vrećice. U slučaju zaraze na 

granama, mjerene su nekrotične promjene iznad i ispod mjesta inokulacije. Radi potvrde 

patogenosti, proveden je Kochov postulat, mali dio nekrotičnog tkiva s perifernog dijela lezije 

inokuliran je na KDA kako bi se ponovno izolirala gljiva korištena za inokulaciju. 

 
4.5. Test osjetljivosti sorti 

 
S obzirom na to da su vrste iz porodice Botryosphaeriaceae poznate kao izrazito česti i među 

najagresivnijim patogenima masline, u ovom istraživanju ispitana je osjetljivost 

najzastupljenijih sorata maslina koje se uzgajaju na području Istre. Poseban naglasak stavljen 

je na procjenu reakcije sorata koje su od gospodarskog značaja, kako bi se utvrdile eventualne 

razlike u stupnju osjetljivosti pojedinih genotipova. Od hrvatskih autohtonih sorata odabrane 

su Istarska bjelica, Buža i Rosinjola, dok je od introduciranih sorata odabrana sorta Leccino. 

 

4.6. Antifungalno djelovanje eteričnih ulja 
 

Za ispitivanje antifungalnog djelovanja EtU korišteno je šest komercijalnih EtU, zajedno s 

najzastupljenijom komponentom svakog EtU. Korištena EtU dobivena su iz sljedećih biljaka: 

kineski cimet (Cinnamomum aromaticum Nees), limun (Citrus × limon), paprena metvica 

(Mentha × piperita L.), bosiljak (Ocimum tenuiflorum L.), origano (Origanum compactum 

Benth) i timijan (Thymus vulgaris L.). Sva EtU, osim EtU limuna, nabavljena su od tvrtke 

Pranarōm International Ltd. (Ath, Belgija), dok je EtU limuna nabavljeno od tvrtke Fagron 

Hrvatska d.o.o. (Donja Zelina, Hrvatska). Sva EtU analizirana su plinskom kromatografijom – 

masenom spektrometrijom (GC-MS) u laboratoriju proizvođača. Komponente karvakrol, 

eugenol i mentol nabavljene su od tvrtke Thermo Fisher Scientific Inc. (Fair Lawn, NJ, SAD), 

e-cinamaldehid i limonen od Thermo Fisher GmbH (Kandel, Njemačka), a timol od VWR 

International (Leuven, Belgija). 

EtU testirana su u pet koncentracija: 10 µL/10 mL, 20 µL/10 mL, 50 µL/10 mL, 75 µL/10 mL 

i 100 µL/10 mL, što odgovara volumnim omjerima od 0,1 %, 0,2 %, 0,5 %, 0,75 % i 1,0 % u 

podlozi. Testirana koncentracija predominantne komponente izračunata je na temelju njenog 
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postotka unutar EtU za svaku ispitivanu koncentraciju EtU (Edris i sur., 2003; Palfi, 2017). 

Čisti KDA korišten je kao pozitivna kontrola. Kao negativna kontrola korištena su dva 

komercijalna fungicida koja se uobičajeno primjenjuju za suzbijanje fitopatogenih gljiva u 

uzgoju maslina: Nativo 75WG (Bayer d.o.o., Zagreb, Hrvatska) i Cabrio TOP (BASF Croatia, 

Zagreb, Hrvatska). Fungicidi su razrijeđeni do radne koncentracije preporučene za tretiranje 

maslina prema uputama proizvođača. Koncentracija za Nativo 75WG iznosila je 20 g/100 L, a 

za Cabrio TOP 200 g/100 L. Umjesto vode, korištena je ista količina KDA (Palfi, 2017). 

EtU i njihove komponente korišteni su za procjenu kontaktnog učinka na rast micelija gljiva. 

KDA pripremljen je prema uputama proizvođača, a temperatura cijele podloge praćena je dok 

se nije ohladila na približno 50 °C. Nakon hlađenja, 10 mL KDA ulijevano je u sterilne Falcon 

epruvete. U epruvete je potom pipetiran odgovarajući volumen EtU/komponente/fungicida te 

je smjesa miješana staklenim štapićem i lagano izmiješana u vorteksu dok se nije postigla 

homogena otopina. Otopina je izlivena u sterilne Petrijeve zdjelice promjera 90 mm. Nakon što 

se podloga stvrdnula, micelijski disk promjera 4 mm aktivno rastuće kulture gljive izrezan je 

pomoću bušača micelija i inokuliran u središte KDA podloge sterilnom laboratorijskom iglom, 

pazeći da gornja strana diska bude okrenuta prema podlozi. Petrijeve zdjelice zatvorene su 

parafilmom i inkubirane pod odgovarajućim uvjetima. Cijeli postupak proveden je u 

laminarnom protočnom kabinetu. Za vrste iz porodice Botryosphaeriaceae, Biscogniauxia spp., 

Cytospora sp., Phaeoacremonium sp. i Sordaria sp. temperatura inkubacije postavljena je na 

25 °C, dok je za Nigrospora spp. postavljena na 28 °C. Eksperiment je proveden u tri 

ponavljanja za svaki tretman (EtU/komponente/fungicidi) i koncentraciju. Rast micelija mjerio 

se nakon 2, 4 i 10 dana od inokulacije. Za izolate kod kojih nije zabilježen rast gljiva pri 

konačnom mjerenju, polovica diska prenesena je sterilnom laboratorijskom iglom na novu 

sterilnu Petrijevu zdjelicu s KDA. Uzorci su inkubirani pod istim uvjetima kao i tijekom 

prvotne inokulacije. Ako se rast gljive nastavio nakon inkubacije, tretman je klasificiran kao 

fungistatičan, dok je u slučaju izostanka micelijskog rasta tretman smatran fungicidnim. 

Najniža koncentracija EtU/ komponente/ fungicida koja je rezultirala potpunom inhibicijom 

rasta micelija zabilježena je kao minimalna inhibicijska koncentracija (MIC), a najniža 

koncentracija koja je pokazala fungicidno djelovanje zabilježena je kao minimalna fungicidna 

koncentracija (MFC). 

 

4.7. Antifungalno djelovanje otpadnih biljnih voda masline 
 

OBVM prikupljena je izravno od prerađivača maslina u Istarskoj županiji, 2021. godine. 
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Vrijeme između berbe i prerade maslina iznosilo je četiri sata, a temperatura tijesta tijekom 

prerade održavana je na 24 °C. Proces malaksacije odvijao se uz kontinuirano hlađenje vodom 

temperature 12 °C. Maslinovo ulje ekstrahirano je centrifugiranjem, korištenjem dvofaznog 

Pieralisi sustava s mlinom čekićarem. OBVM je izdvojena iz hrvatskih sorti maslina Buža, 

Buža Puntoža, Istarska bjelica i Rosinjola te talijanske sorte Leccino. Nakon prikupljanja 

uzoraka OBVM iz uljara, isti su pohranjeni u hladnjaku na +4 °C tijekom devet dana (Russo i 

sur., 2022). U početku je određena boja uzoraka, a zatim su uzorci filtrirani pomoću vakuum 

filtra s filter papirom visokog protoka. Nakon filtracije, uzorci su centrifugirani pri 4000 

okretaja/minuti tijekom 10 minuta na +4 °C pomoću centrifuge Hettich 320 R (Tuttlingen, 

Njemačka). pH vrijednost OBVM uzoraka određena je na sobnoj temperaturi pomoću pH 

metra, koji je prethodno kalibriran s certificiranim pH puferima (Mettler-Toledo GmbH, 

Greifensee, Švicarska). Uzorci su potom podijeljeni u dvije frakcije. U jednu frakciju dodana 

je klorovodična kiselina (HCl) kako bi se pH smanjio na 2, s ciljem sprječavanja oksidacije i 

očuvanja fenolnih spojeva (Klen i Vodopivec, 2011; Klen i sur., 2015; Yakhlef i sur., 2018), 

dok je druga frakcija ostavljena u prirodnom stanju bez dodataka. Svaka frakcija dodatno je 

podijeljena, pri čemu je jedan dio pohranjen na -20 °C, a drugi na sobnoj temperaturi. 

 

4.7.1. Određivanje fizikalnih i kemijskih parametara 
 

OBVM (300 µL) pomiješana je s 1 200 µL metanola kako bi se postigao omjer razrjeđenja 1:5. 

Smjesa je intenzivno izmiješana (vorteksirana) i centrifugirana pri 16 000×g tijekom 5 minuta 

na 25 °C pomoću centrifuge. Nakon centrifugiranja, 300 µL supernatanta je liofilizirano i 

rekonstituirano u 600 µL početne mobilne faze koja se sastojala od vode s 2 % metanola i 0,1 

% octene kiseline. Rekonstituirana otopina vorteksirana je 30 sekundi i prebačena u bočice za 

HPLC analizu. Fenolni profil određen je korištenjem LC-MS/MS sustava. Separacija je 

provedena na C18 core-shell koloni (2,1 mm × 150 mm, 2,7 µm, Advanced Materials 

Technology) na 37 °C. Ubrizgano je 1 µL uzorka, a elucija je provedena linearnim gradijentom 

s mobilnim fazama A (voda / 0,1 % octena kiselina) i B (metanol / 0,1 % octena kiselina) 

protokom od 0,35 mL/minuti. Polifenolni spojevi identificirani su i kvantificirani pomoću 

analitičkih standarda. Svaki uzorak analiziran je u četiri ponavljanja, a sadržaj fenola izražen 

je kao srednja vrijednost ± standardna devijacija. 

Određivanje koncentracije šećera provedeno je prema metodi DuBois i sur. (1956), pomoću 

spektrofotometra na valnim duljinama od 480 nm i 490 nm. Apsorbancija je mjerena u 

kvarcnim kivetama od 1 cm nakon dodatka DuBois reagensa. Mjerenja su provedena na sobnoj 

temperaturi, a koncentracija šećera izračunata je na temelju kalibracijske krivulje izrađene 
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pomoću glukoze (0–100 mg/L). Svaki uzorak analiziran je u tri ponavljanja, a rezultati su 

izraženi kao srednja vrijednost ± standardna devijacija. 

Za određivanje udjela suhe tvari i vode, 3 mL svakog uzorka stavljeno je u staklenu čašu za 

vaganje. Uzorci su sušeni u sušioniku na 103 °C tijekom 24 h. Masa prazne čaše, uzorka prije 

i nakon sušenja, određene su analitičkom vagom. Masa suhe tvari izračunata je formulom: 

𝑚𝑑𝑚 = 𝑚3 − 𝑚1, gdje je 𝑚𝑑𝑚 masa suhe tvari, 𝑚1 masa prazne čaše, 𝑚2 masa čaše s uzorkom 

prije sušenja, a 𝑚3 masa nakon sušenja. Početna masa uzorka izračunata je kao 𝑚wet = 𝑚2 − 

𝑚1. Udio vode izračunat je prema 𝑊𝐻2𝑂 = 100 % − 𝑊𝑑𝑚, gdje je 𝑊𝑑𝑚 = (𝑚𝑑𝑚/𝑚wet) × 

100 %.  Svaki uzorak analiziran je u tri ponavljanja, a rezultati su izraženi kao srednja vrijednost 

± standardna devijacija. 

Ukupni sadržaj ugljika i dušika istovremeno je analiziran pomoću analizatora TOC-L-

CPH/TNM-L-ROHS. Uzorak od 3 mL pomiješan je s 27 mL 0,2 % HCl. Nakon 

homogenizacije, analiziran je primjenom uređaja. Svaki uzorak analiziran je u tri ponavljanja, 

a rezultati su izraženi kao srednja vrijednost ± standardna devijacija. 

 

4.7.2. Antifungalno djelovanje OBVM i fenola 
 

Za procjenu učinaka OBVM i fenola korišteni su reprezentativni izolati fitopatogenih gljiva 

izoliranih s maslina, koji su prethodno korišteni i za određivanje antifungalnog djelovanja EtU. 

Za testiranje antifungalnog djelovanja korišteno je pet različitih OBVM, kao i fenoli vanilinska 

kiselina, koja je bila najzastupljenija ili među najzastupljenijima u analiziranim uzorcima te 

hidroksitirozol, koji je, prema literaturi, identificiran kao dominantan spoj u OBVM s jakim 

antimikrobnim djelovanjem (Krid i sur., 2011; Yakhlef i sur., 2018). Vanilinska kiselina i 

hidroksitirozol nabavljeni su od Sigma Aldrich (Merck KGaA, Darmstadt, Njemačka). OBVM 

je testirana u pet koncentracija: 0,2 %, 0,5 %, 2 %, 6 % i 10 % (volumno u podlozi), dok su 

hidroksitirozol i vanilinska kiselina testirani u koncentracijama od 0,1 % i 0,5 %. Čista KDA 

korištena je kao pozitivna kontrola, dok je fungicid Nativo 75WG (Bayer d.o.o., Zagreb, 

Hrvatska), uobičajeno korišten u maslinarstvu, korišten kao negativna kontrola. Fungicid je 

razrijeđen prema preporuci proizvođača na 20 g/100 L. KDA je korišten umjesto vode (Palfi, 

2017). KDA je pripremljen prema uputama proizvođača, a temperatura podloge praćena je do 

hlađenja na 45 °C (Yangui i sur., 2008). Potom je 10 ml KDA preneseno u sterilne Falcon 

epruvete. Dodana je odgovarajuća količina OBVM, spoja ili fungicida. Otopina je promiješana 

staklenim štapićem i lagano izmiješana (vorteksirana) do homogenosti. Otopina je ulivena u 

sterilne Petrijeve zdjelice (90 mm). Nakon skrućivanja podloge, disk micelija gljive promjera 

4-mm prenesen je sterilnom iglom u središte podloge, s površinom diska okrenutom prema 
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podlozi. Zdjelice su zatvorene parafilmom i inkubirane u mraku na 25 °C, za sve vrste osim 

Nigrospora spp., za koju je korišteno 28 °C. Svaka varijanta i koncentracija izvedena je u tri 

ponavljanja. Rast gljiva praćen je drugog i sedmog dana nakon inokulacije. Za izolirane vrste 

kod kojih nije uočen rast do kraja pokusa, polovica diska micelija prenesena je na svježi KDA 

radi provjere održivosti, kao i kod testova s EtU. 

 

4.7.3. Antagonistička aktivnost mikroorganizama izoliranih iz OBVM 
 

Uzorci OBVM su protreseni i homogenizirani pomoću vorteks uređaja. Zatim je 100 µL 

neobrađene OBVM pipetirano na tri različite hranjive podloge: KDA, MEA i hranjivi agar 

(HA). Pripremljena su tri ponavljanja za svaku podlogu. Nakon sedmodnevne inkubacije na 

sobnoj temperaturi (23 °C), razvijeni mikroorganizmi preneseni su na čiste podloge. Za 

izolaciju gljiva korišten je KDA + 25 mg/l streptomicina. Za pročišćavanje bakterija, uzorci su 

stavljeni u sterilni PBS (fosfatno-puferska otopina), vorteksirani i centrifugirani pri 1 000×g 

tijekom 5 minuta, a zatim inokulirani na čisti HA. Postupci su ponavljani do dobivanja čistih 

kultura. Ukupno su izolirana tri izolata kvasaca, jedan izolat bakterije i tri izolata gljiva. 

Za identifikaciju kvasaca i bakterija korištena je MALDI-TOF MS analiza. Kvasci su uzgajani 

na KDA + 25 mg/l streptomicina, a bakterije na HA tijekom četiri dana na 23 °C. Uzorci 

kolonija analizirani su pomoću uređaja Bruker Microflex LT MS (Billerica, Massachusetts, 

SAD), koristeći brzu ekstrakciju pomoću FA i HCCA matrice. Spektri su uspoređeni s 

referentnom bazom podataka Bruker Biotyper v3.1. Za identifikaciju plijesni korištena je PCR 

metoda, koristeći istu metodologiju za identifikaciju izolata gljiva prikupljenih na terenu. Za 

amplifikaciju korištena je ITS regija genoma, primjenom para početnica ITS1 i ITS4 (White et 

al., 1990). 

Antagonistički pokus proveden je metodom dvostruke kulture (Fokkema, 1978; Živković i sur., 

2010). Izolati su prethodno inkubirani sedam dana na 25 °C u mraku. U sterilne Petrijeve 

zdjelice uliveno je 10 ml KDA. Na jednu stranu zdjelice postavljen je disk  micelija patogene 

gljive, a na suprotnu stranu inokuliran je izolat bakterije/kvasca (1 µL), udaljen 3 cm od 

patogena. KDA inokulirana samo s patogenom služila je kao kontrola. Pokus je postavljen u tri 

ponavljanja. Kod pokusa s Penicillium sp. korišten je 4-mm micelijski disk. Postotak inhibicije 

rasta (PGI) izračunat je prema formuli: 

PGI (%) = (KR − R1) / KR × 100, gdje je KR udaljenost od inokulacije do ruba kolonije u 

kontroli, a R1 udaljenost prema antagonistu. 

PGI vrijednosti kategorizirane su prema ljestvici: 

0=bez inhibicije, 1=1–25 %, 2=26–50 %, 3=51–75 %, 4=76–100 % inhibicije. 
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Zona inhibicije mjerena je kao udaljenost između patogena i antagonista sedmog dana 

inkubacije. 

 

4.7.4. Statistička analiza 
 

Za određivanje kardinalnih temperatura za rast gljiva iz porodice Botryosphaeriaceae 

izračunate su prosječne vrijednosti. Empirijsko matematičko modeliranje, primjenom metode 

najmanjih kvadrata prema opisu Sánchez i sur. (2003), provedeno je u okviru odgovarajućih 

polinomnih regresija trećeg, četvrtog, petog i šestog stupnja, koristeći program Microsoft 

Office Excel. Budući da se jednadžba šestog stupnja najbolje uklapala u ispitivane podatke i 

najvjernije je pratila točke određenih brzina rasta, ona je korištena za daljnje određivanje 

kardinalnih temperatura. Kako bi se iz jednadžbe dobile minimalne, maksimalne i optimalne 

kardinalne temperature, opisano empirijsko matematičko modeliranje primjenom metode 

najmanjih kvadrata provedeno je pomoću matematičkog programa Wolfram Alpha LLC 

(Wolfram Research, Inc.,Champaign, Illinois, SAD). 

Podaci dobiveni testiranjem osjetljivosti sorata analizirani su jednofaktorskom analizom 

varijance (ANOVA), nakon čega je primijenjen Tukeyjev test radi utvrđivanja statistički 

značajnih razlika između srednjih vrijednosti na razini značajnosti od 5 %. Statistička obrada 

podataka provedena je pomoću statističkog softvera SAS Enterprise Guide 8.4. (SAS Institute, 

Cary, North Carolina, SAD). Podaci su prikazani kao aritmetičke sredine, standardne devijacije 

i 95 %-tni intervali pouzdanosti za srednju vrijednost. 

