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Uvod

1.UVOD

Procjenjuje se da na Zemlji postoji izmedu 2,2 i 3,8 milijuna vrsta gljiva, no znanstveno je
opisano tek oko 150 tisuca vrsta, Sto znaci da je veliki dio ove skupine organizama neistrazen
(Hawksworth i Liicking, 2017). Gljive imaju klju¢nu ulogu u ekosustavima i ljudskom zivotu,
tj. sudjeluju u razgradnji organskih tvari, ulaze u korisne simbioze s biljkama, proizvode
farmakoloski znacajne spojeve, ali istovremeno mogu uzrokovati bolesti kod biljaka, ljudi i
zivotinja (Case 1 sur., 2022). Procjenjuje se da je ¢ak 70—-80% svih biljnih bolesti uzrokovano
gljivama (Zeilinger i sur., 2016). Zbog njihove raznolikosti i ekoloske vaznosti, to¢na
identifikacija gljiva klju¢an je korak u mikologiji. Mikologija je iznimno kompleksno i
interdisciplinarno podruc¢je koje ukljuuje znanja iz biologije, bioinformatike, ekologije,
agronomije i molekularne biologije. Danas se gljive identificiraju kombinacijom morfoloskih
1 molekularnih metoda. Morfoloska analiza ukljuuje mikroskopsko promatranje struktura i
analizu kulturalnih karakteristika dok molekularne metode koriste metode poput PCR-a tj.
lan¢ane reakcije polimerazom (engl. Polymerase Chain Reaction), elektroforeze i
sekvenciranja. Kaliterna (2013) istice da su pogreske u identifikaciji gljiva kroz povijest dovele
do velikog broja sinonima 1 pogres$nih klasifikacija. Medutim, iako su molekularni alati
znacajno unaprijedili identifikaciju vrsta, oni 1 dalje nisu dovoljni, u mnogim slu¢ajevima nije
moguce precizno odrediti vrstu bez kombinacije ovih tehnika (Hyde i sur., 2024). Jedan od
glavnih problema u identifikaciji gljiva je preklapanje morfoloSkih karakteristika medu
vrstama, §to moze dovesti do pogresnih identifikacija. Takoder, morfologija gljiva moze
varirati ovisno o uvjetima okoliSa, poput temperature, vlage ili dostupnosti hranjivih tvari. S
druge strane, baze podataka, poput GenBank-a (National Center for Biotechnology
Information, NCBI, Maryland, SAD), jo$ uvijek ne sadrZze dovoljno genetickih sekvenci za
mnoge vrste gljiva, $to oteZava molekularnu analizu 1 zahtijeva daljnja istraZivanja (Petrovi¢ i
sur., 2024a). Hyde 1 sur. (2024) upozoravaju da je broj dostupnih sekvenci gljiva daleko manji
u usporedbi s bakterijama, $to naglasava potrebu za proSirenjem baza podataka. Gljive
predstavljaju jednu od najve¢ih znanstvenih nepoznanica, s obzirom na njihov veliki broj i
znacaj u ekosustavima. Njihova identifikacija 1 istrazivanje kljucni su za zaStitu bilja, zdravlje
ljudi 1 odrzivu poljoprivredu. Pretpostavke su da ¢e u buduénosti, s obzirom na klimatske
promjene i porast globalne trgovine, istrazivanja gljivi¢nih patogena igrati jo$ vazniju ulogu u

sigurnosti hrane 1 zastiti ekosustava.
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2. PREGLED LITERATURE

Biljni patogeni, ukljucuju¢i gljive, uzrokuju znacajne ekonomske gubitke u poljoprivredi.
Brojne gljive proizvode mikotoksine koji imaju Stetan ucinak na zdravlje ljudi i1 Zivotinja
(Havranek i sur., 2014). Zbog toga je pravovremena dijagnostika gljivi¢nih bolesti klju¢na za
njihovo ucinkovito suzbijanje. Klimatske promjene i intenzivna poljoprivreda dodatno
doprinose Sirenju biljnih bolesti 1 pojavi patogenih vrsta gljiva. Na Mediteranu, zbog
specificnih klimatskih uvjeta 1 visoke bioraznolikosti, posljednjih godina biljezimo povecanje
regija na svijetu kada je rije¢ o klimatskim promjenama, Sto sugerira da ¢e broj biljnih bolesti
u buduénosti nastaviti rasti. Nadalje, stalna interakcija izmedu biljaka i patogena potaknula je
brzu evoluciju gljiviénih vrsta, §to rezultira pojavom novih, virulentnijih sojeva (Mdller i
Stukenbrock, 2017).

Maslina (Olea europaea L.) je jedna od najvazniji kultura koje se uzgajaju na Mediteranu.
Prema sluzbenim podacima Drzavnog zavoda za statistiku proizvodnja maslina u Republici
Hrvatskoj za 2024. godinu iznosila je oko 54,4 tisuce t, a u svijetu se na godi$njoj razini
proizvede oko 20,2 milijuna t maslina (FAO, 2025). Fitopatogene gljive uvelike oteZavaju
uzgoj maslina. Odredene vrste, koje su od ranije poznate kao uzro¢nici bolesti maslina, sve se
ceS¢e pojavljuju, dok su pojedine vrste bile od sekundarne vaznosti ili nikada prije nisu
prijavljene kao uzrocnici 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 istraZivanja. Medu
najznacajnije vrste gljiva koje napadaju maslinu navode se vrste 1z porodice
Botryosphaeriaceae (Moral 1 sur., 2010., Hernandez-Rodriguez 1 sur., 2022.). Prvi izvjestaj o
vrsti Botryosphaeria dothidea (Moug. ex Fr.) Ces. & De Not na maslini, uzroc¢niku patule ili
“dalmatinske bolesti”, datira jo§ iz 1883. godine te je prvi put zapaZena upravo u Hrvatskoj, na
stablima u Dalmaciji.

Za kontrolu gljivicnih bolesti biljaka 1 dalje se najceS¢e upotrebljavaju kemijski fungicidi.
Medutim, upotreba fungicida nosi dva velika izazova: fungicidi mogu sadrzavati Stetne tvari
koje negativno utjecu na okoli§ i zdravlje ljudi (Petrovi¢ i sur., 2024b) te gljive razvijaju
otpornost na fungicide, Sto otezava njihovu kontrolu (Barber i sur., 2020). Ovaj problem
dodatno se pogorSava Cinjenicom da se u antifungalnim lijekovima za ljude koriste sli¢ne
kemijske tvari kao u fungicidima za biljke, $to moZe potaknuti otpornost patogenih gljiva na

lijekove koji se koriste u lijecenju ljudi (Hyde 1 sur., 2024). Poljoprivredna praksa danas se sve
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viSe usmjerava prema odrzivim metodama zaStite nasada, koje smanjuju Stetan utjecaj

kemijskih sredstava na okoliS. 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 (Bazok, 2020). Ove strategije poticu istrazivanja o
alternativnim metodama zastite bilja, ukljucujuc¢i biolosku kontrolu patogena, genetsku
otpornost biljaka i optimizaciju uzgojnih uvjeta. Prirodni biljni spojevi i ekstrakti, poput
etericnih ulja (EtU), sve se ceS¢e ispituju kao odrziva alternativa kemijskim sredstvima za
zastitu bilja (Sarkhosh i sur., 2018.; Sun i sur., 2022.).

EtU predstavljaju sekundarne metabolite biljaka s izrazenim antimikrobnim svojstvima. Prema
definiciji Medunarodne organizacije za normizaciju (ISO/D1S9235.2), EtU su proizvodi
dobiveni procesima poput destilacije vodom ili parom, mehani¢ke obrade ili suhe destilacije
razli¢itih biljnih materijala. U usporedbi s biljnim uljima, razlikuju se po kemijskom sastavu,
Sto im omogucéava prepoznatljive mirisne karakteristike; lako su zapaljiva 1 brzo hlape na
temperaturama izmedu 40 1 80 °C (Bowles, 2012). Dosad je poznato oko 3 000 razli¢itih EtU
(Burt i Reinders, 2003.), koje biljkama Cesto sluze kao obrambeni mehanizmi protiv StetoCinja.
Najzastupljenije tvari u njthovom sastavu ukljucuju terpene i terpenoide, dok se rjede
pojavljuju spojevi s dusikom ili sumporom, kumarini i fenilpropanoidi (Niu i Gilbert, 2004.;
Hyldgaard i sur., 2012.). Obi¢no sadrze vise desetaka razlicitih komponenti, od kojih su dvije
do tri prisutne u znac¢ajno ve¢im koli¢inama (Bakkali 1 sur., 2008.). Zanimljivo je da ¢ak 1 kada
potjecu od iste biljne vrste, pa ¢ak i klonova biljaka, EtU mogu imati bitno razlicit kemijski
sastav ako se biljke uzgajaju u razli¢itim klimatskim ili geografskim uvjetima (Bowles, 2012).
U novije vrijeme sve vecu pozornost u istrazivanjima privlace biljne otpadne vode nastale
tijekom prerade maslina (OBVM), koje se razmatraju kao moguca 1 ekoloski prihvatljiva
zamjena za kemijska sredstva u poljoprivredi. OBVM se pojavljuju kao nusprodukt procesa
proizvodnje maslinovog ulja. Ovisno o koristenoj tehnologiji, bilo da se radi o klasi¢nom
preSanju, trofaznom ili dvofaznom centrifugalnom sustavu, uz maslinovo ulje nastaju i razlicite
kolicine krutih 1 teku¢ih ostataka. Kod prve dvije metode dobivaju se tri proizvoda: ulje, ¢vrsti
ostatak (komina) i tekuéi otpad, dok dvofazni sustav smanjuje koli¢inu tekuceg otpada jer
rezultira samo uljem 1 vlaznom kominom (Klen i Vodopivec, 2011; Yakhlef i sur., 2018).
Medutim, iako se radi o nusproizvodu, velike kolicine OBVM predstavljaju znacajan ekoloski
izazov, buduci da sadrze visoku razinu fitotoksi¢nih tvari koje mogu negativno djelovati na
vodene organizme i mikrobiolosku ravnotezu tla (European Commission, 2009). Zbog takvog
kemijskog sastava, ne preporucuje se njihova neposredna primjena u navodnjavanju ili

ispusStanje u prirodne vodotoke bez prethodne obrade (Cibelli 1 sur., 2017). Upravo zato,
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pronalazak odrzivih nacina za njihovu ponovnu uporabu, osobito u poljoprivredi, postaje

kljucan za zaStitu okolisa i zdravlja ljudi (Cibelli i sur., 2017). Jedan od glavnih problema
povezanih s OBVM jest nacin njihova zbrinjavanja, budu¢i da se ¢esto odlazu bez ikakve
prethodne prerade, ¢ime znacajno doprinose zagadenju okolisa (Ghilardi 1 sur., 2022.; Bouhia
i sur., 2022.). Ipak, neka istrazivanja pokazuju da OBVM, zahvaljujuéi sadrzaju organskih i
mineralnih sastojaka, mogu imati i pozitivan ucinak na razvoj biljaka, pod uvjetom da se
prethodno adekvatno obrade, primjerice filtriranjem, termi¢kom obradom ili centrifugiranjem
(Shabir 1 sur., 2023.). Osim toga, dokazano je da preradene OBVM mogu imati i antimikrobna
svojstva te djelovati inhibitorno na rast odredenih patogenih gljiva i bakterija (Yangui i sur.,
2008.; Cibelli i sur., 2017.; Yakhlefi sur., 2018).

Kao jedna od glavnih preventivnih mjera nastanka gljivicnih bolesti preporucuje se izbor
otpornih sorti. Pretpostavlja se da se na podrucju Mediterana uzgaja vise od 1 000 razli¢itih
sorata i tipova maslina (Pribeti¢, 2006), dok Rugini i sur. (2005) navode da broj kultiviranih
sorata moze doseéi i oko 2 500. Na podrudju istarskih maslinika, nesto vise od treéine stabala
pripada autohtonim sortama, medu kojima su najzastupljenije: Buza (50,69 %), Istarska bjelica
(30,22 %), Rosinjola (5,72 %) i Crnica, poznata i kao Karbonera (5,60 %), dok ostale sorte Cine
preostalih 7,77 %. Noviji nasadi ¢esto se podiZzu s introduciranim, uglavnom talijanskim

sortama poput Leccina, Frantoia i Pendolina (Bertosa, 2005).
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3. CILJEVI 1 HIPOTEZE ISTRAZIVANJA

Ciljevi ovog istrazivanja su:

1.
2.
3.

Identificirati i okarakterizirati gljive izolirane s masline.
U in vivo 1 in vitro uvjetima utvrditi patogenost identificiranih gljiva s masline.

U in vitro uvjetima utvrditi antifungalno djelovanje eteri¢nih ulja, njihovih glavnih
komponenti 1 biljnih voda i komponente hidroksitirosol na rast micelija fitopatogenih
gljiva.

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

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

Glavne hipoteze ovog istrazivanja su:

1.
2.
3.

Na maslini su prisutne nove vrste gljiva koje do sada nisu utvrdene u Hrvatskoj.
Postoje razlike u patogenosti gljiva izoliranih s masline.

Eteri¢na ulja, njihove glavne komponente i biljne vode i komponenta hidroksitirosol
medusobno se razlikuju u utjecaju na rast micelija fitopatogenih gljiva.

Neka etericna ulja, njihove glavne komponente i biljne vode 1 komponente
hidroksitirosol imaju jednaku ucinkovitost kao 1 komercijalni fungicid.

Odabrane sorte masline znacajno se razlikuju u otpornosti na ispitivane gljive.
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4. MATERIJALI 1 METODE RADA

4.1. Obilazak terena i izolacija gljiva iz biljnog materijala

Za potrebe istrazivanja, 2021. 1 2022. godine provedeno je terensko istrazivanje u Istri i na
Kvarneru u Hrvatskoj. Prikupljali su se uzorci biljnog tkiva maslina koje su pokazivale
simptome gljivicnog oboljenja, ukljucivsi suSenje grana i izbojaka ili mladica, susSenje i
otpadanje listova i plodova, pucanje kore grana i debla, savijanje grana, promjenu boje kore,
nekroze tkiva i1 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 izmedu zdravih i zarazenih dijelova bio vidljivo izrazen. Uzorci su
stavljeni u Ciste crne plasti¢ne vrecice, oznaceni su i pohranjeni u prijenosni hladnjak na +4 °C.
Uzorci su fotografirani, nakon ¢ega su isprani vodom iz slavine te su obradeni ovisno o tome
je liuzorak bio grana, list, kora ili plod masline. Pomocu sterilnog kirur§kog skalpela uklonjena
je kora s grana, a zatim su uzorci usitnjeni vocarskim Skarama. Komadi¢i grana potopljeni su
u 70% etanol, nakon ¢ega 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 rasporedeni na sterilni ubrus papir unutar
laminarnog protocnog kabineta (Niive LN 090, Ankara, Turska) kako bi se omogucilo suSenje.
Za povrsinsku sterilizaciju, listovi su isprani pod vodom iz slavine, zatim su potopljeni u 70 %
etanol, isprani sterilnom destiliranom vodom 1 postavljeni na sterilni ubrus papir u laminarnom
proto¢nom kabinetu. Nakon suSenja, 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 §to su se gljive razvile, iste su se precijepile na ¢istu KDA kako
bi se dobila ¢ista kultura gljive. Nakon dobivanja Ciste 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 uzro€nika gljiviénih 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 pronadene vrste iz porodice Botryosphaeriaceae oznacene su na karti
zelenom bojom, Bicogniauxia spp. smedom bojom, Cytospora sp. ljubi¢astom bojom, Nigrospora spp.
zutom bojom, Phaeoacremonium sp. naran¢astom bojom i Sordaria sp. plavom bojom. Slika je izradena

primjenom alata Google Maps.

4.2. MorfoloSka karakterizacija

Nakon §to su se gljive razvile na KDA, provedena je morfoloska karakterizacija gljiva te
usporedba rezultata s rezultatima molekularne dijagnostike. Za detaljniju morfolosku
karakterizaciju gljive su nacijepljene na podloge koje su omogucile razvoj spora i struktura
potrebnih za morfoloSku karakterizaciju. Za vrste iz porodice Botryosphaeriaceae koristio se
vodeni agar (VA) s dodatkom borovih iglica (Pinus L.) te inkubacija na 25 °C. Za Cytospora
sp. koristio se KDA 1 temperatura inkubacije od 25 °C. Za vrste Biscogniauxia spp. 1 Sordaria
sp. koristili su se KDA, maltno-ekstraktni agar (MEA) 1 VA te temperatura inkubacije od 25
°C. Za vrste Nigrospora spp. koristila se podloga KDA 1 temperatura inkubacije od 28 °C, dok
je za izolat JA20 NP, kasnije identificiran kao Nigrospora osmanthi Mei Wang & L. Cai
isprobano nekoliko razli¢itih podloga s ciljem poticanja izolata na sporulaciju, ukljucujuci
inkubaciju na KDA, VA i MEA pri temperaturama 22 °C, 25 °C, 28 °C, 30 °C; 1/2 jacine KDA,
VA + borove iglice, uzgoj na tkivu biljke domacina, uzgoj na mikroskopskom stakalcu,
izlaganje ultraljubicastom svjetlu (12 h dan / 12 h no¢), inokulacija na kori banane i KDA +
banana pri 28 °C. Podloga KDA + banana je potaknula sporulaciju izolata. Detaljna morfoloska
karakterizacija ukljucivala je temeljitu procjenu znacajki kolonije, obuhvacajuéi karakteristike
poput boje, oblika, uzdignutosti, ruba, povrSine i prozirnosti. Nadalje, analizirane su
karakteristike spora, ukljucujuci boju, oblik, prisutnost ili odsutnost pregrada (septuma) te

njihove dimenzije. Dodatno, provedeno je odredivanje brzine rasta i1 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 Ciste kulture gljiva. Za ekstrakciju ukupne
genomske DNK korisSteni su komercijalni kitovi, prema uputama proizvodaca. Za provedbu
PCR reakecije koristili su se parovi poc¢etnica 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-a prema Carbone i Kohn (1995). Popis koristenih pocetnica za vrste

prikazani su u Tablici 1.

Tablica 1. Popis koristenih regija genoma i odgovarajuéih pocetnica za amplifikaciju.

Regija genoma Vrsta gljive

i koriStene pocetnice Botryosph  Biscogniau Cytospora  Nigrospora  Phaeoacremoniu

aeriaceae xia spp. sp. spp. m sp.

Sordaria
sp.

ITS

ITS1 X X X X X
(5' TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3"

ITS5

5 X
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG

3)

ITS4 X X X X X
(5' TCCTCCGCTTATTGATATGC3")

TUB2

Bt2a X X X X
(&'

GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC

39

Bt2b X X X X
(&'

ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC

3"

Btub2Fd
(5" AACATGCGTGAGATTGTAAGT X
3"

Btub4Rd X
(5 TAGTGACCCTTGGCCCAGTTG
3"

TEF1-a

EF1-728F X X X X
(5 CATCGAGAAGTTCGAGAAGG 3")

EF1-986R X X X X
(5 TACTTGAAGGAACCCTTACC3")

Amplifikacija za vrste iz porodice Botryosphaeriaceae i vrstu Sordaria sp. provedena je prema
metodi Slippers 1 sur. (2004), za Biscogniauxia spp. prema Mazzaglia 1 sur. (2001), dok je za
Cytospora sp. koristen protokol prema Fan i sur. (2020). Za Nigrospora spp. PCR amplifikacija
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ITS (parovi pocetnica ITS1 1 ITS4) i TEF1-a regija izvedena je prema White i sur. (1990), dok

je za ITS (parovi pocetnica ITS5 i ITS4) i TUB2 regije koriSten protokol prema Hao i sur.
(2020). Amplifikacija za Phaeoacremonium sp. provedena je prema Alves i sur. (2006). Nakon
provedene PCR reakcije, izvrSena je elektroforeza na 1% agaroznom gelu te vizualizacija PCR
produkata radi odredivanja veli¢ine produkta i uspjeSnosti reakcije. Sekvenciranje PCR
produkata provedeno je putem Macrogen Europe sekvencijskog servisa (Amsterdam,
Nizozemska). Sekvenciranje je provedeno u oba smjera, koristeci iste poCetnice kao 1 za PCR
amplifikaciju. Dobivene nukleotidne sekvence ocitane su i uredene pomocu softvera
Sequencher® (Gene Codes Corporation, Michigan, SAD). Usporedna analiza sekvenci
provedena je s postojec¢im sekvencama dostupnim u GenBank bazi podataka Nacionalnog
centra za biotehnoloske informacije (NCBI, Maryland, SAD). Konsenzus sekvence dobivene
ovim istrazivanjem pohranjene su u GenBank (NCBI, Maryland, SAD) bazu podataka.
Filogenetske analize provedene su zasebno za pojedinacne genske regije kao i za kombinirane
regije. Poravnanje sekvenci izvrSeno je pomocu softvera ClustalX2 (Saitou i sur., 1987).
Evolucijska povijest rekonstruirana je metodom najblizeg susjeda (eng. Neighbour-Joining
Method), pri ¢emu je prikazano optimalno stablo. KoriStena je bootstrap analiza s 1000
ponavljanja koja prikazuje postotak ponovljenih stabala u kojima su se povezane taksonomske
jedinice grupirale zajedno, $to je prikazano uz odgovarajuce grane (Felstenstein i sur., 1985).
Evolucijske udaljenosti izracunate su metodom maksimalne sloZene vjerojatnosti (eng.
Maximum Composite Likelihood) i prikazane kao broj zamjena baza po lokaciji (Tamura i sur.,

2004). Za izvodenje evolucijske analize koristen je softver MEGAT11 (Tamura i sur., 2021).

4.4. Testovi patogenosti

Testovi patogenosti provedeni su u uvjetima in vivo 1/ili in vitro. Za provedbu testova koriSten
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 utvrdene u ovom istrazivanju, patogenost je ve¢ prethodno
dokazana u istrazivanjima, dok za ostale vrste nije bila ispitivana. Stoga je, na temelju proucene
literature 1 simptoma koje uzrokuju na drugim biljnim vrstama, odabran biljni dio na kojem se
vr$ila umjetna zaraza. Odnosno, za sve vrste osim Nigrospora spp., zaraza sadnica i/ili biljnih
dijelova provedena je na drvenom dijelu biljke (granama). Primjenom busaca 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 ¢istog
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KDA. Za Nigrospora spp. zaraza je izvrSena injektiranjem homogeniziranog samljevenog

micelija u peteljku lista, s obzirom na to da su navedene gljive poznate kao uzrocnici bolesti
listova (pjegavosti ili toCkastog oboljenja lista). Kao kontrola koriStena je sterilna destilirana
voda. Sadnice 1 biljni dijelovi drzani su u kontroliranim uvjetima (u plasteniku i u laboratoriju)
do pojave simptoma. Tijekom tog perioda biljezeni su simptomi koji su se razvijali. Nakon
razdoblja inkubacije, zarazeni biljni dijelovi prikupljeni su u vreéice. U slucaju zaraze na
granama, mjerene su nekroticne promjene iznad i ispod mjesta inokulacije. Radi potvrde
patogenosti, proveden je Kochov postulat, mali dio nekroti¢nog tkiva s perifernog dijela lezije

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

4.5. Test osjetljivosti sorti

S obzirom na to da su vrste iz porodice Botryosphaeriaceae poznate kao izrazito Cesti i medu
najagresivnijim patogenima masline, u ovom istrazivanju ispitana je osjetljivost
najzastupljenijih sorata maslina koje se uzgajaju na podrucju Istre. Poseban naglasak stavljen
je na procjenu reakcije sorata koje su od gospodarskog znacaja, kako bi se utvrdile eventualne
razlike u stupnju osjetljivosti pojedinih genotipova. Od hrvatskih autohtonih sorata odabrane

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

4.6. Antifungalno djelovanje eteri¢nih ulja

Za ispitivanje antifungalnog djelovanja EtU koriSteno je Sest komercijalnih EtU, zajedno s
najzastupljenijom komponentom svakog EtU. KoriStena EtU dobivena su iz sljedecih 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
Pranarom 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 proizvoda¢a. Komponente karvakrol,
eugenol 1 mentol nabavljene su od tvrtke Thermo Fisher Scientific Inc. (Fair Lawn, NJ, SAD),
e-cinamaldehid 1 limonen od Thermo Fisher GmbH (Kandel, Njemacka), a timol od VWR
International (Leuven, Belgija).

EtU testirana su u pet koncentracija: 10 uLL/10 mL, 20 pL/10 mL, 50 pL/10 mL, 75 pL/10 mL
1 100 pL/10 mL, §to odgovara volumnim omjerima od 0,1 %, 0,2 %, 0,5 %, 0,75 % 11,0 % u

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

Cisti KDA koristen je kao pozitivna kontrola. Kao negativna kontrola koristena su dva
komercijalna fungicida koja se uobicajeno primjenjuju za suzbijanje fitopatogenih gljiva u
uzgoju maslina: Nativo 75WG (Bayer d.o.o0., Zagreb, Hrvatska) i Cabrio TOP (BASF Croatia,
Zagreb, Hrvatska). Fungicidi su razrijedeni do radne koncentracije preporucene za tretiranje
maslina prema uputama proizvodaca. Koncentracija za Nativo 7SWG iznosila je 20 g/100 L, a
za Cabrio TOP 200 g/100 L. Umjesto vode, koriStena je ista kolicina KDA (Palfi, 2017).
EtU 1 njihove komponente koriSteni su za procjenu kontaktnog uc¢inka na rast micelija gljiva.
KDA pripremljen je prema uputama proizvodaca, a temperatura cijele podloge prac¢ena je dok
se nije ohladila na priblizno 50 °C. Nakon hladenja, 10 mL KDA ulijevano je u sterilne Falcon
epruvete. U epruvete je potom pipetiran odgovaraju¢i volumen EtU/komponente/fungicida te
je smjesa mijeSana staklenim Stapi¢em i lagano izmijeSana u vorteksu dok se nije postigla
homogena otopina. Otopina je izlivena u sterilne Petrijeve zdjelice promjera 90 mm. Nakon $to
se podloga stvrdnula, micelijski disk promjera 4 mm aktivno rastuée kulture gljive izrezan je
pomocu buSaca micelija i inokuliran u srediSte KDA podloge sterilnom laboratorijskom iglom,
paze¢i da gornja strana diska bude okrenuta prema podlozi. Petrijeve zdjelice zatvorene su
parafilmom i inkubirane pod odgovaraju¢im uvjetima. Cijeli postupak proveden je u
laminarnom proto¢nom kabinetu. Za vrste iz porodice Botryosphaeriaceae, Biscogniauxia spp.,
Cytospora sp., Phaeoacremonium sp. 1 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) 1 koncentraciju. Rast micelija mjerio
se nakon 2, 4 1 10 dana od inokulacije. Za izolate kod kojih nije zabiljeZen rast gljiva pri
kona¢nom 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
fungistatian, dok je u slucaju izostanka micelijskog rasta tretman smatran fungicidnim.
NajniZa koncentracija EtU/ komponente/ fungicida koja je rezultirala potpunom inhibicijom
rasta micelija zabiljeZena je kao minimalna inhibicijska koncentracija (MIC), a najniza
koncentracija koja je pokazala fungicidno djelovanje zabiljeZena je kao minimalna fungicidna

koncentracija (MFC).

4.7. Antifungalno djelovanje otpadnih biljnih voda masline

OBVM prikupljena je izravno od preradivaca maslina u Istarskoj Zupaniji, 2021. godine.

11
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Vrijeme izmedu berbe i prerade maslina iznosilo je Cetiri sata, a temperatura tijesta tijekom

prerade odrzavana je na 24 °C. Proces malaksacije odvijao se uz kontinuirano hladenje vodom
temperature 12 °C. Maslinovo ulje ekstrahirano je centrifugiranjem, koristenjem dvofaznog
Pieralisi sustava s mlinom ¢eki¢arem. OBVM je izdvojena iz hrvatskih sorti maslina Buza,
Buza Puntoza, 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 pocetku je odredena boja uzoraka, a zatim su uzorci filtrirani pomoc¢u vakuum
filtra s filter papirom visokog protoka. Nakon filtracije, uzorci su centrifugirani pri 4000
okretaja/minuti tijekom 10 minuta na +4 °C pomocu centrifuge Hettich 320 R (Tuttlingen,
Njemacka). pH vrijednost OBVM uzoraka odredena je na sobnoj temperaturi pomocu pH
metra, koji je prethodno kalibriran s certificiranim pH puferima (Mettler-Toledo GmbH,
Greifensee, Svicarska). Uzorci su potom podijeljeni u dvije frakcije. U jednu frakciju dodana
je klorovodic¢na kiselina (HCI) kako bi se pH smanjio na 2, s ciljem sprjecavanja oksidacije i
ocuvanja 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 ¢emu je jedan dio pohranjen na -20 °C, a drugi na sobnoj temperaturi.

4.7.1. Odredivanje fizikalnih i kemijskih parametara

OBVM (300 pL) pomijeSana je s 1 200 uLL metanola kako bi se postigao omjer razrjedenja 1:5.
Smjesa je intenzivno izmijeSana (vorteksirana) i centrifugirana pri 16 000xg tijekom 5 minuta
na 25 °C pomocu centrifuge. Nakon centrifugiranja, 300 pL supernatanta je liofilizirano i
rekonstituirano u 600 pL poc¢etne mobilne faze koja se sastojala od vode s 2 % metanola 1 0,1
% octene kiseline. Rekonstituirana otopina vorteksirana je 30 sekundi i prebacena u bocice za
HPLC analizu. Fenolni profil odreden je koriStenjem LC-MS/MS sustava. Separacija je
provedena na C18 core-shell koloni (2,1 mm x 150 mm, 2,7 pm, Advanced Materials
Technology) na 37 °C. Ubrizgano je 1 pL uzorka, a elucija je provedena linearnim gradijentom
s mobilnim fazama A (voda / 0,1 % octena kiselina) 1 B (metanol / 0,1 % octena kiselina)
protokom od 0,35 mL/minuti. Polifenolni spojevi identificirani su i kvantificirani pomoc¢u
analitickih standarda. Svaki uzorak analiziran je u Cetiri ponavljanja, a sadrzaj fenola izrazen
je kao srednja vrijednost = standardna devijacija.

Odredivanje koncentracije Se€era provedeno je prema metodi DuBois 1 sur. (1956), pomocu
spektrofotometra na valnim duljinama od 480 nm i1 490 nm. Apsorbancija je mjerena u
kvarcnim kivetama od 1 cm nakon dodatka DuBois reagensa. Mjerenja su provedena na sobnoj

temperaturi, a koncentracija Secera izraunata je na temelju kalibracijske krivulje izradene
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pomocu glukoze (0-100 mg/L). Svaki uzorak analiziran je u tri ponavljanja, a rezultati su

izrazeni kao srednja vrijednost + standardna devijacija.

Za odredivanje udjela suhe tvari i vode, 3 mL svakog uzorka stavljeno je u staklenu ¢asu za
vaganje. Uzorci su suSeni u suSioniku na 103 °C tijekom 24 h. Masa prazne ¢ase, uzorka prije
i nakon suSenja, odredene su analitickom vagom. Masa suhe tvari izracunata je formulom:
mdm=m3 —ml, gdje je mdm masa suhe tvari, m1 masa prazne ¢ase, m2 masa ¢ase s uzorkom
prije suSenja, a m3 masa nakon susSenja. Pocetna masa uzorka izracunata je kao mwet = m2 —
ml. Udio vode izracunat je prema WH20 = 100 % — Wdm, gdje je Wdm = (mdm/mwet) x
100 %. Svaki uzorak analiziran je u tri ponavljanja, a rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost
+ standardna devijacija.

Ukupni sadrzaj ugljika 1 duSika istovremeno je analiziran pomoc¢u analizatora TOC-L-
CPH/TNM-L-ROHS. Uzorak od 3 mL pomijeSan je s 27 mL 0,2 % HCI Nakon
homogenizacije, analiziran je primjenom uredaja. Svaki uzorak analiziran je u tri ponavljanja,

a rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost = standardna devijacija.

4.7.2. Antifungalno djelovanje OBVM i fenola

Za procjenu uc¢inaka OBVM 1 fenola koriSteni su reprezentativni izolati fitopatogenih gljiva
izoliranih s maslina, koji su prethodno koriSteni i za odredivanje antifungalnog djelovanja EtU.
Za testiranje antifungalnog djelovanja koriSteno je pet razlic¢itih OBVM, kao i fenoli vanilinska
kiselina, koja je bila najzastupljenija ili medu najzastupljenijima u analiziranim uzorcima te
hidroksitirozol, koji je, prema literaturi, identificiran kao dominantan spoj u OBVM s jakim
antimikrobnim djelovanjem (Krid 1 sur., 2011; Yakhlef i sur., 2018). Vanilinska kiselina 1
hidroksitirozol nabavljeni su od Sigma Aldrich (Merck KGaA, Darmstadt, Njemacka). OBVM
je testirana u pet koncentracija: 0,2 %, 0,5 %, 2 %, 6 % 1 10 % (volumno u podlozi), dok su
hidroksitirozol i vanilinska kiselina testirani u koncentracijama od 0,1 % 1 0,5 %. Cista KDA
koristena je kao pozitivna kontrola, dok je fungicid Nativo 75WG (Bayer d.o.0., Zagreb,
Hrvatska), uobicajeno koriSten u maslinarstvu, koriSten kao negativna kontrola. Fungicid je
razrijeden prema preporuci proizvodaca na 20 g/100 L. KDA je koristen umjesto vode (Palfi,
2017). KDA je pripremljen prema uputama proizvodaca, a temperatura podloge pracena je do
hladenja na 45 °C (Yangui i sur., 2008). Potom je 10 ml KDA preneseno u sterilne Falcon
epruvete. Dodana je odgovarajuca kolicina OBVM, spoja ili fungicida. Otopina je promijeSana
staklenim Stapi¢em i lagano izmijeSana (vorteksirana) do homogenosti. Otopina je ulivena u
sterilne Petrijeve zdjelice (90 mm). Nakon skruc¢ivanja podloge, disk micelija gljive promjera

4-mm prenesen je sterilnom iglom u srediste podloge, s povr§inom 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 koristeno 28 °C. Svaka varijanta i koncentracija izvedena je u tri
ponavljanja. Rast gljiva pracen je drugog i sedmog dana nakon inokulacije. Za izolirane vrste
kod kojih nije uocen rast do kraja pokusa, polovica diska micelija prenesena je na svjezi KDA

radi provjere odrzivosti, kao i kod testova s EtU.

4.7.3. Antagonisticka aktivnost mikroorganizama izoliranih iz OBVM

Uzorci OBVM su protreseni i homogenizirani pomoc¢u vorteks uredaja. Zatim je 100 uL
neobradene OBVM pipetirano na tri razliCite hranjive podloge: KDA, MEA 1 hranjivi agar
(HA). Pripremljena su tri ponavljanja za svaku podlogu. Nakon sedmodnevne inkubacije na
sobnoj temperaturi (23 °C), razvijeni mikroorganizmi preneseni su na ciste podloge. Za
izolaciju gljiva koristen je KDA + 25 mg/l streptomicina. Za proci§¢avanje bakterija, uzorci su
stavljeni u sterilni PBS (fosfatno-puferska otopina), vorteksirani i centrifugirani pri 1 000xg
tijekom 5 minuta, a zatim inokulirani na ¢isti HA. Postupci su ponavljani do dobivanja ¢istih
kultura. Ukupno su izolirana tri izolata kvasaca, jedan izolat bakterije i tri izolata gljiva.