Podaci dobiveni testiranjem antifungalnog djelovanja EtU analizirani su primjenom 

dvofaktorske ANOVA analize, uzimajući u obzir sva dostupna mjerenja, tretmane i 

koncentracije, koristeći Python 3.8.10 (Python Software Foundation, Wilmington, DE, SAD), 

kako bi se utvrdilo postoje li statistički značajne razlike između primijenjenih tretmana te 

procijenile interakcije između svih analiziranih skupina. Potom, provedena je jednofaktorska 

ANOVA te Tukeyjev test višestrukih usporedbi, koristeći SAS Enterprise Guide 8.4. (SAS 

Institute, Cary, North Carolina, SAD). Podaci su prikazani kao aritmetičke sredine, standardne 

devijacije i 95 %-tni intervali pouzdanosti za srednju vrijednost. U određenim slučajevima, 

kada rezultati jednofaktorske ANOVA analize nisu pokazali statistički značajne razlike između 

tretmana, ali su vizualno uočene razlike u rezultatima, dodatno su provedeni T-testovi za 

usporedbu određenih parova, također pomoću SAS Enterprise Guide 8.4 (SAS Institute, Cary, 

North Carolina, SAD). Inhibicijski učinak EtU i njihovih komponenti na rast micelija 

fitopatogenih gljiva izračunat je u programu Microsoft Office Excel prema formuli Wu i sur. 
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(2013): I (%)=C−TC−0,4×100, gdje je I (%) postotak inhibicije rasta micelija izazvane 

ispitivanom tvari, C je promjer rasta gljive kod kontrole, a T promjer rasta gljive na tretiranom 

KDA. Za OBVM statistička analiza kemijskog profila, izračuni povezani s antagonističkim 

učinkom, izračun postotne inhibicije, vrijednosti MIC i MFC, kao i izrada stupčastih dijagrama 

za prikaz antagonističkog učinka, provedeni su pomoću programa Microsoft Office Excel. 

Grafički prikazi (toplinske karte) izrađeni su koristeći Python 3.10.12. (Python Software 

Foundation, Wilmington, DE, SAD). Antifungalna učinkovitost OBVM, komponenti i 

fungicida procijenjena je pomoću SAS Enterprise Guide 8.4 (SAS Institute, Cary, North 

Carolina, SAD). Podaci su prikazani kao aritmetičke sredine, standardne devijacije i 95 %-tni 

intervali pouzdanosti za srednju vrijednost. 
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5. REZULTATI ISTRAŽIVANJA S RASPRAVOM 

 
5.1. Simptomi gljivičnog oboljenja zamijećeni na terenu 

 
Tijekom terenskih istraživanja na zaraženim stablima maslina opažen je širok spektar 

simptoma, uključujući sušenje i propadanje grana i izbojaka, venuće i otpadanje listova, trulež 

i otpadanje plodova, pucanje i crvenkasto-smeđe obojenje kore, kao i pojava nekrotičnih lezija 

(Slika 2). Nakon laboratorijskih analiza utvrđeno je da su ti simptomi povezani sa zarazama 

uzrokovanim različitim vrstama gljiva. 

Simptomi zaraze gljivama iz porodice Botryosphaeriaceae uključivali su sušenje i odumiranje 

grana i izbojaka, otpadanje listova, pucanje kore te pojavu nekroza na kori. Ovi simptomi u 

skladu su s onima prethodno zabilježenima u drugim istraživanjima (Kaliterna i sur., 2012; 

Hernández-Rodríguez i sur., 2022). 

Kod određenih stabala uočen je kompleks simptoma uključujući stvaranje rak-rana, intenzivno 

sušenje i pucanje kore, unutarnje obojenje tkiva ispod kore u nijansama od crvenkastosmeđe 

do gotovo crne, što je povezano sa zarazom vrstama roda Biscogniauxia. Do sada je B. 

mediterranea jedina vrsta ovog roda potvrđena kao patogen na maslini, s utvrđenim 

simptomima nekroze kore, njenog odvajanja i sušenja grana (Gharbi i sur., 2020). 

Simptomi sušenja grana i grančica, smeđe unutarnje nekroze u granama i ispod kore te 

propadanje plodova povezani su sa zarazom s vrstom Cytospora sp. Ove nalaze potvrđuju i 

Moral i sur. (2017), koji navode Cytospora spp. kao uzročnike sušenja grana masline. 

Simptomi pjegavosti listova, gdje su listovi bili suhi, žućkastosmeđe do tamnosmeđe boje sa 

smeđim pjegama, a otpali kod jače izraženih zaraza, uočeni su kod zaraza vrstama Nigrospora 

spp. Ovi simptomi obično su zahvaćali samo dijelove krošnje. Iako Nigrospora spp. do sada 

nisu bile zabilježene kao patogeni masline, postoje raniji nalazi izolacije vrste N. oryzae s 

maslina bez potvrđene patogenosti (Fisher i sur., 1992). Međutim, Nigrospora spp. su poznati 

uzročnici bolesti lista kod drugih biljnih vrsta (Raza i sur., 2019; Luo i sur., 2020). 

Zaraza gljivom roda Phaeoacremonium bila je praćena sušenjem bočnih grana, osobito s jedne 

strane stabla te pojavom unutarnjih nekroza smeđe boje koje su se širile ispod kore. Vrste ovog 

roda poznate su kao patogeni masline, uzrokujući simptome sušenja grana i nekroza (Carlucci 

i sur., 2013; Úrbez-Torres i sur., 2013). 

Kod pojedinih stabala opaženi su simptomi sušenja grana i listova te promjene boje kore 

povezane sa zarazom vrstom Sordaria sp.. Međutim, prema dostupnoj literaturi, ova gljiva do 
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sada nije zabilježena kao uzročnik bolesti masline. 
 

 
Slika 2. Simptomi gljivičnog oboljenja na maslini uzrokovani vrstama: A) Botryosphaeria 

dothidea, B) Neofusicoccum parvum, C) Nigrospora philosophiae-doctoris, D) Biscogniauxia 

mediterranea, E) Cytospora pruinosa, F) Nigrospora gorlenkoana, G) Phaeoacremonium 

iranianum, H) Sordaria fimicola. 

 

5.2. Molekularna i morfološka identifikacija gljiva 
 

Phillips i sur. (2013) navode da su morfološke karakteristike same po sebi nedovoljne za 

definiranje rodova ili identifikaciju vrsta, s obzirom na njihovu varijabilnost tijekom razvoja te 

neizbježno preklapanje karakteristika. Autori navode kako se najtočnija identifikacija gljiva 

postiže kombinacijom morfoloških karakteristika i molekularnih metoda. Stoga, na temelju 

morfološke karakterizacije te molekularne i filogenetske identifikacije, ukupno je identificirano 

13 izolata gljiva iz porodice Botryosphaeriaceae. Među njima su identificirana četiri izolata 



Rezultati s raspravom 
 

19  

vrste B. dothidea, po jedan izolat vrsta Diplodia mutila (Fr.) Fr., D. seriata De Notaris i 

Dothiorella iberica A.J.L. Phillips, J. Luque & A. Alves, dva izolata vrste Do. sarmentorum 

(Fr.) A.J.L. Phillips, Alves & Luque te četiri izolata vrste Neofusicoccum parvum (Pennycook 

& Samuels) Crous, Slippers & A.J.L. Phillips. 

Također, identificirano je deset izolata iz roda Biscogniauxia, od kojih je devet identificirano 

kao B. mediterranea, a jedan kao B. nummularia (Bull.) Kuntze. Nadalje, identificirana su dva 

izolata vrste C. pruinosa, tri izolata vrsta iz roda Nigrospora, identificirana kao N. gorlenkoana 

Novobr., N. osmanthi i N. philosophiae-doctoris M. Raza, Qian Chen & L. Cai, jedan izolat 

vrste Phaeoacremonium iranianum L. Mostert, Grafenhan, W. Gams & Crous te dva izolata 

vrste Sordaria fimicola (Roberge ex Desm.) Ces. & De Not. Popis svih izolata, uključujući 

sorte maslina s koje su prikupljeni i odgovarajući GenBank pristupni brojevi prikazani su u 

Tablici 2. Detaljni opisi morfoloških karakteristika te rezultati određivanja kardinalnih 

temperatura za rast micelija kod vrsta iz porodica Botryosphaeriaceae dostupni su u cjelovitim 

radovima.  

 

Tablica 2. Oznake prikupljenih izolata, identificirane vrste, sorte s kojih su izolati prikupljeni 

te GenBank pristupni brojevi. 
Izolat Vrsta Sorta masline GenBank pristupni brojevi 

Botryosphaeriaceae ITS TUB2 TEF1-α 

R8 NP  

Botryosphaeria dothidea 
 

Nepoznata OQ338370 OQ348378 OQ348385 

PL1 NP Nepoznata OQ352832 OQ361692 OQ553927 

N17 BJA3 Istarska bjelica OQ353073 OQ361697 OQ553926 

R19 F Frantoio OQ354201 OQ361700 OQ361701 

IKB9 B2II Diplodia mutila Buža OQ338569 OQ348379 OQ348386 

V16 K2II Diplodia seriata Karbonaca OQ352870 OQ361695 OQ361696 

V16 BI Dothiorella iberica Buža OQ339205 OQ348381 OQ348388 

V12 PEN Dothiorella sarmentorum Pendolino OQ339150 OQ348380 OQ348387 

R18 PEN1 Pendolino OQ341230 OQ348383 OQ348390 

IMK9 

IBVI 

 

 

Neofusicoccum parvum 

Istarska bjelica OQ352837 OQ361693 OQ361694 

V16 

K1 

Karbonaca OQ341191 OQ348382 OQ348389 

R18 

B1 

Buža OQ353087 OQ361698 OQ361699 

V21 

B5I 

Buža OQ341428 OQ348384 OQ553928 
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                                Sordariomycetes 

SL2 

PRI 

 

 

 

 

 

 

 

 

Biscogniauxia mediterranea 

Porečka rosulja OQ734646 OQ744688 OQ754165 

N17 

BJA1 

Istarska bjelica OQ733307 OQ744682 OQ744689 

R18 

B3I 

Buža OQ733361 OQ744684 OQ744691 

R18 

LECII 

Leccino OQ746452 OQ744687 OQ744694 

R18 

LEC1 

Leccino OQ733486 OQ744686 OQ744693 

R19 

B1 

Buža OQ733324 OQ744683 OQ744690 

ISN9 

LDC3I 

Leccio del Corno OQ729816 OQ942633 OQ744681 

IMK9 

36II 

Nepoznata OQ646787 OQ725012 OQ725013 

R18 

BII 

Buža OQ933231 OQ744685 OQ744682 

V16 

B3 

Biscogniauxia nummularia Buža OQ743781 OQ754166 OQ754167 

SL2 PRIV Cytospora pruinosa 
 

Porečka rosulja OQ642321  OQ652101 / 

V16 BIII Buža  OQ644501  OQ694815 / 

P13 LECIII Nigrospora gorlenkoana Leccino OP999642 OQ286068 OQ286069 

JA20 NP Nigrospora osmanthi Nepoznata OP999639 OQ275027 OQ275028 

R18 BI Nigrospora philosophiae-

doctoris 

Buža OP999644 OQ286067 OQ286066 

SL1 

NP2 

 

Sordaria fimicola 
 

Nepoznata OQ828656 OQ835632 OQ835629 

ISN9 

PEN 

Pendolino OQ828658 OQ835630 OQ83563 

R18 B4 Phaeoacremonium iranianum Buža OP627795 OP684932 OP684933 

 

 
5.3. Test patogenosti 

 
Svih 14 testiranih izolata pokazali su se kao patogeni na maslini. Nakon provedene inokulacije 

sadnica i biljnih dijelova masline zabilježeni su simptomi slični i/ili isti onima opaženima u 

prirodnim uvjetima zaraze, uključujući stvaranje rak-rana, pojavu nekroza, sušenje i opadanje 
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listova, promjene boje kore i druge znakove propadanja tkiva (Slika 3). 

Na temelju provedenih istraživanja, identificirano je ukupno šest različitih vrsta kao uzročnika 

botriosferijskog sušenja maslina u Hrvatskoj, tj. B. dothidea, D. mutila, D. seriata, Do. iberica, 

Do. sarmentorum i N. parvum. Prisutnost vrsta D. mutila, Do. iberica i Do. sarmentorum na 

stablima masline u Hrvatskoj do sada nije bila dokumentirana, što ovo istraživanje čini prvim 

izvješćem o njihovoj pojavi. Nadalje, ovo istraživanje predstavlja prvo dokumentirano izvješće 

o prisutnosti gljive B. mediterranea  i C. pruinosa kao uzročnika bolesti masline u Hrvatskoj. 

Također, po prvi put u svijetu potvrđeno je da B. nummularia, S. fimicola, P. iranianum te tri 

identificirane vrste roda Nigrospora spp. uzrokuju bolesti maslina, uključujući prvo zabilježeno 

uzrokovanje biljne bolesti od strane vrste N. philosophiae-doctoris.  

 
Slika 3. Rezultati testova patogenosti: A) Diplodia mutila, B) Dothiorella iberica, C) s lijeva 

na desno: Nigrospora philosophiae-doctoris, N. gorlenkoana, N. osmanthi, D) Biscogniauxia 

mediterranea, E) Phaeoacremonium iranianum, F) Cytospora pruinosa, G) Biscogniauxia 

nummularia, H) Sordaria fimicola. 
 

5.4. Test osjetljivosti sorti 
 

Sorta masline Buža pokazala je najveću otpornost na Do. sarmentorum, sa statistički 

značajnom razlikom u usporedbi s ostalim sortama (Tablica 3). Slijede po otpornosti, silaznim 

redom: Do. iberica, D. seriata i B. dothidea. S druge strane, sorta Buža pokazala je najveću 

osjetljivost na D. mutila i N. parvum. 
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Sorta Istarska bjelica pokazala je najveću otpornost na Do. iberica i Do. sarmentorum, zatim 

na D. seriata i B. dothidea. Najveća osjetljivost zabilježena je prema N. parvum, sa statistički 

značajnom razlikom u usporedbi s ostalim vrstama. Istarska bjelica također je pokazala 

izraženu osjetljivost na D. mutila. 

Sorta Leccino imala je najveću otpornost na Do. iberica i D. seriata. Najosjetljivija je bila na 

B. dothidea, zatim na Do. sarmentorum i N. parvum, a značajna osjetljivost zabilježena je i na 

D. mutila. 

Sorta Rosinjola pokazala je najveću otpornost na Do. sarmentorum i Do. iberica, a zatim na D. 

seriata i B. dothidea. S druge strane, pokazala je značajnu osjetljivost na N. parvum i D. mutila. 

       
      Tablica 3. Rezultati testa patogenosti /testa otpornosti sorata s prosječnim vrijednostima duljine 

nekrotičnih promjena (srednja vrijednost ± standardna devijacija, u mm) za šest izolata gljiva 

iz porodice Botryosphaeriaceae na sadnicama maslina, sa sterilnim KDA kao negativnom 

kontrolom. 
Vrsta Sorta 

Buža Istarska bjelica Leccino Rosinjola 
Botryosphaeria dothidea 9,30 ± 3,69             b 31,75 ± 11,88           c 65,41 ± 17,82       a 12,87 ± 6,26           b 

Diplodia mutila 19,16 ± 6,27           a  84,33 ± 33,28           b 44,95 ± 20,75       b 22,25 ± 6,36           a 
Diplodia seriata 5,50 ± 1,85             b 11,15 ± 5,25              c 5,10 ± 2,32            c 10,05 ± 5,41           bc 
Dothiorella iberica 5,50 ± 1,03             b 3,65 ± 1,93                c 3,75 ± 2,02            c 4,95 ± 2,85             cd 

Dothiorella sarmentorum   4,70 ± 1,92            bc 4,55 ± 1,42                c 53,99 ± 20,04       ab 4,85 ± 0,75             cd 

Neofusicoccum parvum   16,15 ± 5,32           a 320,75 ± 87,39         a 48,45 ± 18,69       ab 24,11 ± 7,87           a 

Kontrola   0,0 ± 0,0               c 0,0 ± 0,0                    c 0,0 ± 0,0                 c      0,0 ± 0,0                  d 
LSD       4,87    48,62    19,99          6,90 

* Srednje vrijednosti u istom retku koje imaju ista slova nisu značajno različite prema Tukeyjevom testu značajnosti (p < 0,05). 

 

Pri evaluaciji otpornosti sorti na patogene gljive (Slika 4), Buža je pokazala najveću otpornost 

prema B. dothidea (9,30 ± 3,69), slijedila je Rosinjola (12,87 ± 6,26) te Istarska bjelica 

(31,75 ± 11,88), dok je Leccino bila najosjetljivija (65,41 ± 17,82). Slično tome, za D. mutila, 

Buža je ponovno pokazala najvišu otpornost (19,16 ± 6,27), zatim Rosinjola (22,25 ± 6,36) i 

Leccino (44,95 ± 20,75), dok je Istarska bjelica bila najosjetljivija (84,33 ± 33,28). 

Za D. seriata, Leccino je pokazala najvišu otpornost (5,10 ± 2,32), potom Buža (5,50 ± 1,85) i 

Rosinjola (10,05 ± 5,41), dok je Istarska bjelica pokazala umjerenu osjetljivost (11,15 ± 5,25). 
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U slučaju Do. iberica, Istarska bjelica bila je najotpornija (3,65 ± 1,93), zatim Leccino 

(3,75 ± 2,02) i Rosinjola (4,95 ± 2,85), dok je Buža bila najosjetljivija (5,50 ± 1,03). 

Za Do. sarmentorum, Istarska bjelica također je pokazala najvišu otpornost (4,55 ± 1,42), 

slijede Buža (4,70 ± 1,92) i Rosinjola (4,85 ± 0,75), dok je Leccino bila znatno osjetljivija 

(53,99 ± 20,04). 

U slučaju zaraze s N. parvum, Buža je ponovno pokazala najveću otpornost (16,15 ± 5,32), 

zatim Rosinjola (24,11 ± 7,87) i Leccino (48,45 ± 18,69), dok je Istarska bjelica bila izrazito 

osjetljiva (320,75 ± 87,39). 

 

 
Slika 4. Rezultati testa osjetljivosti sorata. Prikazane su prosječne vrijednosti duljine 

nekrotičnih promjena (mm) po pojedinoj sorti, prikazane stupcima različitih nijansi crvene boje 

– od svijetlocrvene do tamnocrvene. Svaki stupac predstavlja srednju vrijednost 10 mjerenja. 

Okomite crne linije prikazuju standardnu devijaciju. 

 

Otpornost sorti maslina na bolesti predstavlja ekonomski isplativu alternativu kemijskoj zaštiti, 

s minimalnim utjecajem na okoliš (Moral i sur., 2017). Latinović i sur. (2013) i Moral i sur. 

(2017) također su utvrdili razlike u otpornosti sorti na pojedine vrste iz porodice 

Botryosphaeriaceae. Kako navode Latinović i sur. (2013), identifikacija otpornih sorti mogla 

bi predstavljati temeljni element ekonomičnog suzbijanja bolesti, osobito za brojne male 

proizvođače koji si ne mogu priuštiti tretiranje velikih stabala pesticidima. 