Za identifikaciju kvasaca 1 bakterija koriStena je MALDI-TOF MS analiza. Kvasci su uzgajani
na KDA + 25 mg/] streptomicina, a bakterije na HA tijekom cetiri dana na 23 °C. Uzorci
kolonija analizirani su pomocu uredaja Bruker Microflex LT MS (Billerica, Massachusetts,
SAD), koriste¢i brzu ekstrakciju pomocu FA 1 HCCA matrice. Spektri su usporedeni s
referentnom bazom podataka Bruker Biotyper v3.1. Za identifikaciju plijesni koriStena je PCR
metoda, koriste¢i istu metodologiju za identifikaciju izolata gljiva prikupljenih na terenu. Za
amplifikaciju koriStena je ITS regija genoma, primjenom para pocetnica ITS1 1 ITS4 (White et
al., 1990).

Antagonisti¢ki pokus proveden je metodom dvostruke kulture (Fokkema, 1978; Zivkovi¢ 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 uL), udaljen 3 cm od
patogena. KDA inokulirana samo s patogenom sluZila je kao kontrola. Pokus je postavljen u tri
ponavljanja. Kod pokusa s Penicillium sp. koriSten je 4-mm micelijski disk. Postotak inhibicije
rasta (PGI) izraCunat je prema formuli:

PGI (%) = (KR — R1) / KR x 100, gdje je KR udaljenost od inokulacije do ruba kolonije u
kontroli, a R1 udaljenost prema antagonistu.

PGI vrijednosti kategorizirane su prema ljestvici:

O=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 izmedu patogena i antagonista sedmog dana

inkubacije.

4.7.4. Statisticka analiza

Za odredivanje kardinalnih temperatura za rast gljiva iz porodice Botryosphaeriaceae
izraCunate su prosjecne vrijednosti. Empirijsko matematicko modeliranje, primjenom metode
najmanjih kvadrata prema opisu Sanchez i sur. (2003), provedeno je u okviru odgovarajucih
polinomnih regresija tre¢eg, Cetvrtog, petog i Sestog stupnja, koriste¢i program Microsoft
Office Excel. Budu¢i da se jednadZzba Sestog stupnja najbolje uklapala u ispitivane podatke 1
najvjernije je pratila tocke odredenih brzina rasta, ona je koriStena za daljnje odredivanje
kardinalnih temperatura. Kako bi se iz jednadzbe dobile minimalne, maksimalne i optimalne
kardinalne temperature, opisano empirijsko matematicko modeliranje primjenom metode
najmanjih kvadrata provedeno je pomocu matematickog programa Wolfram Alpha LLC
(Wolfram Research, Inc.,Champaign, Illinois, SAD).

Podaci dobiveni testiranjem osjetljivosti sorata analizirani su jednofaktorskom analizom
varijance (ANOVA), nakon ¢ega je primijenjen Tukeyjev test radi utvrdivanja statisticki
znacajnih razlika izmedu srednjih vrijednosti na razini znacajnosti od 5 %. Statisticka obrada
podataka provedena je pomocu statistickog softvera SAS Enterprise Guide 8.4. (SAS Institute,
Cary, North Carolina, SAD). Podaci su prikazani kao aritmeticke sredine, standardne devijacije
195 %-tni intervali pouzdanosti za srednju vrijednost.

Podaci dobiveni testiranjem antifungalnog djelovanja EtU analizirani su primjenom
dvofaktorske ANOVA analize, uzimajuéi u obzir sva dostupna mjerenja, tretmane i
koncentracije, koriste¢i Python 3.8.10 (Python Software Foundation, Wilmington, DE, SAD),
kako bi se utvrdilo postoje li statisticki znacajne razlike izmedu primijenjenih tretmana te
procijenile interakcije izmedu svih analiziranih skupina. Potom, provedena je jednofaktorska
ANOVA te Tukeyjev test viSestrukih usporedbi, koriste¢i SAS Enterprise Guide 8.4. (SAS
Institute, Cary, North Carolina, SAD). Podaci su prikazani kao aritmeticke sredine, standardne
devijacije 1 95 %-tni intervali pouzdanosti za srednju vrijednost. U odredenim slucajevima,
kada rezultati jednofaktorske ANOVA analize nisu pokazali statisticki znacajne razlike izmedu
tretmana, ali su vizualno uocene razlike u rezultatima, dodatno su provedeni T-testovi za
usporedbu odredenih parova, takoder pomocu SAS Enterprise Guide 8.4 (SAS Institute, Cary,
North Carolina, SAD). Inhibicijski u€inak EtU 1 njihovih komponenti na rast micelija

fitopatogenih gljiva izracunat je u programu Microsoft Office Excel prema formuli Wu 1 sur.
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(2013): T (%)=C—TC-0,4x100, 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 statisticka analiza kemijskog profila, izraCuni povezani s antagonistickim
ucinkom, izra¢un postotne inhibicije, vrijednosti MIC 1 MFC, kao i izrada stupcastih dijagrama
za prikaz antagonistickog uc€inka, provedeni su pomocu programa Microsoft Office Excel.
Graficki prikazi (toplinske karte) izradeni su koriste¢i Python 3.10.12. (Python Software
Foundation, Wilmington, DE, SAD). Antifungalna ucinkovitost OBVM, komponenti i
fungicida procijenjena je pomocu SAS Enterprise Guide 8.4 (SAS Institute, Cary, North
Carolina, SAD). Podaci su prikazani kao aritmeticke sredine, standardne devijacije i 95 %-tni

intervali pouzdanosti za srednju vrijednost.
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5.REZULTATIISTRAZIVAN]JA S RASPRAVOM

5.1. Simptomi gljivicnog oboljenja zamijeceni na terenu

Tijekom terenskih istrazivanja na zarazenim stablima maslina opazen je Sirok spektar
simptoma, ukljucujuci susenje i propadanje grana i izbojaka, venuce i otpadanje listova, trulez
1 otpadanje plodova, pucanje i crvenkasto-smede obojenje kore, kao 1 pojava nekroti¢nih lezija
(Slika 2). Nakon laboratorijskih analiza utvrdeno je da su ti simptomi povezani sa zarazama
uzrokovanim razli¢itim vrstama gljiva.

Simptomi zaraze gljivama iz porodice Botryosphaeriaceae ukljucivali su suSenje i odumiranje
grana 1 izbojaka, otpadanje listova, pucanje kore te pojavu nekroza na kori. Ovi simptomi u
skladu su s onima prethodno zabiljezenima u drugim istraZzivanjima (Kaliterna i sur., 2012;
Hernandez-Rodriguez i sur., 2022).

Kod odredenih stabala uo¢en je kompleks simptoma ukljucujuéi stvaranje rak-rana, intenzivno
suSenje 1 pucanje kore, unutarnje obojenje tkiva ispod kore u nijansama od crvenkastosmede
do gotovo crne, S$to je povezano sa zarazom vrstama roda Biscogniauxia. Do sada je B.
mediterranea jedina vrsta ovog roda potvrdena kao patogen na maslini, s utvrdenim
simptomima nekroze kore, njenog odvajanja i suSenja grana (Gharbi i sur., 2020).

Simptomi suSenja grana i grancica, smede unutarnje nekroze u granama i ispod kore te
propadanje plodova povezani su sa zarazom s vrstom Cytospora sp. Ove nalaze potvrduju i
Moral i sur. (2017), koji navode Cytospora spp. kao uzro¢nike suSenja grana masline.
Simptomi pjegavosti listova, gdje su listovi bili suhi, Zu¢kastosmede do tamnosmede boje sa
smedim pjegama, a otpali kod jace izraZenih zaraza, uoceni su kod zaraza vrstama Nigrospora
spp. Ovi simptomi obi¢no su zahvacali samo dijelove krosnje. lako Nigrospora spp. do sada
nisu bile zabiljeZene kao patogeni masline, postoje raniji nalazi izolacije vrste N. oryzae s
maslina bez potvrdene patogenosti (Fisher 1 sur., 1992). Medutim, Nigrospora spp. su poznati
uzrocnici bolesti lista kod drugih biljnih vrsta (Raza i sur., 2019; Luo i sur., 2020).

Zaraza gljivom roda Phaeoacremonium bila je pracena susenjem boc¢nih grana, osobito s jedne
strane stabla te pojavom unutarnjih nekroza smede boje koje su se Sirile ispod kore. Vrste ovog
roda poznate su kao patogeni masline, uzrokuju¢i simptome susenja grana i nekroza (Carlucci
i sur., 2013; Urbez-Torres i sur., 2013).

Kod pojedinih stabala opaZeni su simptomi suSenja grana i listova te promjene boje kore

povezane sa zarazom vrstom Sordaria sp.. Medutim, prema dostupnoj literaturi, ova gljiva do
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sada nije zabiljezena kao uzro¢nik bolesti masline.

Slika 2. Simptomi gljivicnog 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 morfoloska identifikacija gljiva

Phillips 1 sur. (2013) navode da su morfoloske karakteristike same po sebi nedovoljne za
definiranje rodova ili identifikaciju vrsta, s obzirom na njihovu varijabilnost tijekom razvoja te
neizbjezno preklapanje karakteristika. Autori navode kako se najto¢nija identifikacija gljiva
postize kombinacijom morfoloSkih karakteristika 1 molekularnih metoda. Stoga, na temelju
morfoloske karakterizacije te molekularne 1 filogenetske identifikacije, ukupno je identificirano

13 izolata gljiva iz porodice Botryosphaeriaceae. Medu njima su identificirana Cetiri izolata
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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 Cetiri izolata vrste Neofusicoccum parvum (Pennycook
& Samuels) Crous, Slippers & A.J.L. Phillips.

Takoder, 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, ukljucujuci
sorte maslina s koje su prikupljeni i odgovaraju¢i GenBank pristupni brojevi prikazani su u
Tablici 2. Detaljni opisi morfoloskih karakteristika te rezultati odredivanja 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-a
R8 NP Nepoznata 0Q338370 0Q348378 0Q348385
PL1 NP Botryosphaeria dothidea Nepoznata 0Q352832 0Q361692 0Q553927
~ N17BJA3 Istarska bjelica 0Q353073 0Q361697 0Q553926
R19F Frantoio 0Q354201 0Q361700 0Q361701
IKB9 B2II Diplodia mutila Buza 0Q338569 0Q348379 0Q348386
V16 K211 Diplodia seriata Karbonaca 0Q352870 0Q361695 0Q361696
V16 BI Dothiorella iberica Buza 0Q339205 0Q348381 0Q348388
V12 PEN Dothiorella sarmentorum Pendolino 0Q339150 0Q348380 0Q348387
~ RISPEN1 Pendolino 0Q341230 0Q348383 0Q348390
IMK9 Istarska bjelica 0Q352837 0Q361693 0Q361694
IBVI
V16 Neofusicoccum parvum Karbonaca 0Q341191 0Q348382 0Q348389
K1
R18 Buza 0Q353087 0Q361698 0Q361699
B1
V21 Buza 0Q341428 0Q348384 0Q553928
B5I
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Sordariomycetes
SL2 Porecka rosulja 0Q734646 0Q744688 0Q754165
PRI
N17 Istarska bjelica 0Q733307 0Q744682 0Q744689
BJA1
R18 Buza 0Q733361 0Q744684 0Q744691
B3I
R18 Leccino 0Q746452 0Q744687 0Q744694
LECII
R18 Biscogniauxia mediterranea Leccino 0Q733486 0Q744686 0Q744693
LEC1
R19 Buza 0Q733324 0Q744683 0Q744690
B1
ISN9 Leccio del Corno 0Q729816 0Q942633 0Q744681
LDC3I
IMK9 Nepoznata 0Q646787 0Q725012 0Q725013
3611
R18 Buza 0Q933231 0Q744685 0Q744682
BII
Vie Biscogniauxia nummularia Buza 0Q743781 0Q754166 0Q754167
B3
SL2 PRIV Cytospora pruinosa Porecka rosulja 0Q642321 0Q652101 /
~ VI6BII Buza 0Q644501 0Q694815 /
P13 LECIII Nigrospora gorlenkoana Leccino 0P999642 0Q286068 0Q286069
JA20 NP Nigrospora osmanthi Nepoznata 0OP999639 0Q275027 0Q275028
R18 BI Nigrospora philosophiae- Buza 0P999644 0Q286067 0Q286066
doctoris
SL1 Nepoznata 0Q828656 0Q835632 0Q835629
NP2 Sordaria fimicola
ISN9 Pendolino 0Q828658 0Q835630 0Q83563
PEN
R18 B4 Phaeoacremonium iranianum Buza OP627795 OP684932 OP684933

5.3. Test patogenosti

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

ey e e

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

Na temelju provedenih istrazivanja, identificirano je ukupno Sest razli¢itih vrsta kao uzroc¢nika
botriosferijskog suSenja maslina u Hrvatskoj, tj. B. dothidea, D. mutila, D. seriata, Do. iberica,
Do. sarmentorum 1 N. parvum. Prisutnost vrsta D. mutila, Do. iberica 1 Do. sarmentorum na
stablima masline u Hrvatskoj do sada nije bila dokumentirana, $to ovo istrazivanje ¢ini prvim
izvjes¢em o njihovoj pojavi. Nadalje, ovo istrazivanje predstavlja prvo dokumentirano izvjesée
o prisutnosti gljive B. mediterranea i C. pruinosa kao uzroc¢nika bolesti masline u Hrvatsko;j.
Takoder, po prvi put u svijetu potvrdeno je da B. nummularia, S. fimicola, P. iranianum te tri
identificirane vrste roda Nigrospora spp. uzrokuju bolesti maslina, uklju¢ujuéi prvo zabiljezeno

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 Buza pokazala je najveCu otpornost na Do. sarmentorum, sa statisticki
znacajnom razlikom u usporedbi s ostalim sortama (Tablica 3). Slijede po otpornosti, silaznim
redom: Do. iberica, D. seriata 1 B. dothidea. S druge strane, sorta Buza pokazala je najvecu

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

na D. seriata i B. dothidea. Najveca osjetljivost zabiljezena je prema N. parvum, sa statisticki
znaCajnom razlikom u usporedbi s ostalim vrstama. Istarska bjelica takoder je pokazala
izrazenu osjetljivost na D. mutila.

Sorta Leccino imala je najvecu otpornost na Do. iberica i D. seriata. Najosjetljivija je bila na
B. dothidea, zatim na Do. sarmentorum i N. parvum, a zna¢ajna osjetljivost zabiljezena je i na
D. mutila.

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

seriata 1 B. dothidea. S druge strane, pokazala je znacajnu osjetljivost na N. parvum i D. mutila.

Tablica 3. Rezultati testa patogenosti /testa otpornosti sorata s prosje¢nim vrijednostima duljine
nekroti¢nih promjena (srednja vrijednost + standardna devijacija, u mm) za Sest izolata gljiva

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

kontrolom.
Vrsta Sorta
Buza 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  510=+2,32 c 10,05 +5,41 be
Dothiorella iberica 5,50+ 1,03 b 3,65+1,93 c 3,75+2,02 C 4,95 +2,85 cd
Dothiorella sarmentorum 470+1,92 bc 4,55+1,42 ¢ 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 znacajno razlicite prema Tukeyjevom testu znacajnosti (p < 0,05).

Pri evaluaciji otpornosti sorti na patogene gljive (Slika 4), Buza je pokazala najvecu 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). Sli¢no tome, za D. mutila,
Buza je ponovno pokazala najvisu otpornost (19,16 +6,27), zatim Rosinjola (22,25 +6,36) 1
Leccino (44,95 +20,75), dok je Istarska bjelica bila najosjetljivija (84,33 + 33,28).

Za D. seriata, Leccino je pokazala najviSu otpornost (5,10 +2,32), potom Buza (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 slucaju 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 Buza bila najosjetljivija (5,50 + 1,03).

Za Do. sarmentorum, Istarska bjelica takoder je pokazala najviSu otpornost (4,55 +1,42),
slijede Buza (4,70+1,92) 1 Rosinjola (4,85+0,75), dok je Leccino bila znatno osjetljivija
(53,99 +20,04).

U slucaju zaraze s N. parvum, Buza je ponovno pokazala najvecu 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).
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Slika 4. Rezultati testa osjetljivosti sorata. Prikazane su prosjecne vrijednosti duljine
nekroti¢nih promjena (mm) po pojedinoj sorti, prikazane stupcima razli€itih 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 zastiti,
s minimalnim utjecajem na okoli§ (Moral 1 sur., 2017). Latinovi¢ i sur. (2013) 1 Moral 1 sur.
(2017) takoder su utvrdili razlike u otpornosti sorti na pojedine vrste iz porodice
Botryosphaeriaceae. Kako navode Latinovi¢ i sur. (2013), identifikacija otpornih sorti mogla
bi predstavljati temeljni element ekonomi¢nog suzbijanja bolesti, osobito za brojne male

proizvodace koji si ne mogu priustiti tretiranje velikih stabala pesticidima.

5.5. Antifungalno djelovanje eteri¢nih ulja i komponenti
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Rezultati s raspravom

Rezultati dvofaktorske ANOVA analize, provedene za svaku gljivu, uzimajuéi u obzir sve
¢imbenike, tj. primijenjene tretmane, dane mjerenja 1 koncentracije, pokazali su da kombinacija
svih triju ¢imbenika znacajno utjeCe na rast micelija. Pri analizi interakcije izmedu tretmana
(eteri¢na ulja’komponente/fungicid) i koncentracije utvrdena je visoko znacajna interakcija, §to
ukazuje na to da ucinak koncentracije na rast micelija ovisi o vrsti tretmana. Sli¢no tome,
analiza interakcije izmedu tretmana i1 dana mjerenja takoder je pokazala visoko znacajnu
interakciju, Sto ukazuje da se ucinci tretmana mijenjaju tijekom vremena. Nadalje, pri procjeni
interakcije izmedu primijenjenih koncentracija i dana mjerenja utvrdena je znacajna
interakcija, $to ukazuje na to da ucinak koncentracije ovisi o danu mjerenja.

Takoder, pri zajednickom promatranju sva tri ¢imbenika, tj. tretmana, primijenjenih
koncentracija i dana mjerenja, zabiljezena je visoko znacajna trostruka interakcija. Navedeno
implicira da optimalna ucinkovitost tretmana ovisi o specificnoj kombinaciji vrste
EtU/komponente/fungicida i koncentracije te da se ucinkovitost pojedinih tretmana smanjuje
tijekom vremena.

Najbolji u€inak u inhibiciji rasta micelija gljiva koriStenih u ovom istrazivanju postignut je
primjenom EtU kineskog cimeta 1 origana, kao i1 njihovih najzastupljenijih komponenti, e-
cinamaldehida i karvakrola, koji su potpuno inhibirali rast micelija svih testiranih gljiva.
Nasuprot tome, najslabiji u€inak zabiljezen je kod tretmana s EtU limuna i paprene metvice,
kao 1 njihovih komponenti limonena i mentola te komponente timol. Posebno se istaknula vrsta
Do. iberica medu predstavnicima porodice Botryosphaeriaceae, koja je pokazala najvecu
osjetljivost na sve primijenjene tretmane, dok je unutar razreda Sordariomycetes to zabiljeZeno
za vrstu N. gorlenkoana. Li 1 sur. (2021) navode karvakrol kako komponentu s iznimno jakim
antifungalnim djelovanjem. Autori isticu utjecaj karvakrola na hife B. dothidea, koje su nakon
tretmana bile smezurane, deformirane, s vidljivim pukotinama i pove¢anim razgranavanjem,
dok je takoder doslo do oStec¢enja stanicne membrane, povecanja periplazmatskog prostora,
plazmolize 1 smanjenja sadrZaja lipida 1 ergosterola. Karvakrol povecava propusnost stani¢ne
membrane, uzrokuje gubitak stani¢nih sadrzaja i moZe znacajno utjecati na mitohondrijsku
aktivnost patogena.

Radi pojednostavljenog prikaza rezultata, interpretacija je temeljena na postotku inhibicije te
je prikazana zasebno za vrste iz porodice Botryosphaeriaceae 1 za vrste iz roda
Sordariomycetes. Grafikoni koji prikazuju postotak inhibicije deseti dan nakon pocetka
mjerenja, kao i ANOVA tablica, postotci inhibicije te vrijednosti MIC i MFC, prikazani su u

cjelovitom radu.
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Rezultati s raspravom

5.5.1. Botryosphaeriaceae

Gledano po vrsti gljive, za vrstu B. dothidea, naju¢inkovitiji tretmani u inhibiciji rasta micelija
imala su EtU kineskog cimeta, origana i timijana, kao i njihove glavne komponente karvakrol
1 e-cinamaldehid. Svi navedeni tretmani postigli su potpunu inhibiciju rasta micelija pri
koncentraciji od 0,1 %, ¢ime su nadmasili u¢inkovitost komercijalnih fungicida. Fungicid
Nativo 75WG pokazao je visoku ucinkovitost s potpunom inhibicijom cetvrti dan i 95,7 %
inhibicije deseti dan. Suprotno tome, Cabrio TOP imao je znatno kraci i slabiji uc¢inak, ve¢
drugi dan zabiljezeno je 71,7 % inhibicije, dok je do desetog dana ucinkovitost pala na svega
9,7 %. Komponenta timol pokazala je djelomiCan antifungalni ucinak. Iako su vise
koncentracije rezultirale jacom inhibicijom, ucinak nije bio postojan jer je do desetog dana
ponovno doslo do znatnog razvoja micelija. EtU svetog bosiljka i njegova glavna komponenta
eugenol pokazali su potpunu inhibiciju pri koncentraciji od 0,2 %, dok su pri nizim
koncentracijama imali ograni¢en ucinak. EtU paprene metvice pocelo je pokazivati
fungistaticki u¢inak 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, ¢ak ni pri najviSoj primijenjenoj koncentraciji od 1,0 %.
Ammad i sur. (2018) proveli su in vitro ispitivanja antifungalne u¢inkovitosti EtU limuna protiv
tri patogene vrste, ukljucujuéi B. dothidea. Njihovi rezultati pokazali su da je EtU limuna
inhibiralo rast B. dothidea pri koncentraciji od 0,25 %. Nasuprot tome, u nasem istraZivanju,
ni EtU limuna ni njegov glavni sastojak limonen nisu pokazali inhibicijski u¢inak na rast
micelija B. dothidea. Zhang 1 sur. (2018) testirali su antifungalnu aktivnost 20 Cistih spojeva
protiv B. dothidea pri koncentraciji od 400 pg/mL, gdje je mentol inhibirao rast micelija za
priblizno 40,2 %. Medutim, u naSem istraZivanju, mentol nije pokazao uc¢inak na rast micelija,
¢ak ni pri najviSoj ispitanoj koncentraciji.

Za vrstu D. mutila, najuinkovitiji tretmani bili su EtU kineskog cimeta 1 origana te
komponente karvakrol, e-cinamaldehid i eugenol, koji su pri koncentraciji od 0,1 % potpuno
inhibirali rast micelija tijekom cijelog razdoblja ispitivanja. Njihova ucinkovitost bila je veca
u usporedbi s fungicidima. Fungicid Nativo 75WG postigao je 100 % inhibiciju drugog dana,
90,3 % cetvrtog dana i 76,7 % desetog dana. Cabrio TOP bio je manje u¢inkovit, s postotkom
inhibicije 81,2 % drugi dan, 57,8 % cCetvrti dan 1 samo 17,1 % deseti dan. EtU svetog bosiljka
1 timijana pokazala su nesto slabiji u¢inak pri koncentraciji od 0,1 %; micelij je ponovno rastao
nakon Cetvrtog dana, ali pri 0,2 % oba EtU su potpuno inhibirala rast micelija. Komponenta

timol pokazala je dobru ucinkovitost pri viSim koncentracijama; zabiljezena je 100 % inhibicija
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Rezultati s raspravom
drugi i Cetvrti dan te 78,7 % deseti dan. Paprena metvica i limun imali su slabiji ucinak.

Inhibicija je bila izraZenija na pocetku, 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 ograni¢enu inhibiciju.

EtU kineskog cimeta, origana i timijana te komponente karvakrol i trans-cinamaldehid bile su
najucinkovitije protiv vrste D. seriata, s potpunom inhibicijom micelija na 0,1 % tijekom svih
dana ispitivanja. Fungicid Nativo 75WG bio je u€inkovitiji 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 snazno djelovanje pri 0,2 %, dok su pri 0,1 % imali
ograni¢enu ucinkovitost. Timol je pokazao visoku antifungalnu aktivnost pri viSim
koncentracijama, nadmasSivsi u¢inak fungicida Cabrio TOP-a, ali nije nadmasio u¢inak 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. Slicno je zabiljeZzeno i kod EtU limuna.
Limonen i mentol nisu pokazali antifungalno djelovanje niti pri jednoj ispitivanoj koncentraciji.
U literaturi nisu dostupni podaci o u¢inku EtU na D. seriata i D. mutila. Stiskova i suradnici
(2023) ispitivali su u¢inak fenolnih spojeva na rast patogena vinove loze, ukljucujuéi D. seriata
i N. parvum, gdje su eugenol i timol pokazali snazno inhibicijsko djelovanje, pri ¢emu je
eugenol postigao 100 % inhibiciju rasta pri koncentraciji od 2,5 pL/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
1 eugenol. Oba komercijalna fungicida, Cabrio TOP i Nativo 75WG, pokazala su visoku
ucinkovitost pri testiranim koncentracijama. EtU timijana bilo je ucinkovito u svim
koncentracijama, dok je timol pokazao slabiji u¢inak, iako je inhibicija bila potpuna do ¢etvrtog
dana na 0,1 % 10,2 %, micelij je desetog dana ponovno prerastao medij. Potpuna i dugotrajna
inhibicija postignuta je tek na 0,5 %. EtU paprene metvice je pokazalo snazno djelovanje na
0,2 %, no na nizim koncentracijama inhibicija nije bila postojana. Mentol 1 limonen imali su
vrlo ogranicen ucinak; iako je drugi dan zabiljeZena djelomic¢na inhibicija rasta, ve¢ Cetvrti dan
micelij je u potpunosti ispunio Petrijevu zdjelicu. Mentol je pokazao neSto vecu ucinkovitost
od limonena pri nizim koncentracijama, no ta razlika se izgubila pri koncentraciji od 1,0 %,
gdje je limonen zabiljeZio neznatno visu inhibiciju.

Za vrstu Do. sarmentorum, EtU kineskog cimeta i origana te komponente karvakrol, e-
cinamaldehid i eugenol pokazali su potpunu inhibiciju rasta micelija ve¢ pri koncentraciji od
0,1 %. Oba testirana fungicida bila su u¢inkovita, iako slabija od navedenih prirodnih tretmana.

EtU svetog bosiljka pokazalo je 100 % inhibiciju pri 0,2 %, dok je na 0,1 % ucinkovitost bila
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ograni¢ena 1 kratkotrajna. EtU timijana je inhibiralo rast micelija do Cetvrtog dana, ali do

desetog dana micelij je ponovno prerastao medij. Potpuna inhibicija postignuta je tek pri 0,5
%. Komponenta timol bila je u€inkovita od 0,2 %, a potpuna inhibicija odrzana je kroz cijeli
period pri 1,0 %. EtU paprene metvice je pokazalo snaznu inhibiciju samo pri koncentraciji od
0,5 %. Na nizim koncentracijama, inhibicija je bila kratkotrajna. Mentol nije pokazao ucinak
do koncentracije od 0,75 %, gdje je zabiljezena slaba inhibicija, dok je do Cetvrtog dana ucinak
u potpunosti izostao. EtU limuna i komponenta limonen nisu imali znacCajan antifungalni
ucinak. Dosadasnja istrazivanja nisu ukljucivala ispitivanja u¢inaka EtU na Do. iberica i Do.
sarmentorum.

EtU kineskog cimeta i origana, zajedno s komponentama e-cinamaldehid i karvakrol, pokazala
su najvisu ucinkovitost protiv vrste N. parvum, s potpunom inhibicijom micelijskog rasta pri
koncentraciji od 0,1 %. EtU svetog bosiljka, paprene metvice 1 timijana takoder su bila vrlo
ucinkovita, ali pri nesto viSoj koncentraciji (0,2 %). Medu njima, sveti bosiljak bio je
najdjelotvorniji pri nizim koncentracijama. Eugenol je u potpunosti inhibirao rast micelija pri
koncentraciji od 0,5 %. Fungicid Nativo 7SWG postigao je 92,2 % inhibicije deseti dan, dok je
Cabrio TOP imao vrlo slab ucinak, inhibicija je pala s 56,6 % drugog dana na svega 1,9 %
cetvrtog dana, nakon Cega je micelij ponovno potpuno prekrio medij. Timol je pokazao
antifungalni u¢inak ve¢ pri najnizim koncentracijama. EtU limuna te komponente mentol i
limonen nisu pokazali nikakav antifungalni u¢inak protiv ove gljive pri bilo kojoj testiranoj
koncentraciji. U ispitivanju zastitnih spojeva protiv N. parvum na stabljikama borovnice,
Latorre 1 sur. (2013) utvrdili su da je tebukonazol (0,5 %) bio najucinkovitiji fungicid.
Twizeyimana 1 sur. (2013) ispitivali su u€inak 12 razli¢itih fungicida na gljive iz porodice
Botryosphaeriaceae, ukljucuju¢i N. parvum 1 Do. iberica, pri ¢emu su najefikasnijima
ocijenjeni azoksistrobin, fludioksonil, metkonazol, propikonazol i piraklostrobin. U ovom
istrazivanju, fungicid Nativo 7SWG (kombinacija trifloksistrobina i tebukonazola) pokazao se
ucinkovitijim u suzbijanju svih ispitivanih vrsta iz porodice Botryosphaeriaceae u usporedbi s
fungicidom Cabrio TOP, osim za Do. iberica i1 Do. sarmentorum, gdje su oba fungicida bila

100 % ucéinkovita.

5.5.2. Sordariomycetes

EtU svetog bosiljka, kineskog cimeta, origana 1 timijana te komponente karvakrol, e-
cinamaldehid 1 eugenol pokazali su najve¢u ucinkovitost u inhibiciji rasta micelija B.
mediterranea. Ve¢ pri koncentraciji od 0,1 % zabiljeZena je potpuna inhibicija micelijskog

rasta kroz sve dane ispitivanja. Komponenta timol 1 EtU paprene metvice pokazali su 100 %
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inhibiciju tek pri koncentraciji od 0,5 %. EtU paprene metvice je pri nizim koncentracijama

imalo umjeren uc¢inak. Od fungicida, Nativo 75WG bio je ucinkovitiji (86,8 % na deseti dan)
u odnosu na Cabrio TOP (75,9 %). EtU limuna te komponente mentol i limonen pokazali su
ucinak samo drugi dan, ¢ak i pri najvisim koncentracijama. EtU limuna imalo je jaci u¢inak
(77,3 %) od komponente limonen (29,9 %).

Sli¢no kao kod prethodne vrste, kod B. nummularia naju¢inkovitija su bila EtU svetog bosiljka,
kineskog cimeta, origana i timijana te karvakrol, e-cinamaldehid, eugenol 1 fungicid Nativo
75WG; svi su postigli potpunu inhibiciju rasta ve¢ na 0,1 %. EtU paprene metvice je bilo
ucinkovito pri 0,5 %, ali na nizim koncentracijama ucinak je bio ogranicen, primjerice, na 0,1
% zabiljezeno je samo 2,7 % inhibicije (drugi dan). Cabrio TOP bio je nesto slabiji od Nativo
75WG, ali svejedno uc¢inkovit. Limun, limonen i mentol pokazali su djelovanje na pocetku, no
micelij je u svim slucajevima potpuno prerastao Petrijevku do desetog dana. Limonen je bio
najucinkovitiji (90,3 % na Cetvrti dan mjerenja), dok je mentol pokazao najslabiji u¢inak (50
%).

Za C. pruinosa, EtU kineskog cimeta 1 origana te karvakrol, e-cinamaldehid, eugenol i timol
pokazali su 100 % inhibiciju ve¢ na 0,1 %. Oba fungicida takoder su bila u¢inkovita. EtU
paprene metvice (0,5 %), timijana (0,75 %) i limuna (1,0 %) inhibirala su micelij, dok su nize
koncentracije pokazale djelomi¢an ucinak. Sveti bosiljak i mentol nisu pokazivali rast do
cetvrtog dana, ali do desetog dana micelij se razvio. Mentol je bio u€inkovitiji (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 takoder bili 100 % ucinkoviti. Timol je bio u¢inkovit pr 0,2 %,
a na 0,5 % postignuta je potpuna inhibicija. EtU limuna imalo je slabiji ucinak, najviSa
zabiljeZena inhibicija iznosila je 86,4 % (drugi dan na 1,0 %). Limonen 1 mentol djelovali su
samo na pocetku 1 pri viSim koncentracijama, bez odrzivog u¢inka do desetog dana.

Za N. osmanthi, EtU svetog bosiljka, kineskog cimeta, origana i timijana, kao i karvakrol 1 e-
cinamaldehid, pokazali su potpunu inhibiciju micelijskog rasta ve¢ na 0,1 %. EtU paprene
metvice je bilo u¢inkovito pri 0,5 %, dok je Nativo 7SWG imao slabiju dugoro¢nu uc¢inkovitost
(100 % drugi dan; 60,1 % deseti dan). EtU limuna i1 limonen nisu u potpunosti inhibirali rast,
iako je viSa koncentracija povecavala ucinak. Eugenol i mentol pokazali su u¢inak koji nije
varirao s koncentracijom. Timol je bio u¢inkovit na 0,5 %, no do desetog dana micelij se ipak
razvio.

EtU kineskog cimeta, svetog bosiljka, origana i1 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 u¢inkovit, dok je Nativo 7SWG imao slab ucinak,
tj. 2,6 % cetvrti dan, a potpuni rast je zabiljeZzen deseti dan. EtU paprene metvice, limuna i
komponenta timol postigli su 100 % inhibiciju pri koncentraciji 0,5 %, a timol je bio
najdjelotvorniji na nizim koncentracijama. Limonen i mentol pokazali su ograni¢enu inhibiciju
samo do Cetvrtog dana; limonen je bio nesto u¢inkovitiji (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 ve¢ pri 0,1 %. EtU paprene
metvice je bilo uc¢inkovito tek na 1,0%. Nativo 7SWG bio je slabiji (22,2 % drugi dan; 70 %
deseti dan), dok je EtU limuna bilo najslabije medu ispitivanim EtU (67,5 % deseti dan).
Limonen, timol i mentol nisu postigli potpunu inhibiciju ni pri najvi§im koncentracijama.
Limonen je bio u¢inkovitiji u pocetku, ali timol je imao bolji u€inak na kraju. Mentol je bio
najslabiji (36,3 %).

EtU kineskog cimeta, svetog bosiljka, origana i timijana te karvakrol, trans-cinamaldehid 1i
eugenol, kao 1 oba fungicida, postigli su potpunu inhibiciju rasta vrste S. fimicola pri 0,1 %.
Paprena metvica i timol bili su u€inkoviti pri koncentraciji >0,5 %, pri ¢emu je timol pokazao
vecu ucinkovitost pri nizim koncentracijama. Limun, limonen i mentol bili su najmanje
ucinkoviti. Inhibicija je zabiljezena samo drugi dan, a najbolji rezultat imao je limun (85,5 %
drugi dan pri koncentraciji od 1,0 %).