 

5.5. Antifungalno djelovanje eteričnih ulja i komponenti 
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Rezultati dvofaktorske ANOVA analize, provedene za svaku gljivu, uzimajući u obzir sve 

čimbenike, tj. primijenjene tretmane, dane mjerenja i koncentracije, pokazali su da kombinacija 

svih triju čimbenika značajno utječe na rast micelija. Pri analizi interakcije između tretmana 

(eterična ulja/komponente/fungicid) i koncentracije utvrđena je visoko značajna interakcija, što 

ukazuje na to da učinak koncentracije na rast micelija ovisi o vrsti tretmana. Slično tome, 

analiza interakcije između tretmana i dana mjerenja također je pokazala visoko značajnu 

interakciju, što ukazuje da se učinci tretmana mijenjaju tijekom vremena. Nadalje, pri procjeni 

interakcije između primijenjenih koncentracija i dana mjerenja utvrđena je značajna 

interakcija, što ukazuje na to da učinak koncentracije ovisi o danu mjerenja. 

Također, pri zajedničkom promatranju sva tri čimbenika, tj. tretmana, primijenjenih 

koncentracija i dana mjerenja, zabilježena je visoko značajna trostruka interakcija. Navedeno 

implicira da optimalna učinkovitost tretmana ovisi o specifičnoj kombinaciji vrste 

EtU/komponente/fungicida i koncentracije te da se učinkovitost pojedinih tretmana smanjuje 

tijekom vremena. 

Najbolji učinak u inhibiciji rasta micelija gljiva korištenih u ovom istraživanju postignut je 

primjenom EtU kineskog cimeta i origana, kao i njihovih najzastupljenijih komponenti, e-

cinamaldehida i karvakrola, koji su potpuno inhibirali rast micelija svih testiranih gljiva. 

Nasuprot tome, najslabiji učinak zabilježen je kod tretmana s EtU limuna i paprene metvice, 

kao i njihovih komponenti limonena i mentola te komponente timol. Posebno se istaknula vrsta 

Do. iberica među predstavnicima porodice Botryosphaeriaceae, koja je pokazala najveću 

osjetljivost na sve primijenjene tretmane, dok je unutar razreda Sordariomycetes to zabilježeno 

za vrstu N. gorlenkoana. Li i sur. (2021) navode karvakrol kako komponentu s iznimno jakim 

antifungalnim djelovanjem. Autori ističu utjecaj karvakrola na hife B. dothidea, koje su nakon 

tretmana bile smežurane, deformirane, s vidljivim pukotinama i povećanim razgranavanjem, 

dok je također došlo do oštećenja stanične membrane, povećanja periplazmatskog prostora, 

plazmolize i smanjenja sadržaja lipida i ergosterola. Karvakrol povećava propusnost stanične 

membrane, uzrokuje gubitak staničnih sadržaja i može značajno utjecati na mitohondrijsku 

aktivnost patogena.  

Radi pojednostavljenog prikaza rezultata, interpretacija je temeljena na postotku inhibicije te 

je prikazana zasebno za vrste iz porodice Botryosphaeriaceae i za vrste iz roda 

Sordariomycetes. Grafikoni koji prikazuju postotak inhibicije deseti dan nakon početka 

mjerenja, kao i ANOVA tablica, postotci inhibicije te vrijednosti MIC i MFC, prikazani su u 

cjelovitom radu. 
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5.5.1. Botryosphaeriaceae 
 

Gledano po vrsti gljive, za vrstu B. dothidea, najučinkovitiji tretmani u inhibiciji rasta micelija 

imala su EtU kineskog cimeta, origana i timijana, kao i njihove glavne komponente karvakrol 

i e-cinamaldehid. Svi navedeni tretmani postigli su potpunu inhibiciju rasta micelija pri 

koncentraciji od 0,1 %, čime su nadmašili učinkovitost komercijalnih fungicida. Fungicid 

Nativo 75WG pokazao je visoku učinkovitost s potpunom inhibicijom četvrti dan i 95,7 % 

inhibicije deseti dan. Suprotno tome, Cabrio TOP imao je znatno kraći i slabiji učinak, već 

drugi dan zabilježeno je 71,7 % inhibicije, dok je do desetog dana učinkovitost pala na svega 

9,7 %. Komponenta timol pokazala je djelomičan antifungalni učinak. Iako su više 

koncentracije rezultirale jačom inhibicijom, učinak nije bio postojan jer je do desetog dana 

ponovno došlo do znatnog razvoja micelija. EtU svetog bosiljka i njegova glavna komponenta 

eugenol pokazali su potpunu inhibiciju pri koncentraciji od 0,2 %, dok su pri nižim 

koncentracijama imali ograničen učinak. EtU paprene metvice počelo je pokazivati 

fungistatički učinak pri koncentraciji od 0,2 %, no do desetog dana micelij je ponovno potpuno 

prerastao Petrijevu zdjelicu. S druge strane, EtU limuna te komponente mentol i limonen nisu 

pokazali antifungalno djelovanje, čak ni pri najvišoj primijenjenoj koncentraciji od 1,0 %. 

Ammad i sur. (2018) proveli su in vitro ispitivanja antifungalne učinkovitosti EtU limuna protiv 

tri patogene vrste, uključujući B. dothidea. Njihovi rezultati pokazali su da je EtU limuna 

inhibiralo rast B. dothidea pri koncentraciji od 0,25 %. Nasuprot tome, u našem istraživanju, 

ni EtU limuna ni njegov glavni sastojak limonen nisu pokazali inhibicijski učinak na rast 

micelija B. dothidea. Zhang i sur. (2018) testirali su antifungalnu aktivnost 20 čistih spojeva 

protiv B. dothidea pri koncentraciji od 400 µg/mL, gdje je mentol inhibirao rast micelija za 

približno 40,2 %. Međutim, u našem istraživanju, mentol nije pokazao učinak na rast micelija, 

čak ni pri najvišoj ispitanoj koncentraciji. 

Za vrstu D. mutila, najučinkovitiji tretmani bili su EtU kineskog cimeta i origana te 

komponente karvakrol, e-cinamaldehid i eugenol, koji su pri koncentraciji od 0,1 % potpuno 

inhibirali rast micelija tijekom cijelog razdoblja ispitivanja. Njihova učinkovitost bila je veća 

u usporedbi s fungicidima. Fungicid Nativo 75WG postigao je 100 % inhibiciju drugog dana, 

90,3 % četvrtog dana i 76,7 % desetog dana. Cabrio TOP bio je manje učinkovit, s postotkom 

inhibicije 81,2 % drugi dan, 57,8 % četvrti dan i samo 17,1 % deseti dan. EtU svetog bosiljka 

i timijana pokazala su nešto slabiji učinak pri koncentraciji od 0,1 %; micelij je ponovno rastao 

nakon četvrtog dana, ali pri 0,2 % oba EtU su potpuno inhibirala rast micelija. Komponenta 

timol pokazala je dobru učinkovitost pri višim koncentracijama; zabilježena je 100 % inhibicija 
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drugi i četvrti dan te 78,7 % deseti dan. Paprena metvica i limun imali su slabiji učinak. 

Inhibicija je bila izraženija na početku, posebice kod EtU paprene metvice, ali do desetog dana 

micelij je ponovno potpuno prerastao Petrijevku. Njihove komponente, mentol i limonen, 

pokazale su samo kratkotrajnu i ograničenu inhibiciju. 

EtU kineskog cimeta, origana i timijana te komponente karvakrol i trans-cinamaldehid bile su 

najučinkovitije protiv vrste D. seriata, s potpunom inhibicijom micelija na 0,1 % tijekom svih 

dana ispitivanja. Fungicid Nativo 75WG bio je učinkovitiji od Cabrio TOP-a (71,7 % nasuprot 

30,6 % inhibicije deseti dan), no oba su bila slabija od tretmana s EtU. EtU svetog bosiljka i 

njegova komponenta eugenol pokazali su snažno djelovanje pri 0,2 %, dok su pri 0,1 % imali 

ograničenu učinkovitost. Timol je pokazao visoku antifungalnu aktivnost pri višim 

koncentracijama, nadmašivši učinak fungicida Cabrio TOP-a, ali nije nadmašio učinak Nativa 

75WG. EtU paprene metvice je bilo vrlo slabo, sa samo 3,1 % inhibicije na 0,2 % drugi dan, a 

do desetog dana micelij je potpuno prerastao medij. Slično je zabilježeno i kod EtU limuna. 

Limonen i mentol nisu pokazali antifungalno djelovanje niti pri jednoj ispitivanoj koncentraciji. 

U literaturi nisu dostupni podaci o učinku EtU na D. seriata i D. mutila. Štůsková i suradnici 

(2023) ispitivali su učinak fenolnih spojeva na rast patogena vinove loze, uključujući D. seriata 

i N. parvum, gdje su eugenol i timol pokazali snažno inhibicijsko djelovanje, pri čemu je 

eugenol postigao 100 % inhibiciju rasta pri koncentraciji od 2,5 µL/mL. 

Kod vrste Do. iberica, potpuna inhibicija rasta micelija postignuta je pri 0,1 % s EtU kineskog 

cimeta, svetog bosiljka, limuna, origana i timijana te komponentama karvakrol, e-cinamaldehid 

i eugenol. Oba komercijalna fungicida, Cabrio TOP i Nativo 75WG, pokazala su visoku 

učinkovitost pri testiranim koncentracijama. EtU timijana bilo je učinkovito u svim 

koncentracijama, dok je timol pokazao slabiji učinak, iako je inhibicija bila potpuna do četvrtog 

dana na 0,1 % i 0,2 %, micelij je desetog dana ponovno prerastao medij. Potpuna i dugotrajna 

inhibicija postignuta je tek na 0,5 %. EtU paprene metvice je pokazalo snažno djelovanje na 

0,2 %, no na nižim koncentracijama inhibicija nije bila postojana. Mentol i limonen imali su 

vrlo ograničen učinak; iako je drugi dan zabilježena djelomična inhibicija rasta, već četvrti dan 

micelij je u potpunosti ispunio Petrijevu zdjelicu. Mentol je pokazao nešto veću učinkovitost 

od limonena pri nižim koncentracijama, no ta razlika se izgubila pri koncentraciji od 1,0 %, 

gdje je limonen zabilježio neznatno višu inhibiciju. 

Za vrstu Do. sarmentorum, EtU kineskog cimeta i origana te komponente karvakrol, e-

cinamaldehid i eugenol pokazali su potpunu inhibiciju rasta micelija već pri koncentraciji od 

0,1 %. Oba testirana fungicida bila su učinkovita, iako slabija od navedenih prirodnih tretmana. 

EtU svetog bosiljka pokazalo je 100 % inhibiciju pri 0,2 %, dok je na 0,1 % učinkovitost bila 
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ograničena i kratkotrajna. EtU timijana je inhibiralo rast micelija do četvrtog dana, ali do 

desetog dana micelij je ponovno prerastao medij. Potpuna inhibicija postignuta je tek pri 0,5 

%. Komponenta timol bila je učinkovita od 0,2 %, a potpuna inhibicija održana je kroz cijeli 

period pri 1,0 %. EtU paprene metvice je pokazalo snažnu inhibiciju samo pri koncentraciji od 

0,5 %. Na nižim koncentracijama, inhibicija je bila kratkotrajna. Mentol nije pokazao učinak 

do koncentracije od 0,75 %, gdje je zabilježena slaba inhibicija, dok je do četvrtog dana učinak 

u potpunosti izostao. EtU limuna i komponenta limonen nisu imali značajan antifungalni 

učinak. Dosadašnja istraživanja nisu uključivala ispitivanja učinaka EtU na Do. iberica i Do. 

sarmentorum. 

EtU kineskog cimeta i origana, zajedno s komponentama e-cinamaldehid i karvakrol, pokazala 

su najvišu učinkovitost protiv vrste N. parvum, s potpunom inhibicijom micelijskog rasta pri 

koncentraciji od 0,1 %. EtU svetog bosiljka, paprene metvice i timijana također su bila vrlo 

učinkovita, ali pri nešto višoj koncentraciji (0,2 %). Među njima, sveti bosiljak bio je 

najdjelotvorniji pri nižim koncentracijama. Eugenol je u potpunosti inhibirao rast micelija pri 

koncentraciji od 0,5 %. Fungicid Nativo 75WG postigao je 92,2 % inhibicije deseti dan, dok je 

Cabrio TOP imao vrlo slab učinak, inhibicija je pala s 56,6 % drugog dana na svega 1,9 % 

četvrtog dana, nakon čega je micelij ponovno potpuno prekrio medij. Timol je pokazao 

antifungalni učinak već pri najnižim koncentracijama. EtU limuna te komponente mentol i 

limonen nisu pokazali nikakav antifungalni učinak protiv ove gljive pri bilo kojoj testiranoj 

koncentraciji. U ispitivanju zaštitnih spojeva protiv N. parvum na stabljikama borovnice, 

Latorre i sur. (2013) utvrdili su da je tebukonazol (0,5 %) bio najučinkovitiji fungicid. 

Twizeyimana i sur. (2013) ispitivali su učinak 12 različitih fungicida na gljive iz porodice 

Botryosphaeriaceae, uključujući N. parvum i Do. iberica, pri čemu su najefikasnijima 

ocijenjeni azoksistrobin, fludioksonil, metkonazol, propikonazol i piraklostrobin. U ovom 

istraživanju, fungicid Nativo 75WG (kombinacija trifloksistrobina i tebukonazola) pokazao se 

učinkovitijim u suzbijanju svih ispitivanih vrsta iz porodice Botryosphaeriaceae u usporedbi s 

fungicidom Cabrio TOP, osim za Do. iberica i Do. sarmentorum, gdje su oba fungicida bila 

100 % učinkovita. 

 

5.5.2. Sordariomycetes 
 

EtU svetog bosiljka, kineskog cimeta, origana i timijana te komponente karvakrol, e-

cinamaldehid i eugenol pokazali su najveću učinkovitost u inhibiciji rasta micelija B. 

mediterranea. Već pri koncentraciji od 0,1 % zabilježena je potpuna inhibicija micelijskog 

rasta kroz sve dane ispitivanja. Komponenta timol i EtU paprene metvice pokazali su 100 % 
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inhibiciju tek pri koncentraciji od 0,5 %. EtU paprene metvice je pri nižim koncentracijama 

imalo umjeren učinak. Od fungicida, Nativo 75WG bio je učinkovitiji (86,8 % na deseti dan) 

u odnosu na Cabrio TOP (75,9 %). EtU limuna te komponente mentol i limonen pokazali su 

učinak samo drugi dan, čak i pri najvišim koncentracijama. EtU limuna imalo je jači učinak 

(77,3 %) od komponente limonen (29,9 %). 

Slično kao kod prethodne vrste, kod B. nummularia najučinkovitija su bila EtU svetog bosiljka, 

kineskog cimeta, origana i timijana te karvakrol, e-cinamaldehid, eugenol i fungicid Nativo 

75WG; svi su postigli potpunu inhibiciju rasta već na 0,1 %. EtU paprene metvice je bilo 

učinkovito pri 0,5 %, ali na nižim koncentracijama učinak je bio ograničen, primjerice, na 0,1 

% zabilježeno je samo 2,7 % inhibicije (drugi dan). Cabrio TOP bio je nešto slabiji od Nativo 

75WG, ali svejedno učinkovit. Limun, limonen i mentol pokazali su djelovanje na početku, no 

micelij je u svim slučajevima potpuno prerastao Petrijevku do desetog dana. Limonen je bio 

najučinkovitiji (90,3 % na četvrti dan mjerenja), dok je mentol pokazao najslabiji učinak (50 

%). 

Za C. pruinosa, EtU kineskog cimeta i origana te karvakrol, e-cinamaldehid, eugenol i timol 

pokazali su 100 % inhibiciju već na 0,1 %. Oba fungicida također su bila učinkovita. EtU 

paprene metvice (0,5 %), timijana (0,75 %) i limuna (1,0 %) inhibirala su micelij, dok su niže 

koncentracije pokazale djelomičan učinak. Sveti bosiljak i mentol nisu pokazivali rast do 

četvrtog dana, ali do desetog dana micelij se razvio. Mentol je bio učinkovitiji (95,3 % na 1,0 

%) od limonena, koji je bio najslabiji (28,3 %). 

Za N. gorlenkoana, EtU kineskog cimeta, svetog bosiljka, origana, paprene metvice i timijana 

te komponente karvakrol, trans-cinamaldehid i eugenol postigli su potpunu inhibiciju rasta na 

0,1 % svih dana. Fungicidi su također bili 100 % učinkoviti. Timol je bio učinkovit pr 0,2 %, 

a na 0,5 % postignuta je potpuna inhibicija. EtU limuna imalo je slabiji učinak, najviša 

zabilježena inhibicija iznosila je 86,4 % (drugi dan na 1,0 %). Limonen i mentol djelovali su 

samo na početku i pri višim koncentracijama, bez održivog učinka do desetog dana. 

Za N. osmanthi, EtU svetog bosiljka, kineskog cimeta, origana i timijana, kao i karvakrol i e-

cinamaldehid, pokazali su potpunu inhibiciju micelijskog rasta već na 0,1 %. EtU paprene 

metvice je bilo učinkovito pri 0,5 %, dok je Nativo 75WG imao slabiju dugoročnu učinkovitost 

(100 % drugi dan; 60,1 % deseti dan). EtU limuna i limonen nisu u potpunosti inhibirali rast, 

iako je viša koncentracija povećavala učinak. Eugenol i mentol pokazali su učinak koji nije 

varirao s koncentracijom. Timol je bio učinkovit na 0,5 %, no do desetog dana micelij se ipak 

razvio. 

EtU kineskog cimeta, svetog bosiljka, origana i timijana te komponente karvakrol, e-
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cinamaldehid i eugenol pokazali su potpunu inhibiciju pri 0,1 % na vrstu N. philosophiae-

doctoris. Fungicid Cabrio TOP bio je jednako učinkovit, dok je Nativo 75WG imao slab učinak, 

tj. 2,6 % četvrti dan, a potpuni rast je zabilježen deseti dan. EtU paprene metvice, limuna i 

komponenta timol postigli su 100 % inhibiciju pri koncentraciji 0,5 %, a timol je bio 

najdjelotvorniji na nižim koncentracijama. Limonen i mentol pokazali su ograničenu inhibiciju 

samo do četvrtog dana; limonen je bio nešto učinkovitiji (18,2 %) od mentola (14,1 %). 

Kineski cimet, sveti bosiljak, origano, timijan, karvakrol, e-cinamaldehid, eugenol i fungicid 

Cabrio TOP postigli su potpunu inhibiciju rasta gljive P. iranianum već pri 0,1 %. EtU paprene 

metvice je bilo učinkovito tek na 1,0%. Nativo 75WG bio je slabiji (22,2 % drugi dan; 70 % 

deseti dan), dok je EtU limuna bilo najslabije među ispitivanim EtU (67,5 % deseti dan). 

Limonen, timol i mentol nisu postigli potpunu inhibiciju ni pri najvišim koncentracijama. 

Limonen je bio učinkovitiji u početku, ali timol je imao bolji učinak na kraju. Mentol je bio 

najslabiji (36,3 %). 

EtU kineskog cimeta, svetog bosiljka, origana i timijana te karvakrol, trans-cinamaldehid i 

eugenol, kao i oba fungicida, postigli su potpunu inhibiciju rasta vrste S. fimicola pri 0,1 %. 

Paprena metvica i timol bili su učinkoviti pri koncentraciji ≥0,5 %, pri čemu je timol pokazao 

veću učinkovitost pri nižim koncentracijama. Limun, limonen i mentol bili su najmanje 

učinkoviti. Inhibicija je zabilježena samo drugi dan, a najbolji rezultat imao je limun (85,5 % 

drugi dan pri koncentraciji od 1,0 %). 

Trenutačno nisu dostupni podaci o metodama suzbijanja patogena B. nummularia, dok 

istraživanja usmjerena na B. mediterranea obuhvaćaju primjenu antagonističkih 

mikroorganizama (Karami i sur., 2017; Rodrigo i sur., 2017). Yangui i sur. (2017) istraživali 

su učinkovitost EtU pet različitih vrsta eukaliptusa te pet uzoraka EtU Myrtus communis L. 

Najveći antifungalni učinak pokazala su EtU Eucalyptus camaldulensis Dehnh. i Myrtus sp. iz 

regije Zaghouan. Slično tome, za patogene C. pruinosa te novootkrivene patogene na maslini, 

N. gorlenkoana, N. osmanthi i N. philosophiae-doctoris, do danas nisu provedena istraživanja 

o mogućnostima njihova suzbijanja. U slučaju patogena P. iranianum, do danas je provedeno 

samo jedno istraživanje, koje je uključivalo ispitivanje primjene biočara u svrhu suzbijanja 

patogena, ali na vinovoj lozi (Idbella i sur., 2024). Za patogena S. fimicola dostupni su 

isključivo stariji podaci iz 1979. godine (Buchenauer i sur., 1979), u kojima je utvrđeno da 

fungicidi poput triadimefona, triadimenola, fenarimola, nuarimola i imazalila posjeduju 

toksično djelovanje na ovu vrstu. Međutim, od tada nisu provedena daljnja istraživanja vezana 

uz primjenu suvremenih fungicida ili alternativnih metoda kontrole. 
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5.5.3. MIC i MFC vrijednosti za eterična ulja 
 

Na temelju MIC i MFC vrijednosti, među ispitanim EtU, kineski cimet i origano pokazali su 

najjače fungicidno djelovanje (MFC 0,1 % za sve vrste). Sveti bosiljak također je bio vrlo 

učinkovit (MFC 0,1–0,2 %), osim na Do. sarmentorum (0,5 %). Timijan je imao MFC u 

rasponu 0,1–0,75 %, dok EtU limuna nije djelovalo na B. dothidea, N. parvum i Do. 

sarmentorum, a MFC je određen samo za tri vrste. EtU paprene metvice imalo je varijabilne 

rezultate, s najnižom MFC vrijednošću za N. gorlenkoana (0,1 %) i najvišom za P. iranianum 

(1,0 %). Od komponenti, najbolju antifungalnu aktivnost pokazali su karvakrol i e-

cinamaldehid. Eugenol je bio učinkovit za većinu vrsta (MFC 0,1–0,5 %), dok limonen i mentol 

nisu pokazali značajnu učinkovitost, s brojnim vrstama kod kojih nije bilo moguće odrediti 

MFC. Timol je pokazao dobru učinkovitos (MFC 0,1–0,5 %), ali nije djelovao na više vrsta. 
 

5.6. Antifungalno djelovanje OBVM 
 

5.6.1. Fizikalno-kemijska svojstva OBVM 
 

Boja OBVM razlikovala se među ispitivanim sortama masline, krećući se u rasponu od žute do 

smeđe boje (Tablica 4). Najtamnija boja zabilježena je kod OBVM sorte Istarska bjelica, dok 

je najsvjetlija boja utvrđena kod OBVM sorte Buža puntoža. Vrijednosti pH pokazivale su 

tendenciju prema kiselom, osim kod OBVM sorte Buža puntoža, koja je imala neutralni pH od 

7,17. Najveće koncentracije suhe tvari i šećera zabilježene su kod OBVM sorte Istarska bjelica 

(35,72 mg/mL i 4,05 mg/mL), dok su najniže koncentracije zabilježene kod OBVM sorte Buža 

puntoža (1,54 mg/mL i 0,17 mg/mL). 

Nakon tretmana s HCl-om, OBVM sorte Buža puntoža i dalje je pokazivala najniže 

koncentracije suhe tvari i šećera (3,07 mg/mL i 0,25 mg/mL), iako su te vrijednosti bile više u 

odnosu na netretirani uzorak. Iznenađujuće, kod OBVM sorte Istarska bjelica, koja je prije 

tretmana imala najviši sadržaj suhe tvari i šećera, nakon tretmana s HCl-om zabilježen je nagli 

pad koncentracije suhe tvari na 4,1 mg/mL, dok je istovremeno zadržana najveća koncentracija 

šećera među svim ispitivanim tretmanima (5,0 mg/mL). Najviša koncentracija suhe tvari nakon 

tretmana HCl-om zabilježena je kod OBVM sorte Leccino. Kod svih OBVM, osim one sorte 

Leccino, koncentracije šećera bile su više u uzorcima tretiranim HCl-om u odnosu na 

netretirane uzorke. 

Što se tiče koncentracija ugljika i dušika u OBVM, najviše vrijednosti zabilježene su kod 

OBVM sorte Istarska bjelica, dok su najniže koncentracije utvrđene kod OBVM sorte Buža 
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puntoža. Promatrajući učinak HCl tretmana na sadržaj ugljika, niže koncentracije ugljika 

zabilježene su u uzorcima s HCl-om kod OBVM sorti Buža, Buža puntoža, Istarska bjelica i 

Leccino. Suprotan trend zabilježen je kod OBVM sorte Rosinjola, kod koje su koncentracije 

ugljika bile više u tretiranim uzorcima u usporedbi s netretiranima. Što se tiče sadržaja dušika, 

veće koncentracije utvrđene su u HCl-tretiranim OBVM sorte Buža, Istarska bjelica i Rosinjola 

u odnosu na netretirane uzorke, dok su niže koncentracije dušika zabilježene u HCl-tretiranim 

uzorcima OBVM sorti Buža puntoža i Leccino. 
 

Tablica 4. Rezultati fizikalno-kemijske analize OBVM.  
Ispitivani 

parametar 

Tip 

OBVM 

Sorta iz koje je dobivena OBVM 

Buža Buža 

puntoža 

Istarska 

bjelica 

Leccino Rosinjola 

Boja O žuto-smeđa svijetlo 

narančasta-

smeđa 

tamno 

narančasta-

smeđa 

svijetlo siva - 

bijela 

smeđa 

pH O 6 7,17 5,26 6,06 6.66 

Suha tvar 

(mg) 

O 5,61 ± 0,19 1,54 ± 0,44 35,72 ± 0,74 19,42 ± 0,29 10,04 ± 0,25 

H-O 5,42 ± 0,15 3,07 ± 0,34 4,1 ± 0,72 10,85 ± 0,24 10,13 ± 0,02 

Udio vode 

(%) 

O 99,81 ± 0,01 99,94 ± 0,01 98,79 ± 0,02 99,34 ± 0,01 99,65 ± 0,01 

H-O 99,81 ± 0,01 99,89 ± 0,01 99,86 ± 0,02 99,59 ± 0,07 99,65 ± 0,00 

Udio šećera 

(mg/mL) 

O 0,65 ± 0,02 0,17 ± 0,002 4,05 ± 0,20 2,95 ± 0,10 1,66 ± 0,01 

H-O 0,73 ± 0,02 0,25 ± 0,006 5,0 ± 0,1 1,99 ± 0,07 1,82 ± 0,01 

Udio 

ugljika (mg 

C/L) 

O 618,55 ± 0,29 
 

297,30 ± 

1,69 
 

4453,50 ± 

9,97 
 

2251,50 ± 

2,89 
 

1245,50 ± 0,49 
 

H-O 557,00 ± 2,48 
 

245,40 ± 

0,16 
 

4448,50 ± 

4,31 
 

1705,50 ± 

1,06 
 

1383,50 ±  0,49 
 

Udio dušika 

(mg N/L) 

O 8,37 ± 0,03 
 

7,05 ± 0,01 
 

37,09 ± 0,08 
 

16,83 ± 0,04 
 

12,19 ± 0,02 
 

H-O 9,15 ± 0,01 
 

6,60 ± 0,01 
 

44,44 ± 0,06 
 

15,42 ± 0,05 
 

14,34 ± 0,01 
 

          *O: OBVM bez HCl; H-O: OBVM s HCl. 

**Koncentracija šećera izražena je kao srednja vrijednost mjerena na valnoj duljini od 480 nm i 490 nm. 

 

5.6.2. HPLC analiza fenola 
 

Podaci prikazani u ovom istraživanju upućuju na značajan utjecaj zakiseljavanja pomoću HCl 

na fenolni profil OBVM (Slika 5). Uočeni učinci mogu se svrstati u tri skupine: povećanje 

koncentracija fenola, smanjenje koncentracija određenih fenola te potpuni nestanak specifičnih 

fenola nakon tretmana zakiseljavanjem. Na primjer, tretman HCl-om doveo je do povećanja 

koncentracija najzastupljenijih fenola u OBVM sorti Buža, Buža puntoža i Istarska bjelica, dok 
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je pad koncentracija zabilježen u OBVM sorti Leccino i Rosinjola. U pojedinim slučajevima, 

poput OBVM sorte Buža puntoža, klorogenska kiselina nije bila detektirana u uzorku bez 

tretmana, ali se pojavila nakon tretmana HCl-om. Suprotno tome, spoj quercetin-3,4'-

diglukozid bio je prisutan u netretiranom uzorku, ali nije detektiran nakon tretmana HCl-om. 

Značajne varijacije u koncentracijama izorhamnetina zabilježene su u sva četiri mjerenja za 

svaku OBVM, što je potvrđeno i standardnom devijacijom. Osim toga, veće oscilacije u 

koncentracijama između mjerenja uočene su i kod drugih fenola, poput luteolina i kvercetina, 

osobito u OBVM sorti Buža i Buža puntoža. 

U OBVM sorte Buža, bez tretmana HCl-om, najzastupljeniji spojevi bili su vanilinska kiselina, 

luteolin-7-rutinozid, izorhamnetin, dihidrokvercetin (taksoifolin) i 3,4,5-trihidroksibenzojeva 

kiselina (galna kiselina). Nakon tretmana HCl-om, najzastupljeniji fenoli bili su luteolin-7-

rutinozid, vanilinska kiselina, vanilin-4-glukozid, p-kumarska kiselina i 3,4,5-

trihidroksibenzojeva kiselina (galna kiselina). 

Kod OBVM sorte Buža puntoža, najzastupljeniji spojevi kod tretmana bez HCl bili su 

vanilinska kiselina, izorhamnetin, vanilin-4-glukozid, 3,4,5-trihidroksibenzojeva kiselina i p-

kumarska kiselina. Nakon tretmana HCl-om, najzastupljeniji fenoli bili su 3,4-

dihidroksibenzojeva kiselina (protokatehuična kiselina), vanilinska kiselina, vanilin-4-

glukozid, p-kumarska kiselina i luteolin-7-rutinozid. 

U OBVM sorte Istarska bjelica, najzastupljeniji fenoli u netretiranom uzorku bili su luteolin-

7-rutinozid, vanilin-4-glukozid, vanilinska kiselina, kvercetin-3-rutinozid (rutin) i luteolin-7-

glukozid. Nakon tretmana HCl-om, najzastupljeniji fenoli bili su luteolin-7-rutinozid, 

verbaskozid, vanilin-4-glukozid, kvercetin-3-rutinozid i luteolin-7-glukozid. 

U OBVM sorte Leccino, bez tretmana HCl-om, najzastupljeniji fenoli bili su vanilin-4-

glukozid, vanilinska kiselina, luteolin-7-rutinozid, apigenin-7-glukozid i luteolin. Nakon 

tretmana HCl-om, najzastupljeniji spojevi bili su luteolin-7-rutinozid, vanilin-4-glukozid, 

vanilinska kiselina, luteolin-7-glukozid i luteolin. 

U OBVM sorte Rosinjola, najzastupljeniji fenoli bez HCl tretmana bili su vanilin-4-glukozid, 

luteolin-7-rutinozid, vanilinska kiselina, p-kumarska kiselina i apigenin-7-glukozid. Nakon 

tretmana HCl-om, najzastupljeniji fenoli bili su luteolin-7-rutinozid, vanilin-4-glukozid, 

vanilinska kiselina, 3,4-dihidroksibenzojeva kiselina (protokatehuična kiselina) i p-kumarska 

kiselina. 

Općenito, vanilinska kiselina, vanilin-4-glukozid i luteolin-7-rutinozid bili su najzastupljeniji 

fenolni spojevi u OBVM prikupljenima u ovom istraživanju. Najviša ukupna koncentracija 

fenolnih spojeva zabilježena je u OBVM sorte Istarska bjelica, dok je najniža koncentracija 
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utvrđena u uzorku sorte Buža puntoža, što je u skladu s nalazima za sadržaj ukupne suhe tvari, 

koja je također bila najveća kod OBVM sorte Istarska bjelica, a najniža kod OBVM sorte Buža 

puntoža. Zakiseljavanje HCl-om općenito je rezultiralo višim ukupnim koncentracijama fenola 

u svim OBVM, osim u slučaju OBVM sorte Buža puntoža.  

Istarska maslinova ulja poznata su po relativno visokom udjelu polifenola u usporedbi s 

vrijednostima zabilježenima u literaturi (Bertoša i Matijašić, 2005). Među njima se posebno 

ističu ulja sorte Istarska bjelica zbog iznimno visokog sadržaja polifenola (Bertoša i Matijašić, 

2005). Slično tome, najviša koncentracija fenolnih spojeva zabilježena je u OBVM sorte 

Istarska bjelica. To se može povezati i s činjenicom da je ta otpadna voda imala najveći udio 

suhe tvari, što je bilo u korelaciji s povišenim razinama šećera, dušika i ugljika. Što se tiče 

zakiseljavanja OBVM pomoću HCl-a i njegova utjecaja na fenole, ono značajno utječe na 

fenolni sastav OBVM, s izraženim pozitivnim i negativnim učincima. U mnogim slučajevima, 

zakiseljavanje HCl-om rezultiralo je ili povećanjem ili smanjenjem koncentracije određenih 

fenola. To sugerira da zakiseljavanje može povećati stabilnost ili oslobađanje tih fenola, 

moguće razgradnjom glikoziliranih oblika u njihove slobodne fenolne spojeve. S druge strane, 

smanjenje sadržaja fenola može se pripisati razgradnji osjetljivih fenola pod kiselim uvjetima 

ili njihovoj transformaciji u druge fenolne derivate koji nisu bili kvantificirani u ovom skupu 

podataka. Poznato je da su određeni fenoli posebno osjetljivi na razgradnju pod specifičnim 

uvjetima (Brenes i sur., 2001.; Romero i sur., 2004.). 
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Slika 5. Toplinska karta prikazuje razlike u koncentracijama fenola u OBVM sorti Buža, Buža 

puntoža, Istarska bjelica, Leccino i Rosinjola s HCl-om i bez HCl-a. 

 

 

5.6.3. Antifungalno djelovanje OBVM 
 

5.6.3.1. Botryosphaeriaceae 
 
Općenito, među ispitivanim gljivama, N. parvum pokazala se kao najotpornija vrsta, pri čemu 

su samo vanilinska kiselina i fungicid imali inhibitorni učinak na rast micelija gljive. Suprotno 

tome, Do. iberica bila je najosjetljivija vrsta na sve tretmane. Inhibitorni učinci OBVM na rast 

micelija zabilježeni su isključivo kod vrste Do. sarmentorum sedmi dan mjerenja. Kod vrste 

D. seriata svi tretmani s OBVM stimulirali su rast micelija. Kod D. mutila, samo najniža 
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koncentracija svih OBVM imala je inhibitorni učinak, dok su više koncentracije pokazale 

stimulativni učinak kod svih tretmana. Sličan obrazac zabilježen je kod B. dothidea, gdje su 

niže koncentracije OBVM inhibirale rast micelija, dok su više koncentracije poticale rast. 

Vanilinska kiselina bila je učinkovitija u usporedbi s komponentom hidroksitirozol, a fungicid 

Nativo 75WG također je pokazao visoku učinkovitost u inhibiciji rasta micelija gljiva. Među 

OBVM, najznačajniji učinci uočeni su kod OBVM sorte Leccino, zatim sorte Buža. S obzirom 

na to da su učinci tretmana bili izraženiji drugog dana mjerenja i da je većina tretmana djelovala 

fungistatski, postotak inhibicije rasta gljivičnog micelija prikazan je grafički po vrstama gljiva 

i tretmanima drugog dana mjerenja za vrste iz porodice Botryosphaeriaceae, ali i za vrste iz 

razreda Sordariomycetes. 

Kod vrste B. dothidea OBVM sorte Buža pri koncentracijama od 0,2 % do 2 % pokazala je slab 

inhibicijski učinak (Slika 6). Pri višim koncentracijama (6 % i 10 %) zabilježen je slab 

stimulirajući učinak. Kod OBVM sorte Buža puntoža, najveći inhibicijski učinak ostvaren je 

pri najnižoj ispitivanoj koncentraciji, dok je s povećanjem koncentracije zabilježen 

stimulirajući učinak. Sedmi dan mjerenja, kod svih tretmana s OBVM nije zabilježen nikakav 

učinak. Kod sorte Istarska bjelica, pri najnižoj koncentraciji zabilježen je minimalni inhibicijski 

učinak (1,87 %), dok su pri višim koncentracijama uočeni stimulirajući učinci. Sličan obrazac 

je zabilježen i kod tretmana s OBVM sorte Leccino, gdje je inhibicija pri najnižoj koncentraciji 

iznosila 12,44 %, dok su više koncentracije rezultirale stimulacijom rasta micelija. Kod 

tretmana s OBVM sorte Rosinjola, inhibicijski učinak na najnižoj koncentraciji iznosio je 10,78 

%. Hidroksitirozol je tijekom drugog dana mjerenja pokazao isključivo stimulirajući učinak pri 

obje ispitivane koncentracije. Nasuprot tome, vanilinska kiselina pokazala je izraženiji 

inhibicijski učinak pri višoj koncentraciji oba dana mjerenja, pri čemu je sedmi dan inhibicija 

iznosila 12,01 % i 77,13 %. Nativo 75WG je inhibirao rast micelija za 100 %. 
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Slika 6. Inhibicijski učinak različitih tretmana (OBVM, fenoli i fungicid) pri različitim 

koncentracijama, drugi dan mjerenja, na Botryosphaeria dothidea. Negativne vrijednosti 

ukazuju na stimulirajući učinak tretmana. 

 

Kod vrste D. mutila (Slika 7), svi tretmani s OBVM pokazali su inhibicijski učinak isključivo 

pri najnižoj ispitivanoj koncentraciji od 0,2 %. Drugi dan mjerenja najveći inhibicijski učinak 

zabilježen je kod sorte Rosinjola i iznosio je 11,11%. Sve ostale koncentracije (0,5 % do 10 %) 

imale su stimulirajući učinak, s prosječnim povećanjem rasta od 14,67 % drugi dan mjerenja. 