Trenutacno nisu dostupni podaci o metodama suzbijanja patogena B. nummularia, dok
istrazivanja usmjerena na B. mediterranea obuhvacaju primjenu antagonistickih
mikroorganizama (Karami 1 sur., 2017; Rodrigo 1 sur., 2017). Yangui 1 sur. (2017) istrazivali
su ucinkovitost EtU pet razli¢itih vrsta eukaliptusa te pet uzoraka EtU Myrtus communis L.
Najveci antifungalni u¢inak pokazala su EtU Eucalyptus camaldulensis Dehnh. 1 Myrtus sp. iz
regije Zaghouan. Sli¢no tome, za patogene C. pruinosa te novootkrivene patogene na maslini,
N. gorlenkoana, N. osmanthi 1 N. philosophiae-doctoris, do danas nisu provedena istrazivanja
o mogucnostima njihova suzbijanja. U slucaju patogena P. iranianum, do danas je provedeno
samo jedno istraZivanje, koje je ukljucivalo ispitivanje primjene bio¢ara u svrhu suzbijanja
patogena, ali na vinovoj lozi (Idbella i1 sur., 2024). Za patogena S. fimicola dostupni su
iskljucivo stariji podaci iz 1979. godine (Buchenauer i sur., 1979), u kojima je utvrdeno da
fungicidi poput triadimefona, triadimenola, fenarimola, nuarimola i imazalila posjeduju
toksi¢no djelovanje na ovu vrstu. Medutim, od tada nisu provedena daljnja istraZivanja vezana

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

Na temelju MIC 1 MFC vrijednosti, medu ispitanim EtU, kineski cimet i origano pokazali su
najjace fungicidno djelovanje (MFC 0,1 % za sve vrste). Sveti bosiljak takoder je bio vrlo
ucinkovit (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 odreden samo za tri vrste. EtU paprene metvice imalo je varijabilne
rezultate, s najnizom MFC vrijedno$¢u za N. gorlenkoana (0,1 %) 1 najviSom za P. iranianum
(1,0 %). Od komponenti, najbolju antifungalnu aktivnost pokazali su karvakrol 1 e-
cinamaldehid. Eugenol je bio ucinkovit za ve¢inu vrsta (MFC 0,1-0,5 %), dok limonen i mentol
nisu pokazali znac¢ajnu ucinkovitost, s brojnim vrstama kod kojih nije bilo moguce odrediti

MFC. Timol je pokazao dobru u€inkovitos (MFC 0,1-0,5 %), ali nije djelovao na viSe vrsta.

5.6. Antifungalno djelovanje OBVM

5.6.1. Fizikalno-kemijska svojstva OBVM

Boja OBVM razlikovala se medu ispitivanim sortama masline, kre¢u¢i se u rasponu od zute do
smede boje (Tablica 4). Najtamnija boja zabiljeZena je kod OBVM sorte Istarska bjelica, dok
je najsvjetlija boja utvrdena kod OBVM sorte Buza puntoZa. Vrijednosti pH pokazivale su
tendenciju prema kiselom, osim kod OBVM sorte BuZa puntoza, koja je imala neutralni pH od
7,17. Najvece koncentracije suhe tvari 1 Secera zabiljeZene su kod OBVM sorte Istarska bjelica
(35,72 mg/mL 14,05 mg/mL), dok su najniZe koncentracije zabiljezene kod OBVM sorte Buza
puntoza (1,54 mg/mL 1 0,17 mg/mL).

Nakon tretmana s HCl-om, OBVM sorte BuZa puntoZa 1 dalje je pokazivala najnize
koncentracije suhe tvari 1 Secera (3,07 mg/mL 1 0,25 mg/mL), 1ako su te vrijednosti bile vise u
odnosu na netretirani uzorak. Iznenadujuce, kod OBVM sorte Istarska bjelica, koja je prije
tretmana imala najvisi sadrZaj suhe tvari 1 Secera, nakon tretmana s HCl-om zabiljeZen je nagli
pad koncentracije suhe tvari na 4,1 mg/mL, dok je istovremeno zadrzana najveca koncentracija
Secera medu svim ispitivanim tretmanima (5,0 mg/mL). Najvisa koncentracija suhe tvari nakon
tretmana HCl-om zabiljeZena je kod OBVM sorte Leccino. Kod svih OBVM, osim one sorte
Leccino, koncentracije Secera bile su viSe u uzorcima tretiranim HCl-om u odnosu na
netretirane uzorke.

Sto se ti¢e koncentracija ugljika i dusika u OBVM, najvise vrijednosti zabiljeZene su kod

OBVM sorte Istarska bjelica, dok su najnize koncentracije utvrdene kod OBVM sorte Buza
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puntoza. Promatraju¢i u€inak HCI tretmana na sadrzaj ugljika, nize koncentracije ugljika

zabiljezene su u uzorcima s HCl-om kod OBVM sorti Buza, Buza puntoza, Istarska bjelica i
Leccino. Suprotan trend zabiljezen je kod OBVM sorte Rosinjola, kod koje su koncentracije
ugljika bile vi$e u tretiranim uzorcima u usporedbi s netretiranima. Sto se ti¢e sadrzaja dusika,
vece koncentracije utvrdene su u HCl-tretiranim OBVM sorte Buza, Istarska bjelica i Rosinjola
u odnosu na netretirane uzorke, dok su nize koncentracije dusika zabiljezene u HClI-tretiranim

uzorcima OBVM sorti Buza puntoza i Leccino.

Tablica 4. Rezultati fizikalno-kemijske analize OBVM.

Ispitivani Tip Sorta iz koje je dobivena OBVM
parametar OBVM Buza Buza Istarska Leccino Rosinjola
puntoZa bjelica
Boja (0] zuto-smeda svijetlo tamno svijetlo siva - smeda
narancasta- narancasta- bijela
smeda smeda
pH o 6 7,17 5,26 6,06 6.66
Suha tvar (¢} 5,61 +£0,19 1,54+£0,44 3572+0,74 19,42+0,29 10,04 + 0,25
(mg) 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 Secera (¢} 0,65+0,02 0,17+0,002 4,05+0,20 2,95+0,10 1,66 +0,01
(mg/mL) H-O 0,73+ 0,02  0,25+0,006 5,0+0,1 1,99 £ 0,07 1,82+ 0,01
Udio 0] 618,55+0,29 297,30+ 4453,50 + 2251,50 + 1245,50 + 0,49
ugljika (mg 1,69 9,97 2,89
C/L) H-O 557,00 £2,48 24540+ 4448,50 + 1705,50 + 1383,50 + 0,49
0,16 4,31 1,06
Udio dusika 0] 8,37+0,03 7,05+ 0,01 37,09+0,08 16,83 £ 0,04 12,19 £ 0,02
(mg N/L) 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 HCI; H-O: OBVM s HCI.

**Koncentracija $ecera izrazena je kao srednja vrijednost mjerena na valnoj duljini od 480 nm i 490 nm.

5.6.2. HPLC analiza fenola

Podaci prikazani u ovom istraZivanju upucuju na znacajan utjecaj zakiseljavanja pomoc¢u HCI
na fenolni profil OBVM (Slika 5). Uoceni uinci mogu se svrstati u tri skupine: povecanje
koncentracija fenola, smanjenje koncentracija odredenih fenola te potpuni nestanak specifi¢nih
fenola nakon tretmana zakiseljavanjem. Na primjer, tretman HCl-om doveo je do povecanja

koncentracija najzastupljenijih fenola u OBVM sorti Buza, BuZa puntoza i Istarska bjelica, dok
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je pad koncentracija zabiljezen u OBVM sorti Leccino i Rosinjola. U pojedinim sluc¢ajevima,

poput OBVM sorte Buza puntoza, 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.
Znacajne varijacije u koncentracijama izorhamnetina zabiljezene su u sva Cetiri mjerenja za
svaku OBVM, S§to je potvrdeno i1 standardnom devijacijom. Osim toga, vece oscilacije u
koncentracijama izmedu mjerenja uocene su i kod drugih fenola, poput luteolina i kvercetina,
osobito u OBVM sorti Buza i Buza puntoza.

U OBVM sorte Buza, 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 1 3.4,5-
trihidroksibenzojeva kiselina (galna kiselina).

Kod OBVM sorte Buza puntoza, najzastupljeniji spojevi kod tretmana bez HCI 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 (protokatehui¢na 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 i1 luteolin. Nakon
tretmana HCl-om, najzastupljeniji spojevi bili su luteolin-7-rutinozid, vanilin-4-glukozid,
vanilinska kiselina, luteolin-7-glukozid 1 luteolin.

U OBVM sorte Rosinjola, najzastupljeniji fenoli bez HCI tretmana bili su vanilin-4-glukozid,
luteolin-7-rutinozid, vanilinska kiselina, p-kumarska kiselina i1 apigenin-7-glukozid. Nakon
tretmana HCl-om, najzastupljeniji fenoli bili su luteolin-7-rutinozid, vanilin-4-glukozid,
vanilinska kiselina, 3,4-dihidroksibenzojeva kiselina (protokatehui¢na kiselina) i p-kumarska
kiselina.

Opcenito, vanilinska kiselina, vanilin-4-glukozid i luteolin-7-rutinozid bili su najzastupljeniji
fenolni spojevi u OBVM prikupljenima u ovom istraZzivanju. Najvisa ukupna koncentracija

fenolnih spojeva zabiljezena je u OBVM sorte Istarska bjelica, dok je najniza koncentracija
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utvrdena u uzorku sorte Buza puntoza, $to je u skladu s nalazima za sadrzaj ukupne suhe tvari,

koja je takoder bila najvec¢a kod OBVM sorte Istarska bjelica, a najniza kod OBVM sorte Buza
puntoza. Zakiseljavanje HCl-om opc¢enito je rezultiralo viSim ukupnim koncentracijama fenola
u svim OBVM, osim u slucaju OBVM sorte Buza puntoza.

Istarska maslinova ulja poznata su po relativno visokom udjelu polifenola u usporedbi s
vrijednostima zabiljezenima u literaturi (Bertosa i Matijasi¢, 2005). Medu njima se posebno
isticu ulja sorte Istarska bjelica zbog iznimno visokog sadrzaja polifenola (Bertosa 1 Matijasic,
2005). Sli¢no tome, najviSa koncentracija fenolnih spojeva zabiljezena je u OBVM sorte
Istarska bjelica. To se moze povezati i s ¢injenicom da je ta otpadna voda imala najveéi udio
suhe tvari, §to je bilo u korelaciji s poviSenim razinama $eéera, dusika i ugljika. Sto se tice
zakiseljavanja OBVM pomocu HCl-a i njegova utjecaja na fenole, ono znaajno utje¢e na
fenolni sastav OBVM, s izraZzenim pozitivnim i negativnim u¢incima. U mnogim slu¢ajevima,
zakiseljavanje HCI-om rezultiralo je ili poveéanjem ili smanjenjem koncentracije odredenih
fenola. To sugerira da zakiseljavanje moze povecati stabilnost ili oslobadanje tih fenola,
moguce razgradnjom glikoziliranih oblika u njihove slobodne fenolne spojeve. S druge strane,
smanjenje sadrzaja fenola moze 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 odredeni fenoli posebno osjetljivi na razgradnju pod specifi¢nim

uvjetima (Brenes 1 sur., 2001.; Romero i sur., 2004.).
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Slika 5. Toplinska karta prikazuje razlike u koncentracijama fenola u OBVM sorti Buza, Buza

puntoza, Istarska bjelica, Leccino 1 Rosinjola s HCl-om 1 bez HCl-a.

5.6.3. Antifungalno djelovanje OBVM

5.6.3.1. Botryosphaeriaceae

Opcenito, medu ispitivanim gljivama, N. parvum pokazala se kao najotpornija vrsta, pri cemu
su samo vanilinska kiselina i fungicid imali inhibitorni u¢inak na rast micelija gljive. Suprotno
tome, Do. iberica bila je najosjetljivija vrsta na sve tretmane. Inhibitorni u¢inci OBVM na rast
micelija zabiljeZeni su isklju¢ivo kod vrste Do. sarmentorum sedmi dan mjerenja. Kod vrste

D. seriata svi tretmani s OBVM stimulirali su rast micelija. Kod D. mutila, samo najniza
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koncentracija svih OBVM imala je inhibitorni u¢inak, dok su viSe koncentracije pokazale

stimulativni uc¢inak kod svih tretmana. Sli¢an obrazac zabiljezen je kod B. dothidea, gdje su
nize koncentracije OBVM inhibirale rast micelija, dok su viSe koncentracije poticale rast.
Vanilinska kiselina bila je u¢inkovitija u usporedbi s komponentom hidroksitirozol, a fungicid
Nativo 75WG takoder je pokazao visoku uéinkovitost u inhibiciji rasta micelija gljiva. Medu
OBVM, najznacajniji u¢inci uoceni su kod OBVM sorte Leccino, zatim sorte Buza. S obzirom
na to da su ucinci tretmana bili izrazeniji drugog dana mjerenja i da je vecina tretmana djelovala
fungistatski, postotak inhibicije rasta gljivicnog micelija prikazan je graficki po vrstama gljiva
1 tretmanima drugog dana mjerenja za vrste iz porodice Botryosphaeriaceae, ali 1 za vrste iz
razreda Sordariomycetes.

Kod vrste B. dothidea OBVM sorte Buza pri koncentracijama od 0,2 % do 2 % pokazala je slab
inhibicijski uc¢inak (Slika 6). Pri viSim koncentracijama (6 % 1 10 %) zabiljeZen je slab
stimuliraju¢i uc¢inak. Kod OBVM sorte Buza puntoza, najvec¢i inhibicijski u¢inak ostvaren je
pri najnizoj ispitivanoj koncentraciji, dok je s povecanjem koncentracije zabiljezen
stimulirajuci u¢inak. Sedmi dan mjerenja, kod svih tretmana s OBVM nije zabiljeZen nikakav
ucinak. Kod sorte Istarska bjelica, pri najnizoj koncentraciji zabiljeZen je minimalni inhibicijski
ucinak (1,87 %), dok su pri visim koncentracijama uoceni stimulirajuéi ucinci. Sli¢an obrazac
je zabiljezen i kod tretmana s OBVM sorte Leccino, gdje je inhibicija pri najnizoj koncentraciji
iznosila 12,44 %, dok su viSe koncentracije rezultirale stimulacijom rasta micelija. Kod
tretmana s OBVM sorte Rosinjola, inhibicijski u€inak na najniZoj koncentraciji iznosio je 10,78
%. Hidroksitirozol je tijekom drugog dana mjerenja pokazao isklju¢ivo stimulirajuc¢i ucinak pri
obje ispitivane koncentracije. Nasuprot tome, vanilinska kiselina pokazala je izraZeniji
inhibicijski u€inak pri viSoj koncentraciji oba dana mjerenja, pri ¢emu je sedmi dan inhibicija

iznosila 12,01 % 1 77,13 %. Nativo 75WG je inhibirao rast micelija za 100 %.
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Slika 6. Inhibicijski u€inak razli¢itih tretmana (OBVM, fenoli i fungicid) pri razliitim
koncentracijama, drugi dan mjerenja, na Botryosphaeria dothidea. Negativne vrijednosti

ukazuju na stimuliraju¢i ucinak tretmana.

Kod vrste D. mutila (Slika 7), svi tretmani s OBVM pokazali su inhibicijski u¢inak isklju¢ivo
pri najnizoj ispitivanoj koncentraciji od 0,2 %. Drugi dan mjerenja najveci inhibicijski u¢inak
zabiljezen je kod sorte Rosinjola i iznosio je 11,11%. Sve ostale koncentracije (0,5 % do 10 %)
imale su stimuliraju¢i u¢inak, s prosjecnim povecanjem rasta od 14,67 % drugi dan mjerenja.
Hidroksitirozol je pokazao slab inhibicijski ucinak, pri ¢emu drugi dan mjerenja inhibicija
iznosila 15,11 % 1 16,89 % pri koncentracijama od 0,2 i 0,5 %, dok je deseti dan izostao
inhibicijski ucinak.

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

dana mjerenja, kao 1 fungicid Nativo 75WG.
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Slika 7. Inhibicijski uc€inak razli¢itih tretmana (OBVM, fenoli i fungicid) pri razli¢itim
koncentracijama, drugi dan mjerenja, na Diplodia mutila. Negativne vrijednosti ukazuju na

stimuliraju¢i u¢inak tretmana.

Kod vrste D. seriata svi tretmani s OBVM pokazali su stimuliraju¢i u€inak pri svim ispitivanim
koncentracijama drugi dan mjerenja (Slika 8). Sedmi dan mjerenja nije zabiljezen nikakav
utjecaj na inhibiciju rasta micelija. Hidroksitirozol je drugi dana mjerenja pokazao slab
inhibicijski u¢inak pri obje ispitivane koncentracije, dok je vanilinska kiselina potpuno
inhibirala rast micelija (100 %) oba dana mjerenja pri 0,5 %. Nativo 7SWG inhibirao je rast za

98,33 % drugi dan mjerenja.

Slika 8. Inhibicijski u¢inak razli¢itih tretmana (OBVM, fenoli 1 fungicid) pri razli¢itim
koncentracijama, drugi dan mjerenja, na Diplodia seriata. Negativne vrijednosti ukazuju na

stimuliraju¢i u€inak tretmana.
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Kod vrste Do. iberica, OBVM sorte Buza pokazala je snazan inhibicijski u¢inak, pri ¢emu je
drugi dana mjerenja u potpunosti inhibiran rast gljive (100 %) (Slika 9), dok sedmog dana nije
zabiljezen inhibicijski uc¢inak. Kod OBVM sorte Buza puntoza, zabiljezen je smanjen
inhibicijski ucinak s porastom koncentracije, pri ¢emu je najviSa inhibicija ostvarena pri
koncentraciji od 0,2 %. Zanimljivo, pri koncentraciji od 2 % inhibicijski uc¢inak bio je slabiji
nego pri 0,5 % 1 6 %. Sli¢no, kod OBVM sorte Istarska bjelica s porastom koncentracije uocen
je pad inhibicijskog uc¢inka. Najveci uc¢inak zabiljezen je pri 0,2 %. Za razliku od toga, OBVM
sorte Leccino pokazala je maksimalan inhibicijski u¢inak (100 %) pri koncentracijama od 0,2
% 1 0,5 % drugi dan mjerenja, dok sedmi dan nije uocen ucinak. OBVM sorte Rosinjola
pokazao je suprotan trend, inhibicijski u¢inak se povecavao s porastom koncentracije, a najveci
ucinak (42,97 %) zabiljeZen je pri koncentraciji od 10 % drugi dan mjerenja. Hidroksitirozol je
pri obje ispitivane koncentracije imao blago stimuliraju¢i ucinak, dok je vanilinska kiselina
pokazala 100% inhibiciju pri koncentraciji od 0,5 %. Nativo 7SWG inhibirao je rast za 100%

oba dana.

Slika 9. Inhibicijski ucinak razli¢itih tretmana (OBVM, fenoli i1 fungicid) pri razli¢itim
koncentracijama, drugi dan mjerenja, na Dothiorella iberica. Negativne vrijednosti ukazuju na

stimuliraju¢i u¢inak tretmana.

Kod vrste Do. sarmentorum, OBVM sorte Buza pokazala je blagi stimuliraju¢i ucinak 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 BuZza puntoza imala je

inhibicijski uc€inak pri koncentracijama od 0,2 % 1 0,5 % (Slika 10). Medutim, pri viSim
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koncentracijama zabiljezen je blagi stimulirajuéi ucinak (2,79 %). Kod OBVM sorte Istarska

bjelica, pri najnizoj koncentraciji (0,2 %) zabiljezena je potpuna inhibicija rasta (100 %), dok
je pri 0,5% inhibicija iznosila tek 8,76 %. Od koncentracije 2 % na viSe, zabiljezeni su
isklju¢ivo stimulirajué¢i ucinci na oba dana mjerenja. Slicno je uoceno i kod OBVM sorte
Rosinjola, gdje je pri koncentraciji od 0,2 % zabiljezen slab inhibicijski u€inak (14,34 %), dok
su viSe koncentracije imale stimulirajuci utjecaj. OBVM sorte Leccino je pri koncentracijama
od 0,2 do 6 % inhibirala rast za 100 %, dok je pri 10 % imala stimulariju¢e djelovanje.
Vanilinska kiselina pokazala je potpuni inhibicijski uc¢inak pri koncentraciji od 0,5 %, kao i

fungicid Nativo 75WG pri primijenjenoj koncentraciji.

Slika 10. Inhibicijski ucinak razli¢itih tretmana (OBVM, fenoli i fungicid) pri razlic¢itim
koncentracijama, drugi dan mjerenja, na Dothiorella sarmentorum. Negativne vrijednosti ukazuju na

stimuliraju¢i u¢inak tretmana.

Kod vrste N. parvum, svi tretmani s OBVM, ukljucujuéi i hidroksitirozol, nisu pokazali nikakav
inhibicijski uc¢inak na rast micelija niti drugi (Slika 11) niti sedmi dan mjerenja. Nasuprot tome,
vanilinska kiselina je pri koncentraciji od 0,5 % pokazala izrazito snazan antifungalni ucinak,
inhibirajuci rast micelija u potpunosti (100 %) oba dana mjerenja. Nativo 7SWG inhibirao je

rast N. parvum s 100 % ucinkovitosti drugog dana te 93,41 % sedmog dana mjerenja.
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Slika 11. Inhibicijski uc€inak razli¢itih tretmana (OBVM, fenoli i fungicid) pri razli¢itim
koncentracijama, drugi dan mjerenja, na Neofusicoccum parvum. Negativne vrijednosti

ukazuju na stimuliraju¢i u¢inak tretmana.

lako je koncentracija fenolnih spojeva u OBVM sorte Istarska bjelica bila najvisa, a
antimikrobna aktivnost OBVM c¢esto se povezuje s prisutnoséu fenola (Alfano et al., 2011;
Muzzalupo et al., 2020), ova OBVM nije pokazala najsnaZniju inhibiciju rasta micelija gljiva.
Sto se ti¢e hidroksitirozola, koji se esto navodi kao fenol s najjaéim antimikrobnim
djelovanjem, njegova ucinkovitost bila je ograni¢ena na vrste D. mutila 1 D. seriata. Nije imao
ucinka na N. parvum, dok je na B. dothidea, Do. iberica 1 Do. sarmentorum imao blago
stimulativno djelovanje. Ipak, ovaj stimulativni u€inak treba tumaciti s oprezom, s obzirom na
osjetljivost 1 varijabilnost bioloskih ispitivanja. Vanilinska kiselina pokazala je daleko bolje
rezultate u inhibiciji rasta micelija gljiva.

U vezi s vrijednostima MIC 1 MFC, fungicid je, kako se 1 o¢ekivalo, pokazao najbolje rezultate,
pokazujuci fungicidni u€inak na sve ispitivane gljive osim na D. seriata, kod koje je zabiljezen
samo fungistatski u¢inak. Medu ostalim tretmanima, MFC vrijednosti su zabiljeZene samo za

odredene vrste u tretmanima s OBVM sorti Buza, Leccino i vanilinskom kiselinom.

5.6.3.2. Sordariomycetes

Testirane gljive predstavljaju relativno nove i/ili nove patogene koji pogadaju stabla maslina te
za veéinu navedenih vrsta nisu provedena ispitivanja fungicida niti evaluacije prirodnih
sredstava za zastitu bilja, unato¢ tome $to su neke vrste ranije opisane kao patogeni na drugim

biljnim vrstama.
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Antifungalna ucinkovitost primijenjenih tretmana znacajno se razlikovala ovisno o

koncentraciji 1 vrsti gljive, medutim OBVM sorte Rosinjola pokazala je najvecu ucinkovitost
u inhibiciji rasta micelija gljiva, dok je OBVM sorte Leccino pokazala najslabije rezultate.
Medu 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 u¢inak OBVM sorte Buza pri najnizoj
koncentraciji zabiljezen je iskljuc¢ivo drugog dana mjerenja (Slika 12). Sli¢an trend opaZen je 1
kod OBVM sorte Buza puntoza. Suprotno tome, tretmani s OBVM sorte Istarska bjelica
pokazali su izraZeniji u€inak pri nizim koncentracijama, ali isklju¢ivo drugi dan, dok je sedmi
dana micelij u potpunosti ispunio Petrijevu zdjelicu. Pri najvi$oj koncentraciji nije zabiljezen
inhibicijski u¢inak. OBVM sorte Leccino pri 0,2 do 2 % pokazala je stimulativni ucinak, dok
su koncentracije od 6 % 1 10 % imale inhibicijski u¢inak samo drugog dana. Nasuprot tome,
OBVM sorte Rosinjola pokazala je inhibicijske u¢inke oba dana, s inhibicijom koja je rasla s
porastom koncentracije. Od dva ispitivana fenola, vanilinska kiselina pokazala je najvecu
ucinkovitost, potpuno inhibirajuéi rast micelija (100 %) oba dana pri koncentraciji od 0,5 %.
Hidroksitirozol je imao sli¢an u¢inak pri obje koncentracije (53,95 % 1 51,79 %), ali isklju¢ivo
drugi dan. Fungicid Nativo 75WG bio je drugi najucinkovitiji tretman nakon vanilinske

kiseline.

Slika 12. Inhibicijski uc€inak razli¢itih tretmana (OBVM, fenoli 1 fungicid) pri razli¢itim
koncentracijama, drugi dan mjerenja. na Biscogniauxia mediterranea. Negativne vrijednosti

ukazuju na stimulirajuéi u¢inak tretmana.
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Na vrstu B. nummularia OBVM sorte Buza imala je stimulativni u€inak (Slika 13) koji je rastao

s koncentracijom, iako je pri koncentraciji od 10 % inhibicija bila neSto manja nego pri 6 % (za
3,57 %). OBVM sorte Buza puntoza je pri koncentracijama od 0,2 %1 0,5 % imala stimulativan
ucinak drugi dan. Koncentracije od 2 % do 10 % pokazale su inhibicijski uc¢inak oba dana.
OBVM sorti Istarska bjelica i Leccino imale su stimulativan ucinak koji je rastao s
koncentracijom, osim kod OBVM sorte Leccino pri 6 %, gdje je zabiljezen manji postotak
inhibicije u odnosu na nize koncentracije i visSu koncentraciju. OBVM sorte Rosinjola pokazala
je visok inhibicijski u€inak, dosegnuvsi 100 % inhibicije pri koncentracijama od 2 do 10 % oba
dana, a znacajna inhibicija zabiljezena je 1 pri nizim koncentracijama. Kao i kod vrste B.
mediterranea, vanilinska kiselina bila je ucinkovitija od hidroksitirozola, pri ¢emu je pri
koncentraciji od 0,5 % inhibirala rast micelija za 98,81 % 1 93,02 % drugi i sedmi dan. Nativo

75WG bio je najucinkovitiji tretman, potpuno inhibirajuci rast (100 %) oba dana.

Slika 13. Inhibicijski uc€inak razli¢itih tretmana (OBVM, fenoli 1 fungicid) pri razli¢itim
koncentracijama, drugi dan mjerenja, na Biscogniauxia nummularia. Negativne vrijednosti

ukazuju na stimuliraju¢i uc¢inak tretmana.

Na vrstu C. pruinosa OBVM sorte Buza imala je slab inhibicijski u¢inak, zabiljezen samo drugi
dan pri koncentracijama od 0,2 % 1 0,5 % (Slika 14), dok je sedmi dan zabiljezen stimulativni
ucinak. Koncentracije iznad 2 % pokazale su stimuliraju¢i u¢inak oba dana, koji je rastao
proporcionalno s koncentracijom. OBVM sorte BuZa puntoZa imala je snaZzan inhibicijski
ucinak, sa 100 % inhibicijom pri koncentracijama iznad 0,5 % drugi dan te pri 6 % 1 10 % oba
dana. OBVM sorte Istarska bjelica pri 0,2 % 1 0,5 % pokazala je slab inhibicijski u€inak drugi

dan, dok je sedmi dan zabiljezen stimulativni u¢inak. Koncentracije od 2 % do 10 % imale su
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stimulativan u€inak oba dana. OBVM sorte Leccino pri koncentracijama od 0,2 % do 2 % imale

su inhibicijski ucinak drugi dan, dok je sedmi dan zabiljezen stimulativni ucinak. Pri
koncentracijama od 6 % i 10 %, zabiljeZen je stimulativni uc¢inak oba dana. OBVM sorte
Rosinjola pri koncentracijama od 0,2 % do 6 % pokazala je opadaju¢i inhibicijski u€inak s
porastom koncentracije drugog dana, dok je pri 10 % zabiljezen stimulativni u¢inak oba dana.
Hidroksitirozol je imao ja¢i ucinak pri viSim koncentracijama, dok je vanilinska kiselina
ponovno bila najucinkovitija, postizu¢i 100 % inhibiciju oba dana pri koncentraciji od 0,5 %,

jednako kao 1 fungicid Nativo 75WG.

Slika 14. Inhibicijski uc€inak razli¢itih tretmana (OBVM, fenoli i fungicid) pri razli¢itim
koncentracijama, drugi dan mjerenja, na Cytospora pruinosa. Negativne vrijednosti ukazuju na

stimuliraju¢i u¢inak tretmana.

Vezano za vrstu N. gorlenkoana, svi tretmani OBVM pokazali su ujednacen stimulirajuci
ucinak (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 viSoj koncentraciji (91,18 % 1

83,33 %), dok je Nativo 7SWG bio najucinkovitiji, postigavsi 100 % inhibicije oba dana.
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Slika 15. Inhibicijski uc€inak razli¢itih tretmana (OBVM, fenoli i fungicid) pri razli¢itim
koncentracijama, drugi dan mjerenja, na Nigrospora gorlenkoana. Negativne vrijednosti

ukazuju na stimuliraju¢i u¢inak tretmana.

Na N. osmanthi OBVM sorte Buza pokazala je inhibicijski u¢inak koji se povecavao s
koncentracijom, dosegnuvsi 82,33 % 1 79,85 % inhibicije pri 10 %. Slican trend uocen je i kod
OBVM sorte Buza puntoza (Slika 16), iako je pri koncentracijama 0,2 % 1 0,5 % inhibicija
zabiljezena samo drugi dan, dok je pri 10% iznosila 56,74 % 1 56,20 % drugi, odnosno sedmi
dan. OBVM sorte Istarska bjelica pri 0,2 % imala je blagi stimulirajuc¢i u¢inak, dok su vise
koncentracije pokazale inhibicijski u¢inak samo drugi dan, s inhibicijom koja se povecavala s
koncentracijom. OBVM sorte Leccino pokazala je stimulirajuéi ucinak koji se povecavao s
koncentracijom. OBVM sorte Rosinjola pokazala je inhibicijski u¢inak oba dana, s povecanjem
inhibicije pri viSim koncentracijama. Hidroksitirozol je imao jaci inhibicijski u¢inak pri visoj
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.
J
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Slika 16. Inhibicijski uc€inak razli¢itih tretmana (OBVM, fenoli i fungicid) pri razli¢itim
koncentracijama, drugi dan mjerenja, na Nigrospora osmanthi. Negativne vrijednosti ukazuju

na stimulirajuéi uc¢inak tretmana.

Vezano za vrstu N. philosophiae-doctoris, OBVM sorti Buza i Buza puntoza potpuno su
inhibirale rast pri svim koncentracijama (Slika 17), osim OBVM sorte Buza puntoza pri 0,2 %,
gdje je inhibicija iznosila 96 %. Medutim, do sedmog dana micelij je potpuno ispunio Petrijevu
zdjelicu. OBVM sorte Istarska bjelica imala je porast inhibicije s pove¢anjem koncentracije,
dosegnuvsi 54,67 % pri 10 %, no do sedmog dana micelij je potpuno izrastao. Kod OBVM
sorte Leccino zabiljeZzeno je smanjenje inhibicije s povec¢anjem koncentracije. OBVM sorte
Rosinjola pokazala je jaCu inhibiciju s porastom koncentracije, dosegnuvsi 100 % pri
koncentraciji od 10 %, medutim do sedmog dana micelij je takoder potpuno izrastao.
Hidroksitirozol je pri obje koncentracije drugi dan pokazao slicnu inhibiciju (62,67 % 1 66,67
%), dok sedmi dan nije zabiljeZen inhibicijski ucinak. Vanilinska kiselina pri 0,1% imala je
stimulirajuci uc¢inak, dok je pri 0,5 % pokazala snaZnu inhibiciju oba dana. Nativo 75WG

inhibirao je rast micelija za 82,67 % drugi dan.
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Slika 17. Inhibicijski uc€inak razli¢itih tretmana (OBVM, fenoli i fungicid) pri razli¢itim
koncentracijama, drugi dan mjerenja, na Nigrospora philosophiae-doctoris. Negativne

vrijednosti ukazuju na stimuliraju¢i u¢inak tretmana.

Sto se tiée vrste P. iranianum, OBVM sorte Buza imala je inhibicijski uéinak na rast micelija
(Slika 18), koji je linearno rastao s povecanjem koncentracije oba dana mjerenja, dosegnuvsi
65,21 % 1 65,67 % pri najvisoj koncentraciji drugi i sedmi dan. Sli¢an obrazac uocen je 1 kod
OBVM sorte BuZza puntoza, iako je pri 0,5 % zabiljeZen nesto slabiji u¢inak nego pri nizim 1
visSim koncentracijama. OBVM sorte Istarska bjelica pokazala je snazan inhibicijski ucinak,
osobito pri koncentracijama od 6 % 1 10 %, gdje je drugi dan postignuta potpuna inhibicija (100
%). Medutim, sedmi dan je inhibicija pri 10 % bila neSto niZa nego pri 6 %. OBVM sorte
Leccino takoder je imala inhibicijski uc¢inak 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 u¢inak pri obje
koncentracije drugi dan, dok je sedmi dan niza koncentracija bila u€inkovitija. Fungicid Nativo
75WG bio je ucinkovit, inhibirajuéi rast micelija za 82,61 % 1 77,61 % drugog, odnosno

sedmog dana.
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Slika 18. Inhibicijski uc€inak razli¢itih tretmana (OBVM, fenoli i fungicid) pri razlic¢itim
koncentracijama, drugi dan mjerenja, na Phaeoacremonium iranianum. Negativne vrijednosti

ukazuju na stimuliraju¢i u¢inak tretmana.

Vezano za vrstu S. fimicola, OBVM sorti Buza, Buza puntoza i Istarska bjelica nisu pokazali
inhibicijski u¢inak sedmi dan. Drugi dan, OBVM sorte Buza je pokazala vrlo slab inhibicijski
ucinak pri koncentracijama od 0,2 % do 2 %, dok je pri 6 % 1 10 % zabiljeZen blagi stimulirajuci
ucinak (Slika 19). OBVM sorte Buza puntoza imala je najve¢i inhibicijski u¢inak (15,45 %)
pri najnizoj koncentraciji, koji se smanjivao s povecanjem koncentracije. Nasuprot tome,
OBVM sorte Istarska bjelica imala je jaci inhibicijski uc¢inak s povecanjem koncentracije,
dosegnuvsi 41,63 % pri 10 % drugog dana. OBVM sorte Leccino pokazala je porast inhibicije
ovisno o koncentraciji, oba dana, dosegnuvsi 87,55 % 1 86,04 % pri 10 % drugog i sedmog
dana. Slian trend uocen je 1 kod OBVM sorte Rosinjola, gdje je inhibicija pri 10 % iznosila
96,56 % drugi dan te 69,76 % sedmi dan. Hidroksitirozol je pokazao slabiji u¢inak na inhibiciju
rasta, a sedmi dan nije zabiljeZen inhibicijski u€inak. Vanilinska kiselina pri koncentraciji od

0,5 % 1 Nativo 75SWG postigli su 100 % inhibiciju rasta oba dana mjerenja.
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Slika 19. Inhibicijski uc€inak razli¢itih tretmana (OBVM, fenoli i fungicid) pri razli¢itim
koncentracijama na Sordaria fimicola. Negativne vrijednosti ukazuju na stimulirajuéi u¢inak

tretmana.

Sto se tice MIC i MFC vrijednosti, minimalna fungicidna koncentracija (MFC) odredena je
samo za tretmane s OBVM sorte Buza puntoza za vrste C. pruinosa, OBVM sorte Rosinjola
na P. iranianum te za tretmane vanilinskom kiselinom na B. mediterranea 1 S. fimicola. Za
fungicide su MFC vrijednosti utvrdene za njihov u€inak na B. nummularia, C. pruinosa, N.
gorlenkoana 1 S. fimicola. MIC vrijednost nije odredena za OBVM sorte Buza na N.
gorlenkoana, OBVM sorte Buza puntoza 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. NajcesCe

utvrdene MIC vrijednosti kretale su se izmedu 0,1 % 10,2 %.