Hidroksitirozol je pokazao slab inhibicijski učinak, pri čemu  drugi dan mjerenja inhibicija 

iznosila 15,11 % i 16,89 % pri koncentracijama od 0,2 i 0,5 %, dok je deseti dan izostao 

inhibicijski učinak. 

Vanilinska kiselina je pri višoj koncentraciji inhibirala rast gljive u potpunosti (100 %) oba 

dana mjerenja, kao i fungicid Nativo 75WG. 
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Slika 7. Inhibicijski učinak različitih tretmana (OBVM, fenoli i fungicid) pri različitim 

koncentracijama, drugi dan mjerenja, na Diplodia mutila. Negativne vrijednosti ukazuju na 

stimulirajući učinak tretmana. 

 

Kod vrste D. seriata svi tretmani s OBVM pokazali su stimulirajući učinak pri svim ispitivanim 

koncentracijama drugi dan mjerenja (Slika 8). Sedmi dan mjerenja nije zabilježen nikakav 

utjecaj na inhibiciju rasta micelija. Hidroksitirozol je drugi dana mjerenja pokazao slab 

inhibicijski učinak pri obje ispitivane koncentracije, dok je vanilinska kiselina potpuno 

inhibirala rast micelija (100 %) oba dana mjerenja pri 0,5 %. Nativo 75WG inhibirao je rast za 

98,33 % drugi dan mjerenja. 

 
Slika 8. Inhibicijski učinak različitih tretmana (OBVM, fenoli i fungicid) pri različitim 

koncentracijama, drugi dan mjerenja, na Diplodia seriata. Negativne vrijednosti ukazuju na 

stimulirajući učinak tretmana. 
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Kod vrste Do. iberica, OBVM sorte Buža pokazala je snažan inhibicijski učinak, pri čemu je 

drugi dana mjerenja u potpunosti inhibiran rast gljive (100 %) (Slika 9), dok sedmog dana nije 

zabilježen inhibicijski učinak. Kod OBVM sorte Buža puntoža, zabilježen je smanjen 

inhibicijski učinak s porastom koncentracije, pri čemu je najviša inhibicija ostvarena pri 

koncentraciji od 0,2 %. Zanimljivo, pri koncentraciji od 2 % inhibicijski učinak bio je slabiji 

nego pri 0,5 % i 6 %. Slično, kod OBVM sorte Istarska bjelica s porastom koncentracije uočen 

je pad inhibicijskog učinka. Najveći učinak zabilježen je pri 0,2 %. Za razliku od toga, OBVM 

sorte Leccino pokazala je maksimalan inhibicijski učinak (100 %) pri koncentracijama od 0,2 

% i 0,5 % drugi dan mjerenja, dok sedmi dan nije uočen učinak. OBVM sorte Rosinjola 

pokazao je suprotan trend, inhibicijski učinak se povećavao s porastom koncentracije, a najveći 

učinak (42,97 %) zabilježen je pri koncentraciji od 10 % drugi dan mjerenja. Hidroksitirozol je 

pri obje ispitivane koncentracije imao blago stimulirajući učinak, dok je vanilinska kiselina 

pokazala 100% inhibiciju pri koncentraciji od 0,5 %. Nativo 75WG inhibirao je rast za 100% 

oba dana. 

. 

 
Slika 9. Inhibicijski učinak različitih tretmana (OBVM, fenoli i fungicid) pri različitim 

koncentracijama, drugi dan mjerenja, na Dothiorella iberica. Negativne vrijednosti ukazuju na 

stimulirajući učinak tretmana. 

 

Kod vrste Do. sarmentorum, OBVM sorte Buža pokazala je blagi stimulirajući učinak pri 

koncentraciji od 0,2 % (2,79 %), dok su koncentracije od 0,5 % i 10 % rezultirale potpunom 

inhibicijom rasta micelija na oba dana mjerenja. OBVM sorte Buža puntoža imala je 

inhibicijski učinak pri koncentracijama od 0,2 % i 0,5 % (Slika 10). Međutim, pri višim 
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koncentracijama zabilježen je blagi stimulirajući učinak (2,79 %). Kod OBVM sorte Istarska 

bjelica, pri najnižoj koncentraciji (0,2 %) zabilježena je potpuna inhibicija rasta (100 %), dok 

je pri 0,5% inhibicija iznosila tek 8,76 %. Od koncentracije 2 % na više, zabilježeni su 

isključivo stimulirajući učinci na oba dana mjerenja. Slično je uočeno i kod OBVM sorte 

Rosinjola, gdje je pri koncentraciji od 0,2 % zabilježen slab inhibicijski učinak (14,34 %), dok 

su više koncentracije imale stimulirajući utjecaj. OBVM sorte Leccino je pri koncentracijama 

od 0,2 do 6 % inhibirala rast za 100 %, dok je pri 10 % imala stimularijuće djelovanje. 

Vanilinska kiselina pokazala je potpuni inhibicijski učinak pri koncentraciji od 0,5 %, kao i 

fungicid Nativo 75WG pri primijenjenoj koncentraciji. 

 
Slika 10. Inhibicijski učinak različitih tretmana (OBVM, fenoli i fungicid) pri različitim 

koncentracijama, drugi dan mjerenja, na Dothiorella sarmentorum. Negativne vrijednosti ukazuju na 

stimulirajući učinak tretmana. 

 

Kod vrste N. parvum, svi tretmani s OBVM, uključujući i hidroksitirozol, nisu pokazali nikakav 

inhibicijski učinak na rast micelija niti drugi (Slika 11) niti sedmi dan mjerenja. Nasuprot tome, 

vanilinska kiselina je pri koncentraciji od 0,5 % pokazala izrazito snažan antifungalni učinak, 

inhibirajući rast micelija u potpunosti (100 %) oba dana mjerenja. Nativo 75WG inhibirao je 

rast N. parvum s 100 % učinkovitosti drugog dana te 93,41 % sedmog dana mjerenja. 
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Slika 11. Inhibicijski učinak različitih tretmana (OBVM, fenoli i fungicid) pri različitim 

koncentracijama, drugi dan mjerenja, na Neofusicoccum parvum. Negativne vrijednosti 

ukazuju na stimulirajući učinak tretmana. 

 

Iako je koncentracija fenolnih spojeva u OBVM sorte Istarska bjelica bila najviša, a 

antimikrobna aktivnost OBVM često se povezuje s prisutnošću fenola (Alfano et al., 2011; 

Muzzalupo et al., 2020), ova OBVM nije pokazala najsnažniju inhibiciju rasta micelija gljiva. 

Što se tiče hidroksitirozola, koji se često navodi kao fenol s najjačim antimikrobnim 

djelovanjem, njegova učinkovitost bila je ograničena na vrste D. mutila i D. seriata. Nije imao 

učinka na N. parvum, dok je na B. dothidea, Do. iberica i Do. sarmentorum imao blago 

stimulativno djelovanje. Ipak, ovaj stimulativni učinak treba tumačiti s oprezom, s obzirom na 

osjetljivost i varijabilnost bioloških ispitivanja. Vanilinska kiselina pokazala je daleko bolje 

rezultate u inhibiciji rasta micelija gljiva.  

U vezi s vrijednostima MIC i MFC, fungicid je, kako se i očekivalo, pokazao najbolje rezultate, 

pokazujući fungicidni učinak na sve ispitivane gljive osim na D. seriata, kod koje je zabilježen 

samo fungistatski učinak. Među ostalim tretmanima, MFC vrijednosti su zabilježene samo za 

određene vrste u tretmanima s OBVM sorti Buža, Leccino i vanilinskom kiselinom. 

 

5.6.3.2. Sordariomycetes 
 

Testirane gljive predstavljaju relativno nove i/ili nove patogene koji pogađaju stabla maslina te 

za većinu navedenih vrsta nisu provedena ispitivanja fungicida niti evaluacije prirodnih 

sredstava za zaštitu bilja, unatoč tome što su neke vrste ranije opisane kao patogeni na drugim 

biljnim vrstama. 
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Antifungalna učinkovitost primijenjenih tretmana značajno se razlikovala ovisno o 

koncentraciji i vrsti gljive, međutim OBVM sorte Rosinjola pokazala je najveću učinkovitost 

u inhibiciji rasta micelija gljiva, dok je OBVM sorte Leccino pokazala najslabije rezultate. 

Među ispitivanim gljivama, N. philosophiae-doctoris bila je najosjetljivija na sve tretmane, dok 

je N. gorlenkoana pokazala stimulativni odgovor na sve OBVM. 

Vezano za vrstu B. mediterranea, inhibicijski učinak OBVM sorte Buža pri najnižoj 

koncentraciji zabilježen je isključivo drugog dana mjerenja (Slika 12). Sličan trend opažen je i 

kod OBVM sorte Buža puntoža. Suprotno tome, tretmani s OBVM sorte Istarska bjelica 

pokazali su izraženiji učinak pri nižim koncentracijama, ali isključivo drugi dan, dok je sedmi 

dana micelij u potpunosti ispunio Petrijevu zdjelicu. Pri najvišoj koncentraciji nije zabilježen 

inhibicijski učinak. OBVM sorte Leccino pri 0,2 do 2 % pokazala je stimulativni učinak, dok 

su koncentracije od 6 % i 10 % imale inhibicijski učinak samo drugog dana. Nasuprot tome, 

OBVM sorte Rosinjola pokazala je inhibicijske učinke oba dana, s inhibicijom koja je rasla s 

porastom koncentracije. Od dva ispitivana fenola, vanilinska kiselina pokazala je najveću 

učinkovitost, potpuno inhibirajući rast micelija (100 %) oba dana pri koncentraciji od 0,5 %. 

Hidroksitirozol je imao sličan učinak pri obje koncentracije (53,95 % i 51,79 %), ali isključivo 

drugi dan. Fungicid Nativo 75WG bio je drugi najučinkovitiji tretman nakon vanilinske 

kiseline. 

 

 
 

Slika 12. Inhibicijski učinak različitih tretmana (OBVM, fenoli i fungicid) pri različitim 

koncentracijama, drugi dan mjerenja. na Biscogniauxia mediterranea. Negativne vrijednosti 

ukazuju na stimulirajući učinak tretmana. 
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Na vrstu B. nummularia OBVM sorte Buža imala je stimulativni učinak (Slika 13) koji je rastao 

s koncentracijom, iako je pri koncentraciji od 10 % inhibicija bila nešto manja nego pri 6 % (za 

3,57 %). OBVM sorte Buža puntoža je pri koncentracijama od 0,2 % i 0,5 % imala stimulativan 

učinak drugi dan. Koncentracije od 2 % do 10 % pokazale su inhibicijski učinak oba dana. 

OBVM sorti Istarska bjelica i Leccino imale su stimulativan učinak koji je rastao s 

koncentracijom, osim kod OBVM sorte Leccino pri 6 %, gdje je zabilježen manji postotak 

inhibicije u odnosu na niže koncentracije i višu koncentraciju. OBVM sorte Rosinjola pokazala 

je visok inhibicijski učinak, dosegnuvši 100 % inhibicije pri koncentracijama od 2 do 10 % oba 

dana, a značajna inhibicija zabilježena je i pri nižim koncentracijama. Kao i kod vrste B. 

mediterranea, vanilinska kiselina bila je učinkovitija od hidroksitirozola, pri čemu je pri 

koncentraciji od 0,5 % inhibirala rast micelija za 98,81 % i 93,02 % drugi i sedmi dan. Nativo 

75WG bio je najučinkovitiji tretman, potpuno inhibirajući rast (100 %) oba dana.  

 

 
Slika 13. Inhibicijski učinak različitih tretmana (OBVM, fenoli i fungicid) pri različitim 

koncentracijama, drugi dan mjerenja, na Biscogniauxia nummularia. Negativne vrijednosti 

ukazuju na stimulirajući učinak tretmana. 

 

Na vrstu C. pruinosa OBVM sorte Buža imala je slab inhibicijski učinak, zabilježen samo drugi 

dan pri koncentracijama od 0,2 % i 0,5 % (Slika 14), dok je sedmi dan zabilježen stimulativni 

učinak. Koncentracije iznad 2 % pokazale su stimulirajući učinak oba dana, koji je rastao 

proporcionalno s koncentracijom. OBVM sorte Buža puntoža imala je snažan inhibicijski 

učinak, sa 100 % inhibicijom pri koncentracijama iznad 0,5 % drugi dan te pri 6 % i 10 % oba 

dana. OBVM sorte Istarska bjelica pri 0,2 % i 0,5 % pokazala je slab inhibicijski učinak drugi 

dan, dok je sedmi dan zabilježen stimulativni učinak. Koncentracije od 2 % do 10 % imale su 
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stimulativan učinak oba dana. OBVM sorte Leccino pri koncentracijama od 0,2 % do 2 % imale 

su inhibicijski učinak drugi dan, dok je sedmi dan zabilježen stimulativni učinak. Pri 

koncentracijama od 6 % i 10 %, zabilježen je stimulativni učinak oba dana. OBVM sorte 

Rosinjola pri koncentracijama od 0,2 % do 6 % pokazala je opadajući inhibicijski učinak s 

porastom koncentracije drugog dana, dok je pri 10 % zabilježen stimulativni učinak oba dana. 

Hidroksitirozol je imao jači učinak pri višim koncentracijama, dok je vanilinska kiselina 

ponovno bila najučinkovitija, postižući 100 % inhibiciju oba dana pri koncentraciji od 0,5 %, 

jednako kao i fungicid Nativo 75WG.  

 

 

 
Slika 14. Inhibicijski učinak različitih tretmana (OBVM, fenoli i fungicid) pri različitim 

koncentracijama, drugi dan mjerenja, na Cytospora pruinosa. Negativne vrijednosti ukazuju na 

stimulirajući učinak tretmana. 

 

Vezano za vrstu N. gorlenkoana, svi tretmani OBVM pokazali su ujednačen stimulirajući 

učinak (Slika 15). Hidroksitirozol je inhibirao rast micelija (100 %) pri obje koncentracije, ali 

samo drugi dan mjerenja, dok je do sedmog dana micelij u potpunosti ispunio Petrijevu 

zdjelicu. Vanilinska kiselina pokazala je bolju inhibiciju pri višoj koncentraciji (91,18 % i 

83,33 %), dok je Nativo 75WG bio najučinkovitiji, postigavši 100 % inhibicije oba dana. 
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Slika 15. Inhibicijski učinak različitih tretmana (OBVM, fenoli i fungicid) pri različitim 

koncentracijama, drugi dan mjerenja, na Nigrospora gorlenkoana. Negativne vrijednosti 

ukazuju na stimulirajući učinak tretmana. 

 

Na N. osmanthi OBVM sorte Buža pokazala je inhibicijski učinak koji se povećavao s 

koncentracijom, dosegnuvši 82,33 % i 79,85 % inhibicije pri 10 %. Sličan trend uočen je i kod 

OBVM sorte Buža puntoža (Slika 16), iako je pri koncentracijama 0,2 % i 0,5 % inhibicija 

zabilježena samo drugi dan, dok je pri 10% iznosila 56,74 % i 56,20 % drugi, odnosno sedmi 

dan. OBVM sorte Istarska bjelica pri 0,2 % imala je blagi stimulirajući učinak, dok su više 

koncentracije pokazale inhibicijski učinak samo drugi dan, s inhibicijom koja se povećavala s 

koncentracijom. OBVM  sorte Leccino pokazala je stimulirajući učinak koji se povećavao s 

koncentracijom. OBVM sorte Rosinjola pokazala je inhibicijski učinak oba dana, s povećanjem 

inhibicije pri višim koncentracijama. Hidroksitirozol je imao jači inhibicijski učinak pri višoj 

koncentraciji, ali samo drugi dan, dok je vanilinska kiselina pri 0,5 % potpuno inhibirala rast 

(100%) oba dana. Nativo 75WG je inhibirao rast 100% drugi dan te 75,19  % sedmi dan. 
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Slika 16. Inhibicijski učinak različitih tretmana (OBVM, fenoli i fungicid) pri različitim 

koncentracijama, drugi dan mjerenja, na Nigrospora osmanthi. Negativne vrijednosti ukazuju 

na stimulirajući učinak tretmana. 

 

Vezano za vrstu N. philosophiae-doctoris, OBVM sorti Buža i Buža puntoža potpuno su 

inhibirale rast pri svim koncentracijama (Slika 17), osim OBVM sorte Buža puntoža pri 0,2 %, 

gdje je inhibicija iznosila 96 %. Međutim, do sedmog dana micelij je potpuno ispunio Petrijevu 

zdjelicu. OBVM sorte Istarska bjelica imala je porast inhibicije s povećanjem koncentracije, 

dosegnuvši 54,67 % pri 10 %, no do sedmog dana micelij je potpuno izrastao. Kod OBVM 

sorte Leccino zabilježeno je smanjenje inhibicije s povećanjem koncentracije. OBVM sorte 

Rosinjola pokazala je jaču inhibiciju s porastom koncentracije, dosegnuvši 100 % pri 

koncentraciji od 10 %, međutim do sedmog dana micelij je također potpuno izrastao. 

Hidroksitirozol je pri obje koncentracije drugi dan pokazao sličnu inhibiciju (62,67 % i 66,67 

%), dok sedmi dan nije zabilježen inhibicijski učinak. Vanilinska kiselina pri 0,1% imala je 

stimulirajući učinak, dok je pri 0,5 % pokazala snažnu inhibiciju oba dana. Nativo 75WG 

inhibirao je rast micelija za 82,67 % drugi dan. 
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Slika 17. Inhibicijski učinak različitih tretmana (OBVM, fenoli i fungicid) pri različitim 

koncentracijama, drugi dan mjerenja, na Nigrospora philosophiae-doctoris. Negativne 

vrijednosti ukazuju na stimulirajući učinak tretmana. 

 

Što se tiče vrste P. iranianum, OBVM sorte Buža imala je inhibicijski učinak na rast micelija 

(Slika 18), koji je linearno rastao s povećanjem koncentracije oba dana mjerenja, dosegnuvši 

65,21 % i 65,67 % pri najvišoj koncentraciji drugi i sedmi dan. Sličan obrazac uočen je i kod 

OBVM sorte Buža puntoža, iako je pri 0,5 % zabilježen nešto slabiji učinak nego pri nižim i 

višim koncentracijama. OBVM sorte Istarska bjelica pokazala je snažan inhibicijski učinak, 

osobito pri koncentracijama od 6 % i 10 %, gdje je drugi dan postignuta potpuna inhibicija (100 

%). Međutim, sedmi dan je inhibicija pri 10 % bila nešto niža nego pri 6 %. OBVM sorte 

Leccino također je imala inhibicijski učinak koji je ostao konstantan u rasponu od 0,5 % do 10 

% drugi dan. OBVM sorte Rosinjola potpuno je inhibirala rast ovog patogena pri svim 

koncentracijama, oba dana mjerenja. Vanilinska kiselina inhibirala je rast 100 % pri 

koncentraciji od 0,5 % oba dana. Hidroksitirozol je pokazao isti inhibicijski učinak pri obje 

koncentracije drugi dan, dok je sedmi dan niža koncentracija bila učinkovitija. Fungicid Nativo 

75WG bio je učinkovit, inhibirajući rast micelija za 82,61 % i 77,61 % drugog, odnosno 

sedmog dana. 
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Slika 18. Inhibicijski učinak različitih tretmana (OBVM, fenoli i fungicid) pri različitim 

koncentracijama, drugi dan mjerenja, na Phaeoacremonium iranianum. Negativne vrijednosti 

ukazuju na stimulirajući učinak tretmana. 