5.6.4. Antagonisticki 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 pronadena
isklju¢ivo u OBVM sorte Buza. 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 biotehnoloSke informacije (NCBI, Maryland, SAD) pod
pristupnim brojevima PV(092539 za izolat R BB, PQ826427 za izolat BJ P, PQ826435 za
izolat L P 1 PQ826436 za izolat BP_P.
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Tablica 5. Popis izoliranih mikroorganizama iz OBVM, s oznakom izolata.

OBVM Oznaka Izolirani mikroorganizam
izolata

Buza B RB  Rhodotorula mucilaginosa (A. Jorg.) F.C. Harrison
B BB  Bacillus velezensis Ruiz-Garcia et al.

Buza BP P P. crustosum

puntoza

Istarska BJ P P. crustosum

bjelica

Leccino LP 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 Cesto povezuje s kontaminacijom hrane, uzrokujuéi kvarenje
razli¢itih prehrambenih proizvoda. Ova je vrsta ranije zabiljeZena na maslinama i njihovim
nusproizvodima u Spanjolskoj (Baffi i sur., 2012). Pokazala je zna¢ajan potencijal za buduée
industrijske primjene zahvaljujuéi izraZenim enzimskim aktivnostima (Baffi 1 sur., 2012).

B. velezensis je aerobna, Gram-pozitivha bakterija sposobna za formiranje endospora i
poticanje rasta biljaka. Razli¢iti sojevi ove vrste dokumentirani su zbog svoje sposobnosti
inhibicije rasta patogena, ukljucujuéi gljive, bakterije i nematode (Rabbee 1 sur., 2019). Soj B.
velezensis OEEL, 1zoliran 1z endogenog korijenskog tkiva maslina, pokazao je antifungalnu
aktivnost in vitro protiv Verticillium dahliae Kleb., s inhibicijskom stopom vecom od 92 %. In
vivo ispitivanja pokazala su da B. velezensis OEE1 znacajno smanjuje indeks tezine bolesti,
postotak uvenulih biljaka te gustocu mikrosklerocija u prirodno zarazenom tlu (Chefti Azabou
1 sur., 2020).

R. mucilaginosa je biotehnoloski znacajan kvasac koji je privukao veliku paznju zbog svoje
sposobnosti koristenja Sirokog spektra supstrata, iznimne otpornosti na stres i drugih korisnih
svojstava. R. mucilaginosa smatra se vrlo pogodnim kandidatom za proizvodnju karotenoida,
lipida, enzima 1 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 ucinkovito koristiti za proizvodnju

karotenoida pomocu R. mucilaginosa. Zanimljivo je da su Jarboui 1 sur. (2012., 2013.) uocili

49



Rezultati s raspravom
da R. mucilaginosa CH4 moze igrati znaCajnu ulogu u procis¢avanju OBVM uklanjanjem

polifenolnih  spojeva, ukljuCuju¢i katehol, galnu kiselinu, p-kumarinsku kiselinu,
protokatehuic¢nu 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). Takoder se koristi kao starter kultura za kontroliranu fermentaciju maslina
(Ciafardini 1 Zullo, 2019). Nadalje, N. molendiniolei pokazuje znacajne enzimske aktivnosti,
poput B-glukozidaze i peroksidaze. Ove aktivnosti doprinose ograni¢avanju povecanja kiselosti
maslinovog ulja tijekom skladiStenja, no istovremeno su povezane s povecanjem oksidacijskih
parametara, $to s viemenom dovodi do smanjenja kvalitete maslinovog ulja (Giavalisco i sur.,

2023).

5.6.4.1. Botryosphaeriaceae

Najveci antagonisticki u¢inak protiv fitopatogenih gljiva iz porodice Botryosphaeriaceae
zabiljezen je kod vrste Do. iberica, gdje je pet od osam testiranih izolata antagonista pokazalo
snazan antagonisticki uc¢inak. Najve¢i antagonisticki u€inak na B. dothidea pokazao je izolat
P. crustosum iz OBVM sorte Istarska bjelica (BJ_P) (70,54 %), dok je P. crustosum iz OBVM
sorte Buza puntoza (BP_P) takoder bio ucinkovit (67,86 %) (Slika 20). Suprotno tome, N.
molendiniolei (R_BB) pokazao je najslabiji u€inak (11,76 %).

Za D. mutila, najveci postotak inhibicije zabiljeZen je kod izolata P. crustosum iz OBVM sorte
Leccino (L_P) (96,67 %), a P. crustosum iz OBVM sorte Istarska bjelica (BJ _P) takoder je
pokazao zna¢ajnu ucinkovitost (85 %). Protiv D. seriata, P. crustosum iz OBVM sorti Leccino
(L_P) (82,22 %) 1 Buza puntoza (BP_P) (81,67 %) pokazali su najvecu inhibiciju. Nasuprot
tome, B. velezensis (B_BB) 1 N. molendiniolei (R_BB) iz OBVM sorte Rosinjola bio je znatno
manje ucinkovit.

Najbolji u€inak na Do. iberica imao je P. crustosum iz OBVM sorte BuZa puntoZa (BP_P)
(84,44 %), dok je P. crustosum iz OBVM Istarska bjelica (BJ_P) (59,44 %) pokazao umjerenu
ucinkovitost. P. crustosum iz OBVM sorti Buza puntoza (BP_P) (91,67 %) 1 Istarska bjelica
(BJ_P) (85,56 %) pokazali su izrazito visoku inhibiciju za vrstu Do. sarmentorum, dok je N.
molendiniolei (R_BB) imao vrlo slab u¢inak (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 Buza puntoza (BP_P)
(76,54 %) takoder bili u¢inkoviti.

Medu testiranim izolatima Penicilliuma, L. P se pokazao kao najucinkovitiji antagonisticki
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organizam, posebno protiv D. mutila i N. parvum. Najslabiji antagonisticki u¢inak zabiljezen

je kod izolata R BB, N. molendiniolei, jer nije zabiljezena nikakva antagonistiCka interakcija
izmedu tog izolata i D. mutila ili N. parvum. Takoder, nije zabiljezen antagonisti¢ki ucinak
izmedu izolata L P 1 Do. iberica. Gharsallah 1 sur. (2020) izolirali su P. crustosum iz kukaca
prikupljenih u maslinicima. Autori su dokazali patogenost P. crustosum pomocu testova na
izrezanim izdancima, gdje je izolacija P. crustosum F14 izazvala posmedivanje kore. Uz to, u
studiji su dokumentirane 1 antagonisticke interakcije izmedu ovog izolata i gljivi¢nih vrsta kao
Sto su Aspergillus calidoustus Varga, Houbraken & Samson, Penicillium chrysogenum Thom
1 Alternaria consortialis (Thm.) J.W. Groves & S. Hughes. Suprotno tome, kod izolata P.
crustosum F33, koji je takoder prikupljen iz kukaca u maslinicima, nisu opazeni antagonisticki
ucinci. Ovo istrazivanje takoder je potvrdilo postojanje razlika u antagonistickom utjecaju
izmedu izolata Penicillium sp., kao 1 varijacije u antagonisti¢kim utjecajima istog izolata na
razli¢ite gljivicne vrste. Najjaci antagonisticki u€inak zabiljezen je izmedu izolata L P i vrsta
N. parvum i D. mutila, dok je najslabija interakcija zabiljezena izmedu L._P i Do. iberica, gdje

nije zabiljezen antagonisticki uc¢inak izolata na patogena.

100
90
80
70
60

50

Inhibicija (%)

40
30
20

10

Botryosphaeria Diplodia mutila Diplodia Dothiorella Dothiorella ~ Neofusicoccum
dothidea seriata iberica sarmentorum parvum

mB RB mB BB MR RB MR BB mBJ P mLP =BPP

Slika 20. Antagonisti¢ka 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 Sest fitopatogenih
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gljiva: Botryosphaeria dothidea, Diplodia mutila, Diplodia seriata, Dothiorella iberica,

Dothiorella sarmentorum 1 Neofusicoccum parvum. Visi postoci inhibicije ukazuju na jaci
antagonisticki u¢inak. Oznake predstavljaju: B RB 1R _RB —izolati Rhodotorula mucilaginosa
izolirani iz, redom, OBVM sorti Buza i Rosinjola, B BB — izolat Bacillus velezensis izolirana
iz OBVM sorte Buza, BP_P, B] P i L P —izolati Penicillium crustosum izolirani iz, redom,
OBVM sorti Buza puntoza, Istarska bjelica i Leccino, R BB — izolat Nakazawaea

molendiniolei izoliran iz OBVM sorte Rosinjola.

5.6.4.2. Sordariomycetes

Uocene su znacajne varijacije u antagonistickim uc¢incima 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 specificnim biljnim domac¢inima
te je Siroko prepoznata kao uzrocnik bolesti raka na Sumskim stablima (Patejuk 1 sur., 2023).
R. mucilaginosa izolat iz OBVM sorte Buza (B_RB) pokazao je jaci antagonisti¢ki uc¢inak u
usporedbi s onim izoliranim iz OBVM sorte Rosinjola. U slucaju P. crustosum, zabiljezene su
znatne razlike u antagonisti¢koj aktivnosti medu izolatima ove vrste. Ni bakterija ni kvasac
nisu pokazali inhibicijski uc¢inak na rast B. mediterranea. Medutim, P. crustosum pokazao je
visok postotak inhibicije rasta micelija, pri cemu je najucinkovitiji 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 stimuliraju¢i u¢inak na rast
B. nummularia. Najvisi stupanj inhibicije postignut je izolatom iz OBVM sorte Buza puntoZa
(BP_P)s 81,94 %, aslijedi izolat BB_B s 80,56 % te su svi ostali antagonisti pokazali inhibiciju
vecu od 70 %.

Izolat P. crustosum (L_P) iz OBVM sorte Leccino imao je stimulirajuci u¢inak na rast C.
pruinosa. Najjaci antagonist bio je P. crustosum (BP_P) iz OBVM sorte Buza puntoza, s 81,99
% 1inhibicije, dok je najslabiji bio R. mucilaginosa iz OBVM sorte Rosinjola (R RB), s
inhibicijom od samo 7,78 %.

Izolat P. crustosum iz OBVM sorte Buza puntoza (BP_P) nije imao inhibicijski u¢inak na rast
micelija N. gorlenkoana. Najjaci antagonisticki u¢inak 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.

Antagonisticki u€inci testiranih mikroorganizama na N. osmanthi kretali su se izmedu 40 1 70%.
Najucinkovitiji 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 u¢inak na N. philosophiae-doctoris. Naju€inkovitiji antagonist bio je P. crustosum
iz OBVM sorte Leccino (L_P), s 84,44 % inhibicije, a slijedi P. crustosum iz OBVM sorte
Buza puntoza sa 73,33 % inhibicije.

Izolati P. crustosum iz OBVM sorti Buza puntoza (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 najjaci antagonisticki ucinak medu 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 ucinka na inhibiciju rasta
micelija S. fimicola. Suprotno tome, najucinkovitiji je bio izolat R. mucilaginosa iz OBVM
sorte Buza (B_RB), s 74,44 % inhibicije, a slijedi N. molendiniolei (R_BB) sa 71,11 %

inhibicije.

mB RB B BB MR RB EMR BB EBJ P mLP mBPP

Slika 21. Antagonisticka 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. Visi postoci inhibicije ukazuju na jac¢i antagonisticki ucinak. Negativne
vrijednosti ukazuju na stimulacijski utjecaj. Oznake predstavljaju: B RB i R RB — izolati
Rhodotorula mucilaginosa izolirani 1z, redom, OBVM sorti Buza i Rosinjola, B BB — izolat
Bacillus velezensis izoliran iz OBVM sorte Buza, BP_P, BJ P i L P — izolati Penicillium
crustosum izolirani iz, redom, OBVM sorti BuZa puntoza, Istarska bjelica i Leccino, R BB —

izolat Nakazawaea molendiniolei izoliran iz OBVM sorte Rosinjola.
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6. ZAKLJUCCI

Na maslini su zabiljezene nove vrste gljiva koje do sada nisu utvrdene u Hrvatskoj 1/ ili
svijetu. Prisutnost vrsta D. mutila, Do. iberica, Do. sarmentorum, B. mediterranea i C.
pruinosa na stablima masline 1 kao uzro¢nika bolesti masline u Hrvatskoj do sada nije
bila dokumentirana, $to ovo istrazivanje €ini prvim izvjeséem o njihovoj pojavi.
Nadalje, po prvi put u svijetu utvrdeno je da su B. nummularia, S. fimicola, P.
iranianum, N. gorlenkoana, N. osmanthi 1 N. philosophiae-doctoris uzroCnici bolesti
maslina. Takoder, vrsta N. philosophiae-doctoris prvi put je prepoznata kao uzro¢nik
bolesti biljaka.

Utvrdene su znacajne razlike u patogenosti medu ispitivanim vrstama gljiva. Dok su
neke gljive uzrokovale brzi razvoj simptoma na biljnim tkivima, druge su pokazale
slabu 1ili sporiju patogenost. Ovi rezultati ukazuju da nije svaka gljiva izolirana s
masline podjednako opasna te da pojedine vrste mogu djelovati oportunisticki ili
sekundarno nakon primarnih ostecenja biljke.

Rezultati pokazuju da postoji znacajna varijabilnost u antifungalnom djelovanju
prirodnih pripravaka. Neka EtU, primjerice EtU kineskog cimeta i origana te njihovi
glavne komponente pokazali su snazno inhibicijsko djelovanje na rast micelija svih
testiranih gljiva. S druge strane, pojedina EtU i OBVM imala su slabiji ili selektivan
ucinak, djeluju¢i samo na odredene vrste. Fenol hidroksitirosol imao je neSto slabiji
ucinak u odnosu na pojedina EtU, OBVM 1 vanilinsku kiselinu. Ovi rezultati potvrduju
da izbor sredstva ima klju¢nu ulogu u uc€inkovitosti bioloske kontrole fitopatogenih
gljiva.

U usporednim testovima, odredena EtU i komponente, kao 1 OBVM 1 fenoli, pokazali
su inhibicijsko djelovanje na rast gljiva koje je bilo usporedivo s komercijalnim
fungicidima. Posebno su se istaknuli kineski cimet 1 origano i njihove glavne
komponente, koji su, u pojedinim slucajevima, nadmasili u¢inkovitost kemijskog
fungicida. Takvi rezultati otvaraju moguc¢nost razvoja prirodnih pripravaka kao
alternativnih ili dopunskih sredstava u odrzivoj zastiti bilja.

Testiranja otpornosti razli¢itih sorata masline pokazala su razlike u osjetljivosti prema
patogenim gljivama. Na temelju provedenih istrazivanja moze se zakljuciti da su vrste
N. parvum 1 D. mutila pokazale najvisi stupanj patogenosti, s prosjecnom duzinom

lezija ve¢om od 30 mm, dok su vrste iz roda Dothiorella pokazale znatno slabiju
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patogenost; pritom se sorta Istarska bjelica istaknula kao najosjetljivija na zarazu
vrstom N. parvum. Ovi nalazi imaju vaznu prakti¢nu vrijednost jer omogucuju odabir

otpornijih sorata za sadnju u podruc¢jima s visokim rizikom od bolesti.
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— R18B4 Phaeoacremonium iranianum

— MG745842 Phaeoacremonium iranianum

— MNB844774 Phaeoacremonium iranianum

— MG149589 Phaeoacremonium minimum

— KR909219 Phaeoacremonium minimum

KR232491 Botryosphaeria dothidea

Figure S1. Phylogenetic tree based on internal transcribed spacer (ITS) sequences alignment. The evolutionary
history was inferred using the Neighbor-Joining method [31]. The optimal tree is shown. The evolutionary distances
were computed using the Maximum Composite Likelihood method [32] and are in the units of the number of base
substitutions per site. This analysis involved 6 nucleotide sequences. All ambiguous positions were removed for
each sequence pair (pairwise deletion option). There was a total of 596 positions in the final dataset. Evolutionary
analyses were conducted in MEGA11 [33].
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Table S1. PCR amplification program set according to Alves et al. (2006) [30].

Hot Start Denaturation ~ Annealing  Elongation Elongation
95 °C 94°C 55°C 72°C 72°C
Start End Cycle
Cycle
5 minutes 30 times 30 seconds 45 seconds 1 minute 10 minutes
and 30
seconds
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Naslov izvornog znanstvenog rada broj 1: First Report of Phaeoacremonium iranianum Causing

Olive Twig and Branch Dieback

ProSireni saZetak:

U masliniku smjeStenom na zapadnom dijelu Istre u Hrvatskoj, tijekom 2021. godine zabiljezeni su
simptomi susenja grana na nekoliko stabala maslina. Maslinik, povrSine 0,43 ha, sadrzavao je priblizno
70 stabala sorte Buza, starih preko 30 godina, posadenih na tlu gdje je prethodno uzgajana vinova loza.
Incidencija bolesti dosezala je 40%. Prikupljeni su uzorci sa sedam simptomati¢nih stabala, iz kojih su
izolirane cetiri gljive s morfoloskim karakteristikama slicnim rodu Phaeoacremonium. Jedan
reprezentativni izolat podvrgnut je molekularnoj identifikaciji i testovima patogenosti. Analizom
sekvenci ITS, TUB2 i TEF1-a regija genoma izolat je identificiran kao Phaeoacremonium iranianum
L. Mostert, Grafenhan, W. Gams & Crous. Testovi patogenosti provedeni su na odrezanim granama
masline 1 na mladim stablima u plasteni¢kim uvjetima. Rezultati su potvrdili sposobnost izolata da
izazove simptome suSenja grana, Sto ukazuje na njegovu patogenost na maslini.
Ovo je prvi zabiljezeni slu¢aj u Hrvatskoj, a prema dostupnim podacima i prvi u svijetu, koji potvrduje
P.iranianum kao uzro¢nika suSenja grana masline. Otkri¢e naglasava potrebu za daljnjim istraZivanjima
usmjerenim na razvoj strategija zastite maslina, posebno s obzirom na odrzivu poljoprivredu i smanjenje

upotrebe kemijskih sredstava.

Kljuéne rije€i: Phaeoacremonium iranianum; maslina, suSenje
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Naslov izvornog znanstvenog rada broj 2: First Report of Olive Branch Dieback in Croatia Caused
by Cytospora pruinosa Défago

ProSireni sazetak:

U 2021. godini, u dva maslinika u Istri, Hrvatska, primijec¢eni su simptomi suSenja grana i plodova
maslina. Prvi maslinik, smjesten u Kasteliru, prostire se na 6,5 ha i sadrzi 44 razlicite sorte maslina, dok
se drugi, u Vodnjanu, prostire na 1 ha i sadrzi dvije sorte maslina. Simptomi su zabiljezeni na lokalnim
sortama Porecka rosulja i Buza. Uzorci simptomati¢nih stabala prikupljeni su i analizirani. Izolirane
gljive su, na temelju morfoloskih 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
dvogodi$njim stablima maslina u plasteni¢ckim uvjetima. Rezultati su pokazali da C. pruinosa uzrokuje
simptome suSenja grana i plodova, potvrdujuéi njezinu patogenost na maslini. Ovo je prvi zabiljeZeni

slu¢aj u Hrvatskoj koji potvrduje C. pruinosa kao uzro¢nika susenja grana i plodova masline.

Kljuéne rijedi: rak; Cytospora sp.; gljivicna bolest; Olea europaea L.
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Naslov izvornog znanstvenog rada broj 3: First Report of Nigrospora Species Causing Leaf Spot on

Olive (Olea europaea L.)

ProSireni sazetak:

U 2021. godini u maslinicima u Istri, Hrvatska, primije¢eni su simptomi pjegavosti lis¢a na stablima
masline (Olea europaea L.). Simptomi su se manifestirali kao tamne nekroti¢ne pjege razlicite veli¢ine,
cesto okruzene zuckastom bojom. Kako bi se identificirao uzro¢nik, provedena je izolacija patogena iz
simptomatskih listova. Izolirane gljive su preliminarno, na temelju morfoloskih karakteristika,
klasificirane kao pripadnici roda Nigrospora. Daljnja molekularna analiza (sekvenciranje ITS, TUB i
TEF1-a regija genoma) i filogenetska analiza potvrdile su prisutnost triju vrsta: Nigrospora gorlenkoana
Novobr., Nigrospora osmanthi Mei Wang & L. Cai 1 Nigrospora philosophiae-doctoris M. Raza, Qian
Chen & L. Cai. Patogenost izoliranih vrsta ispitana je inokulacijom zdravih listova masline u in vitro 1
in vivo uvjetima. Inficirani listovi razvili su simptome sli¢ne onima videnim na terenu, $to je dokazalo
uzro¢nu povezanost izmedu izoliranih Nigrospora spp. i pojave bolesti. Ovo je prvi izvjestaj u Hrvatskoj
koji dokumentira Nigrospora spp. kao patogene na maslini. Stovise, ovo je ujedno i prvi izvjestaj u
svijetu za navedene tri vrste kao uzro¢nike bolesti na maslini te prvi izvjestaj o vrsti N. philosophiae-

doctoris kao uzroc¢niku bolesti biljaka.

Kljuéne rijec€i: gljivicna bolest; izolat; maslina; patogenost
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Naslov izvornog znanstvenog rada broj 4: Identification and Pathogenicity of Biscogniauxia and

Sordaria Species Isolated from Olive Trees

ProSireni sazetak:

U 2021. godini u maslinicima u Istri, Hrvatska, primijeceni su simptomi gljivi¢nog oboljenja na stablima
masline (Olea europaea L.). Simptomi su ukljucivali suSenje i pucanje kore stabla, Cesto uz prisutnost
nekroti¢nih tkiva i suSenja grana maslina. Kako bi se utvrdili uzrocnici, provedena je izolacija gljiva iz
simptomatskog tkiva masline. Izolirane gljive su preliminarno, na temelju morfoloskih karakteristika,
klasificirane kao pripadnici rodova Biscogniauxia 1 Sordaria. Daljnja molekularna analiza
(sekvenciranje ITS, TUB2 i TEF1-a 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 plastenickim uvjetima. Zarazene biljke razvile su simptome
sli¢ne onima videnima na terenu, $to je dokazalo uzro¢nu povezanost izmedu izoliranih gljiva i pojave
bolesti. Analiza meteoroloskih podataka za razdoblje prije pojave simptoma sugerira da su produzeni
susni periodi 1 visoke temperature mogli pogodovati zarazi i razvoju bolesti, $to je u skladu s ranijim
nalazima o utjecaju klimatskih promjena na ucestalost bolesti drvenastih biljaka i pojave vrsta roda
Biscogniauxia. Ovo je prvi izvjestaj u Hrvatskoj koji dokumentira B. mediterranea kao uzro¢nika bolesti

na maslini, dok su B. nummularia i S. fimicola prvi put u svijetu zabiljeZzene kao patogeni na maslini.

Kljucne rijeci: bolest ugljene truleZi; Biscogniauxia mediterranea; Biscogniauxia nummularia; prvi

izvjestaj; Sordaria fimicola
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Plants 2024, 13, 1813

25 of 36

Table 7. Isolate label, location, and coordinates of Botryosphaeriaceae species site, olive variety from
which the sample was taken, collection date, olive grove area, and tree age.

Isolate Location Coordinates ‘S,a;:g:‘r;z gllii:: Collection Date Olii;z((;égre T(r;:ﬁsg)e
R8 NP Rovinj ‘%IE;Z(;SS,’ZS?/”' IEI’ Unknown 6 September 2021 0.01 15
IKB9 B2IL Pore¢ ‘;2?3?;,1)9797’,’, IEI Buza 13 September 2021 1.49 >30
IMK9 IBVI Porec 1%2216%193;”1\:3 Istarska bjelica 13 September 2021 1.49 >30
V12 PEN Vodnjan ‘iii%zgsg’,’, I;’ Pendolino 24 September 2021 0.1 20-100
V16 BI Buza
V16 K1 Fa\ik;agﬁjr;ar ‘%14;55%/,21;’,’, I;:I" Karbonaca 14 October 2021 1 13
V16 K211 Karbonaca
N17 BJA3 Novigrad Li?’,of’%’g’%g il,’, IEI' Istarska bjelica 14 October 2021 3 20-25
% Rovinj Sl Pef:izm 14 October 2021 0.43 39
RI9F Rovinj 1%1531(1?;’;4761’,’, 1::]’ Frantoio 14 October 2021 0.38 25-30
PL1 NP Pore¢ ng;g,ig/,l,lg Unknown 23 March 2022 0.02 10
V21 B5I Vodnjan 41‘;25&_;%[;,,’, IEI’ Buza 24 March 2022 82 12-300

The trees exhibited symptoms such as leaf wilting and defoliation, twig and branch
dieback, and the appearance of necrosis and cankers. A total of 10 branch samples per tree
were collected. Samples were taken from the parts of the branches where the transition
between healthy and infected parts were visibly apparent. The samples were placed in
sterile black plastic bags, labelled, and stored in a portable refrigerator at a temperature
of +4 °C. The collected samples were promptly transported to the Laboratory for Plant
Protection at the Institute of Agriculture and Tourism in Pore¢, Croatia, for analysis. Branch
samples from affected trees were photographed and documented and then underwent a
washing under tap water. With the use of a sterile surgical scalpel, the bark was removed
from the branches, and subsequently, the samples were cut using fruit shears. The branch
pieces (5 x 5 cm) were immersed in 70% ethanol for two minutes, followed by rinses in
sterile distilled water for two minutes. After this process, they were carefully arranged
on a sterile paper sheet within a laminar flow cabinet to facilitate surface drying. Once
adequately dried, the pieces were placed on PDA supplemented with 35 mg/L of penicillin
and incubated in a dark environment at 25 °C within an incubator. Upon the development
of the culture on PDA, isolates were transferred to a medium containing WA and pine
needles (Pinus L.) (WA + Pinus). The medium preparation involved cutting fresh green pine
needles, washing them under tap water, and autoclaving them twice in a glass jar at 121 °C
for 15 min. Two to three pieces of pine needles were placed on the surface of WA after the
agar had solidified by 50%, submerging half of the needle in the medium while leaving the
rest exposed. Fungal isolates were then inoculated into the nutrient medium WA + Pinus.
After an incubation period of 20 days and the subsequent development of pycnidia, spores
were extracted to create single-spore isolates. Pure cultures were preserved in 2 mL cryovial
screw cap tubes containing a 50% glycerol solution at temperatures of —20 °C and —80 °C,
as well as in sterilised water in plastic tubes at 4 °C. The preserved cultures are kept in
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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

ProSireni sazetak:

U 2021. 1 2022. godini u maslinicima u Istri, Hrvatska, primije¢eni su simptomi odumiranja grana,
venuca i otpadanja liS¢a, trulezi plodova te pucanja kore na stablima masline (Olea europaea L.). Kako
bi se identificirali uzro¢nici ovih simptoma, provedena je izolacija patogena iz simptomatskih dijelova
biljaka. Izolirane gljive preliminarno su, na temelju morfoloskih karakteristika, klasificirane kao
pripadnici porodice Botryosphaeriaceae. Daljnja molekularna analiza (sekvenciranje ITS, TUB2 i
TEF1-a regija genoma) potvrdila je prisutnost Sest 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. Medu izoliranim vrstama, N. parvum i D. seriata pokazale su najvecu ucestalost na
zarazenim biljkama. Patogenost izoliranih vrsta ispitana je inokulacijom zdravih biljaka masline u
plastenickim uvjetima. Zarazene biljke razvile su simptome sliéne onima videnima na terenu,
ukljucujuéi nekroze tkiva, odumiranje izbojaka i pucanje kore. Rezultati su pokazali da su N. parvum 1
D. mutila izazvale najizrazenije simptome s prosje¢nom duzinom lezija ve¢om od 30 mm, dok su vrste
1z roda Dothiorella pokazale slabiju patogenost s manjim lezijama.

Osim toga, ispitana je otpornost razli¢itih sorti masline na izolirane patogene. Sorte su pokazale razliite
stupnjeve otpornosti na gljive. Ovi rezultati ukazuju na moguénost selekcije otpornijih sorti u budué¢im
uzgojnim programima 1 sugeriraju potrebu za sortno specificnim strategijama zastite.

Prema saznanjima, vrste D. mutila, Do. iberica 1 Do. sarmentorum do sada nisu bile zabiljeZene na
stablima maslina u Hrvatskoj, $to ovo €ini prvim izvjeS¢em o njihovoj prisutnosti. Otkri¢e naglaSava
vaznost kontinuiranog pracenja novih patogena u maslinarstvu te potrebu za razvojem ucinkovitih mjera
kontrole kako bi se sprijecile potencijalne Stete u proizvodnji. Takoder, rezultati ukazuju na kljucnu

ulogu izbora sorti u smanjenju pojave gljivi¢nih bolesti maslina.

Klju¢ne rijeci: Botriosferijsko susenje; Botryosphaeria dothidea; Diplodia spp.; Dothiorella spp.; prvi

1zvjestaj; Neofusicoccum sp.

180



Izvorni znanstveni rad broj 6 u obliku i izvornom jeziku na kojem je objavljen u znanstvenom

casopisu

Naslova rada: Antifungal Efficacy of Essential Oils and Their Predominant Components

Against Olive Fungal Pathogens

Autori: Elena Petrovi¢, Karolina Vrandeci¢, Jasenka Cosi¢, Tamara Siber, Sara Godena

Tip rada: Izvorni znanstveni ¢lanak
Casopis: Agriculture

Kategorija: Al

Impakt faktor: 3.3 (2025.)
Kvartil: Q1

Primljen na recenziju: 17. listopad 2024.

Prihvaéen za objavljivanje: 18. studeni 2024.

Status: Objavljen
Volumen: 15
Broj: 3

Broj rada: 340

WOS broj: 001418418200001

181



182



183



184



185



186



187



188



189



190



191



192



193



194



195



196



197



198



199



200



Agriculture 2025, 15, 340

20 of 24

fungicides on the mycelial growth of Diplodia mutila; Table S6. The results of the one-way ANOVA
(mean =+ standard deviation, in mm) for the mycelial growth of Diplodia seriata under the effects
of various treatments. Mean values with the same letters in a row are not significantly different,
according to Tukey’s honestly significant difference test (p < 0.05); Table S7. Inhibitory effect (%) of
essential oils, components, and fungicides on the mycelial growth of Diplodia seriata; Table S8. The
results of the one-way ANOVA (mean =+ standard deviation, in mm) for the mycelial growth of
Dothiorella iberica under the effects of various treatments. Mean values with the same letters in a
row are not significantly different, according to Tukey’s honestly significant difference test (p < 0.05);
Table S9. Inhibitory effect (%) of essential oils, components, and fungicides on the mycelial growth
of Dothiorella iberica; Table S10. The results of the one-way ANOVA (mean =+ standard deviation, in
mm) for the mycelial growth of Dothiorella sarmentorunt under the effects of various treatments. Mean
values with the same letters in a row are not significantly different, according to Tukey’s honestly
significant difference test (p < 0.05); Table S11. Inhibitory effect (%) of essential oils, components, and
fungicides on the mycelial growth of Dothiorella sarmentorum; Table S12. The results of the one-way
ANOVA (mean =+ standard deviation, in mm) for the mycelial growth of Neofusicoccum parvum under
the effects of various treatments. Mean values with the same letters in a row are not significantly
different, according to Tukey’s honestly significant difference test (p < 0.05); Table S13. Inhibitory effect
(%) of essential oils, components, and fungicides on the mycelial growth of Neofusicoccum parvum,
Table S14. The results of the one-way ANOVA (mean =+ standard deviation, in mm) for the mycelial
growth of Biscogniauxia mediterranea under the effects of various treatments. Mean values with
the same letters in a row are not significantly different, according to Tukey’s honestly significant
difference test (p < 0.05); Table S15. Inhibitory effect (%) of essential oils, components, and fungicides
on the mycelial growth of Biscogniauxia mediterranea, Table S16. The results of the one-way ANOVA
(mean =+ standard deviation, in mm) for the mycelial growth of Biscogniauxia nummularia under the
effects of various treatments. Mean values with the same letters in a row are not significantly different,
according to Tukey’s honestly significant difference test (p < 0.05); Table S17. Inhibitory effect (%) of
essential oils, components, and fungicides on the mycelial growth of Biscogniauxia nummularia; Table
S18. The results of the one-way ANOVA (mean =+ standard deviation, in mm) for the mycelial growth
of Cytospora pruinosa under the effects of various treatments. Mean values with the same letters in a
row are not significantly different, according to Tukey’s honestly significant difference test (p < 0.05);
Table S19. Inhibitory effect (%) of essential oils, components, and fungicides on the mycelial growth
of Cytospora pruinosa; Table S20. The results of the one-way ANOVA (mean =+ standard deviation, in
mm) for the mycelial growth of Nigrospora gorlenkoana under the effects of various treatments. Mean
values with the same letters in a row are not significantly different, according to Tukey’s honestly
significant difference test (p < 0.05); Table S21. Inhibitory effect (%) of essential oils, components, and
fungicides on the mycelial growth of Nigrospora gorlenkoana; Table S22. The results of the one-way
ANOVA (mean =+ standard deviation, in mm) for the mycelial growth of Nigrospora osmanthi under
the effects of various treatments. Mean values with the same letters in a row are not significantly
different, according to Tukey’s honestly significant difference test (p < 0.05); Table S23. Inhibitory effect
(%) of essential oils, components, and fungicides on the mycelial growth of Nigrospora osmanthi; Table
S24. The results of the one-way ANOVA (mean =+ standard deviation, in mm) for the mycelial growth
of Nigrospora philosophiae-doctoris under the effects of various treatments. Mean values with the same
letters in a row are not significantly different, according to Tukey’s honestly significant difference
test (p < 0.05); Table S25. Inhibitory effect (%) of essential oils, components, and fungicides on the
mycelial growth of Nigrospora philosophiae-doctoris; Table S26. The results of the one-way ANOVA
(mean =+ standard deviation, in mm) for the mycelial growth of Phaeoacremonium iranianum under the
effects of various treatments. Mean values with the same letters in a row are not significantly different,
according to Tukey’s honestly significant difference test (p < 0.05); Table S27. Inhibitory effect (%)
of essential oils, components, and fungicides on the mycelial growth of Phacoacremonium iranianum;
Table S28. The results of the one-way ANOVA (mean =+ standard deviation, in mm) for the mycelial
growth of Sordaria fimicola under the effects of various treatments. Mean values with the same
letters in a row are not significantly different, according to Tukey’s honestly significant difference test
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Table S1. List of used essential oils (EOs), Latin names of plant species, and EO components pre-
sent in concentrations greater than 0.1%, as well as the commerdal names of used fungicides, type
of fungicide, and active ingredients.