 

Vezano za vrstu S. fimicola, OBVM sorti Buža, Buža puntoža i Istarska bjelica nisu pokazali 

inhibicijski učinak sedmi dan. Drugi dan, OBVM sorte Buža je pokazala vrlo slab inhibicijski 

učinak pri koncentracijama od 0,2 % do 2 %, dok je pri 6 % i 10 % zabilježen blagi stimulirajući 

učinak (Slika 19). OBVM sorte Buža puntoža imala je najveći inhibicijski učinak (15,45 %) 

pri najnižoj koncentraciji, koji se smanjivao s povećanjem koncentracije. Nasuprot tome, 

OBVM sorte Istarska bjelica imala je jači inhibicijski učinak s povećanjem koncentracije, 

dosegnuvši 41,63 % pri 10 % drugog dana. OBVM sorte Leccino pokazala je porast inhibicije 

ovisno o koncentraciji, oba dana, dosegnuvši 87,55 % i 86,04 % pri 10 % drugog i sedmog 

dana. Sličan trend uočen je i kod OBVM sorte Rosinjola, gdje je inhibicija pri 10 % iznosila 

96,56 % drugi dan te 69,76 % sedmi dan. Hidroksitirozol je pokazao slabiji učinak na inhibiciju 

rasta, a sedmi dan nije zabilježen inhibicijski učinak. Vanilinska kiselina pri koncentraciji od 

0,5 % i Nativo 75WG postigli su 100 % inhibiciju rasta oba dana mjerenja. 
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Slika 19. Inhibicijski učinak različitih tretmana (OBVM, fenoli i fungicid) pri različitim 

koncentracijama na  Sordaria fimicola. Negativne vrijednosti ukazuju na stimulirajući učinak 

tretmana. 

 

Što se tiče MIC i MFC vrijednosti, minimalna fungicidna koncentracija (MFC) određena je 

samo za tretmane s OBVM sorte Buža puntoža za vrste C. pruinosa, OBVM sorte Rosinjola 

na P. iranianum te za tretmane vanilinskom kiselinom na B. mediterranea i S. fimicola. Za 

fungicide su MFC vrijednosti utvrđene za njihov učinak na B. nummularia, C. pruinosa, N. 

gorlenkoana i S. fimicola. MIC vrijednost nije određena za OBVM sorte Buža na N. 

gorlenkoana, OBVM sorte Buža puntoža na N. gorlenkoana, OBVM sorte Istarska bjelica na 

B. nummularia i N. gorlenkoana, OBVM sorte Leccino na B. nummularia, N. gorlenkoana i N. 

osmanthi, kao ni za OBVM sorte Rosinjola na N. gorlenkoana i P. iranianum. Najčešće 

utvrđene MIC vrijednosti kretale su se između 0,1 % i 0,2  %. 

 

 

5.6.4.  Antagonistički testovi  
 

Popis svih izoliranih vrsta mikroorganizama iz OBVM prikazan je u Tablici 5. Ukupno je 

izoliran jedan izolat bakterije, tri izolata kvasca i tri izolata plijesni. Bakterija je pronađena 

isključivo u OBVM sorte Buža. Iz OBVM sorti Istarska bjelica i Leccino izolirana je samo 

vrsta Penicillium crustosum Thom. Sekvence ITS regije izolata pohranjene su u GenBank bazi 

podataka Nacionalnog centra za biotehnološke informacije (NCBI, Maryland, SAD) pod 

pristupnim brojevima PV092539 za izolat R_BB, PQ826427 za izolat BJ_P, PQ826435 za 

izolat L_P i PQ826436 za izolat BP_P. 
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Tablica 5. Popis izoliranih mikroorganizama iz OBVM, s oznakom izolata. 

OBVM Oznaka 

izolata 

Izolirani mikroorganizam 

Buža B_RB Rhodotorula mucilaginosa (A. Jörg.) F.C. Harrison 

B_BB Bacillus velezensis Ruiz-Garcia et al. 

Buža 

puntoža 

BP_P P. crustosum 

Istarska 

bjelica 

BJ_P P. crustosum 

Leccino L_P P. crustosum 

Rosinjola R_RB R. mucilaginosa 

R_BB Nakazawaea molendiniolei (N. Cadez, B. Turchetti & G. Peter) C. P. Kurtzman & C. 

J. Robnett 

 

P. crustosum je vrsta koja se često povezuje s kontaminacijom hrane, uzrokujući kvarenje 

različitih prehrambenih proizvoda. Ova je vrsta ranije zabilježena na maslinama i njihovim 

nusproizvodima u Španjolskoj (Baffi i sur., 2012). Pokazala je značajan potencijal za buduće 

industrijske primjene zahvaljujući izraženim enzimskim aktivnostima (Baffi i sur., 2012).  

B. velezensis je aerobna, Gram-pozitivna bakterija sposobna za formiranje endospora i 

poticanje rasta biljaka. Različiti sojevi ove vrste dokumentirani su zbog svoje sposobnosti 

inhibicije rasta patogena, uključujući gljive, bakterije i nematode (Rabbee i sur., 2019). Soj B. 

velezensis OEE1, izoliran iz endogenog korijenskog tkiva maslina, pokazao je antifungalnu 

aktivnost in vitro protiv Verticillium dahliae Kleb., s inhibicijskom stopom većom od 92 %. In 

vivo ispitivanja pokazala su da B. velezensis OEE1 značajno smanjuje indeks težine bolesti, 

postotak uvenulih biljaka te gustoću mikrosklerocija u prirodno zaraženom tlu (Cheffi Azabou 

i sur., 2020).  

R. mucilaginosa je biotehnološki značajan kvasac koji je privukao veliku pažnju zbog svoje 

sposobnosti korištenja širokog spektra supstrata, iznimne otpornosti na stres i drugih korisnih 

svojstava. R. mucilaginosa smatra se vrlo pogodnim kandidatom za proizvodnju karotenoida, 

lipida, enzima i drugih vrijednih bioproizvoda, osobito putem biorafiniranja jeftinih 

poljoprivrednih otpadnih materijala (Li i sur., 2022). Ghilardi i sur. (2020) pokazali su da se 

supstrati dobiveni iz otpadnih voda maslinarstva mogu učinkovito koristiti za proizvodnju 

karotenoida pomoću R. mucilaginosa. Zanimljivo je da su Jarboui i sur. (2012., 2013.) uočili 
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da R. mucilaginosa CH4 može igrati značajnu ulogu u pročišćavanju OBVM uklanjanjem 

polifenolnih spojeva, uključujući katehol, galnu kiselinu, p-kumarinsku kiselinu, 

protokatehuičnu kiselinu, tiroziol, vanilinsku kiselinu i druge. 

N. molendiniolei (sin. Nakazawaea molendini-olei ili Candida molendinolei) prepoznata je po 

otpornosti na fenolne spojeve te sposobnosti pretvorbe oleuropeina u hidroksitirozol (Ghomari 

i sur., 2020). Također se koristi kao starter kultura za kontroliranu fermentaciju maslina 

(Ciafardini i Zullo, 2019). Nadalje, N. molendiniolei pokazuje značajne enzimske aktivnosti, 

poput β-glukozidaze i peroksidaze. Ove aktivnosti doprinose ograničavanju povećanja kiselosti 

maslinovog ulja tijekom skladištenja, no istovremeno su povezane s povećanjem oksidacijskih 

parametara, što s vremenom dovodi do smanjenja kvalitete maslinovog ulja (Giavalisco i sur., 

2023). 

 

         5.6.4.1. Botryosphaeriaceae 
 

Najveći antagonistički učinak protiv fitopatogenih gljiva iz porodice Botryosphaeriaceae 

zabilježen je kod vrste Do. iberica, gdje je pet od osam testiranih izolata antagonista pokazalo 

snažan antagonistički učinak. Najveći antagonistički učinak na B. dothidea pokazao je izolat 

P. crustosum iz OBVM sorte Istarska bjelica (BJ_P) (70,54 %), dok je P. crustosum iz OBVM 

sorte Buža puntoža (BP_P) također bio učinkovit (67,86 %) (Slika 20). Suprotno tome, N. 

molendiniolei (R_BB) pokazao je najslabiji učinak (11,76 %). 

Za D. mutila, najveći postotak inhibicije zabilježen je kod izolata P. crustosum iz OBVM sorte 

Leccino (L_P) (96,67 %), a P. crustosum iz OBVM sorte Istarska bjelica (BJ_P) također je 

pokazao značajnu učinkovitost (85 %). Protiv D. seriata, P. crustosum iz OBVM sorti Leccino 

(L_P) (82,22 %) i Buža puntoža (BP_P) (81,67 %) pokazali su najveću inhibiciju. Nasuprot 

tome, B. velezensis (B_BB) i N. molendiniolei (R_BB) iz OBVM sorte Rosinjola bio je znatno 

manje učinkovit. 

Najbolji učinak na Do. iberica imao je P. crustosum iz OBVM sorte Buža puntoža (BP_P) 

(84,44 %), dok je P. crustosum iz OBVM Istarska bjelica (BJ_P) (59,44 %) pokazao umjerenu 

učinkovitost. P. crustosum iz OBVM sorti Buža puntoža (BP_P) (91,67 %) i Istarska bjelica 

(BJ_P) (85,56 %) pokazali su izrazito visoku inhibiciju za vrstu Do. sarmentorum, dok je N. 

molendiniolei (R_BB) imao vrlo slab učinak (10 %). 

P. crustosum iz OBVM sorte Leccino (L_P) gotovo je potpuno inhibirao rast N. parvum (95,57 

%), dok su izolati iz OBVM sorti Istarska bjelica (BJ_P) (74,69 %) i Buža puntoža (BP_P) 

(76,54 %) također bili učinkoviti. 

Među testiranim izolatima Penicilliuma, L_P se pokazao kao najučinkovitiji antagonistički 
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organizam, posebno protiv D. mutila i N. parvum. Najslabiji antagonistički učinak zabilježen 

je kod izolata R_BB, N. molendiniolei, jer nije zabilježena nikakva antagonistička interakcija 

između tog izolata i D. mutila ili N. parvum. Također, nije zabilježen antagonistički učinak 

između izolata L_P i Do. iberica. Gharsallah i sur. (2020) izolirali su P. crustosum iz kukaca 

prikupljenih u maslinicima. Autori su dokazali patogenost P. crustosum pomoću testova na 

izrezanim izdancima, gdje je izolacija P. crustosum F14 izazvala posmeđivanje kore. Uz to, u 

studiji su dokumentirane i antagonističke interakcije između ovog izolata i gljivičnih vrsta kao 

što su Aspergillus calidoustus Varga, Houbraken & Samson, Penicillium chrysogenum Thom 

i Alternaria consortialis (Thm.) J.W. Groves & S. Hughes. Suprotno tome, kod izolata P. 

crustosum F33, koji je također prikupljen iz kukaca u maslinicima, nisu opaženi antagonistički 

učinci. Ovo istraživanje također je potvrdilo postojanje razlika u antagonističkom utjecaju 

između izolata Penicillium sp., kao i varijacije u antagonističkim utjecajima istog izolata na 

različite gljivične vrste. Najjači antagonistički učinak zabilježen je između izolata L_P i vrsta 

N. parvum i D. mutila, dok je najslabija interakcija zabilježena između L_P i Do. iberica, gdje 

nije zabilježen antagonistički učinak izolata na patogena. 

 
Slika 20. Antagonistička aktivnost mikroorganizama izoliranih iz OBVM protiv fitopatogenih 

gljiva. Graf prikazuje postotak inhibicije rasta micelija gljiva uzrokovan djelovanjem 

mikroorganizama izoliranih iz OBVM. Pojedini izolati testirani su protiv šest fitopatogenih 
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gljiva: Botryosphaeria dothidea, Diplodia mutila, Diplodia seriata, Dothiorella iberica, 

Dothiorella sarmentorum i Neofusicoccum parvum. Viši postoci inhibicije ukazuju na jači 

antagonistički učinak. Oznake predstavljaju: B_RB i R_RB – izolati Rhodotorula mucilaginosa 

izolirani iz, redom, OBVM sorti Buža i Rosinjola, B_BB – izolat Bacillus velezensis izolirana 

iz OBVM sorte Buža, BP_P, BJ_P i L_P – izolati Penicillium crustosum izolirani iz, redom, 

OBVM sorti Buža puntoža, Istarska bjelica i Leccino, R_BB – izolat Nakazawaea 

molendiniolei izoliran iz OBVM sorte Rosinjola. 

 

        5.6.4.2. Sordariomycetes 
 

Uočene su značajne varijacije u antagonističkim učincima testiranih izolata na fitopatogene 

gljive iz roda Sordariomycetes. B. mediterranea pokazala se kao najotpornija vrsta na tretmane 

antagonistima. Ova vrsta poznata je kao agresivni patogen na specifičnim biljnim domaćinima 

te je široko prepoznata kao uzročnik bolesti raka na šumskim stablima (Patejuk i sur., 2023). 

R. mucilaginosa izolat iz OBVM sorte Buža (B_RB) pokazao je jači antagonistički učinak u 

usporedbi s onim izoliranim iz OBVM sorte Rosinjola. U slučaju P. crustosum, zabilježene su 

znatne razlike u antagonističkoj aktivnosti među izolatima ove vrste. Ni bakterija ni kvasac 

nisu pokazali inhibicijski učinak na rast B. mediterranea. Međutim, P. crustosum pokazao je 

visok postotak inhibicije rasta micelija, pri čemu je najučinkovitiji bio izolat iz OBVM sorte 

Istarska bjelica (BJ_P) (Slika 21), s postotkom inhibicije od 82,78 %. 

Izolat P. crustosum iz  OBVM sorte Istarska bjelica (BJ_P) imao je stimulirajući učinak na rast 

B. nummularia. Najviši stupanj inhibicije postignut je izolatom iz  OBVM sorte Buža puntoža 

(BP_P) s 81,94 %, a slijedi izolat BB_B s 80,56 % te su svi ostali antagonisti pokazali inhibiciju 

veću od 70 %. 

Izolat P. crustosum (L_P) iz  OBVM sorte Leccino imao je stimulirajući učinak na rast C. 

pruinosa. Najjači antagonist bio je P. crustosum (BP_P) iz OBVM sorte Buža puntoža, s 81,99 

% inhibicije, dok je najslabiji bio R. mucilaginosa iz OBVM sorte Rosinjola (R_RB), s 

inhibicijom od samo 7,78 %. 

Izolat P. crustosum iz OBVM sorte Buža puntoža (BP_P) nije imao inhibicijski učinak na rast 

micelija N. gorlenkoana. Najjači antagonistički učinak pokazao je izolat iz OBVM sorte 

Istarska bjelica (BJ_P), s 82,2 % inhibicije, a slijedi bakterija B. velezensis (B_BB) s 64,44 % 

inhibicije. 

Antagonistički učinci testiranih mikroorganizama na N. osmanthi kretali su se između 40 i 70%. 

Najučinkovitiji je bio izolat P. crustosum iz OBVM sorte Istarska bjelica (BJ_P), s 68,24 % 

inhibicije, dok je najslabiji bio R. mucilaginosa iz OBVM sorte Rosinjole (R_RB), s 40,86 % 
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inhibicije. 

Ni R. mucilaginosa (R_RB) ni N. molendiniolei (R_BB) iz OBVM sorte Rosinjola nisu imali 

inhibicijski učinak na N. philosophiae-doctoris. Najučinkovitiji antagonist bio je P. crustosum 

iz OBVM sorte Leccino (L_P), s 84,44 % inhibicije, a slijedi P. crustosum iz OBVM sorte 

Buža puntoža sa 73,33 % inhibicije. 

Izolati P. crustosum iz OBVM sorti Buža puntoža (BP_P) i Leccino (L_P) stimulirali su rast 

micelija P. iranianum. Suprotno tome, P. crustosum iz OBVM sorte Istarska bjelica (BJ_P) 

pokazao je najjači antagonistički učinak među svim testiranim izolatima, s inhibicijom od 55 

%, dok je najslabiji antagonist bio R. mucilaginosa iz OBVM sorte Rosinjola (R_RB), s 

inhibicijom od samo 11,76 %. 

Izolat R. mucilaginosa iz OBVM sorte Rosinjola (R_RB) nije imao učinka na inhibiciju rasta 

micelija S. fimicola. Suprotno tome, najučinkovitiji je bio izolat R. mucilaginosa iz OBVM 

sorte Buža (B_RB), s 74,44 % inhibicije, a slijedi N. molendiniolei (R_BB) sa 71,11 % 

inhibicije. 

 
Slika 21. Antagonistička aktivnost mikroorganizama izoliranih iz OBVM protiv fitopatogenih 

gljiva. Graf prikazuje postotak inhibicije rasta micelija gljiva uzrokovan djelovanjem 
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mikroorganizama izoliranih iz OBVM. Pojedini izolati testirani su protiv osam vrsta iz razreda 

Sordariomycetes. Viši postoci inhibicije ukazuju na jači antagonistički učinak. Negativne 

vrijednosti ukazuju na stimulacijski utjecaj. Oznake predstavljaju: B_RB i R_RB – izolati 

Rhodotorula mucilaginosa izolirani iz, redom, OBVM sorti Buža i Rosinjola, B_BB – izolat 

Bacillus velezensis izoliran iz OBVM sorte Buža, BP_P, BJ_P i L_P – izolati Penicillium 

crustosum izolirani iz, redom, OBVM sorti Buža puntoža, Istarska bjelica i Leccino, R_BB – 

izolat Nakazawaea molendiniolei izoliran iz OBVM sorte Rosinjola. 
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6. ZAKLJUČCI 
 

• Na maslini su zabilježene nove vrste gljiva koje do sada nisu utvrđene u Hrvatskoj i/ ili 

svijetu. Prisutnost vrsta D. mutila, Do. iberica, Do. sarmentorum, B. mediterranea i C. 

pruinosa na stablima masline i kao uzročnika bolesti masline u Hrvatskoj do sada nije 

bila dokumentirana, što ovo istraživanje čini prvim izvješćem o njihovoj pojavi. 

Nadalje, po prvi put u svijetu utvrđeno je da su B. nummularia, S. fimicola, P. 

iranianum, N. gorlenkoana, N. osmanthi i N. philosophiae-doctoris uzročnici bolesti 

maslina. Također, vrsta N. philosophiae-doctoris prvi put je prepoznata kao uzročnik 

bolesti biljaka. 

• Utvrđene su značajne razlike u patogenosti među ispitivanim vrstama gljiva. Dok su 

neke gljive uzrokovale brzi razvoj simptoma na biljnim tkivima, druge su pokazale 

slabu ili sporiju patogenost. Ovi rezultati ukazuju da nije svaka gljiva izolirana s 

masline podjednako opasna te da pojedine vrste mogu djelovati oportunistički ili 

sekundarno nakon primarnih oštećenja biljke. 