Essential oil

source plant Latin name Components Content (%)
E-cinnamaldehyde 78.32
Trans-o-methoxy-dnnamaldehyde 4.15
Cinnamyl acetate 2.54
Aromatic compound 1.87
Coumarin 1.77
Benzaldehyde 1.73
Benzene propanal 0.96
Phenylethyl alcohol 0.77
Salicylic aldehyde 0.56
a-copaene 0.54
Z-cinnamaldehyde 0.43
Delta-cadinene + sesquiterpene 0.38
. 2-methoxy-benzaldehyde 0.35
Chinese Cmrw'mwmum 2-methyl-benzofuran 0.27
. . aromaticum Nees =
N S (syn. Cinnamomum - Sty'rene 028
bark L Cinnamic alcohol 0.25
cassia (L.) ] Presl)

[-caryophyllene 0.24
2-methoxyphenyl acetone 0.22
[-bisabolene 0.21
y-muurolene 0.21

Allo-aromadendrene +
0.19

acetophenone

Nerolidol 0.18
a-muurolene 0.14
2-phenyl ethyl acetate 0.12
Ledene 0.11
Cinnamic acid 0.11
a-pinene 0.11
Borneol 0.10
Eugenol 56.60
f -caryophyllene 29.82
Estragole 431
Geraniol 1.03
Caryophyllene oxide 0.78
Citronellol 0.77
Ocimum a-copaene 0.71
i tenuiflorum L. (syn. 1,8-cineole 0.58
e Ocimum sanctum  Delta-cadinene + sesquiterpene 0.39
L) Sesquiterpene epoxide 0.38
Sesquiterpenol 0.24
o-humulene 0.21
Caryophylla-3.7-dien-6-ol 0.21
Sesquiterpene epoxide 0.17
a-pinene 0.15
Limonene 0.15

Agriculture 2024, 14, x. https://doi.org/10.3390/x000x

www.mdpi.com/journal/agriculture



Lemon

Oregano

a-cubebene 0.14

Linalool 0.14
6,7-humulene epoxide 0.14
Calamenene 0.13
a-farnesene 0.12
Compound mw=164 0.11
Sesquiterpene epoxide 0.11
Caryophyllenol 0.10
y-eudesmol 0.10
Limonene 68.90

[-pinene 11.84
y-terpinene 7.94
Sabinene 1.86

a-pinene 1.75
-myrcene 1:52;

Geranial 1.01

Neral 0.61

a-thujene 0.46
[-bisabolene 0.43

Citrus x limon (syn. p-cymene 0.39
Citrus limonum 1,8-cineole 0.36
Risso) [-phellandrene 0.36
Terpinolene 0.36

Neryl acetate 0.31
{-caryophyllene 0.30
Terpinene-4-ol 0.30
a-trans-bergamotene 0.27
a-terpineol 0.24
a-terpinene 0.20

Geranyl acetate 0.16
Linalool 0.11

Nonanal 0.10

Carvacrol 57.58
y-terpinene 14.12

Thymol 8.21

p-cymene 7.84
{-caryophyllene 1.72
a-terpinene 1.64
-myrcene 1.60

Linalool 1.38

Ori a-thujene 0.90
conzpacittz:l”];’;nm depinene f06
Terpinene-4-ol 0.42
1-octen-3-ol 0.26
a-phellandrene + psi-limonene 0.25
Limonene 0.22
a-terpineol 0.20
f-phellandrene 0.19
Trans-thujanol 0.19
Borneol 0.17

Methyl carvacrol ether 0.13
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Caryophyllene oxide
[-pinene
Trans- B-ocimene
3-octanone
Menthol
Menthone
1,8-cineole
Menthyl acetate
Isomenthone
[-caryophyllene
Neomenthol
Limonene
Menthofuran
Pulegone
p-pinene
Germacrene D
Piperitone
a-pinene
Terpinene-4-ol
Neoisomenthol
a-terpineol
Sabinene
Y-terpinene
[-bourbonene
Lavandulol
Peppermint ~ Mentha x piperita L. Trans-thujanol
B-myrcene
Bicyclogermacrene
Isomenthol
Trans-isopiperitenol
3-octanol
Isomenthyl acetate
Epsilon-cadinene
o-terpinene
p-cymene
E-B-farnesene
Cis--ocimene
Linalool
Isopulegol
Neomenthyl acetate
1-nonanol
a-humulene
[-elemene
Germacrene A
y-muurolene
Terpinolene
Sesquiterpene
Thymol
thyme Thymus vulgaris L. \S;Z;V;Ii\xz:e
Linalool

Thyme, garden

0.13
0.12
0.11
0.10
36.37
24.08
551
5.48
3.64
3.05
291
247
2.07
1.21
1.08
1.08
1.04
0.97
0.64
0.61
0.55
0.46
0.35
0.33
0.25
0.24
0.23
0.22
0.21
0.21
0.19
0.19
0.19
0.18
0.18
0.18
0.17
0.17
0.17
0.16
0.13
0.13
0.12
0.11
0.11
0.10
0.10
45.73
17.03
10.05
4,52
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Carvacrol 4.10
{-caryophyllene 2.09
Borneol 2.07
Terpinene-4-ol 1.55
[-myrcene 1.52
a-terpinene 1.23
a-thujene 1.22
a-pinene 1.16
Camphene 1.15
Camphor 0.66
Limonene 0.37
a-terpineol 0.31
{-pinene 0.25
Methyl thymol ether 0.24
{-phellandrene 0.23
Trans-thujanol 0.20
Caryophyllene oxide 0.20
a-phellandrene 0.18
Isocarvacrol 0.14
Terpinolene 0.12
Cis-linalool oxide 0.12
Isothymol 0.12
Trans-linalool oxide 0.10
Cis-thujanol 0.10
Aromadendrene 0.10
Delta-cadinene + sesquiterpene 0.10
Commercial
name of the  Type of fungicide Active ingredient g/kg
fungicide
. Dithiocarbamaten Metiram 550
Cabrio TOP Strobilurin Pyraclostrobin 50
Nativo 75WG Strobilurin Trifloxystrobin 250
Triazole Tebuconazole 500
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Table S2. The results of the one-way ANOVA (mean + standard deviation, in mm) for the mycelial

growth of Botryosphaeria dothidea under the effects of various treatments. Mean values with the
same letters in a row are not significantly different, according to Tukey’s honestly significant

difference test (p < 0.05).
Day 2 Day 4 Day 10
Fretaet Concentration: 0.1%
Chinese cinnamon 0.00£0.00 d 0.00+0.00d 0.00 +0.00 ¢
Holy basil 6.75+0.00 ¢ 75.00+11.00b 86.00+0.00 a
Lemon 86.00 £ 0.00 a 86.00 £ 0.00 a 86.00+0.00 a
Oregano 0.00+£0.004d 0.00+£0.00d 0.00 £0.00 c
Peppermint 86.00 £ 0.00 a 86.00 +0.00 a 86.00+0.00 a
Thyme 0.00+0.00d 0.00+0.00d 0.00 +0.00 ¢
Carvacrol 0.00+0.00 d 0.00+0.00d 0.00 +0.00 c
E-cinnamaldehyde 0.00+£0.00 d 0.00£0.00d 0.00 +£0.00 ¢
Eugenol 0.00+0.00d 10.00 +4.00 ¢ 86.00+0.00 a
Limonene 86.00 +0.00 a 86.00 £ 0.00 a 86.00+0.00 a
Menthol 86.00 +0.00 a 86.00 £ 0.00 a 86.00+0.00 a
Thymol 27.00+0.00 b 86.00 £ 0.00 a 86.00+0.00 a
Cabrio TOP 2433+451b 66.33+2.88b 7766 +7.37 b
Nativo 75WG 0.00+0.00d 0.00+0.00d 3.66 +0.58 c
Control 86.00 £ 0.00 a 86.00 £ 0.00 a 86.00+0.00 a
LSD 3.99 9.37 5.74
Concentration: 0.2%
Chinese cinnamon 0.00+0.00 d 0.00 +0.00 ¢ 0.00 +0.00 ¢
Holy basil 0.00+£0.00d 0.00 £0.00 c 0.00 +£0.00 ¢
Lemon 86.00 £ 0.00 a 86.00 +0.00 a 86.00+0.00 a
Oregano 0.00+0.00 d 0.00 +£0.00 c 0.00 +0.00 c
Peppermint 7250 +4.50 b 86.00 £ 0.00 a 86.00+0.00 a
Thyme 0.00£0.00d 0.00 +£0.00 ¢ 0.00 £0.00 ¢
Carvacrol 0.00+0.00d 0.00 +£0.00 c 0.00 +£0.00 c
E-cinnamaldehyde 0.00+0.00d 0.00 +£0.00 c 0.00 +0.00 c
Eugenol 0.00+0.00d 0.00 +£0.00 ¢ 0.00 +0.00 ¢
Limonene 86.00 £ 0.00 a 86.00 £ 0.00 a 86.00+0.00 a
Menthol 86.00 £ 0.00 a 86.00 +0.00 a 86.00+0.00 a
Thymol 0.00+0.00d 71.33+8.74b 86.00+0.00 a
Cabrio TOP 2433 +451c 66.33+2.88b 7766 +7.37 b
Nativo 75WG 0.00+£0.00 d 0.00£0.00 c 3.67 +0.58 ¢
Control 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a 86.00+0.00 a
LSD 495 7:15 5.74
Concentration: 0.5%
Chinese cinnamon 0.00+0.00 ¢ 0.00 £0.00 ¢ 0.00+0.00d
Holy basil 0.00 +0.00 ¢ 0.00 +£0.00 c 0.00+0.00d
Lemon 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a 86.00+0.00 a
Oregano 0.00+0.00 ¢ 0.00 £0.00 ¢ 0.00+0.00d
Peppermint 067+1.15¢ 73.66 £13.65b 86.00+0.00 a
Thyme 0.00+0.00 ¢ 0.00 +0.00 c 0.00+0.00d
Carvacrol 0.00 +0.00 ¢ 0.00 £0.00 c 0.00+£0.004d
E-cinnamaldehyde 0.00£0.00 ¢ 0.00 +0.00 ¢ 0.00+0.00d
Eugenol 0.00+0.00 ¢ 0.00 +£0.00 c 0.00+0.00d
Limonene 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a 86.00+0.00 a
Menthol 86.00 £ 0.00 a 86.00 £ 0.00 a 86.00+0.00 a
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Thymol 0.00 +0.00 ¢ 233+153¢c 5233+513c
Cabrio TOP 2433+451b 66.33+2.88b 7766 +7.37 b
Nativo 75WG 0.00 +0.00 ¢ 0.00 +£0.00 c 3.67+0.58d
Control 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a 86.00+0.00 a

LSD 3.62 109 6.99

Concentration: 0.75%

Chinese cinnamon 0.00 +0.00 ¢ 0.00+0.00d 0.00+0.00d
Holy basil 0.00 +0.00 ¢ 0.00+0.00d 0.00+0.00d
Lemon 86.00 £ 0.00 a 86.00 £ 0.00 a 86.00+0.00 a
Oregano 0.00£0.00 c 0.00+0.00d 0.00+£0.00d
Peppermint 0.67+1.15¢ 3.00+1.00 c 86.00+0.00 a
Thyme 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00d 0.00+0.00d
Carvacrol 0.00+0.00 ¢ 0.00£0.00d 0.00+0.00d
E-cinnamaldehyde 0.00 +0.00 ¢ 0.00+0.00d 0.00+0.00d
Eugenol 0.00 +0.00 ¢ 0.00+0.00d 0.00+0.00d
Limonene 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a 86.00+0.00 a
Menthol 86.00 £ 0.00 a 86.00 £ 0.00 a 86.00+0.00 a
Thymol 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00d 39.00+3.00 ¢
Cabrio TOP 2433 +451b 66.33+2.88b 7766 +7.37 b
Nativo 75WG 0.00+0.00 ¢ 0.00£0.00d 3.67+0.58d
Control 86.00 £ 0.00 a 86.00 £ 0.00 a 86.00+0.00 a

LSD 3.62 237 6.19

Concentration: 1.0%

Chinese cinnamon 0.00 +0.00 ¢ 0.00+£0.004d 0.00+£0.004d
Holy basil 0.00 +0.00 ¢ 0.00+0.00d 0.00+0.00d
Lemon 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a 86.00+0.00 a
Oregano 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00d 0.00+0.004d
Peppermint 067+1.15¢ 333+153c 86.00+0.00 a
Thyme 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00d 0.00+0.00d
Carvacrol 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00d 0.00+0.00d
E-cinnamaldehyde 0.00 +0.00 ¢ 0.00+0.00d 0.00+0.004d
Eugenol 0.00 +0.00 ¢ 0.00+0.00d 0.00+0.00d
Limonene 86.00 £ 0.00 a 86.00 +0.00 a 86.00+0.00 a
Menthol 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a 86.00+0.00 a
Thymol 0.00 +0.00 ¢ 0.00+0.00d 3367+751c
Cabrio TOP 2433+451b 66.33+2.88b 7766 £7.37 b
Nativo 75WG 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00d 3.67+0.58 d
Control 0.00 +0.00 ¢ 0.00+0.00d 0.00+0.00d

LSD 3.62 2.54 8.18

Table S3. Inhibitory effect (%) of essential oils, components, and fungicides on the mycelial
growth of Botryosphaeria dothidea.

Essential

oil/component/fungicide

Chinese cinnamon

Holy basil

Concentration (%)

0.1

0.2

0.5
0.75
1.0

0.1

Inhibition (%)

Day 2 Day 4 Day 10
100 100 100
100 100 100
100 100 100
100 100 100
100 100 100
922 12.8 0
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Lemon

Oregano

Peppermint

Thyme

Carvacrol

E-cinnamaldehyde

Eugenol

Limonene

Menthol

Thymol

0.2
05
0.75
1.0
0.1
02
05
0.75
1.0
0.1
02
05
0.75
10
0.1
0.2
05
0.75
1.0
0.1
02
0.5
0.75
10
0.1
02
05
0.75
1.0
0.1
0.2
05
0.75
10
0.1
02
05
0.75
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Table S4. The results of the one-way ANOVA (mean + standard deviation, in mm) for the mycelial

growth of Diplodia mutila under the effects of various treatments. Mean values with the same

letters in a row are not significantly different, according to Tukey’s honestly significant difference

test (p <0.05).
Day 2 Day 4 Day 10
Fretaet Concentration: 0.1%
Chinese cinnamon 0.00+0.00 e 0.00+0.00e 0.00+0.00d
Holy basil 21.00+0.00d 86.00 +0.00 a 86.00+0.00 a
Lemon 86.00 £ 0.00 a 86.00 £ 0.00 a 86.00+0.00 a
Oregano 0.00+0.00e 0.00+0.00e 0.00+£0.004d
Peppermint 76.33+6.43 b 86.00 +0.00 a 86.00+0.00 a
Thyme 0.00+0.00e 23.00+1.00 ¢ 86.00+0.00 a
Carvacrol 0.00+0.00e 0.00+0.00e 0.00+0.004d
E-cinnamaldehyde 0.00+0.00e 0.00+0.00e 0.00+0.00d
Eugenol 0.00+0.00 e 0.00+0.00e 0.00+0.00d
Limonene 86.00 +0.00 a 86.00 £ 0.00 a 86.00+0.00 a
Menthol 86.00 +0.00 a 86.00 £ 0.00 a 86.00+0.00 a
Thymol 4267+1.15c¢ 86.00 £ 0.00 a 86.00+0.00 a
Cabrio TOP 15.00+265d 36.33+0.58 b 7133+1.15b
Nativo 75WG 0.00+0.00e 830+1.15d 20.00 +2.00 ¢
Control 79.67 £6.11 ab 86.00 £ 0.00 a 86.00+0.00 a
LSD 7.25 1.27 1.79
Concentration: 0.2%
Chinese cinnamon 0.00+0.00e 0.00+0.00e 0.00+0.00d
Holy basil 0.00+0.00e 0.00+0.00e 0.00+0.00d
Lemon 64.67 +8.32b 78.67 £6.66 b 86.00+0.00 a
Oregano 0.00+0.00e 0.00+0.00e 0.00+0.00d
Peppermint 64.67 +7.77b 86.00 £ 0.00 a 86.00+0.00 a
Thyme 0.00+0.00e 0.00+0.00e 0.00+£0.00d
Carvacrol 0.00+0.00e 0.00+0.00e 0.00+0.00d
E-cinnamaldehyde 0.00+0.00e 0.00+0.00e 0.00+0.00d
Eugenol 0.00+0.00e 0.00+0.00e 0.00+0.00d
Limonene 86.00 £ 0.00 a 86.00 £ 0.00 a 86.00+0.00 a
Menthol 86.00 £ 0.00 a 86.00 +0.00 a 86.00+0.00 a
Thymol 35.33+2.08c 86.00 +0.00 a 86.00+0.00 a
Cabrio TOP 15.00+265d 36.33+0.58 ¢ 7133+1.15b
Nativo 75WG 0.00+0.00e 833+1.15d 20.00+2.00c
Control 79.67 £6.11 a 86.00 +0.00 a 86.00+0.00 a
LSD 10.37 5.27 1.79
Concentration: 0.5%
Chinese cinnamon 0.00+£0.00 d 0.00 £ 0.00 £ 0.00+0.00d
Holy basil 0.00+0.00d 0.00 +0.00 £ 0.00 +0.00d
Lemon 60.33 +13.50b 77.67 +7.64b 86.00+0.00 a
Oregano 0.00+0.00 d 0.00 £ 0.00 £ 0.00+0.00d
Peppermint 24.00+4.00 ¢ 86.00 £ 0.00 a 86.00+0.00 a
Thyme 0.00+0.00d 0.00 +0.00 £ 0.00+0.00d
Carvacrol 0.00+0.00d 0.00 £ 0.00 £ 0.00+£0.004d
E-cinnamaldehyde 0.00+0.00d 0.00 +0.00 £ 0.00+0.00d
Eugenol 0.00+0.00 d 0.00 +0.00 f 0.00 +0.00d
Limonene 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a 86.00+0.00 a
Menthol 86.00 £ 0.00 a 86.00 £ 0.00 a 86.00+0.00 a
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Thymol 0.00+£0.00d 19.33+£321d 86.00+0.00 a
Cabrio TOP 15.00 £2.65 ¢ 36.33+0.58 ¢ 7133 +1.15b
Nativo 75WG 0.00+0.00d 833+1.15e 20.00+2.00 c
Control 79.67 +6.11 a 86.00 +0.00 a 86.00+0.00 a

LSD 121 6.52 1.79

Concentration: 0.75%

Chinese cinnamon 0.00+0.00d 0.00+0.00d 0.00+0.00d
Holy basil 0.00+0.00d 0.00+0.00d 0.00+0.00d
Lemon 41.33+6.43b 75.67+1443 a 86.00+0.00 a
Oregano 0.00£0.00d 0.00+0.00d 0.00+£0.00d
Peppermint 16.67 +2.52 ¢ 6233+8.14b 86.00+0.00 a
Thyme 0.00+0.00d 0.00+0.00d 0.00+0.00d
Carvacrol 0.00£0.00d 0.00£0.00d 0.00+0.00d
E-cinnamaldehyde 0.00+0.00 d 0.00+0.00d 0.00+0.00d
Eugenol 0.00+0.00d 0.00+0.00d 0.00+0.00d
Limonene 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a 86.00+0.00 a
Menthol 7700+794 a 86.00 £ 0.00 a 86.00+0.00 a
Thymol 0.00+0.00 d 9.00+2.65d 86.00+0.00 a
Cabrio TOP 15.00 +2.65 c 36.33+0.58 ¢ 71.33+1.15b
Nativo 75WG 0.00£0.004d 833+1.15d 20.00+2.00c
Control 79.67 £6.11 a 86.00 £ 0.00 a 86.00+0.00 a

LSD 9.67 13.08 1.79

Concentration: 1.0%

Chinese cinnamon 0.00+0.00e 0.00 £ 0.00 £ 0.00+£0.004d
Holy basil 0.00+0.00 e 0.00 +0.00 £ 0.00+0.00d
Lemon 40.00 +1.00 ¢ 68.67 +9.07 b 86.00+0.00 a
Oregano 0.00+0.00e 0.00 £ 0.00 £ 0.00+0.004d
Peppermint 8.33+231de 4400+3.46 ¢ 86.00+0.00 a
Thyme 0.00+0.00e 0.00 +£0.00 £ 0.00+0.00d
Carvacrol 0.00+0.00e 0.00 +0.00 £ 0.00+0.00d
E-cinnamaldehyde 0.00+0.00e 0.00 +0.00 f 0.00+0.004d
Eugenol 0.00+0.00e 0.00 +0.00 £ 0.00+0.00d
Limonene 86.00 £ 0.00 a 86.00 +0.00 a 86.00+0.00 a
Menthol 71.33+8.33 b 86.00 +0.00 a 86.00+0.00 a
Thymol 0.00+0.00e 0.00 +0.00 £ 1833 +058 ¢
Cabrio TOP 15.00+265d 36.33+£0.58 d 7133+1.15b
Nativo 75WG 0.00+0.00e 833+1.15e 20.00+2.00 ¢
Control 79.67 +6.11 ab 86.00 +0.00 a 86.00+0.00 a

LSD 8.51 7.61 1.85
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Table S5. Inhibitory effect (%) of essential oils, components, and fungicides on the mycelial

growth of Diplodia mutila.

Essential Concentration R
oil/component/fungi (%) Concentration Inhibition (%)
cide Day 2 Day 4 Day 10
0.1 10 100 100 100
0.2 20 100 100 100
Chinese cinnamon 0.5 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
0.1 10 73.6 0 0
0.2 20 100 100 100
Holy basil 0.5 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
0.1 10 0 0 0
0.2 20 18.8 8.5 0
Lemon 0.5 50 243 97 0
0.75 75 48.1 12.0 0
1.0 100 49.8 20.2 0
0.1 10 100 100 100
02 20 100 100 100
Oregano 0.5 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
0.1 10 4.7 0 0
0.2 20 18.8 0 0
Peppermint 0.5 50 69.9 0 0
0.75 75 79.1 275 0
1.0 100 89.5 48.8 0
0.1 10 100 733 0
0.2 20 100 100 100
Thyme 0.5 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
0.1 10 100 100 100
0.2 20 100 100 100
Carvacrol 0.5 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
0.1 10 100 100 100
0.2 20 100 100 100
E-cinnamaldehyde 0.5 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
0.1 10 100 100 100
0.2 20 100 100 100
Eugenol 0.5 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
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0.1 10 0 0 0
0.2 20 0 0 0
Limonene 0.5 50 0 0 0
0.75 75 0 0 0
1.0 100 0 0 0
0.1 10 0 0 0
0.2 20 0 0 0
Menthol 0.5 50 0 0 0
0.75 75 5.9 0 0
1.0 100 10.5 0 0
0.1 10 46.4 0 0
0.2 20 55.6 0 0
Thymol 0.5 50 100 77.5 0
0.75 75 100 89.5 0
1.0 100 100 100 78.7
Cabrio TOP 0.2 20 81.2 57.8 17.1
Nativo 75WG 0.02 2 100 90.3 76.7
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Table S6. The results of the one-way ANOVA (mean + standard deviation, in mm) for the mycelial
growth of Diplodia seriata under the effects of various treatments. Mean values with the same

letters in a row are not significantly different, according to Tukey’s honestly significant difference
test (p <0.05).

Day 2 Day 4 Day 10

Tacatmieit Concentration: 0.1% ]
Chinese cinnamon 0.00+0.00d 0.00+0.00 e 0.00 +0.00 e
Holy basil 1433 +6.11c 76.67+8.14 b 86.00 +0.00 a
Lemon 86.00 +£0.00 a 86.00 £ 0.00 a 86.00 £0.00 a
Oregano 0.00+0.00d 0.00+0.00e 0.00 £0.00 e
Peppermint 86.00+0.00 a 86.00 +0.00 a 86.00 £0.00 a
Thyme 0.00 +0.00d 0.00+0.00 e 0.00 +0.00 e
Carvacrol 0.00+0.00d 0.00+0.00e 0.00 +£0.00 e
E-cinnamaldehyde 0.00+0.00d 0.00£0.00 e 0.00 £0.00 e
Eugenol 0.00+0.00d 18.00+4.36 d 69.33+7.02b
Limonene 86.00+0.00 a 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a
Menthol 86.00+0.00 a 86.00 £0.00 a 86.00 £0.00 a
Thymol 6267 +153 b 86.00 £0.00 a 86.00 £0.00 a
Cabrio TOP 15.00 +3.00 c 32.67+0.58 c 59.67+1.53 ¢
Nativo 75WG 1.33+1.15d 14.00+3.00d 2433+4.04d
Control 86.00+0.00 a 86.00 £0.00 a 86.00 £0.00 a

LSD 549 7.56 6.41
Concentration: 0.2%

Chinese cinnamon 0.00+0.00d 0.00+0.00 e 0.00 +0.00 d
Holy basil 0.00+0.00d 0.00+0.00 e 0.00+0.00 d
Lemon 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a 86.00 £0.00 a
Oregano 0.00+0.00d 0.00+0.00 e 0.00+0.00 d
Peppermint 83.33+3.06a 86.00 £0.00 a 86.00 +£0.00 a
Thyme 0.00+0.00d 0.00+0.00e 0.00+0.00 d

Carvacrol 0.00+0.00d 0.00+0.00 e 0.00+0.00d
E-cinnamaldehyde 0.00+0.00d 0.00+0.00 e 0.00 +0.00 d
Eugenol 0.00+0.00d 0.00+0.00e 0.00+0.00 d
Limonene 86.00+0.00 a 86.00 £0.00 a 86.00 £0.00 a
Menthol 86.00+0.00 a 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a
Thymol 867+1.15¢ 70.67 +7.57 b 86.00 £0.00 a
Cabrio TOP 15.00+3.00 b 32.67+0.58 c 59.67+1.53b
Nativo 75WG 1.33+1.15d 14.00+3.00d 2433+4.04 c
Control 86.00+0.00 a 86.00 £0.00 a 86.00 £0.00 a

LSD 3.56 6.34 3.36
Concentration: 0.5%

Chinese cinnamon 0.00+0.00d 0.00 £0.00 e 0.00+0.00 d
Holy basil 0.00+0.00d 0.00+0.00 e 0.00+0.00 d
Lemon 85.67 +0.58 a 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a
Oregano 0.00+0.00d 0.00£0.00 e 0.00£0.00 d
Peppermint 7200 £6.56 b 86.00 £0.00 a 86.00 £0.00 a
Thyme 0.00+0.00d 0.00+0.00 e 0.00+0.00 d
Carvacrol 0.00+0.00d 0.00+0.00e 0.00+0.00d
E-cinnamaldehyde 0.00+0.00d 0.00+0.00e 0.00+0.00d
Eugenol 0.00+0.00d 0.00+0.00 e 0.00+0.00 d
Limonene 86.00+0.00 a 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a

Menthol 86.00+0.00 a 86.00 £0.00 a 86.00+0.00a
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Thymol 5.33+2.08d 67.33+7.57b 86.00 +0.00 a
Cabrio TOP 15.00 £3.00 ¢ 32.67+0.58 ¢ 59.67+1.53b
Nativo 75WG 1.33+1.15d 14.00+3.00d 2433+4.04 c
Control 86.00+0.00 a 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a
LSD 592 6.34 3.36
Concentration: 0.75%
Chinese cinnamon 0.00+0.00d 0.00+0.00 e 0.00+0.00 d
Holy basil 0.00 +£0.00d 0.00+0.00e 0.00 +0.00 d
Lemon 81.33+5.03a 86.00 £ 0.00 a 86.00 +£0.00 a
Oregano 0.00+0.00d 0.00+0.00 e 0.00+0.00 d
Peppermint 36.67 +586 b 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a
Thyme 0.00+0.00d 0.00+0.00e 0.00+0.00d
Carvacrol 0.00+0.00d 0.00£0.00 e 0.00+0.00 d
E-cinnamaldehyde 0.00+0.00d 0.00+0.00 e 0.00+0.00d
Eugenol 0.00 +0.00d 0.00+0.00e 0.00+0.00 d
Limonene 86.00+0.00 a 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a
Menthol 86.00+0.00 a 86.00 £0.00 a 86.00+0.00a
Thymol 4.00+0.00d 467+1.15d 86.00 +0.00 a
Cabrio TOP 15.00 +3.00 ¢ 32.67+0.58b 59.67 +1.53b
Nativo 75WG 1.33+1.15d 14.00+3.00 c 2433+4.04 c
Control 86.00+0.00 a 86.00 £0.00 a 86.00 £0.00 a
LSD 649 2.54 3.36
Concentration: 1.0%
Chinese cinnamon 0.00+0.00 c 0.00+0.00 £ 0.00£0.00 e
Holy basil 0.00 +£0.00 ¢ 0.00+0.00 £ 0.00 +£0.00 e
Lemon 63.33+21.19b 86.00 +0.00 a 86.00 £0.00 a
Oregano 0.00+0.00 c 0.00+0.00 £ 0.00 +£0.00 e
Peppermint 0.00+0.00 ¢ 50.67 £3.06 b 86.00 +£0.00 a
Thyme 0.00 +£0.00 ¢ 0.00+0.00 £ 0.00 £0.00 e
Carvacrol 0.00+0.00 c 0.00+0.00 £ 0.00 +0.00 e
E-cinnamaldehyde 0.00+0.00 c 0.00+0.00 £ 0.00+0.00e
Eugenol 0.00 +£0.00 ¢ 0.00+0.00 £ 0.00 +£0.00 e
Limonene 86.00+0.00 a 86.00 £0.00 a 86.00 £0.00 a
Menthol 86.00+0.00 a 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a
Thymol 400+0.00c 433+058e 39.00 +1.00 ¢
Cabrio TOP 15.00 £3.00 ¢ 32.67+0.58 ¢ 59.67 +1.53b
Nativo 75WG 133+1.15¢ 14.00+3.00d 2433+4.04d
Control 86.00+0.00 a 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a
LSD 16.66 3.39 345
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Table S7. Inhibitory effect (%) of essential oils, components, and fungicides on the mycelial

growth of Diplodia seriata.
Essential Concentration (%) Concentration Inhibition (%)
oil/component/fungicide Day 2 Day 4 Day 10
Chinese cinnamon 0.1 10 100 100 100
0.2 20 100 100 100
0.5 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
Holy basil 0.1 10 83.3 10.9 0
0.2 20 100 100 100
0.5 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
Lemon 0.1 10 0 0 0
0.2 20 0 0 0
0.5 50 04 0 0
0.75 75 54 0 0
1.0 100 264 0 0
Oregano 0.1 10 100 100 100
0.2 20 100 100 100
0.5 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
Peppermint 0.1 10 0 0 0
0.2 20 31 0 0
0.5 50 16.3 0 0
0.75 75 574 0 0
1.0 100 100 41.1 0
Thyme 0.1 10 100 100 100
0.2 20 100 100 100
0.5 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
Carvacrol 0.1 10 100 100 100
0.2 20 100 100 100
0.5 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
E-cinnamaldehyde 0.1 10 100 100 100
0.2 20 100 100 100
0.5 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
Eugenol 0.1 10 100 79.1 194
0.2 20 100 100 100
0.5 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
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1.0 100 100 100 100
Limonene 0.1 10 0 0 0
0.2 20 0 0 0
0.5 50 0 0 0
0.75 75 0 0 0
1.0 100 0 0 0
Menthol 0.1 10 0 0 0
0.2 20 0 0 0
0.5 50 0 0 0
0.75 75 0 0 0
1.0 100 0 0 0
Thymol 0.1 10 27.1 0 0
0.2 20 8.9 17.8 0
0.5 50 93.8 21.7 0
0.75 75 95.3 94.6 0
1.0 100 95.3 94.9 547
Cabrio TOP 0.2 20 82.6 62.0 30.6
Nativo 75WG 0.02 2 98.4 8.7 717
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Table S8. The results of the one-way ANOVA (mean + standard deviation, in mm) for the mycelial
growth of Dothiorella iberica under the effects of various treatments. Mean values with the same
letters in a row are not significantly different, according to Tukey’s honestly significant difference
test (p <0.05).

Day 2 Day 4 Day 10

Trsatment Concentration: 0.1%
Chinese cinnamon 0.00+0.00d 0.00+0.00 c 0.00+0.00b
Holy basil 0.00 +0.00 d 0.00+0.00 c 0.00+0.00b
Lemon 0.00+0.00d 0.00+0.00 c 0.00+0.00b
Oregano 0.00+0.00d 0.00+0.00 c 0.00+0.00b
Peppermint 0.00+0.00d 74.00+1039b 86.00 +0.00 a
Thyme 0.00+0.00d 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00b
Carvacrol 0.00 +0.00 d 0.00+0.00 c 0.00+0.00b
E-cinnamaldehyde 0.00 +0.00 d 0.00+£0.00 c 0.00+0.00b
Eugenol 0.00 +0.00 d 0.00+0.00 c 0.00+0.00b
Limonene 53.33+6.03b 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a
Menthol 43.67 +3.06 ¢ 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a
Thymol 0.00+0.00d 0.00+0.00 ¢ 86.00 £ 0.00 a
Cabrio TOP 0.00 +0.00 d 0.00+0.00 c 0.00+0.00b
Nativo 75WG 0.00 +0.00 d 0.00+0.00 c 0.00+0.00b
Control 86.00£0.00 a 86.00 £0.00 a 86.00 £ 0.00 a

LSD 5.25 8.07 0

Concentration: 0.2%
Chinese cinnamon 0.00+0.00d 0.00+0.00b 0.00+0.00b
Holy basil 0.00 +0.00 d 0.00+0.00b 0.00+0.00b
Lemon 0.00 +0.00 d 0.00+0.00 b 0.00+0.00b
Oregano 0.00+0.00d 0.00+0.00b 0.00+0.00b
Peppermint 0.00+0.00d 0.00+0.00 b 0.00+0.00b
Thyme 0.00+0.00d 0.00+0.00 b 0.00+0.00b
Carvacrol 0.00 +0.00 d 0.00+0.00 b 0.00+0.00b
E-cinnamaldehyde 0.00 +0.00 d 0.00+0.00b 0.00+0.00b
Eugenol 0.00 +0.00 d 0.00+0.00b 0.00+0.00b
Limonene 53.33+2.65b 86.00 £0.00 a 86.00 £ 0.00 a
Menthol 37.33+4.04 c 86.00 £0.00 a 86.00 +0.00 a
Thymol 0.00+0.00d 0.00+0.00 b 86.00 +0.00 a
Cabrio TOP 0.00 +0.00 d 0.00+0.00 b 0.00+0.00b
Nativo 75WG 0.00 +0.00 d 0.00+0.00 b 0.00+0.00b
Control 86.00 £0.00 a 86.00 £0.00 a 86.00 +0.00 a

LSD 3.75 0 0

Concentration: 0.5%
Chinese cinnamon 0.00+£0.00d 0.00+0.00b 0.00+0.00b
Holy basil 0.00 +0.00 d 0.00+0.00 b 0.00+0.00b
Lemon 0.00 +0.00 d 0.00+0.00 b 0.00+0.00b
Oregano 0.00+£0.00d 0.00+0.00 b 0.00+0.00b
Peppermint 0.00+0.00d 0.00+0.00b 0.00+0.00b
Thyme 0.00+0.00d 0.00+0.00b 0.00+0.00b
Carvacrol 0.00+0.00 d 0.00+0.00 b 0.00+0.00b
E-cinnamaldehyde 0.00+0.00d 0.00+0.00b 0.00+0.00b
Eugenol 0.00+0.00 d 0.00+0.00 b 0.00+0.00b
Limonene 4767 +7.64b 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a
Menthol 36.33+4.04 c 86.00 £0.00 a 86.00 £ 0.00 a
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Thymol 0.00+0.00d 0.00+0.00b 0.00+£0.00b
Cabrio TOP 0.00 +0.00 d 0.00+0.00b 0.00+0.00b
Nativo 75WG 0.00 +0.00 d 0.00+0.00 b 0.00+0.00b
Control 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a

LSD 6.71 0 0

Concentration: 0.75%

Chinese cinnamon 0.00+0.00d 0.00+0.00 b 0.00+0.00b
Holy basil 0.00+0.00 d 0.00+0.00b 0.00+0.00b
Lemon 0.00 +0.00 d 0.00+0.00b 0.00+0.00b
Oregano 0.00+£0.00d 0.00+0.00 b 0.00+0.00b
Peppermint 0.00+0.00d 0.00+0.00b 0.00+0.00b
Thyme 0.00+0.00d 0.00+0.00 b 0.00+0.00b
Carvacrol 0.00 +0.00 d 0.00+0.00b 0.00+0.00b
E-cinnamaldehyde 0.00 +0.00 d 0.00+0.00 b 0.00+0.00b
Eugenol 0.00 +0.00 d 0.00+0.00b 0.00+0.00b
Limonene 4733+321b 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a
Menthol 35.00+£5.29 ¢ 86.00 £0.00 a 86.00 £ 0.00 a
Thymol 0.00+£0.00d 0.00+0.00 b 0.00+0.00b
Cabrio TOP 0.00 +0.00 d 0.00+0.00 b 0.00+0.00b
Nativo 75WG 0.00+0.00d 0.00+0.00b 0.00+0.00b
Control 86.00 £0.00 a 86.00 £0.00 a 86.00 £ 0.00 a

LSD 4.81 0 0

Concentration: 1.0%

Chinese cinnamon 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00 b 0.00+0.00b
Holy basil 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00 b 0.00+0.00b
Lemon 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00 b 0.00+0.00b
Oregano 0.00+0.00 c 0.00+0.00b 0.00+0.00b
Peppermint 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00 b 0.00+0.00b
Thyme 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00b 0.00+0.00b
Carvacrol 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00b 0.00+0.00b
E-cinnamaldehyde 0.00+0.00 c 0.00+0.00 b 0.00+0.00b
Eugenol 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00b 0.00+0.00b
Limonene 28.67+252b 86.00 £0.00 a 86.00 £ 0.00 a
Menthol 30.00+3.61 b 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a
Thymol 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00 b 0.00+0.00b
Cabrio TOP 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00b 0.00+0.00b
Nativo 75WG 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00b 0.00+0.00b
Control 86.00+0.00 a 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a

LSD 342 0 0
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Table S9. Inhibitory effect (%) of essential oils, components, and fungicides on the mycelial

growth of Dothiorella iberica.

Essential
oil/component/fungi
cide

Chinese cinnamon

Holy basil

Lemon

Oregano

Peppermint

Carvacrol

E-dinnamaldehyde

Eugenol

Limonene

Concentration (%) Inhibition (%)
Concentation 955  Daglh Day il

0.1 10 100 100 100
0.2 20 100 100 100
0.5 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
0.1 10 100 100 100
0.2 20 100 100 100
0.5 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
0.1 10 100 100 100
0.2 20 100 100 100
0.5 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
0.1 10 100 100 100
0.2 20 100 100 100
0.5 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
0.1 10 100 139 0

0.2 20 100 100 100
0.5 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
0.1 10 100 100 100
0.2 20 100 100 100
0.5 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
0.1 10 100 100 100
0.2 20 100 100 100
0.5 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
0.1 10 100 100 100
0.2 20 100 100 100
0.5 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
0.1 10 100 100 100
0.2 20 100 100 100
0.5 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
0.1 10 38.0 0 0
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Menthol

Thymol

Cabrio TOP
Nativo 75WG

0.2
0.5
0.75
1.0
0.1
0.2
0.5
0.75
1.0
0.1
0.2
0.5
0.75
1.0
0.2
0.02

20

50

75
100
10

20

50

75
100
10

20

50

100

[*]
NS

38.4
44.6
45.0
66.7
492
56.6
57.8
59.3
65.1
100
100
100
100
100
100
100

Ololo|olCc|C(lo|o|O

SEEEEEE

OO0 00 o0 o|oo oo

100
100
100
100
100

225



Table S10. The results of the one-way ANOVA (mean + standard deviation, in mm) for the
mycelial growth of Dothiorella sarmentorum under the effects of various treatments. Mean values
with the same letters in a row are not significantly different, according to Tukey’s honestly
significant difference test (p <0.05).

Day 2 Day 4 Day 10
Trsatment Concentration: 0.1%
Chinese cinnamon 0.00+0.00 c 0.00+0.00 c 0.00+0.00b
Holy basil 41.33+6.11b 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a
Lemon 86.00 +0.00 a 86.00 £0.00 a 86.00 £ 0.00 a
Oregano 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00 c 0.00+0.00b
Peppermint 0.00+0.00 ¢ 86.00 £0.00 a 86.00 +0.00 a
Thyme 3:33+:1.53'c 2433+1266b 86.00 +0.00 a
Carvacrol 0.00+0.00 c 0.00+0.00 c 0.00+0.00b
E-cinnamaldehyde 0.00+0.00 ¢ 0.00+£0.00 c 0.00+0.00b
Eugenol 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00 c 0.00+0.00b
Limonene 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a
Menthol 86.00 £0.00 a 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a
Thymol 86.00 £0.00 a 86.00 £0.00 a 86.00 £ 0.00 a
Cabrio TOP 0.00+0.00 c 0.00+0.00 c 0.00+0.00b
Nativo 75WG 0.00+0.00 c 0.00+0.00 c 0.00+0.00b
Control 86.00£0.00 a 86.00 £0.00 a 86.00 £ 0.00 a
LSD 4.89 9.84 0
Concentration: 0.2%
Chinese cinnamon 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00 b 0.00+0.00b
Holy basil 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00b 86.00 £ 0.00 a
Lemon 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a
Oregano 0.00+0.00 c 0.00+0.00b 0.00+0.00b
Peppermint 0.00+0.00 ¢ 86.00 £0.00 a 86.00 £ 0.00 a
Thyme 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00 b 86.00 £ 0.00 a
Carvacrol 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00 b 0.00+0.00b
E-cinnamaldehyde 0.00+0.00 c 0.00+0.00b 0.00+0.00b
Eugenol 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00b 0.00+0.00b
Limonene 86.00 £0.00 a 86.00 £0.00 a 86.00 £ 0.00 a
Menthol 86.00 +0.00 a 86.00 £0.00 a 86.00 +0.00 a
Thymol 62.00 +8.66 b 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a
Cabrio TOP 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00 b 0.00+0.00b
Nativo 75WG 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00 b 0.00+0.00b
Control 86.00 £0.00 a 86.00 £0.00 a 86.00 +0.00 a
LSD 6.73 0 0
Concentration: 0.5%
Chinese cinnamon 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00 c 0.00+0.00 ¢
Holy basil 0.00+0.00 c 0.00+0.00 c 0.00+0.00 c
Lemon 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a
Oregano 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00 c
Peppermint 0.00+0.00 ¢ 0.00+£0.00 c 0.00+0.00 c
Thyme 0.00+0.00 c 0.00+0.00 c 0.00+0.00 c
Carvacrol 0.00+0.00 ¢ 0.00+£0.00 c 0.00+£0.00c
E-cinnamaldehyde 0.00+0.00 c 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00c
Eugenol 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00 c 0.00+0.00 c
Limonene 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a
Menthol 86.00 +0.00 a 86.00 £0.00 a 86.00 £ 0.00 a
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Thymol 1533 +4.04b 67.00+£9.00 b 67.00£9.00 b
Cabrio TOP 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00 c
Nativo 75WG 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00 c 0.00+0.00 c
Control 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a

LSD 3.14 6.99 6.99

Concentration: 0.75%

Chinese cinnamon 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00 c
Holy basil 0.00+0.00 c 0.00+0.00 c 0.00+0.00 c
Lemon 86.00 £0.00 a 86.00 £0.00 a 86.00 £ 0.00 a
Oregano 0.00+0.00 ¢ 0.00+£0.00 c 0.00+0.00 c
Peppermint 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00 c 0.00+0.00 ¢
Thyme 0.00+0.00 c 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00 c
Carvacrol 0.00+0.00 ¢ 0.00+£0.00 c 0.00+0.00 c
E-cinnamaldehyde 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00 c
Eugenol 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00c
Limonene 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a
Menthol 77.00+£7.94b 86.00 £0.00 a 86.00 £ 0.00 a
Thymol 0.00+0.00 ¢ 2.00+0.00 b 27.33+351b
Cabrio TOP 0.00+0.00 c 0.00+0.00 c 0.00+0.00 c
Nativo 75WG 0.00+0.00 ¢ 0.00+£0.00 c 0.00+£0.00 c
Control 86.00 £0.00 a 86.00 £0.00 a 86.00 £ 0.00 a

LSD 6.17 0 2.73

Concentration: 1.0%
Chinese cinnamon 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00 b 0.00+0.00b
Holy basil 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00 b 0.00+0.00b
Lemon 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a
Oregano 0.00+0.00 c 0.00+0.00b 0.00+0.00b
Peppermint 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00 b 0.00+0.00b
Thyme 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00b 0.00+0.00b
Carvacrol 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00b 0.00+0.00b
E-cinnamaldehyde 0.00+0.00 c 0.00+0.00 b 0.00+0.00b
Eugenol 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00b 0.00+0.00b
Limonene 86.00 £0.00 a 86.00 £0.00 a 86.00 £ 0.00 a
Menthol 7133 +834b 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a
Thymol 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00 b 0.00+0.00b
Cabrio TOP 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00b 0.00+0.00b
Nativo 75WG 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00b 0.00+0.00b
Control 86.00+0.00 a 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a
LSD 6.47 0 0
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Table S11. Inhibitory effect (%) of essential oils, components, and fungicides on the mycelial
growth of Dothiorella sarmentorum.

Essential
oil/component/fun
gicide

Chinese cinnamon

Holy basil

Lemon

Oregano

Peppermint

Thyme

Carvacrol

E-cinnamaldehyde

Eugenol

Limonene

Concentration (%) Inhibition (%)
Concentration Day 2 Day4 Day10

0.1 10 100 100 100
0.2 20 100 100 100
0.5 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
0.1 10 51:9 0 0

0.2 20 100 100 0

0.5 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
0.1 10 0 0 0

0.2 20 0 0 0

0.5 50 0 0 0

0.75 75 0 0 0

1.0 100 0 0 0

0.1 10 100 100 100
0.2 20 100 100 100
0.5 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
0.1 10 100 0 0

0.2 20 100 0 0

0.5 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
0.1 10 96.1 717 0

0.2 20 100 100 0

0.5 50 100 100 100
0.75 7) 100 100 100
1.0 100 100 100 100
0.1 10 100 100 100
02 2 10 100 100
0.5 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
0.1 10 100 100 100
0.2 20 100 100 100
0.5 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
0.1 10 100 100 100
0.2 20 100 100 100
0.5 50 100 100 100
0.75 Vi) 100 100 100
1.0 100 100 100 100
0.1 10 0 0 0
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Menthol

Thymol

Cabrio TOP
Nativo 75WG

0.2
0.5
0.75
1.0
0.1
0.2
0.5
0.75
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Table S12. The results of the one-way ANOVA (mean + standard deviation, in mm) for the
mycelial growth of Neofusicoccum parvum under the effects of various treatments. Mean values
with the same letters in a row are not significantly different, according to Tukey’s honestly
significant difference test (p <0.05).

Day 2 Day 4 Day 10

[reatmipnt Concentration: 0.1%
Chinese cinnamon 0.00 =0.00 £ 0.00+0.00 d 0.00+0.00 ¢
Holy basil 4250+2.50d 50.33+6.11b 86.00 +0.00 a
Lemon 86.00+0.00 a 86.00 £0.00 a 86.00 £ 0.00 a
Oregano 0.00+0.00 £ 0.00+0.00 d 0.00 +0.00 ¢
Peppermint 2733+451e 86.00 £ 0.00 a 86.00 £0.00 a
Thyme 7033+513b 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a
Carvacrol 0.00+0.00 £ 0.00+0.00 d 0.00+0.00 ¢
E-cinnamaldehyde 0.00+0.00 £ 0.00+0.00 d 0.00+0.00 ¢
Eugenol 6767 +551b 86.00 +0.00 a 86.00 £ 0.00 a
Limonene 86.00+0.00 a 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a
Menthol 86.00+0.00 a 86.00 +0.00 a 86.00 £ 0.00 a
Thymol 58.67 +4.04 ¢ 86.00 £ 0.00 a 86.00 £0.00 a
Cabrio TOP 37.33+4.04d 84.33+2.8%a 86.00 +0.00 a
Nativo 75WG 0.00+0.00 £ 533+1.15¢ 6.67+252Db
Control 86.00+0.00 a 86.00 £0.00 a 86.00 £ 0.00 a

LSD 8.36 533 1.96

Concentration: 0.2%
Chinese cinnamon 0.00 £0.00d 0.00 £0.00 ¢ 0.00 £0.00 ¢
Holy basil 0.00 +£0.00d 0.00 +0.00 ¢ 0.00+0.00 ¢
Lemon 86.00+0.00 a 86.00 +0.00 a 86.00 £ 0.00 a
Oregano 0.00+0.00d 0.00 +0.00 ¢ 0.00+0.00 ¢
Peppermint 0.00+£0.00d 0.00+0.00 ¢ 0.00 +0.00 ¢
Thyme 0.00+0.00d 0.00+0.00 ¢ 0.00 +0.00 ¢
Carvacrol 0.00 +0.00d 0.00 +0.00 ¢ 0.00+0.00 ¢
E-cinnamaldehyde 0.00+0.00d 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00 ¢
Eugenol 0.00+0.00d 40.67 +7.64b 86.00 £ 0.00 a
Limonene 86.00+0.00a 86.00 £0.00 a 86.00 £0.00 a
Menthol 86.00+0.00 a 86.00 +0.00 a 86.00 £0.00 a
Thymol 5767 +379b 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a
Cabrio TOP 37.33+404 ¢ 84.33+28%a 86.00 £ 0.00 a
Nativo 75WG 0.00 +£0.00d 533+1.15¢ 6.67 £2.52b
Control 86.00+0.00 a 86.00 £ 0.00 a 86.00 £ 0.00 a

LSD 43 6.41 1.96

Concentration: 0.5%
Chinese cinnamon 0.00 +£0.00d 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00 ¢
Holy basil 0.00+0.00d 0.00 +0.00 ¢ 0.00+0.00 ¢
Lemon 86.00+0.00 a 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a
Oregano 0.00 +£0.00d 0.00 +0.00 ¢ 0.00+0.00 ¢
Peppermint 0.00 +£0.00d 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00 ¢
Thyme 0.00 +0.00d 0.00 +0.00 ¢ 0.00+0.00 ¢
Carvacrol 0.00+0.00d 0.00+0.00 ¢ 0.00 +0.00 ¢
E-cinnamaldehyde 0.00+0.00d 0.00 +0.00 ¢ 0.00+0.00 ¢
Eugenol 0.00 +0.00d 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00 ¢
Limonene 86.00+0.00 a 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a
Menthol 86.00+0.00 a 86.00 £ 0.00 a 86.00 £ 0.00 a
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Thymol 4267 +153b 86.00 +0.00 a 86.00 £0.00 a
Cabrio TOP 37.33+404 c 84.33+259a 86.00 £0.00 a
Nativo 75WG 0.00+0.00d 533+1.15b 6.67 +252b
Control 86.00+0.00 a 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a

LSD 3.36 242 1.96

Concentration: 0.75%

Chinese cinnamon 0.00+0.00 c 0.00 +0.00 ¢ 0.00 +0.00 d
Holy basil 0.00+0.00 c 0.00 +0.00 ¢ 0.00+0.00d
Lemon 86.00+0.00 a 86.00 £ 0.00 a 86.00 £0.00 a
Oregano 0.00 +0.00 ¢ 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00d
Peppermint 0.00 +0.00 ¢ 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00 d
Thyme 0.00+0.00 c 0.00 +0.00 ¢ 0.00+0.00d
Carvacrol 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00 ¢ 0.00£0.00 d
E-cinnamaldehyde 0.00 +0.00 ¢ 0.00 +0.00 ¢ 0.00+0.00d
Eugenol 0.00+0.00 c 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00d
Limonene 86.00+0.00 a 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a
Menthol 86.00+0.00 a 86.00 £ 0.00 a 86.00 £0.00 a
Thymol 0.00 +0.00 ¢ 0.00+0.00 ¢ 65.67+5.69b
Cabrio TOP 3733+404b 84.33+28%a 86.00 +0.00 a
Nativo 75WG 0.00+0.00 ¢ 533+1.15b 6.67 +2.52 ¢
Control 86.00+0.00 a 86.00 £0.00 a 86.00 £ 0.00 a

LSD 3.14 241 4.83

Concentration: 1.0%

Chinese cinnamon 0.00+0.00 ¢ 0.00+£0.00 c 0.00+0.00d
Holy basil 0.00+0.00 ¢ 0.00 +0.00 ¢ 0.00 £0.00 d
Lemon 86.00+0.00 a 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a
Oregano 0.00 +0.00 ¢ 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00d
Peppermint 0.00 +0.00 ¢ 0.00 +0.00 ¢ 0.00+0.00d
Thyme 0.00+0.00 c 0.00+0.00 ¢ 0.00+£0.00d
Carvacrol 0.00+0.00 ¢ 0.00 +0.00 ¢ 0.00+0.00d
E-cinnamaldehyde 0.00+£0.00 c 0.00 +0.00 ¢ 0.00+0.00d
Eugenol 0.00+0.00 c 0.00 +0.00 ¢ 0.00+0.00 d
Limonene 86.00+0.00 a 86.00 £0.00 a 86.00 £ 0.00 a
Menthol 86.00+0.00 a 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a
Thymol 0.00 +0.00 ¢ 0.00 +0.00 ¢ 51.00+2.00b
Cabrio TOP 3733+404b 84.33+2.89 a 86.00 £0.00 a
Nativo 75WG 0.00 +0.00 ¢ 533+1.15b 6.67 +2.52 ¢
Control 86.00+0.00 a 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a

LSD 3.14 242 249
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Table S13. Inhibitory effect (%) of essential oils, components, and fungicides on the mycelial
growth of Neofusicoccum parvim.

Essential Concentration o =
oil/component/fung (%) Concentration Inhibition (%)
icide Day 2 Day 4 Day 10
0.1 10 100 100 100
0.2 20 100 100 100
Chinese cinnamon 0.5 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
0.1 10 50.6 41.5 0
0.2 20 100 100 100
Holy basil 0.5 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
0.1 10 0 0 0
0.2 20 0 0 0
Lemon 0.5 50 0 0 0
0.75 75 0 0 0
1.0 100 0 0 0
0.1 10 100 100 100
0.2 20 100 100 100
Oregano 0.5 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
0.1 10 68.2 0 0
0.2 20 100 100 100
Peppermint 0.5 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
0.1 10 18.2 0 0
0.2 20 100 100 100
Thyme 0.5 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
0.1 10 100 100 100
0.2 20 100 100 100
Carvacrol 0.5 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
0.1 10 100 100 100
0.2 20 100 100 100
E-cinnamaldehyde 0.5 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
0.1 10 213 0 0
0.2 20 100 52.7 0
Eugenol 0.5 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
Limonene 0.1 10 0 0 0
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Menthol

Thymol

Cabrio TOP
Nativo 75WG
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Table S14. The results of the one-way ANOVA (mean + standard deviation, in mm) for the
mycelial growth of Biscognianxia mediterranea under the effects of various treatments. Mean values
with the same letters in a row are not significantly different, according to Tukey’s honestly
significant difference test (p <0.05).

Day 2 Day 4 Day 10

[reatmipnt Concentration: 0.1%
Chinese cinnamon 0.00 +£0.00d 0.00+0.00 d 0.00+0.00d
Holy basil 0.00+0.00d 0.00+0.00d 0.00+0.00 d
Lemon 3233+289b 86.00 £0.00 a 86.00 £ 0.00 a
Oregano 0.00+0.00d 0.00+0.00 d 0.00+0.00d
Peppermint 8.50+5.50 ¢ 70.00+9.17 b 86.00 £0.00 a
Thyme 0.00 +0.00d 0.00+0.00 d 0.00+0.00 d
Carvacrol 0.00+0.00d 0.00+0.00 d 0.00+0.00 d
E-cinnamaldehyde 0.00+£0.00d 0.00+0.00 d 0.00+0.00d
Eugenol 0.00+0.00d 0.00+0.00 d 0.00 £0.00 d
Limonene 51.67+4.04a 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a
Menthol 47.67+1.53a 86.00 +0.00 a 86.00 £ 0.00 a
Thymol 3167 +4.04b 86.00 £ 0.00 a 86.00 £0.00 a
Cabrio TOP 2.00+1.00 cd 9.33+1.53 ¢ 20.67+1.53b
Nativo 75WG 0.00+0.00d 3.33+2.08 cd 11.33+351 ¢
Control 51.33+0.58 a 86.00 £0.00 a 86.00 £ 0.00 a

LSD 6.72 7.39 2.98

Concentration: 0.2%
Chinese cinnamon 0.00 £0.00d 0.00+0.00 e 0.00+0.00 d
Holy basil 0.00 +£0.00d 0.00+0.00e 0.00+0.00d
Lemon 28.33+153 ¢ 86.00 +0.00 a 86.00 £ 0.00 a
Oregano 0.00+0.00d 0.00+0.00 e 0.00+0.00d
Peppermint 29.00+2.00c 39.33+3.06b 86.00 £ 0.00 a
Thyme 0.00+0.00d 0.00+0.00e 0.00+0.00d
Carvacrol 0.00 +0.00d 0.00+0.00 e 0.00+0.00 d
E-cinnamaldehyde 0.00+0.00d 0.00+0.00 e 0.00 +0.00 d
Eugenol 0.00+0.00d 0.00+0.00e 0.00+0.00d
Limonene 4333+379b 86.00 £0.00 a 86.00 £0.00 a
Menthol 4567 +153b 86.00 +0.00 a 86.00 £0.00 a
Thymol 29.00+265c¢ 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a
Cabrio TOP 2.00+1.00d 9.33+153c¢ 20.67+1.53b
Nativo 75WG 0.00 +£0.00d 3.33+£2.08d 11.33+351 ¢
Control 51.33+0.58 a 86.00 +0.00 a 86.00 £ 0.00 a

LSD 435 3.11 2.98

Concentration: 0.5%
Chinese cinnamon 0.00 +£0.00d 0.00+0.00 d 0.00 £0.00 d
Holy basil 0.00+0.00d 0.00+0.00d 0.00+0.00d
Lemon 1733 +4.16 ¢ 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a
Oregano 0.00 +£0.00d 0.00+0.00 d 0.00 £0.00 d
Peppermint 0.00 +£0.00d 0.00+0.00 d 0.00 £0.00 d
Thyme 0.00 +0.00d 0.00+0.00d 0.00+0.00d
Carvacrol 0.00+0.00d 0.00+£0.00d 0.00+0.00d
E-cinnamaldehyde 0.00+0.00d 0.00+0.00 d 0.00+0.00d
Eugenol 0.00 +0.00d 0.00+0.00 d 0.00+0.00d
Limonene 43.00+8.67b 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a
Menthol 3933+289b 86.00 £ 0.00 a 86.00 £ 0.00 a
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Thymol 0.00+0.00d 0.00+£0.00 d 0.00+0.00d
Cabrio TOP 2.00+1.00d 933+1.53b 20.67+1.53b
Nativo 75WG 0.00+0.00d 3.33+2.08 c 11.33+351 ¢
Control 51.33+0.58 a 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a

LSD 7.85 2.01 2.98

Concentration: 0.75%

Chinese cinnamon 0.00 +0.00d 0.00+0.00 d 0.00 +0.00 d
Holy basil 0.00 +0.00d 0.00+0.00d 0.00+0.00d
Lemon 17.00 +3.61 c 86.00 £ 0.00 a 86.00 £0.00 a
Oregano 0.00 +£0.00d 0.00+0.00 d 0.00+0.00d
Peppermint 0.00 +0.00d 0.00+0.00 d 0.00+0.00 d
Thyme 0.00+0.00d 0.00+0.00 d 0.00+0.00d
Carvacrol 0.00 +£0.00d 0.00+0.00 d 0.00£0.00 d
E-cinnamaldehyde 0.00 +£0.00d 0.00+0.00 d 0.00+0.00d
Eugenol 0.00 +0.00d 0.00+0.00d 0.00+0.00d
Limonene 37.00+0.00b 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a
Menthol 3800+173b 86.00 £ 0.00 a 86.00 £0.00 a
Thymol 0.00 +£0.00d 0.00+0.00 d 0.00 £0.00 d
Cabrio TOP 2.00+1.00d 933+1.53b 20.67+1.53b
Nativo 75WG 0.00+0.00d 3.33+2.08c 11.33+351 ¢
Control 51.33+0.58 a 86.00 £0.00 a 86.00 £ 0.00 a

LSD 323 2.01 2.98

Concentration: 1.0%

Chinese cinnamon 0.00+0.00 e 0.00+£0.00d 0.00+0.00d
Holy basil 0.00+0.00 e 0.00+0.00 d 0.00 £0.00 d
Lemon 11.67+2.89d 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a
Oregano 0.00+0.00 e 0.00+0.00 d 0.00+0.00d
Peppermint 0.00+0.00 e 0.00+0.00 d 0.00+0.00d
Thyme 0.00 £0.00 e 0.00+£0.00 d 0.00+£0.00d
Carvacrol 0.00+0.00 e 0.00+0.00 d 0.00+0.00d
E-cinnamaldehyde 0.00+0.00 e 0.00+0.00 d 0.00+0.00d
Eugenol 0.00+0.00 e 0.00+0.00 d 0.00+0.00 d
Limonene 36.00+0.00 b 86.00 £0.00 a 86.00 £ 0.00 a
Menthol 25.00+2.00c 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a
Thymol 0.00+0.00 e 0.00+0.00d 0.00+0.00 d
Cabrio TOP 200+1.00e 9.33+1.53b 20.67+1.53b
Nativo 75WG 0.00+0.00 e 3.33+2.08 ¢ 11.33+351 ¢
Control 51.33+0.58 a 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a

LSD 2.87 2.01 2.98
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Table S15. Inhibitory effect (%) of essential oils, components, and fungicides on the mycelial

growth of Biscogniauxia mediterranea.

Essential
oil/component/fungi
cide

Chinese cinnamon

Holy basil

Lemon

Oregano

Peppermint

Thyme

Carvacrol

E-cinnamaldehyde

Eugenol

Concentration

(%) Concentration Inhibition (%)
Day 2 Day 4 Day 10

0.1 10 100 100 100
0.2 20 100 100 100
0.5 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
0.1 10 100 100 100
0.2 20 100 100 100
0.5 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
0.1 10 37.0 0 0
0.2 20 429 0 0
0.5 50 66.2 0 0
0.75 75 66.9 0 0
1.0 100 773 0 0
0.1 10 100 100 100
0.2 20 100 100 100
0.5 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
0.1 10 83.4 18.6 0
0.2 20 435 54.3 0
0.5 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
0.1 10 100 100 100
0.2 20 100 100 100
0.5 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
0.1 10 100 100 100
0.2 20 100 100 100
0.5 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
0.1 10 100 100 100
0.2 20 100 100 100
0.5 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
0.1 10 100 100 100
0.2 20 100 100 100
0.5 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
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0.1 10 24 0 0
0.2 20 15.6 0 0
Limonene 0.5 50 16.2 0 0
0.75 75 279 0 0
1.0 100 29.9 0 0
0.1 10 7.1 0 0
0.2 20 11.0 0 0
Menthol 0.5 50 234 0 0
0.75 75 25.9 0 0
1.0 100 513 0 0
0.1 10 38.3 0 0
0.2 20 43.5 0 0
Thymol 0.5 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
Cabrio TOP 0.2 20 96.1 89.1 799
Nativo 75WG 0.02 2 100 96.1 86.8
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Table S16. The results of the one-way ANOVA (mean + standard deviation, in mm) for the
mycelial growth of Biscognianxia munmularia under the effects of various treatments. Mean values
with the same letters in a row are not significantly different, according to Tukey’s honestly
significant difference test (p <0.05).

Day 2 Day 4 Day 10

Tepatiment Concentration: 0.1%
Chinese cinnamon 0.00 £0.00 d 0.00+0.00 c 0.00 +0.00 ¢
Holy basil 0.00 +0.00 d 0.00+0.00 c 0.00+0.00 c
Lemon 30.00+0.00 ab 60.67 +1.53 b 86.00+0.00 a
Oregano 0.00 £0.00 d 0.00+0.00 c 0.00 £ 0.00 ¢
Peppermint 3233 +208 a 61.33+4.62b 86.00+0.00 a
Thyme 0.00 +0.00 d 0.00+0.00 c 0.00+0.00 ¢
Carvacrol 0.00 +£0.00 d 0.00+0.00 c 0.00 +£0.00 c
E-cinnamaldehyde 0.00 £0.00 d 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00 ¢
Eugenol 0.00 £0.00 d 0.00+0.00 c 0.00+0.00 ¢
Limonene 30.00+1.73 ab 65.00+5.19b 86.00+0.00 a
Menthol 28.00+2.00 b 63.67 +1.53b 86.00+0.00 a
Thymol 20.00+3.61 ¢ 60.00 +1.00 b 86.00+0.00 a
Cabrio TOP 0.00+£0.00 d 233+058 ¢ 6.67 +1.53b
Nativo 75WG 0.00+0.00d 0.00+0.00 c 0.00 +0.00 c
Control 3267 +153a 86.00+0.00 a 86.00+0.00 a

LSD 4.01 573 1.19

Concentration: 0.2%
Chinese cinnamon 0.00+0.00d 0.00+0.00 f 0.00+0.00d
Holy basil 0.00£0.00d 0.00+0.00 £ 0.00+0.00d
Lemon 25.00+2.66 b 56.00 +2.65c 86.00+0.00 a
Oregano 0.00 +0.00 d 0.00+0.00 f 0.00+0.00d
Peppermint 267+115d 9.33+3.06e 86.00+0.00 a
Thyme 0.00 £0.00 d 0.00+0.00 f 0.00+0.00d
Carvacrol 0.00 +£0.00 d 0.00+0.00 f 0.00+0.00d
E-cinnamaldehyde 0.00 +0.00 d 0.00+0.00 £ 0.00+0.00d
Eugenol 0.00+0.00d 0.00+0.00 f 0.00+0.00d
Limonene 28.33+252b 63.33+513b 86.00+0.00 a
Menthol 26.00+2.00 b 65.00+2.65b 86.00+0.00 a
Thymol 7.67+252c 34.33+0.58 d 54.67 +5.86 b
Cabrio TOP 0.00 +£0.00 d 233+058f 6.67 +1.53 ¢
Nativo 75WG 0.00 £0.00 d 0.00+0.00 £ 0.00+0.00d
Control 3267+153a 86.00+0.00 a 86.00+0.00 a

LSD 4.06 5.51 4.7

Concentration: 0.5%
Chinese cinnamon 0.00 £0.00 d 0.00+0.00d 0.00 +£0.00 ¢
Holy basil 0.00+0.00d 0.00+0.00d 0.00 +0.00 c
Lemon 23.67+252b 5233+058 ¢ 86.00+0.00 a
Oregano 0.00 £0.00 d 0.00+0.00d 0.00 +£0.00 ¢
Peppermint 0.00 £0.00 d 0.00+0.00d 0.00 +£0.00 ¢
Thyme 0.00+0.00d 0.00+0.00d 0.00 +0.00 c
Carvacrol 0.00+0.00d 0.00+£0.00d 0.00+0.00 c
E-cinnamaldehyde 0.00+0.00 d 0.00+£0.00d 0.00 £ 0.00 ¢
Eugenol 0.00 £0.00 d 0.00+0.00d 0.00 +0.00 c
Limonene 26.00+0.00 b 56.00 +0.00 b 86.00+0.00 a
Menthol 14.00+2.65¢ 54.33+4.51 bc 86.00+0.00 a
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Thymol 0.00£0.00 d 0.00+£0.00d 0.00 £ 0.00 ¢
Cabrio TOP 0.00£0.00d 2.33+0.58d 6.67 +1.53 b
Nativo 75WG 0.00+£0.00d 0.00+0.00d 0.00 +0.00 c
Control 3267+153 a 86.00+0.00 a 86.00+0.00 a
LSD 3.07 3.56 1.19
Concentration: 0.75%
Chinese cinnamon 0.00 +0.00 d 0.00 +0.00 e 0.00 +0.00 c
Holy basil 0.00 +£0.00 d 0.00+0.00 e 0.00 +0.00 c
Lemon 22.00+1.73b 3467+231d 86.00+0.00 a
Oregano 0.00 £0.00 d 0.00 +£0.00 e 0.00+0.00 ¢
Peppermint 0.00 +0.00 d 0.00 +0.00 e 0.00 +0.00 ¢
Thyme 0.00 +£0.00 d 0.00 +0.00 e 0.00 +0.00 c
Carvacrol 0.00 £0.00 d 0.00 £0.00 e 0.00 £ 0.00 ¢
E-cinnamaldehyde 0.00 £0.00 d 0.00 +0.00 e 0.00 +0.00 ¢
Eugenol 0.00+0.00d 0.00 +0.00 e 0.00+0.00 c
Limonene 15.00+4.36 ¢ 4467 +2.08 c 86.00+0.00 a
Menthol 13.33+0.58 ¢ 47.67 +2.08 b 86.00+0.00 a
Thymol 0.00 £0.00 d 0.00 +0.00 e 0.00 +£0.00 ¢
Cabrio TOP 0.00+0.00d 233+0.58 e 6.67 +1.53 b
Nativo 75WG 0.00 £0.00 d 0.00+0.00 e 0.00 £ 0.00 ¢
Control 3267 +153 a 86.00+0.00 a 86.00+0.00 a
LSD 3.86 2.94 1.19
Concentration: 1.0%
Chinese cinnamon 0.00£0.00d 0.00+0.00 e 0.00+0.00 c
Holy basil 0.00 £0.00 d 0.00 +0.00 e 0.00 +£0.00 ¢
Lemon 1.67+0.58 d 32.00+4.58 ¢ 86.00+0.00 a
Oregano 0.00 +£0.00 d 0.00+0.00 e 0.00+0.00 c
Peppermint 0.00 +£0.00 d 0.00+0.00 e 0.00 +0.00 ¢
Thyme 0.00 £0.00 d 0.00 +0.00 e 0.00+0.00 ¢
Carvacrol 0.00+0.00d 0.00 +0.00 e 0.00 +0.00 ¢
E-cinnamaldehyde 0.00+£0.00 d 0.00+0.00 e 0.00 +0.00 c
Eugenol 0.00 +£0.00 d 0.00+0.00 e 0.00 +£0.00 ¢
Limonene 4.67 +2.08 c 8.33+451d 86.00+0.00 a
Menthol 13.00+0.00 b 43.00+3.61b 86.00+0.00 a
Thymol 0.00 +£0.00 d 0.00 +0.00 e 0.00 +0.00 c
Cabrio TOP 0.00 £0.00 d 233+0.58 e 6.67 +1.53 b
Nativo 75WG 0.00+0.00d 0.00 +£0.00 e 0.00 +0.00 ¢
Control 3267+153a 86.00+0.00 a 86.00+0.00 a
LSD 2.06 5.74 1.19
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Table S17. Inhibitory effect (%) of essential oils, components, and fungicides on the mycelial
growth of Biscogniauxia nummudaria.

Essential
oil/component/fungi
cide

Chinese cinnamon

Holy basil

Lemon

Oregano

Peppermint

Thyme

Carvacrol

E-cinnamaldehyde

Eugenol

Concentration

(%) Concentration Inhibition (%)
Day 2 Day 4 Day 10
0.1 10 100 100 100
0.2 20 100 100 100
0.5 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
0.1 10 100 100 100
0.2 20 100 100 100
0.5 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
0.1 10 8.2 29.5 0
0.2 20 235 349 0
0.5 50 27.6 39.1 0
0.75 75 32.7 59.7 0
1.0 100 949 62.8 0
0.1 10 100 100 100
0.2 20 100 100 100
0.5 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
0.1 10 27 28.7 0
0.2 20 91.8 89.1 0
0.5 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
0.1 10 100 100 100
0.2 20 100 100 100
0.5 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
0.1 10 100 100 100
0.2 20 100 100 100
0.5 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
0.1 10 100 100 100
0.2 20 100 100 100
0.5 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
0.1 10 100 100 100
0.2 20 100 100 100
0.5 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
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0.1 10 8.2 244 0
0.2 20 13:3 26.4 0
Limonene 0.5 50 20.4 349 0
0.75 75 54.1 48.1 0
1.0 100 85.7 90.3 0
0.1 10 14.3 259 0
0.2 20 204 244 0
Menthol 0.5 50 57.1 36.8 0
0.75 75 59.2 446 0
1.0 100 60.2 50 0
0.1 10 38.8 30.2 0
0.2 20 76.5 60.1 36.4
Thymol 0.5 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
Cabrio TOP 0.2 20 100 97.3 92:2
Nativo 75WG 0.02 2 100 100 100
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Table S18. The results of the one-way ANOVA (mean + standard deviation, in mm) for the
mycelial growth of Cytospora pruinosa under the effects of various treatments. Mean values with
the same letters in a row are not significantly different, according to Tukey’s honestly significant
difference test (p <0.05).