• Rezultati pokazuju da postoji značajna varijabilnost u antifungalnom djelovanju 

prirodnih pripravaka. Neka EtU, primjerice EtU kineskog cimeta i origana te njihovi 

glavne komponente pokazali su snažno inhibicijsko djelovanje na rast micelija svih 

testiranih gljiva. S druge strane, pojedina EtU i OBVM imala su slabiji ili selektivan 

učinak, djelujući samo na određene vrste. Fenol hidroksitirosol imao je nešto slabiji 

učinak u odnosu na pojedina EtU, OBVM i vanilinsku kiselinu. Ovi rezultati potvrđuju 

da izbor sredstva ima ključnu ulogu u učinkovitosti biološke kontrole fitopatogenih 

gljiva. 

• U usporednim testovima, određena EtU i komponente, kao i OBVM i fenoli, pokazali 

su inhibicijsko djelovanje na rast gljiva koje je bilo usporedivo s komercijalnim 

fungicidima. Posebno su se istaknuli kineski cimet i origano i njihove glavne 

komponente, koji su, u pojedinim slučajevima, nadmašili učinkovitost kemijskog 

fungicida. Takvi rezultati otvaraju mogućnost razvoja prirodnih pripravaka kao 

alternativnih ili dopunskih sredstava u održivoj zaštiti bilja. 

• Testiranja otpornosti različitih sorata masline pokazala su razlike u osjetljivosti prema 

patogenim gljivama. Na temelju provedenih istraživanja može se zaključiti da su vrste 

N. parvum i D. mutila pokazale najviši stupanj patogenosti, s prosječnom dužinom 

lezija većom od 30 mm, dok su vrste iz roda Dothiorella pokazale znatno slabiju 



Zaključci 
 

56  

patogenost; pritom se sorta Istarska bjelica istaknula kao najosjetljivija na zarazu 

vrstom N. parvum. Ovi nalazi imaju važnu praktičnu vrijednost jer omogućuju odabir 

otpornijih sorata za sadnju u područjima s visokim rizikom od bolesti.
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Naslov izvornog znanstvenog rada broj 1: First Report of Phaeoacremonium iranianum Causing 

Olive Twig and Branch Dieback 

 

Prošireni sažetak: 

U masliniku smještenom na zapadnom dijelu Istre u Hrvatskoj, tijekom 2021. godine zabilježeni su 

simptomi sušenja grana na nekoliko stabala maslina. Maslinik, površine 0,43 ha, sadržavao je približno 

70 stabala sorte Buža, starih preko 30 godina, posađenih na tlu gdje je prethodno uzgajana vinova loza. 

Incidencija bolesti dosezala je 40%. Prikupljeni su uzorci sa sedam simptomatičnih stabala, iz kojih su 

izolirane četiri gljive s morfološkim karakteristikama sličnim rodu Phaeoacremonium. Jedan 

reprezentativni izolat podvrgnut je molekularnoj identifikaciji i testovima patogenosti. Analizom 

sekvenci ITS, TUB2 i TEF1-α regija genoma izolat je identificiran kao Phaeoacremonium iranianum 

L. Mostert, Grafenhan, W. Gams & Crous. Testovi patogenosti provedeni su na odrezanim granama 

masline i na mladim stablima u plasteničkim uvjetima. Rezultati su potvrdili sposobnost izolata da 

izazove simptome sušenja grana, što ukazuje na njegovu patogenost na maslini. 

Ovo je prvi zabilježeni slučaj u Hrvatskoj, a prema dostupnim podacima i prvi u svijetu, koji potvrđuje 

P. iranianum kao uzročnika sušenja grana masline. Otkriće naglašava potrebu za daljnjim istraživanjima 

usmjerenim na razvoj strategija zaštite maslina, posebno s obzirom na održivu poljoprivredu i smanjenje 

upotrebe kemijskih sredstava. 

 

Ključne riječi: Phaeoacremonium iranianum; maslina, sušenje  
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Naslov izvornog znanstvenog rada broj 2: First Report of Olive Branch Dieback in Croatia Caused 
by Cytospora pruinosa Défago 
 

Prošireni sažetak: 

U 2021. godini, u dva maslinika u Istri, Hrvatska, primijećeni su simptomi sušenja grana i plodova 

maslina. Prvi maslinik, smješten u Kašteliru, prostire se na 6,5 ha i sadrži 44 različite sorte maslina, dok 

se drugi, u Vodnjanu, prostire na 1 ha i sadrži dvije sorte maslina. Simptomi su zabilježeni na lokalnim 

sortama Porečka rosulja i Buža. Uzorci simptomatičnih stabala prikupljeni su i analizirani. Izolirane 

gljive su, na temelju morfoloških karakteristika, identificirane kao pripadnici roda Cytospora. Dva 

reprezentativna izolata, po jedan iz svakog maslinika, podvrgnuta su molekularnoj analizi. 

Sekvenciranjem ITS i TUB2 regija te filogenetskom analizom, izolati su identificirani kao Cytospora 

pruinosa Défago. Za potvrdu patogenosti, provedeni su testovi na odrezanim granama u laboratoriju i 

dvogodišnjim stablima maslina u plasteničkim uvjetima. Rezultati su pokazali da C. pruinosa uzrokuje 

simptome sušenja grana i plodova, potvrđujući njezinu patogenost na maslini. Ovo je prvi zabilježeni 

slučaj u Hrvatskoj koji potvrđuje C. pruinosa kao uzročnika sušenja grana i plodova masline. 

 

Ključne riječi: rak; Cytospora sp.; gljivična bolest; Olea europaea L.  
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Izvorni znanstveni rad broj 3 u obliku i izvornom jeziku na kojem je objavljen u znanstvenom 

časopisu 
 

Naslova rada: First Report of Nigrospora Species Causing Leaf Spot on Olive (Olea 

europaea L.) 

Autori: Elena Petrović, Karolina Vrandečić, Jasenka Ćosić, Edyta Đermić, Sara Godena 

Tip rada: Izvorni znanstveni članak 
 

Časopis: Horticulturae 
 

Kategorija: A1 
 

Impakt faktor: 3,1 (2023.) 
 

Kvartil: Q1 
 

Primljen na recenziju: 23. kolovoz 2023. 
 

Prihvaćen za objavljivanje: 19. rujna 2023. 
 

Status: Objavljen 
 

Volumen: 9 
 

Broj: 10 
 

Broj rada: 1067 
 

WOS broj: 001099372900001 
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Naslov izvornog znanstvenog rada broj 3: First Report of Nigrospora Species Causing Leaf Spot on 

Olive (Olea europaea L.) 

 

Prošireni sažetak: 

U 2021. godini u maslinicima u Istri, Hrvatska, primijećeni su simptomi pjegavosti lišća na stablima 

masline (Olea europaea L.). Simptomi su se manifestirali kao tamne nekrotične pjege različite veličine, 

često okružene žućkastom bojom. Kako bi se identificirao uzročnik, provedena je izolacija patogena iz 

simptomatskih listova. Izolirane gljive su preliminarno, na temelju morfoloških karakteristika, 

klasificirane kao pripadnici roda Nigrospora. Daljnja molekularna analiza (sekvenciranje ITS, TUB i 

TEF1-α regija genoma) i filogenetska analiza potvrdile su prisutnost triju vrsta: Nigrospora gorlenkoana 

Novobr., Nigrospora osmanthi Mei Wang & L. Cai i Nigrospora philosophiae-doctoris M. Raza, Qian 

Chen & L. Cai. Patogenost izoliranih vrsta ispitana je inokulacijom zdravih listova masline u in vitro i 

in vivo uvjetima. Inficirani listovi razvili su simptome slične onima viđenim na terenu, što je dokazalo 

uzročnu povezanost između izoliranih Nigrospora spp. i pojave bolesti. Ovo je prvi izvještaj u Hrvatskoj 

koji dokumentira Nigrospora spp. kao patogene na maslini. Štoviše, ovo je ujedno i prvi izvještaj u 

svijetu za navedene tri vrste kao uzročnike bolesti na maslini te prvi izvještaj o vrsti N. philosophiae-

doctoris kao uzročniku bolesti biljaka. 

 

Ključne riječi: gljivična bolest; izolat; maslina; patogenost 
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Izvorni znanstveni rad broj 4 u obliku i izvornom jeziku na kojem je objavljen u znanstvenom 

časopisu 
 

Naslova rada: Identification and Pathogenicity of Biscogniauxia and Sordaria Species 

Isolated from Olive Trees 

Autori: Elena Petrović, Sara Godena, Jasenka Ćosić, Karolina Vrandečić 

Tip rada: Izvorni znanstveni članak 
 

Časopis: Horticulturae 
 

Kategorija: A1 
 

Impakt faktor: 3,1 (2024.) 
 

Kvartil: Q1 
 

Primljen na recenziju: 21. prosinac 2023. 
 

Prihvaćen za objavljivanje: 29. veljače 2024. 
 

Status: Objavljen 
 

Volumen: 10 
 

Broj: 3 
 

Broj rada: 243 
 

WOS broj: 001193349800001 
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Naslov izvornog znanstvenog rada broj 4: Identification and Pathogenicity of Biscogniauxia and 

Sordaria Species Isolated from Olive Trees 

 

Prošireni sažetak: 

U 2021. godini u maslinicima u Istri, Hrvatska, primijećeni su simptomi gljivičnog oboljenja na stablima 

masline (Olea europaea L.). Simptomi su uključivali sušenje i pucanje kore stabla, često uz prisutnost 

nekrotičnih tkiva i sušenja grana maslina. Kako bi se utvrdili uzročnici, provedena je izolacija gljiva iz 

simptomatskog tkiva masline. Izolirane gljive su preliminarno, na temelju morfoloških karakteristika, 

klasificirane kao pripadnici rodova Biscogniauxia i Sordaria. Daljnja molekularna analiza 

(sekvenciranje ITS, TUB2 i TEF1-α regija genoma) i filogenetska analiza potvrdile su prisutnost triju 

vrsta: Biscogniauxia mediterranea (De Not.) Kuntze, Biscogniauxia nummularia (Bull.) Kuntze i 

Sordaria fimicola (Roberge ex Desm.) Ces. & De Not. Patogenost izoliranih vrsta ispitana je 

inokulacijom zdravih biljaka maslina u plasteničkim uvjetima. Zaražene biljke razvile su simptome 

slične onima viđenima na terenu, što je dokazalo uzročnu povezanost između izoliranih gljiva i pojave 

bolesti. Analiza meteoroloških podataka za razdoblje prije pojave simptoma sugerira da su produženi 

sušni periodi i visoke temperature mogli pogodovati zarazi i razvoju bolesti, što je u skladu s ranijim 

nalazima o utjecaju klimatskih promjena na učestalost bolesti drvenastih biljaka i pojave vrsta roda 

Biscogniauxia. Ovo je prvi izvještaj u Hrvatskoj koji dokumentira B. mediterranea kao uzročnika bolesti 

na maslini, dok su B. nummularia i S. fimicola prvi put u svijetu zabilježene kao patogeni na maslini. 

 

Ključne riječi: bolest ugljene truleži; Biscogniauxia mediterranea; Biscogniauxia nummularia; prvi 

izvještaj; Sordaria fimicola  



   

 
 

143  
 

Izvorni znanstveni rad broj 5 u obliku i izvornom jeziku na kojem je objavljen u znanstvenom 

časopisu 
 

Naslova rada: Diversity and Pathogenicity of Botryosphaeriaceae Species Isolated from 

Olives in Istria, Croatia, and Evaluation of Varietal Resistance 

Autori: Elena Petrović, Karolina Vrandečić, Andreina Belušić Vozila, Jasenka Ćosić, Sara 

Godena 

Tip rada: Izvorni znanstveni članak 
 

Časopis: Plants 
 

Kategorija: A1 
 

Impakt faktor: 4,0 (2024.) 
 

Kvartil: Q1 
 

Primljen na recenziju: 13. lipanj 2024. 
 

Prihvaćen za objavljivanje: 28. lipanj 2024. 
 

Status: Objavljen 
 

Volumen: 13 
 

Broj: 13 
 

Broj rada: 1813 
 

WOS broj: 001271264900001 
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Naslov izvornog znanstvenog rada broj 5: Diversity and Pathogenicity of Botryosphaeriaceae Species 

Isolated from Olives in Istria, Croatia, and Evaluation of Varietal Resistance 

 

Prošireni sažetak: 

U 2021. i 2022. godini u maslinicima u Istri, Hrvatska, primijećeni su simptomi odumiranja grana, 

venuća i otpadanja lišća, truleži plodova te pucanja kore na stablima masline (Olea europaea L.). Kako 

bi se identificirali uzročnici ovih simptoma, provedena je izolacija patogena iz simptomatskih dijelova 

biljaka. Izolirane gljive preliminarno su, na temelju morfoloških karakteristika, klasificirane kao 

pripadnici porodice Botryosphaeriaceae. Daljnja molekularna analiza (sekvenciranje ITS, TUB2 i 

TEF1-α regija genoma) potvrdila je prisutnost šest vrsta: Botryosphaeria dothidea (Moug. ex Fr.) Ces. 

& De Not, Neofusicoccum parvum (Pennycook & Samuels) Crous, Slippers & A.J.L. Phillips, Diplodia 

mutila (Fr.) Fr., Diplodia seriata De Notaris, Dothiorella iberica A.J.L. Phillips, J. Luque & A. Alves i 

Dothiorella sarmentorum (Fr.) A.J.L. Phillips, Alves & Luque. Filogenetska analiza dodatno je poduprla 

ovu identifikaciju. Među izoliranim vrstama, N. parvum i D. seriata pokazale su najveću učestalost na 

zaraženim biljkama. Patogenost izoliranih vrsta ispitana je inokulacijom zdravih biljaka masline u 

plasteničkim uvjetima. Zaražene biljke razvile su simptome slične onima viđenima na terenu, 

uključujući nekroze tkiva, odumiranje izbojaka i pucanje kore. Rezultati su pokazali da su N. parvum i 

D. mutila izazvale najizraženije simptome s prosječnom dužinom lezija većom od 30 mm, dok su vrste 

iz roda Dothiorella pokazale slabiju patogenost s manjim lezijama. 

Osim toga, ispitana je otpornost različitih sorti masline na izolirane patogene. Sorte su pokazale različite 

stupnjeve otpornosti na gljive. Ovi rezultati ukazuju na mogućnost selekcije otpornijih sorti u budućim 

uzgojnim programima i sugeriraju potrebu za sortno specifičnim strategijama zaštite. 

Prema saznanjima, vrste D. mutila, Do. iberica i Do. sarmentorum do sada nisu bile zabilježene na 

stablima maslina u Hrvatskoj, što ovo čini prvim izvješćem o njihovoj prisutnosti. Otkriće naglašava 

važnost kontinuiranog praćenja novih patogena u maslinarstvu te potrebu za razvojem učinkovitih mjera 

kontrole kako bi se spriječile potencijalne štete u proizvodnji. Također, rezultati ukazuju na ključnu 

ulogu izbora sorti u smanjenju pojave gljivičnih bolesti maslina. 

 

Ključne riječi: Botriosferijsko sušenje; Botryosphaeria dothidea; Diplodia spp.; Dothiorella spp.; prvi 

izvještaj; Neofusicoccum sp.  
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Izvorni znanstveni rad broj 6 u obliku i izvornom jeziku na kojem je objavljen u znanstvenom 

časopisu 
 

Naslova rada: Antifungal Efficacy of Essential Oils and Their Predominant Components 

Against Olive Fungal Pathogens 

Autori: Elena Petrović, Karolina Vrandečić, Jasenka Ćosić, Tamara Siber, Sara Godena 

Tip rada: Izvorni znanstveni članak 
 

Časopis: Agriculture 
 

Kategorija: A1 
 

Impakt faktor: 3.3 (2025.) 
 

Kvartil: Q1 
 

Primljen na recenziju: 17. listopad 2024. 
 

Prihvaćen za objavljivanje: 18. studeni 2024. 
 

Status: Objavljen 
 

Volumen: 15 
 

Broj: 3 
 

Broj rada: 340 
 

WOS broj: 001418418200001 
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Naslov izvornog znanstvenog rada broj 6: Antifungal Efficacy of Essential Oils and Their 

Predominant Components Against Olive Fungal Pathogens 

 

Prošireni sažetak: 

Provedeno je istraživanje s ciljem procjene antifungalne učinkovitosti eteričnih ulja (EtU) i 

njihovih glavnih komponenti protiv fitopatogenih gljiva izoliranih iz masline (Olea europaea 

L.). Uočivši rastuću potrebu za održivim alternativama kemijskim fungicidima, istraživanje je 

obuhvatilo ispitivanje prirodnih tvari kao potencijalnih sredstava u zaštiti bilja. 

Testirana su komercijalna EtU svetog bosiljka (Ocimum tenuiflorum L.), kineskog cimeta 

(Cinnamomum aromaticum Nees), limuna (Citrus × limon (L.) Osbeck), paprene metvice 

(Mentha × piperita L.), origana (Origanum compactum Benth) i timijana (Thymus vulgaris L.), 

kao i njihove najzastupljenije komponente: eugenol, e-cinamaldehid, limonen, mentol, 

karvakrol i timol. EtU i komponente testirani su u različitim koncentracijama. Antifungalna 

aktivnost ispitana je protiv 14 gljiva, među kojima su vrste iz porodice Botryosphaeriaceae 

(Botryosphaeria dothidea, Diplodia mutila, Diplodia seriata, Dothiorella iberica, Do. 

sarmentorum, Neofusicoccum parvum), kao i druge patogene iz razreda Sordariomycetes poput 

Biscogniauxia mediterranea, B. nummularia, Cytospora pruinosa, Nigrospora gorlenkoana, 

N. osmanthi, N. philosophiae-doctoris, Phaeoacremonium iranianum i Sordaria fimicola. 

Rezultati su pokazali da su EtU kineskog cimeta i origana, te njihove glavne sastavnice e-

cinamaldehid i karvakrol, pokazali najvišu antifungalnu aktivnost, potpuno inhibirajući rast 

svih testiranih gljiva već pri najnižoj koncentraciji. Nasuprot tome, EtU limuna i paprene 

metvice te sastojci limonen, mentol i timol pokazali su značajno slabiju antifungalnu 

učinkovitost, s potrebom za znatno višim koncentracijama za postizanje inhibicije rasta. 

Gljive Do. iberica i N. gorlenkoana bile su među najosjetljivijima na primijenjene tretmane, 

dok su S. fimicola i P. iranianum pokazale relativno višu otpornost. Uočena je varijabilnost 

osjetljivosti među gljivama, što upućuje na potrebu za preciznim prilagođavanjem tretmana 

ovisno o specifičnom patogenu prisutnom u nasadu. 

Ovi nalazi sugeriraju da EtU, osobito ona bogata e-cinamaldehidom i karvakrolom, mogu 

predstavljati učinkovitu, prirodnu alternativu sintetskim fungicidima u zaštiti maslina. Njihova 

primjena mogla bi značajno pridonijeti održivom maslinarstvu, smanjujući ekološki otisak, 

sprječavajući razvoj rezistentnih sojeva patogena i smanjujući potencijalne rizike za zdravlje 

ljudi. 