Day 2 Day 4 Day 10
Ereatent Concentration: 0.1%
Chinese cinnamon 0.00 £ 0.00 ¢ 0.00+0.00 c 0.00+0.00 e
Holy basil 0.00 +0.00 c 0.00+0.00 ¢ 8.00+0.00d
Lemon 11.00+1.00 b 29.67 +3.06 a 69.00+4.64b
Oregano 0.00 +0.00 ¢ 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00e
Peppermint 0.00 +£0.00 c 31.33+3.06 a 86.00 +0.00 a
Thyme 0.00 +0.00 c 11.67+321b 40.33+2.08 ¢
Carvacrol 0.00 +0.00 ¢ 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00 e
E-cinnamaldehyde 0.00+£0.00 c 0.00+£0.00 c 0.00+0.00 e
Eugenol 0.00 +£0.00 c 0.00+0.00 ¢ 0.00 +0.00 e
Limonene 15.00+2.66 a 30.00 +2.65a 86.00 +0.00 a
Menthol 0.00+0.00 c 0.00+0.00 c 9.67 +0.58 d
Thymol 0.00 £0.00 ¢ 0.00+0.00 c 0.00+0.00 e
Cabrio TOP 0.00+0.00 c 0.00+0.00 c 0.00+0.00 e
Nativo 75WG 0.00+0.00 c 0.00+0.00 c 0.00+0.00 e
Control 16.33+0.58 a 30.00 £2.65a 86.00 £0.00 a
LSD 2.24 5.09 3.78
Concentration: 0.2%
Chinese cinnamon 0.00 +£0.00 ¢ 0.00+0.00 b 0.00+0.00d
Holy basil 0.00 £0.00 ¢ 0.00+0.00b 8.00+£0.00d
Lemon 833+231b 2467+1.15a 55.67 +9.61 b
Oregano 0.00 +0.00 c 0.00+0.00b 0.00 +0.00 d
Peppermint 0.00+0.00 c 0.00+0.00b 59.00 +1.00 b
Thyme 0.00 +£0.00 ¢ 233+058b 2333+5.13¢
Carvacrol 0.00 +£0.00 c 0.00 +0.00 b 0.00+0.00 d
E-cinnamaldehyde 0.00+0.00 c 0.00 +0.00 b 0.00 +0.00 d
Eugenol 0.00 +£0.00 ¢ 0.00+0.00 b 0.00+0.004d
Limonene 14.00+2.00 a 27.67 +6.66 a 86.00 +0.00 a
Menthol 0.00 +£0.00 c 0.00+0.00b 6.00+£0.00 d
Thymol 0.00+0.00 c 0.00+0.00 b 0.00+0.00d
Cabrio TOP 0.00+£0.00 c 0.00+0.00 b 0.00 +0.00 d
Nativo 75WG 0.00 £0.00 ¢ 0.00 +£0.00 b 0.00£0.00d
Control 16.33+0.58 a 30.00 £2.65a 86.00 +0.00 a
LSD 242 5.66 8.49
Concentration: 0.5%
Chinese cinnamon 0.00 £0.00 ¢ 0.00+0.00 c 0.00+0.00 £
Holy basil 0.00 +0.00 c 0.00+0.00 c 7.67 +0.58 e
Lemon 0.00 +0.00 c 2233+208b 61.67+1.15¢
Oregano 0.00 £0.00 ¢ 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00 £
Peppermint 0.00 £0.00 ¢ 0.00+0.00 ¢ 0.00 £0.00 £
Thyme 0.00 +0.00 c 0.00+0.00 c 13.67+3.51d
Carvacrol 0.00+0.00 c 0.00+£0.00 c 0.00+0.00 £
E-cinnamaldehyde 0.00 +0.00 ¢ 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00 £
Eugenol 0.00+0.00 c 0.00+0.00 c 0.00+0.00 £
Limonene 10.00 + 0.00 b 28.00 +1.00 a 68.67 +3.51 b
Menthol 0.00 +0.00 c 0.00+0.00 c 467+058e

242



Thymol 0.00 +£0.00 c 0.00+£0.00 c 0.00+0.00 f
Cabrio TOP 0.00 £0.00 ¢ 0.00+0.00 c 0.00+0.00 £
Nativo 75WG 0.00+0.00 c 0.00+0.00 c 0.00+0.00 £
Control 16.33+0.58 a 30.00 +2.65a 86.00 +0.00 a

LSD 0.45 2.73 4.01

Concentration: 0.75%

Chinese cinnamon 0.00 +£0.00 c 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00 e
Holy basil 0.00 +0.00 c 0.00+£0.00 c 7.33+0.58 d
Lemon 0.00 +£0.00 c 19.33+153b 4933+5.03 ¢
Oregano 0.00 +£0.00 c 0.00+£0.00 c 0.00 +£0.00 e
Peppermint 0.00 +£0.00 c 0.00+0.00 c 0.00 +0.00 e
Thyme 0.00+0.00 c 0.00+0.00 c 0.00+0.00 e
Carvacrol 0.00 £0.00 ¢ 0.00+£0.00 c 0.00 +£0.00 e
E-cinnamaldehyde 0.00 £0.00 ¢ 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00 e
Eugenol 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00 e
Limonene 10.67 +1.53 b 29.33+252a 65.33+1.15b
Menthol 0.00 £0.00 ¢ 0.00+£0.00 c 433+0.58d
Thymol 0.00 £0.00 c 0.00+0.00 c 0.00+0.00 e
Cabrio TOP 0.00+0.00 c 0.00+0.00 c 0.00+0.00e
Nativo 75WG 0.00£0.00 ¢ 0.00+£0.00 c 0.00+0.00e
Control 16.33+0.58 a 30.00£2.65a 86.00 +0.00 a

LSD 1.27 3.07 4.06

Concentration: 1.0%

Chinese cinnamon 0.00+0.00 c 0.00+0.00 b 0.00+0.00d
Holy basil 0.00 £0.00 c 0.00+0.00b 6.00+0.00c
Lemon 0.00 +0.00 c 0.00 +0.00 b 0.00+0.00 d
Oregano 0.00+0.00 c 0.00+0.00 b 0.00+0.00 d
Peppermint 0.00 +£0.00 ¢ 0.00+0.00b 0.00+0.00d
Thyme 0.00 +£0.00 c 0.00 +0.00 b 0.00 +0.00 d
Carvacrol 0.00 +£0.00 c 0.00 +0.00 b 0.00+£0.00 d
E-cinnamaldehyde 0.00+0.00 c 0.00+0.00 b 0.00+0.00 d
Eugenol 0.00 +£0.00 c 0.00+0.00b 0.00+0.00 d
Limonene 1033+3.79b 26.67 +4.04 a 61.67+7.02b
Menthol 0.00+0.00 c 0.00+0.00 b 4.00+0.00 cd
Thymol 0.00 +£0.00 c 0.00+0.00 b 0.00 +0.00 d
Cabrio TOP 0.00 £0.00 ¢ 0.00 £0.00 b 0.00 £0.00 d
Nativo 75WG 0.00 £0.00 c 0.00+0.00b 0.00£0.00 d
Control 16.33+0.58 a 30.00 +2.65a 86.00 +0.00 a

LSD 2.98 3.75 5.46
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Table S19. Inhibitory effect (%) of essential oils, components, and fungicides on the mycelial
growth of Cytospora pruinosa.

Essential Concentration Sz o
oil/component/fungi (%) Concentration Inhibition (k)
cide Day 2 Day 4 Day 10

0.1 10 100 100 100
02 20 100 100 100
Chinese cinnamon 05 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
0.1 10 100 100 90.7
02 20 100 100 90.7
Holy basil 05 50 100 100 91.1
0.75 75 100 100 91.5
10 100 100 100 93.0
0.1 10 327 1.1 19.8
02 20 489 17.8 35.3
Lemon 05 50 100 25.6 28.3
0.75 75 100 35.6 42.6
1.0 100 100 100 100
0.1 10 100 100 100
02 20 100 100 100
Oregano 05 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100

0.1 10 100 0 0
02 20 100 100 314
Peppermint 05 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
0.1 10 100 61.1 53.1
02 20 100 922 729
Thyme 05 50 100 100 84.1
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
0.1 10 100 100 100
02 20 100 100 100
Carvacrol 05 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
0.1 10 100 100 100
02 20 100 100 100
E-dnnamaldehyde 05 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
0.1 10 100 100 100
02 20 100 100 100
Eugenol 05 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100

Limonene 0.1 10 9.5 3.3 0
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Menthol

Thymol

Cabrio TOP
Nativo 75WG

02
0.5
0.75
1.0
0.1
02
0.5
0.75
1.0
0.1
02
0.5
0.75
1.0
02
0.02

20
50
75
100
10
20
50
75
100

143
38.8
347
36.7
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

11.1
6.7
44

12.2
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

20.2
24.0
283
88.8
93.0
94.5
949
95.3
100
100
100
100
100
100
100
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Table S20. The results of the one-way ANOVA (mean + standard deviation, in mm) for the
mycelial growth of Nigrospora gorlenkoana under the effects of various treatments. Mean values
with the same letters in a row are not significantly different, according to Tukey’s honestly
significant difference test (p <0.05).

Day 2 Day 4 Day 10

Ereatent Concentration: 0.1%
Chinese cinnamon 0.00+£0.00d 0.00+0.00 b 0.00+0.00b
Holy basil 0.00+0.00d 0.00+0.00 b 0.00+0.00b
Lemon 6267 +1.15¢ 86.00 £0.00 a 86.00 +0.00 a
Oregano 0.00+£0.00d 0.00+0.00 b 0.00+£0.00b
Peppermint 0.00+0.00d 0.00+0.00 b 0.00+0.00b
Thyme 0.00+0.00d 0.00 +0.00 b 0.00+0.00b
Carvacrol 0.00+0.00d 0.00+0.00b 0.00+0.00b
E-cinnamaldehyde 0.00+0.00d 0.00 +0.00 b 0.00+0.00b
Eugenol 0.00+0.00d 0.00 +0.00 b 0.00+0.00b
Limonene 86.00+0.00 a 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a
Menthol 86.00+0.00 a 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a
Thymol 65.33+£3.06 b 86.00 £0.00 a 86.00 +0.00 a
Cabrio TOP 0.00+0.00d 0.00+0.00 b 0.00+0.00b
Nativo 75WG 0.00+0.00d 0.00+0.00b 0.00+0.00b
Control 86.00+0.00 a 86.00 £0.00 a 86.00 £0.00 a

LSD 2.54 0 0

Concentration: 0.2%
Chinese cinnamon 0.00+0.00d 0.00+0.00 c 0.00+0.00b
Holy basil 0.00+0.00d 0.00+0.00 c 0.00+0.00b
Lemon 56.00 +4.58 b 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a
Oregano 0.00+0.00d 0.00+0.00 c 0.00+0.00b
Peppermint 0.00+0.00d 0.00+£0.00 c 0.00+0.00b
Thyme 0.00+£0.00d 0.00+0.00 ¢ 0.00+£0.00b
Carvacrol 0.00+0.00d 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00b
E-cinnamaldehyde 0.00+0.00d 0.00+0.00 c 0.00+0.00b
Eugenol 0.00+0.00d 0.00+0.00 c 0.00+0.00b
Limonene 86.00+0.00 a 86.00 £0.00 a 86.00 +0.00 a
Menthol 86.00+0.00 a 86.00 £0.00 a 86.00 +0.00 a
Thymol 9.00 +2.65 c 30.33+2.08b 86.00 £ 0.00 a
Cabrio TOP 0.00+0.00d 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00b
Nativo 75WG 0.00+0.00d 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00 b
Control 86.00+0.00 a 86.00 £0.00 a 86.00 +0.00 a

LSD 411 1.62 0

Concentration: 0.5%
Chinese cinnamon 0.00+0.00d 0.00+0.00b 0.00+0.00b
Holy basil 0.00+0.00d 0.00+0.00 b 0.00+0.00b
Lemon 27334153 ¢ 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a
Oregano 0.00+0.00d 0.00 +0.00 b 0.00+0.00 b
Peppermint 0.00+0.00d 0.00 +0.00 b 0.00+0.00 b
Thyme 0.00+0.00d 0.00+0.00 b 0.00+0.00b
Carvacrol 0.00+£0.00d 0.00+0.00 b 0.00+0.00b
E-cinnamaldehyde 0.00+0.00d 0.00+0.00 b 0.00+0.00b
Eugenol 0.00+0.00d 0.00+0.00 b 0.00+0.00b
Limonene 57.00+1.73b 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a
Menthol 86.00+0.00 a 86.00 £0.00 a 86.00 +0.00 a

246



Thymol 0.00+£0.00d 0.00+0.00 b 0.00+£0.00b
Cabrio TOP 0.00+0.00d 0.00+0.00b 0.00+0.00b
Nativo 75WG 0.00+0.00d 0.00 +0.00 b 0.00+0.00b
Control 86.00+0.00 a 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a

LSD 1.79 0 0

Concentration: 0.75%

Chinese cinnamon 0.00 +0.00 e 0.00 +0.00 b 0.00+0.00b
Holy basil 0.00+0.00e 0.00+0.00 b 0.00+0.00b
Lemon 13.67+321d 86.00 £0.00 a 86.00 +0.00 a
Oregano 0.00 +£0.00 e 0.00+0.00 b 0.00+0.00b
Peppermint 0.00+0.00 e 0.00+0.00b 0.00+0.00b
Thyme 0.00+0.00e 0.00+0.00 b 0.00+0.00b
Carvacrol 0.00 +£0.00 e 0.00+0.00 b 0.00+0.00 b
E-cinnamaldehyde 0.00 +0.00 e 0.00 +0.00 b 0.00+0.00 b
Eugenol 0.00 +0.00 e 0.00+0.00 b 0.00+0.00b
Limonene 48.67 +5.69 ¢ 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a
Menthol 75.67 +4.16 b 86.00 £0.00 a 86.00 +0.00 a
Thymol 0.00+0.00e 0.00+0.00b 0.00+0.00b
Cabrio TOP 0.00+0.00 e 0.00+0.00 b 0.00+0.00b
Nativo 75WG 0.00+0.00e 0.00+0.00 b 0.00+£0.00b
Control 86.00+0.00 a 86.00 £0.00 a 86.00 +0.00 a

LSD 6.02 0 0

Concentration: 1.0%

Chinese cinnamon 0.00£0.00d 0.00+0.00 b 0.00+£0.00b
Holy basil 0.00+0.00d 0.00+0.00b 0.00+0.00b
Lemon 11.67 +0.58 c 86.00 +0.00 a 86.00 £0.00 a
Oregano 0.00+0.00d 0.00+0.00 b 0.00+0.00b
Peppermint 0.00+0.00d 0.00+0.00b 0.00+0.00b
Thyme 0.00+0.00d 0.00 +0.00 b 0.00+0.00b
Carvacrol 0.00+0.00d 0.00 +0.00 b 0.00+0.00b
E-cinnamaldehyde 0.00+0.00d 0.00+0.00 b 0.00+0.00b
Eugenol 0.00+0.00d 0.00+0.00b 0.00+0.00b
Limonene 1333+2.89 ¢ 86.00 £0.00 a 86.00 £0.00 a
Menthol 3733+3.21b 86.00 +0.00 a 86.00 £0.00 a
Thymol 0.00+0.00d 0.00+0.00 b 0.00+0.00b
Cabrio TOP 0.00+£0.00d 0.00 £0.00 b 0.00+£0.00b
Nativo 75WG 0.00+0.00d 0.00+0.00b 0.00+0.00b
Control 86.00+0.00 a 86.00 +0.00 a 86.00 +0.00 a

LSD 3.39 0 0
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Table S21. Inhibitory effect (%) of essential oils, components, and fungicides on the mycelial
growth of Nigrospora gorlenkoana.

Essential Concentration .
oil/ component/fungic (%) Concentration Inhibition (%)
ide Day 2 Day4 Day10
0.1 10 100 100 100
02 20 100 100 100
Chinese cinnamon 05 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
0.1 10 100 100 100
02 20 100 100 100
Holy basil 05 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
10 100 100 100 100
0.1 10 271 0 0
02 20 349 0 0
Lemon 05 50 68.2 0 0
0.75 75 84.1 0 0
1.0 100 86.4 0 0
0.1 10 100 100 100
02 20 100 100 100
Oregano 05 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
0.1 10 100 100 100
02 20 100 100 100
Peppermint 05 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
0.1 10 100 100 100
02 20 100 100 100
Thyme 05 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
10 100 100 100 100
0.1 10 100 100 100
02 20 100 100 100
Carvacrol 05 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
0.1 10 100 100 100
02 20 100 100 100
E-cinnamaldehyde 05 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
0.1 10 100 100 100
02 20 100 100 100
Eugenol 05 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
10 100 100 100 100
Limonene 0.1 10 0 0 0
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Menthol

Thymol

Cabrio TOP
Nativo 75WG

02
0.5
0.75
1.0
0.1
02
0.5
0.75
1.0
0.1
02
0.5
0.75
1.0
02
0.02

20
50
75
100
10
20
50
75
100
10
20
50
75
100
20

33.7
434
84.5

12.0
56.6
240
89.5
100
100
100
100
100

SR
o r ooolooclooloo o

0
100
100
100
100

o000 |O

100
100
100
100
100

249



Table S22. The results of the one-way ANOVA (mean + standard deviation, in mm) for the
mycelial growth of Nigrospora osmanthi under the effects of various treatments. Mean values with

the same letters in a row are not significantly different, according to Tukey’s honestly significant
difference test (p <0.05).

Day 2 Day 4 Day 10
Treatiment Concentration: 0.1%
Chinese cinnamon 0.00 £ 0.00 £ 0.00+0.00d 0.00 £0.00 d
Holy basil 0.00+0.00 £ 0.00+0.00d 0.00+0.00d
Lemon 51.33%252 ¢ 86.00+0.00 a 86.00 £ 0.00 a
Oregano 0.00+0.00 f 0.00+£0.00d 0.00 £0.00 d
Peppermint 35.00+2.00d 86.00+0.00 a 86.00 £ 0.00 a
Thyme 0.00+0.00 £ 0.00+0.00d 0.00 £0.00 d
Carvacrol 0.00+0.00 f 0.00+0.00d 0.00+0.00d
E-cinnamaldehyde 0.00+0.00 £ 0.00+0.00d 0.00 £0.00 d
Eugenol 6.00+0.00 e 7.00+1.00 ¢ 13.00+1.00c
Limonene 59.67+231b 86.00+0.00 a 86.00 £ 0.00 a
Menthol 73.33+252a 86.00+0.00 a 86.00 £ 0.00 a
Thymol 7267 £1.53 a 86.00+0.00 a 86.00 £ 0.00 a
Cabrio TOP 0.00+0.00 £ 0.00+0.00d 0.00 +0.00 d
Nativo WG 0.00+0.00 £ 18.00+2.65b 3433+4.16b
Control 73.67 £3.06 a 86.00+0.00 a 86.00 £0.00 a
LSD 451 2.19 3:33
Concentration: 0.2%
Chinese cinnamon 0.00+0.00d 0.00+£0.00 e 0.00 +0.00 d
Holy basil 0.00+0.00d 0.00 +£0.00 e 0.00 £0.00 d
Lemon 39.33+2.89b 57.33+4.16b 86.00 £ 0.00 a
Oregano 0.00+0.00d 0.00 +0.00 e 0.00+0.00d
Peppermint 0.00+0.004d 0.00+0.00 e 86.00 £ 0.00 a
Thyme 0.00+0.00d 0.00+0.00 e 0.00+0.00d
Carvacrol 0.00+0.00d 0.00 +£0.00 e 0.00 £0.00 d
E-cinnamaldehyde 0.00+0.00d 0.00 +0.00 e 0.00 +0.00 d
Eugenol 6.00+0.00d 7.00+1.00d 12.33+0.58¢
Limonene 32.00 +6.56 be 86.00+0.00 a 86.00 £0.00 a
Menthol 7233+252a 86.00+0.00 a 86.00 £ 0.00 a
Thymol 30.33+6.66 c 86.00+0.00 a 86.00 + 0.00 a
Cabrio TOP 0.00+0.00d 0.00+0.00 e 0.00+0.00d
Nativo WG 0.00+0.00d 18.00£2.65 ¢ 3433+4.16b
Control 73.67 £3.06 a 86.00+0.00 a 86.00 £ 0.00 a
LSD 8.19 391 3:27
Concentration: 0.5%
Chinese cinnamon 0.00 £0.00 e 0.00 +£0.00 £ 0.00+0.00d
Holy basil 0.00+0.00 e 0.00 +0.00 £ 0.00+0.00 d
Lemon 27.00+2.65b 4733 +551b 86.00 +0.00 a
Oregano 0.00 £0.00 e 0.00 +£0.00 £ 0.00 £0.00 d
Peppermint 0.00£0.00 e 0.00 +0.00 £ 0.00 £0.00 d
Thyme 0.00+0.00 e 0.00 +0.00 £ 0.00 +0.00 d
Carvacrol 0.00+0.00 e 0.00 +£0.00 £ 0.00 £0.00 d
E-cinnamaldehyde 0.00+0.00 e 0.00 +£0.00 £ 0.00+0.00d
Eugenol 6.00+0.00d 7.33+0.58e 12.00+0.00 ¢
Limonene 22.67 +3.79 bc 43.67 +4.62 bc 86.00 +0.00 a
Menthol 7200+1.73 a 86.00+0.00 a 86.00 £ 0.00 a
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Thymol 21.00+265¢ 38.00+529 ¢ 86.00+0.00 a
Cabrio TOP 0.00+0.00 e 0.00 +0.00 £ 0.00+0.00d
Nativo WG 0.00+0.00 e 18.00+265d 3433+4.16b
Control 73.67 £3.06 a 86.00+0.00 a 86.00 £ 0.00 a

LSD 495 7.25 3.23

Concentration: 0.75%

Chinese cinnamon 0.00+0.00d 0.00 +£0.00 e 0.00 +£0.00 d
Holy basil 0.00+0.00d 0.00 £0.00 e 0.00+0.00d
Lemon 19.67+231b 38.00+3.00b 86.00 £ 0.00 a
Oregano 0.00+0.004d 0.00 +0.00 e 0.00+0.00d
Peppermint 0.00+0.004d 0.00 +£0.00 e 0.00 +0.00 d
Thyme 0.00+0.00d 0.00£0.00 e 0.00+0.00d
Carvacrol 0.00+0.00d 0.00 +£0.00 e 0.00+0.00d
E-cinnamaldehyde 0.00+0.00d 0.00 +£0.00 e 0.00+0.00d
Eugenol 6.00+0.00 c 7.00+£1.00d 12.00+0.00 c
Limonene 21.33+058b 4133+058b 86.00 £ 0.00 a
Menthol 71.33 £0.58 a 86.00+0.00 a 86.00 +0.00 a
Thymol 2.33+0.58d 6.67+231d 86.00 +0.00 a
Cabrio TOP 0.00+0.00d 0.00£0.00 e 0.00+0.00d
Nativo WG 0.00+0.004d 18.00 £2.65 ¢ 3433+4.16b
Control 73.67 £3.06 a 86.00+0.00 a 86.00 +0.00 a

LSD 3.07 3.69 3.23

Concentration: 1.0%

Chinese cinnamon 0.00+0.00d 0.00£0.00 e 0.00+0.00d
Holy basil 0.00+0.00d 0.00 +£0.00 e 0.00 +0.00 d
Lemon 1433 +451b 36.33+058b 86.00 +0.00 a
Oregano 0.00+0.00d 0.00£0.00 e 0.00+0.00d
Peppermint 0.00+0.00d 0.00£0.00 e 0.00+0.00d
Thyme 0.00+0.00d 0.00+£0.00 e 0.00+0.00d
Carvacrol 0.00+0.00d 0.00 +£0.00 e 0.00+0.00d
E-cinnamaldehyde 0.00+0.00d 0.00 £0.00 e 0.00+0.00d
Eugenol 6.00+00.00 ¢ 6.67+1.15d 12.00+£0.00 ¢
Limonene 16.67 +3.06 b 36.33+551b 86.00 +0.00 a
Menthol 70.00+1.73 a 86.00+0.00 a 86.00 £0.00 a
Thymol 2.00+0.00 cd 4.00 £0.00 de 86.00 +0.00 a
Cabrio TOP 0.00+0.00d 0.00 +0.00 e 0.00+0.00d
Nativo WG 0.00+0.00d 18.00 +2.65 ¢ 3433+4.16b
Control 73.67 £3.06 a 86.00+0.00 a 86.00 £0.00 a

LSD 5.03 4.85 3.23
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Table S23. Inhibitory effect (%) of essential oils, components, and fungicides on the mycelial
growth of Nigrospora osmanthi.

Essential Concentratio g s
oil/component/fungici n (%) Conce:traho Inhibition (%)
de Day 2 Day 4 Day 10
0.1 10 100 100 100
0.2 20 100 100 100
Chinese cinnamon 0.5 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
0.1 10 100 100 100
0.2 20 100 100 100
Holy basil 0.5 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
0.1 10 30.3 0 0
0.2 20 46.6 333 0
Lemon 0.5 50 63.3 449 0
0.75 75 73.3 55.8 0
1.0 100 80.5 57.8 0
0.1 10 100 100 100
0.2 20 100 100 100
Oregano 0.5 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
0.1 10 525 0 0
0.2 20 100 100 0
Peppermint 0.5 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
0.1 10 100 100 100
0.2 20 100 100 100
Thyme 0.5 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
0.1 10 100 100 100
0.2 20 100 100 100
Carvacrol 0.5 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
0.1 10 100 100 100
0.2 20 100 100 100
E-cinnamaldehyde 0.5 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
0.1 10 91.9 919 84.9
0.2 20 91.9 919 85.7
Eugenol 0.5 50 91.9 915 86.0
0.75 75 91.9 919 86.0
1.0 100 91.9 922 86.0
Limonene 0.1 10 19.0 0 0
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Menthol

Thymol

Cabrio TOP
Nativo 75WG

0.2
0.5
0.75
1.0
0.1
0.2
0.5
0.75
1.0
0.1
0.2
0.5
0.75
1.0
0.2
0.02

50
75
100
10
20
50
75
100
10
20
50

100

[]
NS

56.6
69.2
71.0
774
15
1.8
24
32
3.8
L5
58.8
715
96.8
973
100
100

492
51.9
57.8

o o oo o

55.8
922
953
100
79.1

O OO0 00000 o0 oo o oo

8

60.1
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Table S24. The results of the one-way ANOVA (mean + standard deviation, in mm) for the
mycelial growth of Nigrospora philosophiae-doctoris under the effects of various treatments. Mean
values with the same letters in a row are not significantly different, according to Tukey’s honestly
significant difference test (p <0.05).

Day 2 Day 4 Day 10

Trsatment Concentration: 0.1%
Chinese cinnamon 0.00+0.00 c 0.00+0.00 d 0.00+0.00b
Holy basil 0.00+0.00 c 0.00+0.00 d 0.00+0.00b
Lemon 0.00+0.00 c 39.00+781b 86.00 £ 0.00 a
Oregano 0.00+0.00 c 0.00+0.00d 0.00+0.00b
Peppermint 31.33+252a 63.00 £3.61 a 86.00 +0.00 a
Thyme 0.00+0.00 c 0.00 +0.00 d 0.00+0.00b
Carvacrol 0.00+0.00 c 0.00+0.00d 0.00+0.00b
E-cinnamaldehyde 0.00+£0.00 c 0.00+£0.00 d 0.00+0.00b
Eugenol 0.00+0.00 c 0.00+0.00 d 0.00+0.00b
Limonene 32.67 +0.58 a 62.33+1.15a 86.00 +0.00 a
Menthol 32.67 +0.58 a 62.00+1.00 a 86.00 +0.00 a
Thymol 0.00+£0.00 c 25.00+3.61 ¢ 86.00 £ 0.00 a
Cabrio TOP 0.00+0.00 c 0.00+0.00d 0.00+0.00b
Nativo 75WG 400+265b 62.67 +4.16 a 86.00 +0.00 a
Control 33.00+1.00 a 63.00 +£2.65 a 86.00 £ 0.00 a

LSD 3.01 8.28 0

Concentration: 0.2%
Chinese cinnamon 0.00+0.00 ¢ 0.00 +0.00 ¢ 0.00+0.00b
Holy basil 0.00+0.00 c 0.00 £0.00 ¢ 0.00+0.00b
Lemon 0.00+0.00 ¢ 6.33+0.58b 86.00 +0.00 a
Oregano 0.00+0.00 c 0.00+0.00 c 0.00+0.00b
Peppermint 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00 c 86.00 +0.00 a
Thyme 0.00+0.00 c 0.00+£0.00 c 0.00+0.00b
Carvacrol 0.00+0.00 c 0.00 +£0.00 c 0.00+0.00b
E-cinnamaldehyde 0.00+0.00 c 0.00+0.00 c 0.00+0.00b
Eugenol 0.00+0.00 c 0.00+0.00 c 0.00+0.00b
Limonene 3233+1.15a 61.67 +0.58 a 86.00 £ 0.00 a
Menthol 32.67 +0.58 a 61.33+1.53a 86.00 +0.00 a
Thymol 0.00+0.00 c 0.00 +0.00 c 86.00 +0.00 a
Cabrio TOP 0.00+0.00 c 0.00+0.00 c 0.00+0.00b
Nativo 75WG 400+265b 62.67 +4.16 a 86.00 +0.00 a
Control 33.00+1.00 a 63.00 +£2.65 a 86.00 +0.00 a

LSD 242 4.06 0

Concentration: 0.5%
Chinese cinnamon 0.00 £0.00 d 0.00+0.00b 0.00+0.00b
Holy basil 0.00+0.00d 0.00+0.00b 0.00+0.00b
Lemon 0.00 +0.00 d 0.00+0.00b 0.00+0.00b
Oregano 0.00+0.00d 0.00+0.00b 0.00+0.00b
Peppermint 0.00 £0.00 d 0.00+0.00b 0.00+0.00b
Thyme 0.00 +0.00 d 0.00+0.00b 0.00+0.00b
Carvacrol 0.00+0.00d 0.00+0.00b 0.00+0.00b
E-cinnamaldehyde 0.00+0.00d 0.00+0.00 b 0.00+0.00b
Eugenol 0.00+0.00 d 0.00+0.00 b 0.00+0.00b
Limonene 30.33+058 b 61.33 +0.58 a 86.00 +0.00 a
Menthol 31.00 +1.00 ab 61.00 +1.00 a 86.00 £ 0.00 a
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Thymol 0.00+0.00d 0.00+0.00b 0.00+£0.00b
Cabrio TOP 0.00+0.00d 0.00+0.00b 0.00+0.00b
Nativo 75WG 4.00+265c 62.67 +4.16 a 86.00 +0.00 a
Control 33.00+1.00 a 63.00 +2.65 a 86.00 +0.00 a

LSD 237 394 0

Concentration: 0.75%

Chinese cinnamon 0.00+0.00 c 0.00+0.00b 0.00+0.00b
Holy basil 0.00+0.00 c 0.00+0.00b 0.00+0.00b
Lemon 0.00+0.00 c 0.00+0.00b 0.00+0.00b
Oregano 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00b 0.00+0.00b
Peppermint 0.00+0.00 c 0.00+0.00b 0.00+0.00b
Thyme 0.00+0.00 c 0.00+0.00b 0.00+0.00b
Carvacrol 0.00+£0.00 c 0.00+0.00b 0.00+0.00b
E-cinnamaldehyde 0.00+£0.00 c 0.00+0.00b 0.00+0.00b
Eugenol 0.00+0.00 c 0.00+0.00b 0.00+0.00b
Limonene 29.33+1.53a 60.00 +£0.00 a 86.00 +0.00 a
Menthol 30.33+3.51a 58.67 +4.16 a 86.00 £ 0.00 a
Thymol 0.00+0.00 c 0.00+0.00b 0.00+0.00b
Cabrio TOP 0.00+0.00 c 0.00+0.00b 0.00+0.00b
Nativo 75WG 400+£265b 62.67 +4.16a 86.00 +0.00 a
Control 33.00+1.00 a 63.00 +£2.65 a 86.00 £ 0.00 a

LSD 3.69 5.01 0

Concentration: 1.0%

Chinese cinnamon 0.00+0.00d 0.00+0.00 c 0.00+0.00b
Holy basil 0.00+0.00d 0.00 £0.00 c 0.00+0.00b
Lemon 0.00+0.00 d 0.00 +£0.00 c 0.00+0.00b
Oregano 0.00+0.00d 0.00+0.00 c 0.00+0.00b
Peppermint 0.00+0.00d 0.00+0.00 c 0.00+0.00b
Thyme 0.00+0.00 d 0.00+0.00 c 0.00+0.00b
Carvacrol 0.00 +0.00 d 0.00 +0.00 c 0.00+0.00b
E-cinnamaldehyde 0.00+0.00d 0.00+0.00 c 0.00+0.00b
Eugenol 0.00+0.00d 0.00 +£0.00 c 0.00+0.00b
Limonene 27.00+1.00b 55.33+1.15b 86.00 £ 0.00 a
Menthol 2833+1.53b 58.00+1.00 b 86.00 +0.00 a
Thymol 0.00+0.00 d 0.00 +£0.00 c 0.00+0.00b
Cabrio TOP 0.00+0.00d 0.00 £0.00 ¢ 0.00+0.00b
Nativo 75WG 4.00+£265c 62.67 +4.16 a 86.00 £ 0.00 a
Control 33.00+1.00 a 63.00 +2.65 a 86.00 +0.00 a

LSD 262 401 0
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Table S25. Inhibitory effect (%) of essential oils, components, and fungicides on the mycelial
growth of Nigrospora philosophiae-doctoris.

' Essential ' Concentration . Inhibition (%)
oil/component/fungic (%) Concentration
ide Day 2 Day4 Day10

0.1 10 100 100 100
02 20 100 100 100
Chinese cinnamon 05 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
0.1 10 100 100 100
02 20 100 100 100
Holy basil 05 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
10 100 100 100 100

0.1 10 100 38.1 0

02 20 100 89.9 0
Lemon 05 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
0.1 10 100 100 100
02 20 100 100 100
Oregano 05 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100

0.1 10 5.1 0 0

02 20 100 100 0
Peppermint 05 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
10 100 100 100 100
0.1 10 100 100 100
02 20 100 100 100
Thyme 05 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
0.1 10 100 100 100
02 20 100 100 100
Carvacrol 05 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
0.1 10 100 100 100
02 20 100 100 100
E-cinnamaldehyde 05 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
0.1 10 100 100 100
02 20 100 100 100
Eugenol 05 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100

Limonene 0.1 10 1.0 1.1 0
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Menthol

Thymol

Cabrio TOP
Nativo 75WG

02
0.5
0.75
1.0
0.1
02
0.5
0.75
1.0
0.1
02
0.5
0.75
10
02
0.02

20
50
75
100
10
20
50
75
100
10
20
50
75
100
20

2.0
8.1
11.1
18.2
1.0
1.0
6.1
8.1
14.1
100
100
100
100
100
100
87.9

21
2.7
48
122
1.6
2.7
32
6.9
7.9
60.3
100
100
100
100
100

o000 |O

100
100
100
100
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Table S26. The results of the one-way ANOVA (mean + standard deviation, in mm) for the
mycelial growth of Phaeoacremonium iranianum under the effects of various treatments. Mean

values with the same letters in a row are not significantly different, according to Tukey’s honestly
significant difference test (p <0.05).