 

Ključne riječi: karvakrol; kineski cimet; e-cinamaldehid; metiram + piraklostrobin; origano; 
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trifloksistrobin + tebukonazol  
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Izvorni znanstveni rad broj 7 u obliku i izvornom jeziku na kojem je objavljen u znanstvenom 

časopisu 
 

Naslova rada: Integrated Analysis of Olive Mill Wastewaters: Physicochemical Profiling, 

Antifungal Activity, and Biocontrol Potential Against Botryosphaeriaceae 

Autori: Elena Petrović, Karolina Vrandečić, Alen Albreht, Igor Gruntar, Nikola Major, 

Jasenka Ćosić, Zoran Užila, Smiljana Goreta Ban, Sara Godena 

Tip rada: Izvorni znanstveni članak 
 

Časopis: Horticulturae 
 

Kategorija: A1 
 

Impakt faktor: 3.1 (2025.) 
 

Kvartil: Q1 
 

Primljen na recenziju: 02. lipanj 2025. 
 

Prihvaćen za objavljivanje: 03. srpanj 2025. 
 

Status: Objavljen 
 

Volumen: 11 
 

Broj: 7 
 

Broj rada: 819 
 

WOS broj: 001535381400001 
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Naslov izvornog znanstvenog rada broj 7: Integrated Analysis of Olive Mill Wastewaters: 

Physicochemical Profiling, Antifungal Activity, and Biocontrol Potential Against Botryosphaeriaceae 

 
Prošireni sažetak: 

Provedeno je sveobuhvatno istraživanje s ciljem procjene kemijskog sastava i antifungalne 

aktivnosti otpadnih biljnih voda maslina (OBVM) dobivenih iz različitih sorata maslina (Buža, 

Buža puntoža, Istarska bjelica, Leccino i Rosinjola) protiv fitopatogenih gljiva iz porodice 

Botryosphaeriaceae. S obzirom na sve veću potrebu za održivim alternativama kemijskim 

fungicidima, ovo istraživanje je fokusiralo se na evaluaciju potencijala OBVM kao sredstva za 

zaštitu bilja i valorizaciju otpada prehrambene industrije. 

Provedena je detaljna kemijska analiza OBVM, uključujući određivanje fizikalno-kemijskih 

svojstava, sadržaja fenolnih spojeva pomoću LC-MS/MS metode, koncentracije šećera, suhe 

tvari te ukupnog sadržaja ugljika i dušika. Rezultati su pokazali značajne razlike između sorata, 

pri čemu je OBVM iz Istarske bjelice imala najviše koncentracije fenola, suhe tvari, šećera, 

ugljika i dušika. 

Antifungalna aktivnost ispitana je protiv šest gljiva: Botryosphaeria dothidea (Moug. ex Fr.) 

Ces. & De Not., Diplodia mutila (Fr.) Fr., Diplodia seriata De Notaris, Dothiorella iberica 

A.J.L. Phillips, J. Luque & A. Alves, Dothiorella sarmentorum (Fr.) A.J.L. Phillips, Alves & 

Luque i Neofusicoccum parvum (Pennycook & Samuels) Crous, Slippers & A.J.L. Phillips. 

Uočeno je da niske koncentracije OBVM inhibiraju rast nekih patogena, dok su više 

koncentracije često imale stimulativni učinak na rast micelija. Među fenolima, vanilinska 

kiselina pokazala je veću antifungalnu učinkovitost u odnosu na hidroksitirosol, s potpunom 

inhibicijom rasta pojedinih gljiva već pri koncentraciji od 0,5%. 

Uz antifungalna svojstva OBVM, istraženo je i antagonističko djelovanje mikroorganizama 

izoliranih iz OBVM. Izolirane vrste uključivale su Bacillus velezensis Ruiz-Garcia et al., 

Rhodotorula mucilaginosa (A. Jörg.) F.C. Harrison, Nakazawaea molendiniolei (N. Cadez, B. 

Turchetti & G. Peter) C. P. Kurtzman & C. J. Robnett i Penicillium crustosum Thom. Među 

njima, B. velezensis pokazala je najsnažniju inhibiciju rasta patogena, posebno protiv Do. 

iberica. 

Rezultati su potvrdili da OBVM sorti Leccino i Buža imaju izraženo antifungalno djelovanje, 

posebno pri nižem koncentracijama. S druge strane, OBVM sorte Istarska bjelica, iako bogata 

fenolima, nije pokazala najočekivaniju antifungalnu učinkovitost, što ukazuje da sama 

koncentracija fenola nije jedini čimbenik koji utječe na antifungalnu aktivnost OBVM. 

Zaključno, ovo istraživanje naglašava potencijal OBVM kao prirodnog sredstva za suzbijanje 
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bolesti maslina, što predstavlja značajan doprinos održivom razvoju poljoprivrede i kružnom 

gospodarstvu. Istraživanje također otvara mogućnosti daljnje upotrebe OBVM za izolaciju 

korisnih mikroorganizama i prostor za daljnje istraživanje optimalnih koncentracija, 

sinergijskih efekata i standardizacije primjene kako bi se osigurala maksimalna antifungalna 

učinkovitost uz minimalne negativne učinke na okoliš. 

 

Ključne riječi: antagonizam, Bacillus velezensis, biološka kontrola, fenoli, kvasci   
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Naslova rada: The Antifungal Efficacy of Olive Mill Wastewater on Phytopathogenic Fungi 

from the Class Sordariomycetes 
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Naslov izvornog znanstvenog rada broj 8: The Antifungal Efficacy of Olive Mill Wastewater on 

Phytopathogenic Fungi from the Class Sordariomycetes 

 

 

Prošireni sažetak: 

Provedeno je istraživanje s ciljem ispitivanja antifungalnog učinka otpadnih biljnih voda 

masline (OBVM) protiv fitopatogenih gljiva iz razreda Sordariomycetes izoliranih iz maslina 

(Olea europaea L.). S obzirom na rastuću potrebu za održivim alternativama kemijskim 

fungicidima i valorizacijom industrijskog otpada, istraživanje je obuhvatilo procjenu 

antifungalnog djelovanja OBVM dobivenih od različitih sorata maslina te fenolnih spojeva 

prisutnih u OBVM. 

Testirane su OBVM sorata Buža, Buža puntoža, Istarska bjelica, Rosinjola i Leccino, zajedno 

s fenolnim spojevima hidroksitirosol i vanilinska kiselina. Evaluacija antifungalne aktivnosti 

provedena je protiv osam fitopatogenih gljiva: Biscogniauxia mediterranea (De Not.) Kuntze, 

Biscogniauxia nummularia (Bull.) Kuntze, Cytospora pruinosa Défago, Nigrospora 

gorlenkoana Novobr., Nigrospora osmanthi Mei Wang & L. Cai, Nigrospora philosophiae-

doctoris M. Raza, Qian Chen & L. Cai, Phaeoacremonium iranianum L. Mostert, Grafenhan, 

W. Gams & Crous i Sordaria fimicola (Roberge ex Desm.) Ces. & De Not. Paralelno su ispitana 

i antagonistička svojstva mikroorganizama izoliranih iz OBVM, tj. Bacillus velezensis Ruiz-

Garcia et al., Rhodotorula mucilaginosa (A. Jörg.) F.C. Harrison, Nakazawaea molendiniolei 

(N. Cadez, B. Turchetti & G. Peter) C. P. Kurtzman & C. J. Robnett i Penicillium crustosum 

Thom. 

Rezultati su pokazali da je OBVM sorte Rosinjola pokazala najveću antifungalnu učinkovitost, 

dok je OBVM sorte Leccino bila najmanje učinkovita. Među gljivama, Nigrospora 

philosophiae-doctoris bila je najosjetljivija na sve tretmane, dok je N. gorlenkoana pokazivala 

stimulativni odgovor na OBVM. Fenolni spojevi, posebno vanilinska kiselina, pokazali su 

antifungalnu aktivnost, pri čemu je potpuna inhibicija rasta zabilježena već pri koncentraciji od 

0,5%. 

Minimalne inhibicijske koncentracije (MIC) za OBVM varirale su ovisno o vrsti gljive i sorti 

masline od koje su OBVM potjecale, dok su minimalne fungicidne koncentracije (MFC) 

postignute samo za određene kombinacije tretmana i patogena. 

Ispitivanje antagonističkih mikroorganizama pokazalo je da su izolati P. crustosum pokazali 

najveću inhibiciju rasta patogena, s posebnim naglaskom na izolat iz OBVM sorte Istarska 
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bjelica. Suprotno tome, bakterije i kvasci poput R. mucilaginosa i N. molendiniolei pokazali su 

slabije ili stimulativne učinke na rast nekih patogena. 

Ovi nalazi ukazuju na veliki potencijal korištenja OBVM i komponenti kao prirodnih sredstava 

u zaštiti bilja, što otvara mogućnost razvoja novih, ekološki prihvatljivih proizvoda za 

suzbijanje bolesti maslina. Daljnja istraživanja su nužna kako bi se optimizirala primjena, 

utvrdile optimalne koncentracije i istražile mogućnosti sinergijskog djelovanja OBVM s 

drugim biološkim agensima. 

Ključne riječi: antagonizam, bakterija, ekologija, zaštita bilja, kvasci  
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SAŽETAK 
 
Gljive su iznimno važni organizmi na Zemlji, s ključnim ulogama u ekosustavima i ljudskom 

životu. Iako se procjenjuje da postoji između 2,2 i 3,8 milijuna vrsta gljiva, znanstveno je 

opisano tek oko 150 tisuća. Gljive razgrađuju organsku tvar, tvore korisne simbioze s biljkama, 

proizvode važne kemijske spojeve koji se koriste u farmaceutske svrhe, ali i uzrokuju bolesti 

kod biljaka, ljudi i životinja. U poljoprivrednoj proizvodnji je čak 70–80% biljnih bolesti 

prouzročeno gljivama. Precizna identifikacija gljiva ključna je zbog njihove ekološke važnosti 

i raznolikosti, pri čemu se danas koriste kombinacije morfoloških i molekularnih metoda. Ipak, 

izazovi kao što su preklapanje morfoloških karakteristika i nedovoljno razvijene baze 

genetičkih podataka i dalje otežavaju točnu klasifikaciju gljiva. Biljni patogeni, osobito gljive, 

uzrokuju velike ekonomske gubitke i ugrožavaju zdravlje ljudi kroz proizvodnju mikotoksina. 

Klimatske promjene i intenzivna poljoprivreda pogoduju širenju fitopatogena, a Mediteran se 

smatra osobito ranjivim. Maslina, kao važna kultura Mediterana, pogođena je sve većim brojem 

bolesti koje uzrokuju patogene gljive, među kojima prednjače vrste iz porodice 

Botryosphaeriaceae. U Hrvatskoj je istraživanje patogenih gljiva na maslini još uvijek u 

začecima, a većina dosadašnjih istraživanja fokusirala se na nekoliko poznatih patogena. 

Problem kontrole bolesti dodatno otežava otpornost gljiva na fungicide i štetan učinak 

kemijskih sredstava na okoliš. Europski zeleni plan i Strategija bioraznolikosti naglašavaju 

potrebu smanjenja uporabe pesticida te promoviraju razvoj alternativnih metoda, uključujući 

biološku kontrolu. Ovo istraživanje imalo je nekoliko glavnih ciljeva: identifikaciju gljiva s 

maslina, ispitivanje njihove patogenosti, procjenu antifungalnog učinka eteričnih ulja (EtU) i 

otpadnih biljnih voda masline (OBVM) te utvrđivanje osjetljivosti različitih sorata maslina na 

gljivične bolesti. Hipoteze su uključivale mogućnost pronalaska novih vrsta gljiva, varijacije u 

njihovoj patogenosti te učinkovitost alternativnih tretmana poput EtU i OBVM u suzbijanju 

patogena. 

Terenskim istraživanjem u Istri i na Kvarneru, Hrvatska, prikupljeni su brojni uzorci zaraženih 

maslina. Iz njih su izolirane i identificirane različite vrste gljiva, pri čemu su korištene 

morfološke i molekularne metode. Ukupno je identificirano šest vrsta iz porodice 

Botryosphaeriaceae i osam vrsta iz razreda Sordariomycetes, od kojih su mnoge prvi put 

zabilježene na maslini u Hrvatskoj i svijetu. Testovi patogenosti pokazali su da su svi izolati 

gljiva patogeni za maslinu, dok su testovi otpornosti sorata pokazali da sorte pokazuju različite 

razine otpornosti na zarazu. Antifungalni testovi s EtU pokazali su da su EtU kineskog cimeta, 

origana i njihove glavne komponente (e-cinamaldehid i karvakrol) iznimno učinkoviti protiv 
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svih testiranih gljiva. S druge strane, EtU limuna i paprene metvice, kao i njihove komponente 

(limonen i mentol), pokazala su slabije djelovanje. EtU su u mnogim slučajevima pokazala 

veću učinkovitost od komercijalnih fungicida. Analizom OBVM utvrđeno je da se one, nakon 

određene obrade, mogu koristiti kao održiva alternativa kemijskim sredstvima. OBVM su 

sadržavale brojne fenolne spojeve poput vanilinske kiseline i hidroksitirozola, koji su pokazali 

antifungalna svojstva, posebno protiv gljiva poput Dothiorella iberica A.J.L. Phillips, J. Luque 

& A. Alves. Međutim, kod nekih gljiva, poput Neofusicoccum parvum (Pennycook & Samuels) 

Crous, Slippers & A.J.L. Phillips, učinak je bio slab. Tijekom istraživanja provedena je 

izolacija mikroorganizama iz OBVM, pri čemu su identificirane bakterije, kvasaci i 

filamentozne gljive. Odabrani izolati testirani su na antagonističku aktivnost protiv 

fitopatogenih gljiva identificiranih u istraživanju, primjenom metode dvostruke kulture na 

KDA podlozi. Rezultati su pokazali da su određeni izolati ostvarili značajnu inhibiciju rasta 

fitopatogena. Posebno se istaknula bakterija roda Bacillus. Neki izolati gljiva, izolirani iz 

OBVM, također su iskazali kompetitivnu prednost u suzbijanju rasta patogena, što ukazuje na 

mogućnost njihove primjene u biološkoj kontroli. Dobiveni rezultati potvrđuju potencijal 

mikroorganizama iz OBVM kao prirodnih bioloških sredstava u zaštiti bilja, čime se dodatno 

pridonosi valorizaciji otpada maslinarske industrije kroz ekološki prihvatljive tehnologije. 

Zaključno, ovo istraživanje ističe važnost kombinirane primjene morfoloških i molekularnih 

metoda za identifikaciju gljiva, potrebu za razvojem održivih metoda zaštite bilja i važnost 

istraživanja autohtonih sorata zbog njihove otpornosti na bolesti. U kontekstu klimatskih 

promjena i ekoloških izazova, upotreba prirodnih sredstava poput EtU i OBVM predstavlja 

važnu alternativu konvencionalnim kemijskim tretmanima.  
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SUMMARY 
 

Fungi are extremely important organisms on Earth, playing key roles in ecosystems and human 

life. Although it is estimated that there are between 2.2 and 3.8 million fungal species, only 

about 150,000 have been scientifically described. Fungi decompose organic matter, form 

beneficial symbioses with plants, and produce important chemical compounds used for 

pharmaceutical purposes, but they also cause diseases in plants, humans, and animals. In 

agricultural production, as much as 70–80% of plant diseases are caused by fungi. Accurate 

identification of fungi is crucial due to their ecological significance and diversity, and today 

this is achieved through a combination of morphological and molecular methods. However, 

challenges such as overlapping morphological characteristics and underdeveloped genetic 

databases still hinder precise fungal classification. 

Plant pathogens, especially fungi, cause significant economic losses and threaten human health 

through the production of mycotoxins. Climate change and intensive agriculture contribute to 

the spread of phytopathogens, with the Mediterranean considered particularly vulnerable. The 

olive tree, a key crop of the Mediterranean, is increasingly affected by diseases caused by 

pathogenic fungi, particularly species from the Botryosphaeriaceae family. In Croatia, research 

on pathogenic fungi in olives is still in its early stages, with most studies so far focused on a 

few known pathogens. Disease control is further complicated by fungal resistance to fungicides 

and the harmful effects of chemical agents on the environment. The European Green Deal and 

Biodiversity Strategy emphasize the need to reduce pesticide use and promote the development 

of alternative methods, including biological control. This research had several main objectives: 

to identify fungi from olive trees, test their pathogenicity, assess the antifungal effects of 

essential oils (EOs) and olive mill wastewaters (OMWWs), and determine the susceptibility of 

different olive cultivars to fungal infections. The hypotheses included the possibility of 

discovering new fungal species, variations in their pathogenicity, and the effectiveness of 

alternative treatments such as EOs and OMWWs in controlling pathogens. Field research in 

Istria and the Kvarner region, Croatia, resulted in the collection of numerous samples from 

infected olive trees. Various fungal species were isolated and identified using morphological 

and molecular methods. A total of six species from the Botryosphaeriaceae family and eight 

species from the class Sordariomycetes were identified, many of which were recorded on olive 

trees in Croatia and even globally for the first time. Pathogenicity tests showed that all fungal 

isolates were pathogenic to olive, while variety resistance tests demonstrated varying levels of 
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resistance to infection among different olive varieties. Antifungal tests with EOs revealed that 

EOs from Chinese cinnamon and oregano, as well as their main components (e-

cinnamaldehyde and carvacrol), were extremely effective against all tested fungi. On the other 

hand, EOs from lemon and peppermint, along with their components (limonene and menthol), 

showed weaker effects. In many cases, EOs proved more effective than commercial fungicides. 

OMWWs analysis revealed that, after certain treatment, they could be used as a sustainable 

alternative to chemical agents. OMWWs contained numerous phenolic compounds such as 

vanillic acid and hydroxytyrosol, which demonstrated antifungal properties, particularly 

against fungi like Dothiorella iberica A.J.L. Phillips, J. Luque & A. Alves. However, for some 

fungi, such as Neofusicoccum parvum (Pennycook & Samuels) Crous, Slippers & A.J.L. 

Phillips, the effect was weaker. During the research, microorganisms were isolated from 

OMWWs, including bacteria, yeasts, and filamentous fungi. Selected isolates were tested for 

antagonistic activity against phytopathogenic fungi identified in the study, using the dual 

culture method on PDA medium. Results showed that certain isolates significantly inhibited 

the growth of phytopathogens, with Bacillus species particularly standing out. Some fungal 

isolates isolated from OMWWs also demonstrated competitive advantages in suppressing 

pathogen growth, indicating their potential use in biological control. The results confirm the 

potential of microorganisms from OMWWs as natural biocontrol agents in plant protection, 

further contributing to the valorization of olive industry waste through environmentally 

friendly technologies. 

In conclusion, this research highlights the importance of combining morphological and 

molecular methods for fungal identification, the need to develop sustainable plant protection 

methods, and the significance of studying native varieties due to their disease resistance. In the 

context of climate change and environmental challenges, the use of natural agents such as EOs 

and OMWWs represents an important alternative to conventional chemical treatments.  
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godine se usavršavala u Hrvatskoj agenciji za poljoprivredu i hranu, Zagreb, iz područja 
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doktorske disertacije na Danima doktorata na Fakultetu agrobiotehničkih znanosti Osijek u 
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