Treatment DAY2 DAY 4 DAY 10
Mean Mean Mean
Chinese cinnamon 0.00+0.00 b 0.00+0.00d 0.00+0.00d
Holy basil 0.00 +£0.00 b 0.00+0.00 d 0.00+0.00d
Lemon 0.00+0.00b 4.00 £0.00 be 15.00£265b
Oregano 0.00+0.00 b 0.00+0.00 d 0.00+0.00d
Peppermint 0.00+0.00 b 4.00 +£1.00 be 2833+2.08a
Thyme 0.00 +£0.00 b 0.00+0.00 d 0.00+0.00d
Carvacrol 0.00+0.00 b 0.00+£0.00 d 0.00+0.00d
E-cinnamaldehyde 0.00+0.00 b 0.00+0.00d 0.00+0.00d
Eugenol 0.00+0.00 b 0.00+0.00 d 0.00+0.00d
Limonene 0.00+0.00b 7.67+306a 20.00+436Db
Menthol 267+1.15a 7.00+1.73 ab 26.67 +2.08 a
Thymol 267+1.15a 4.67 +0.58 abc 15.00+1.00 b
Cabrio TOP 0.00 £0.00 b 0.00+0.00 d 0.00+0.00d
Nativo 75WG 267+1.15a 267+115cd 8.00+£2.00 c
Control 3.00+1.00 a 7.00+1.73 ab 26.67 +4.16 a
LSD 1.55 3.29 5.87
Concentration: 0.2%
Chinese cinnamon 0.00+0.00 b 0.00+0.00 c 0.00+0.00d
Holy basil 0.00+0.00 b 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00d
Lemon 0.00+0.00b 400+0.00b 12.67 +2.89 bc
Oregano 0.00+£0.00 b 0.00 +£0.00 ¢ 0.00+0.00d
Peppermint 0.00£0.00 b 0.00+0.00 ¢ 11.67 £1.53 bc
Thyme 0.00 +£0.00 b 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00d
Carvacrol 0.00+0.00 b 0.00 +£0.00 ¢ 0.00+0.00d
E-cinnamaldehyde 0.00 +£0.00 b 0.00 +0.00 ¢ 0.00+0.00d
Eugenol 0.00+0.00 b 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00d
Limonene 0.00+0.00 b 700+1.73a 16.33+252b
Menthol 267+1.15a 6.67+153a 2533+1.15a
Thymol 233+ 0.58a 400+0.00b 11.67 +1.16 bc
Cabrio TOP 0.00+£0.00 b 0.00 +£0.00 ¢ 0.00+0.00d
Nativo 75WG 267+1.15a 267+115b 8.00+2.00 ¢
Control 3.00+1.00 a 700+1.73a 26.67 +4.16 a
LSD 1.55 242 497
Concentration: 0.5%

Chinese cinnamon 0.00 +0.00 b 0.00+0.00 ¢ 0.00+£0.00 e
Holy basil 0.00+0.00 b 0.00+0.00 ¢ 000+000e
Lemon 0.00+0.00 b 3.67+058b 12.00+1.00 b
Oregano 0.00+0.00 b 0.00 +0.00 ¢ 0.00+0.00 e
Peppermint 0.00 +0.00 b 0.00+0.00 ¢ 733+321 cd
Thyme 0.00+£0.00 b 0.00+0.00 c 0.00+£0.00 e
Carvacrol 0.00 +0.00b 0.00+0.00 ¢ 000+000e
E-cinnamaldehyde 0.00+0.00 b 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00e
Eugenol 0.00+0.00 b 0.00+0.00 ¢ 000+000e
Limonene 0.00 +0.00 b 3.67+115b 11.67 +1.15 bc
Menthol 3.00+1.00a 6.00£0.00a 2267+058a
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Thymol 233+058a 233+0.58b 333+£058 de
Cabrio TOP 0.00 +0.00 b 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00 e
Nativo 75WG 267+1.15a 267+115b 8.00 +2.00 bc
Control 3.00+1.00 a 7.00+1.73a 26.67 +4.16 a

LSD 149 1.96 457

Concentration: 0.75%

Chinese cinnamon 0.00+0.00 b 0.00+0.00 c 0.00+0.00 d
Holy basil 0.00 +0.00 b 0.00+0.00 c 0.00+0.00d
Lemon 0.00+0.00 b 2.00+0.00 b 10.67 +0.58 ¢
Oregano 0.00 +£0.00 b 0.00+0.00 c 0.00+0.00 d
Peppermint 0.00 +0.00 b 0.00+0.00 c 333+153d
Thyme 0.00+0.00 b 0.00+0.00 c 0.00+0.00 d
Carvacrol 0.00 £0.00 b 0.00+0.00 ¢ 0.00 £0.00 d
E-cinnamaldehyde 0.00 +0.00 b 0.00+0.00 c 0.00+0.00 d
Eugenol 0.00+0.00 b 0.00+0.00 c 0.00 +0.00 d
Limonene 0.00+0.00 b 3.00+0.00 b 9.33+153¢c
Menthol 2.00+£0.00 a 6.00+0.00a 18.67 £+ 153 b
Thymol 2.00+0.00 a 2.00+0.00 b 2.00+0.00d
Cabrio TOP 0.00 +0.00 b 0.00+0.00 c 0.00 +0.00 d
Nativo 75WG 267+x1.15a 267+1.15b 8.00+2.00c
Control 3.00+1.00 a 7.00+1.73a 26.67 +4.16 a

LSD 1.19 116 4.16

Concentration: 1.0%

Chinese cinnamon 0.00+0.00 b 0.00+0.004d 0.00+0.00d
Holy basil 0.00 +0.00 b 0.00+0.00d 0.00 +0.00 d
Lemon 0.00+0.00 b 2.00+0.00c 8.67+0.58 ¢
Oregano 0.00+0.00 b 0.00+0.00 d 0.00+0.00d
Peppermint 0.00 +0.00 b 0.00+0.00 d 0.00+0.00d
Thyme 0.00 +£0.00 b 0.00+0.00d 0.00+0.00 d
Carvacrol 0.00+0.00 b 0.00+0.00d 0.00+0.00 d
E-cinnamaldehyde 0.00+0.00 b 0.00+0.00d 0.00+0.00d
Eugenol 0.00+0.00 b 0.00+0.00d 0.00+0.00d
Limonene 0.00+£0.00 b 233+058¢c 8.67+1.53 ¢
Menthol 2.00+0.00 a 5.00+1.00 b 17.00+2.65b
Thymol 2.00+0.00 a 2.00+0.00c 2.00+0.00d
Cabrio TOP 0.00 £0.00 b 0.00+0.00d 0.00 £0.00 d
Nativo 75WG 267+x1.15a 267+115c¢ 8.00+2.00 ¢
Control 3.00+1.00a 7.00+1.73a 26.67 +4.16 a

LSD 1.19 1.85 433
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Table S27. Inhibitory effect (%) of essential oils, components, and fungicides on the mycelial

growth of Phaeoacremonium iranianiom.

Essential Concentration i 5
oil/component/fung (%) Concentration Inhibition (%)
icide Day 2 Day 4 Day 10

0.1 10 100 100 100

0.2 20 100 100 100

Chinese cinnamon 0.5 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100

1.0 100 100 100 100

0.1 10 100 100 100

0.2 20 100 100 100

Holy basil 0.5 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100

1.0 100 100 100 100
0.1 10 100 429 438
0.2 20 100 429 525

Lemon 0.5 50 100 47.6 55
0.75 75 100 714 60
1.0 100 100 714 67.5

0.1 10 100 100 100

0.2 20 100 100 100

Oregano 0.5 50 100 100 100
0.75 743) 100 100 100

1.0 100 100 100 100

0.1 10 100 429 0.8
0.2 20 100 100 56.3
Peppermint 0.5 50 100 100 725
0.75 75 100 100 87.5

1.0 100 100 100 100

0.1 10 100 100 100

0.2 20 100 100 100

Thyme 0.5 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100

1.0 100 100 100 100

0.1 10 100 100 100

0.2 20 100 100 100

Carvacrol 0.5 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100

1.0 100 100 100 100

0.1 10 100 100 100

0.2 20 100 100 100

E-dnnamaldehyde 0.5 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100

1.0 100 100 100 100

0.1 10 100 100 100

0.2 20 100 100 100

Eugenol 0.5 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100

1.0 100 100 100 100
Limonene 0.1 10 100 9.5 25.0

260



Menthol

Thymol

Cabrio TOP
Nativo 75WG

0.2
0.5
0.75
1.0
0.1
0.2
0.5
0.75
1.0
0.1
0.2
0.5
0.75
1.0
0.2
0.02

20
50
75
100
10
20
50
75
100
10
20
50
75
100

9.5
47.6
57.1
66.7

9.5

9.5
14.3
14.3
28.6
333
429
66.7
714
714

100
61.9

38.8
56.2
65.0
67.5
29
5.0
15.0
30.0
36.3
438
56.3
87.5
925
925
100
70.0
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Table S28. The results of the one-way ANOVA (mean + standard deviation, in mm) for the
mycelial growth of Sordaria fimicola under the effects of various treatments. Mean values with the
same letters in a row are not significantly different, according to Tukey’s honestly significant
difference test (p < 0.05).

T DAY 2 DAY 4 DAY 10
Mean Mean Mean
Chinese cinnamon 0.00+0.00 d 0.00+0.00b 0.00 +0.00 b
Holy basil 0.00 +0.00d 0.00+0.00b 0.00+0.00b
Lemon 51.00 £ 0.00 b 86.00 £ 0.00 a 86.00+0.00 a
Oregano 0.00 +0.00 d 0.00+0.00b 0.00+0.00b
Peppermint 44.00 +9.00 be 86.00 + 0.00 a 86.00+0.00 a
Thyme 0.00 +0.00 d 0.00+0.00b 0.00+0.00 b
Carvacrol 0.00+0.00d 0.00+0.00b 0.00+0.00b
E-cinnamaldehyde 0.00+0.00d 0.00+0.00b 0.00+0.00b
Eugenol 0.00 +£0.00d 0.00+0.00b 0.00+0.00b
Limonene 74.67 +1.15a 86.00 £ 0.00 a 86.00+0.00 a
Menthol 71.33 £0.58 a 86.00 £ 0.00 a 86.00+0.00 a
Thymol 36.67+7.14 c 86.00 £ 0.00 a 86.00+0.00 a
Cabrio TOP 0.00 +0.00d 0.00+0.00b 0.00+0.00 b
Nativo 75WG 0.00+0.00d 0.00+0.00b 0.00+0.00b
Control 75.67+1.53 a 86.00 £ 0.00 a 86.00+0.00 a
LSD 9.56 0 0
Concentration: 0.2%
Chinese cinnamon 0.00+0.00d 0.00+0.00 ¢ 0.00 +0.00 ¢
Holy basil 0.00 +£0.00d 0.00+0.00 c 0.00+0.00 c
Lemon 32.00+4.36 b 86.00 +0.00 a 86.00+0.00 a
Oregano 0.00 +0.00 d 0.00+0.00 c 0.00+0.00 c
Peppermint 13.00+1.00 c 86.00 £ 0.00 a 86.00+0.00 a
Thyme 0.00+0.00 d 0.00+0.00c¢ 0.00+0.00 c
Carvacrol 0.00 +0.00d 0.00+0.00 c 0.00+0.00 c
E-cinnamaldehyde 0.00 +0.00d 0.00+0.00 c 0.00+0.00 c
Eugenol 0.00+0.00d 0.00+£0.00 c 0.00+0.00 c
Limonene 7033 £10.69 a 86.00 £ 0.00 a 86.00+0.00 a
Menthol 71.00 £0.00 a 86.00 +0.00 a 86.00+0.00 a
Thymol 1533 +153 ¢ 61.33+251b 73.33+4.16b
Cabrio TOP 0.00 +£0.00d 0.00+0.00c 0.00+0.00 c
Nativo 75WG 0.00 £0.00d 0.00+£0.00 c 0.00+0.00 c
Control 75.67+1.53 a 86.00 £ 0.00 a 86.00+0.00 a
LSD 9.16 1.96 323
Concentration: 0.5%

Chinese cinnamon 0.00+0.00 e 0.00+0.00b 0.00+0.00 b
Holy basil 0.00+0.00 e 0.00+0.00b 0.00 +0.00 b
Lemon 21.33+2.89d 86.00 + 0.00 a 86.00+0.00 a
Oregano 0.00+0.00 e 0.00+0.00b 0.00+0.00 b
Peppermint 0.00+£0.00 e 0.00+0.00b 0.00+0.00 b
Thyme 0.00+0.00 e 0.00+0.00b 0.00+0.00 b
Carvacrol 0.00+0.00 e 0.00+0.00b 0.00+0.00b
E-cinnamaldehyde 0.00+0.00e 0.00+0.00b 0.00+0.00b
Eugenol 0.00+0.00 e 0.00+0.00b 0.00 +£0.00 b
Limonene 57.00+173 ¢ 86.00 + 0.00 a 86.00+0.00 a
Menthol 71.00 £0.00 b 86.00 £ 0.00 a 86.00+0.00 a
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Thymol 0.00+0.00 e 0.00+0.00b 0.00 £0.00 b
Cabrio TOP 0.00+0.00 e 0.00+0.00b 0.00 +0.00 b
Nativo 75WG 0.00+0.00 e 0.00+0.00b 0.00 £0.00 b
Control 75.67+153a 86.00 +0.00 a 86.00+0.00 a
LSD 2.87 0
Concentration: 0.75%
Chinese cinnamon 0.00 +0.00 e 0.00+0.00b 0.00 +0.00 b
Holy basil 0.00+0.00 e 0.00+0.00b 0.00 £0.00 b
Lemon 17.67+153d 86.00 +0.00 a 86.00+0.00 a
Oregano 0.00+0.00 e 0.00+0.00b 0.00 +0.00 b
Peppermint 0.00+0.00 e 0.00+0.00b 0.00 +0.00 b
Thyme 0.00+0.00 e 0.00+0.00b 0.00+0.00b
Carvacrol 0.00 +0.00 e 0.00+0.00b 0.00 +0.00 b
E-cinnamaldehyde 0.00 +0.00 e 0.00+0.00b 0.00 +0.00 b
Eugenol 0.00+0.00 e 0.00+0.00b 0.00 £0.00 b
Limonene 41.67 +2.08 c 86.00 +0.00 a 86.00+0.00 a
Menthol 60.67 +252b 86.00 +0.00 a 86.00+0.00 a
Thymol 0.00 +0.00 e 0.00+0.00b 0.00 +0.00 b
Cabrio TOP 0.00+0.00 e 0.00+0.00b 0.00+0.00b
Nativo 75WG 0.00+0.00 e 0.00+0.00b 0.00+0.00b
Control 75.67+153a 86.00 +0.00 a 86.00+0.00 a
LSD 3.04 0 0
Concentration: 1.0%
Chinese cinnamon 0.00+0.00 e 0.00+0.00b 0.00 £0.00 b
Holy basil 0.00 +0.00 e 0.00+0.00b 0.00 +0.00 b
Lemon 11.00+2.65d 86.00 +0.00 a 86.00+0.00 a
Oregano 0.00+0.00 e 0.00+0.00b 0.00 £0.00 b
Peppermint 0.00+0.00 e 0.00+0.00b 0.00 £0.00 b
Thyme 0.00 +0.00 e 0.00+0.00b 0.00 +0.00 b
Carvacrol 0.00+0.00 e 0.00+0.00b 0.00 £ 0.00 b
E-cinnamaldehyde 0.00+0.00 e 0.00+0.00b 0.00 £0.00 b
Eugenol 0.00+0.00 e 0.00+0.00b 0.00 £0.00 b
Limonene 40.67 +058 ¢ 86.00 +0.00 a 86.00+0.00 a
Menthol 46.33+551Db 86.00 +0.00 a 86.00+0.00 a
Thymol 0.00£0.00 e 0.00+0.00b 0.00 £0.00 b
Cabrio TOP 0.00 +0.00 e 0.00+0.00b 0.00 +0.00 b
Nativo 75WG 0.00+0.00 e 0.00+0.00b 0.00 +0.00 b
Control 75.67+153a 86.00 +0.00 a 86.00+0.00 a
LSD 491 0 0
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Table S29. Inhibitory effect (%) of essential oils, components, and fungicides on the mycelial

growth of Sordaria fimicola.

Essential Concentration .
oil/component/fun (%) Concentration Inhibition (%)
gicide Day 2 Day 4 Day 10
0.1 10 100 100 100
02 20 100 100 100
Chinese cinnamon 05 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
0.1 10 100 100 100
02 20 100 100 100
Holy basil 05 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
0.1 10 32.6 0 0
02 20 57.7 0 0
Lemon 05 50 71.8 0 0
0.75 75 76.7 0 0
1.0 100 85.5 0 0
0.1 10 100 100 100
02 20 100 100 100
Oregano 05 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
0.1 10 41.9 0 0
02 20 82.8 0 0
Peppermint 05 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
0.1 10 100 100 100
02 20 100 100 100
Thyme 05 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
0.1 10 100 100 100
02 20 100 100 100
Carvacrol 05 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
0.1 10 100 100 100
02 20 100 100 100
E-dnnamaldehyde 05 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
10 100 100 100 100
0.1 10 100 100 100
02 20 100 100 100
Eugenol 05 50 100 100 100
0.75 75 100 100 100
1.0 100 100 100 100
Limonene 0.1 10 15 0 0
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Thymol

Cabrio TOP
Nativo 75WG
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0.75
1.0
0.1
02
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50
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449
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Table S30. The determined MIC (Minimum Inhibitory Concentration) and MFC (Minimum

Fungicidal Concentration) values for the treatments.

Essential oil/component Species MIC % MEC
Botryosphaeria dothidea / 01
Diplodia mutila / 0.1
D. seriata / 0.1
Dothiorella iberica / 0.1
Do. sarmentorum / 0.1
Neofusicoccum parvum / 0.1
Chinese cinnamon Biscogniauxia medit.ermnea / 0.1
B. nummularia / 0.1
Cytospora pruinosa / 0.1
Nigrospora gorlenkoana / 0.1
N. osmanthi / 0.1
N. philosophiae-doctoris / 0.1
Phaeoacremonium iranianium / 0.1
Sordaria fimicola / 0.1
Botryosphaeria dothidea 0.1 0.2
Diplodia mutila 0.1 0.2
D. seriata 0.1 0.2
Dothiorella iberica / 0.1
Do. sarmentorum 0.1 0.5
Neofusicoccum parvum 0.1 0.2
y Biscogniauxia mediterranea / 0.1
Hloky basil 8173 nunmmularia / 0.1
Cytospora pruinosa 0.1 /
Nigrospora gorlenkoana / 0.1
N. osmanthi / 0.1
N. philosophiae-doctoris / 0.1
Phaeoacremonium iranianim / 0.1
Sordaria fimicola / 0.1
Botryosphaeria dothidea / /
Diplodia mutila 0.2 /
D. seriata 0.5 /
Dothiorella iberica / 0.1
Do. sarmentorum / /
Neofusicoccum parvum / /
Lemon Biscogniauxia mediterranea 0.1 /
B. nummularia 0.1 /
Cytospora pruinosa 0.1 1.0
Nigrospora gorlenkoana 0.1 /
N. osmanthi 0.1 /
N. philosophiae-doctoris 0.1 0.5
Phaeoacremonium iranianiim 0.1 /
Sordaria fimicola 0.1 /
Botryosphaeria dothidea / 0.1
Diplodia mutila / 0.1
Oregano D. seriata / 0.1
Dothiorella iberica / 0.1
Do. sarmentorum / 0.1
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Neofusicoccum parvum

0.1

/
Biscogniauxia mediterranea / 0.1
B. nummaularia / 0.1
Cytospora pruinosa / 0.1
Nigrospora gorlenkoana / 0.1
N. osmanthi / 0.1
N. philosophiae-doctoris / 0.1
Phaeoacremonium iranianim ) 0.1
Sordaria fimicola / 0.1
Botryosphaeria dothidea 0.2 /
Diplodia mutila 0.1 /
D. seriata 0.2 /
Dothiorella iberica 0.1 0.2
Do. sarmentorum 0.1 0.5
Neofusicoccum parvum 0.1 0.2
Phppexiiol Biscogniauxia mediterranea 0.1 0.5
B. nummularia 0.1 0.5
Cytospora pruinosa 0.1 0.5
Nigrospora gorlenkoana / 0.1
N. osmanthi 0.1 0.5
N. philosophiae-doctoris 0.1 0.5
Phaeoacremontium iranianiim 0.1 1.0
Sordaria fimicola 0.1 0.5
Botryosphaeria dothidea / 0.1
Diplodia mutila 0.1 0.2
D. seriata / 0.1
Dothiorella iberica Fs 0.1
Do. sarmentorum 0.1 0.5
Neofusicoccum parvum 0.1 0.2
Biscogniauxia mediterranea / 0.1
Thyme B. nummuilaria 0.1 /
Cytospora pruinosa 0.1 0.75
Nigrospora gorlenkoana / 0.1
N. osmanthi Fs 0.1
N. philosophiae-doctoris / 0.1
Phaeoacremonium iranianium / 0.1
Sordaria fimicola / 0.1
Botnyosphaeria dothidea / 0.1
Diplodia mutila / 0.1
D. seriata / 0.1
Dothiorella iberica / 0.1
Do. sarmentorium / 0.1
Neoﬁtsicoccumrpuwmn / 0.1
Carvacrol Biscogniauxia medit‘ermnea / 0.1
B. nummularia / 0.1
Cytospora pruinosa / 0.1
Nigrospom gorlenkoana / 0.1
N. osmanthi / 0.1
N. philosophiae-doctoris / 0.1
Phaeoacremonium iranianim / 0.1
Sordaria fimicola / 0.1
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Botryosphueria dothidea / 0.1
Diplodia mutila / 0.1
D. seriata / 0.1
Dothiorella iberica / 0.1
Do. sarmentorum / 0.1
Neofusicoccum parvum / 0.1
" Biscognianxia mediterranea / 0.1
Erdnmamaldehyde 3; nummularia ) 0.1
Cytospora pruinosa / 0.1
Nigrospora gorlenkoana / 0.1
N. osmanthi / 0.1
N. philosophiae-doctoris / 0.1
Phaeoacremonium iranianium / 0.1
Sordaria fimicola / 0.1
Botnyjosphaeria dothidea 0.1 0.2
Diplodia mutila / 0.1
D. seriata 0.1 0.2
Dothiorella iberica / 0.1
Do. sarmentorum / 0.1
Neofusicoccum parvum 0.1 0.5
Hiigenol Biscogniauxia mediterranea / 0.1
B. nummularia 0.1 /
Cytospora pruinosa / 0.1
Nigrospora gorlenkoana / 0.1
N. osmanthi 0.1 /
N. philosophiae-doctoris / 0.1
Phaeoacremonium iranianim Fs 0.1
Sordaria fimicola / 0.1
Botryosphaeria dothidea / /
Diplodia mutila / /
D. seriata / /
Dothiorella iberica 0.1 /
Do. sarmentorum / /
Neoﬁtsicoccum parvum 0.1 /
Li Biscogniauxia mediterranea 0.1 /
imonene .
B. nummularia 0.1 /
Cytospora pruinosa 0.1 /
Nigrospora gorlenkoana 0.5 /
N. osmanthi 0.1 /
N. philosophiae-doctoris 0.1 /
Phaeoacremonium iranianiim 0.1 /
Sordaria fimicola 0.1 /
Botnjgsphueria dothidea / /
Diplodia mutila 0.75 /
D. seriata / /
Dothiorella iberica 0.1 /
Menthol Do. sarmentorum 0.75 /
Neofusicoccum parvum 0.1 /
Biscogniauxia mediterranea 0.1 /
B. nummaudlaria 0.1 /
Cytospora pruinosa 0.1 /
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Nigrospora gorlenkoana 0.75 /

N. osmanthi 0.1 /

N. philosophiae-doctoris 0.1 /

Phaeoacremontium iranianim 0.1 /

Sordaria fimicola 0.1 /

Botryosphaeria dothidea 0.1 /

Diplodia mutila 0.1 /

D. seriata 0.1 /
Dothiorella iberica 0.1 0.5

Do. sarmentorum 0.2 /

Neofusicoccum parvum 0.1 /
Biscogniaixia mediterranea 0.1 0.5
Lhymel 8; nummularia 0.1 0.5
Cytospora pruinosa / 0.1
Nigrospora gorlenkoana 0.1 0.5

N. osmanthi 0.1 /
N. philosophiae-doctoris 0.1 0.5

Phaeoacremonium iranianim 0.1 /
Sordaria fimicola 0.1 0.5
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Naslov izvornog znanstvenog rada broj 6: Antifungal Efficacy of Essential Oils and Their

Predominant Components Against Olive Fungal Pathogens

ProSireni sazetak:

Provedeno je istrazivanje s ciljem procjene antifungalne ucinkovitosti eteri¢nih ulja (EtU) i
njihovih glavnih komponenti protiv fitopatogenih gljiva izoliranih iz masline (Olea europaea
L.). Uocivsi rastu¢u potrebu za odrzivim alternativama kemijskim fungicidima, istrazivanje je
obuhvatilo ispitivanje prirodnih tvari kao potencijalnih sredstava u zastiti bilja.

Testirana su komercijalna EtU svetog bosiljka (Ocimum tenuiflorum L.), kineskog cimeta
(Cinnamomum aromaticum Nees), limuna (Citrus x limon (L.) Osbeck), paprene metvice
(Mentha x piperita L.), origana (Origanum compactum Benth) 1 timijana (Thymus vulgaris L.),
kao 1 njihove najzastupljenije komponente: eugenol, e-cinamaldehid, limonen, mentol,
karvakrol 1 timol. EtU i komponente testirani su u razli¢itim koncentracijama. Antifungalna
aktivnost ispitana je protiv 14 gljiva, medu kojima su vrste iz porodice Botryosphaeriaceae
(Botryosphaeria dothidea, Diplodia mutila, Diplodia seriata, Dothiorella iberica, Do.
sarmentorum, Neofusicoccum parvum), kao 1 druge patogene iz razreda Sordariomycetes poput
Biscogniauxia mediterranea, B. nummularia, Cytospora pruinosa, Nigrospora gorlenkoana,
N. osmanthi, N. philosophiae-doctoris, Phaecoacremonium iranianum i Sordaria fimicola.
Rezultati su pokazali da su EtU kineskog cimeta i origana, te njihove glavne sastavnice e-
cinamaldehid i karvakrol, pokazali najviSu antifungalnu aktivnost, potpuno inhibiraju¢i rast
svih testiranih gljiva ve¢ pri najnizoj koncentraciji. Nasuprot tome, EtU limuna 1 paprene
metvice te sastojci limonen, mentol i timol pokazali su znafajno slabiju antifungalnu
ucinkovitost, s potrebom za znatno vis§im koncentracijama za postizanje inhibicije rasta.

dok su S. fimicola 1 P. iranianum pokazale relativno viSu otpornost. Uocena je varijabilnost
osjetljivosti medu gljivama, §to upucuje na potrebu za preciznim prilagodavanjem tretmana
ovisno o specificnom patogenu prisutnom u nasadu.

Ovi nalazi sugeriraju da EtU, osobito ona bogata e-cinamaldehidom i karvakrolom, mogu
predstavljati uinkovitu, prirodnu alternativu sintetskim fungicidima u zastiti maslina. Njihova
primjena mogla bi znacajno pridonijeti odrZzivom maslinarstvu, smanjujuci ekoloski otisak,
sprjecavajuci razvoj rezistentnih sojeva patogena i smanjujuci potencijalne rizike za zdravlje

ljudi.

Kljucne rije€i: 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
casopisu

Naslova rada: Integrated Analysis of Olive Mill Wastewaters: Physicochemical Profiling,

Antifungal Activity, and Biocontrol Potential Against Botryosphaeriaceae

Autori: Elena Petrovi¢, Karolina Vrandeci¢, Alen Albreht, Igor Gruntar, Nikola Major,

Jasenka Cosié¢, Zoran Uzila, Smiljana Goreta Ban, Sara Godena
Tip rada: Izvorni znanstveni ¢lanak
Casopis: Horticulturae

Kategorija: Al

Impakt faktor: 3.1 (2025.)

Kvartil: Q1

Primljen na recenziju: 02. lipanj 2025.
Prihvaéen 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

ProSireni sazetak:

Provedeno je sveobuhvatno istrazivanje s ciljem procjene kemijskog sastava i antifungalne
aktivnosti otpadnih biljnih voda maslina (OBVM) dobivenih iz razliitih sorata maslina (Buza,
Buza puntoza, Istarska bjelica, Leccino 1 Rosinjola) protiv fitopatogenih gljiva iz porodice
Botryosphaeriaceae. S obzirom na sve vecu potrebu za odrzivim alternativama kemijskim
fungicidima, ovo istrazivanje je fokusiralo se na evaluaciju potencijala OBVM kao sredstva za
zastitu bilja 1 valorizaciju otpada prehrambene industrije.

Provedena je detaljna kemijska analiza OBVM, ukljucujuéi odredivanje fizikalno-kemijskih
svojstava, sadrzaja fenolnih spojeva pomo¢u LC-MS/MS metode, koncentracije Secera, suhe
tvari te ukupnog sadrzaja ugljika i duSika. Rezultati su pokazali znacajne razlike izmedu sorata,
pri cemu je OBVM iz Istarske bjelice imala najviSe koncentracije fenola, suhe tvari, Secera,
ugljika 1 dusika.

Antifungalna aktivnost ispitana je protiv Sest 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.
Uoceno je da niske koncentracije OBVM inhibiraju rast nekih patogena, dok su viSe
koncentracije Cesto imale stimulativni ucinak na rast micelijja. Medu fenolima, vanilinska
kiselina pokazala je vecu antifungalnu u¢inkovitost u odnosu na hidroksitirosol, s potpunom
inhibicijom rasta pojedinih gljiva ve¢ pri koncentraciji od 0,5%.

Uz antifungalna svojstva OBVM, istraZzeno je i1 antagonisticko djelovanje mikroorganizama
izoliranih iz OBVM. lIzolirane vrste ukljucivale su Bacillus velezensis Ruiz-Garcia et al.,
Rhodotorula mucilaginosa (A. Jorg.) F.C. Harrison, Nakazawaea molendiniolei (N. Cadez, B.
Turchetti & G. Peter) C. P. Kurtzman & C. J. Robnett i Penicillium crustosum Thom. Medu
njima, B. velezensis pokazala je najsnazniju inhibiciju rasta patogena, posebno protiv Do.
iberica.

Rezultati su potvrdili da OBVM sorti Leccino 1 Buza imaju izrazeno antifungalno djelovanje,
posebno pri nizem koncentracijama. S druge strane, OBVM sorte Istarska bjelica, iako bogata
fenolima, nije pokazala najocekivaniju antifungalnu ucinkovitost, S$to ukazuje da sama
koncentracija fenola nije jedini cimbenik koji utjece na antifungalnu aktivnost OBVM.

Zakljucno, ovo istrazivanje naglaSava potencijal OBVM kao prirodnog sredstva za suzbijanje
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bolesti maslina, §to predstavlja znacajan doprinos odrzivom razvoju poljoprivrede i kruznom
gospodarstvu. Istrazivanje takoder otvara mogucnosti daljnje upotrebe OBVM za izolaciju
korisnih mikroorganizama 1 prostor za daljnje istrazivanje optimalnih koncentracija,
sinergijskih efekata i standardizacije primjene kako bi se osigurala maksimalna antifungalna

ucinkovitost uz minimalne negativne ucinke na okolis.

Kljucéne rije€i: antagonizam, Bacillus velezensis, bioloska kontrola, fenoli, kvasci
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Izvorni znanstveni rad broj 8 u obliku i izvornom jeziku na kojem je objavijen u znanstvenom

casopisu

Naslova rada: The Antifungal Efficacy of Olive Mill Wastewater on Phytopathogenic Fungi

from the Class Sordariomycetes

Autori: Elena Petrovi¢, Karolina Vrandeci¢, Tamara Siber, Jasenka Cosi¢, Sara Godena

Tip rada: Izvorni znanstveni ¢lanak
Casopis: Microorganisms
Kategorija: Al

Impakt faktor: 4,1 (2023.)

Kvartil: Q1

Primljen na recenziju: 03. rujan 2025.
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Istarska bjélica 2 -51.76 0.00
6 -51.76 0.00

10 -51.76 0.00

0.2 -51.76 0.00

0.5 -51.76 0.00

Leccino 2 -51.76 0.00

6 -51.76 0.00

10 -51.76 0.00

0.2 -51.76 0.00

0.5 -51.76 0.00

Rosinjola 2 -51.76 0.00

6 -51.76 0.00

10 -51.76 0.00

Hydroxytxrosol 0.1 100 0.00
0.5 100 0.00

Vanillic acid 0.1 4470 16.66
0.5 91.17 83.33

Nativo 75WG 0.02 100 100

Table S9. The results of the one-way ANOVA (mean + standard deviation, in mm) for the mycelial
growth of Nigrospora osmanthi under different treatments. Values within the same row marked with
identical letters are not significantly different, based on Tukey’s Honest Significant Difference
(HSD) test at a significance level of p < 0.05. The concentrations of the OMWWs are shown above
the values, while the concentrations of hydroxytyrosol and vanillic acid are indicated in parentheses

next to their names.
Treatment Day 2 Day 7
Concentration of OMWW = (.2
Buza 40.67 +0.58 c 4567 +4.62b
Buza puntoza 60.00+1.73b 86.00 +0.00 a
Istarska bjelica 75.00+2.65a 86.00 £0.00 a
Leccino 72.00+4.00 a 86.00 +0.00 a
Rosinjola 34.00+6.24 c 36.33+5.03 ¢
Hydroxytyrosol (0.1) 62.00+0.00 b 86.00 +0.00 a
Hydroxytyrosol (0.5) 56.33+2.08b 86.00 +0.00 a
Vanilic acid (0.1) 10.67 £0.58 d 45.00 £0.00 b
Vanilic acid (0.5) 0.00+0.00e 0.00+0.00e
Nativo 75WG 0.00+0.00e 21.33+1.15d
Control 71.67+635a 86.00 +0.00 a
MSD 9.24 6.16
Concentration of OMWW = 0.5
Buza 37.67 +2.89d 40.00+3.61c
Buza puntoza 58.00 +6.08 c 86.00 +0.00 a
Istarska bjelica 67.67 +1.53 ab 86.00 £0.00 a
Leccino 72.33+153a 86.00 +0.00 a
Rosinjola 30.33+1.53d 3333+153d
Hydroxytyrosol (0.1)  62.00 + 0.00 bc 86.00+0.00 a
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Naslov izvornog znanstvenog rada broj 8: The Antifungal Efficacy of Olive Mill Wastewater on

Phytopathogenic Fungi from the Class Sordariomycetes

ProSireni saZetak:

Provedeno je istrazivanje s ciljem ispitivanja antifungalnog ucinka otpadnih biljnih voda
masline (OBVM) protiv fitopatogenih gljiva iz razreda Sordariomycetes izoliranih iz maslina
(Olea europaea L.). S obzirom na rastucu potrebu za odrzivim alternativama kemijskim
fungicidima 1 valorizacijom industrijskog otpada, istrazivanje je obuhvatilo procjenu
antifungalnog djelovanja OBVM dobivenih od razli¢itih sorata maslina te fenolnih spojeva
prisutnih u OBVM.

Testirane su OBVM sorata Buza, Buza puntoza, 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
1 antagonisti¢ka svojstva mikroorganizama izoliranih iz OBVM, tj. Bacillus velezensis Ruiz-
Garcia et al., Rhodotorula mucilaginosa (A. Jorg.) F.C. Harrison, Nakazawaea molendiniolei
(N. Cadez, B. Turchetti & G. Peter) C. P. Kurtzman & C. J. Robnett 1 Penicillium crustosum
Thom.

Rezultati su pokazali da je OBVM sorte Rosinjola pokazala najvecu antifungalnu u¢inkovitost,
dok je OBVM sorte Leccino bila najmanje ucinkovita. Medu 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 ¢emu je potpuna inhibicija rasta zabiljeZena ve¢ pri koncentraciji od
0,5%.

Minimalne inhibicijske koncentracije (MIC) za OBVM varirale su ovisno o vrsti gljive 1 sorti
masline od koje su OBVM potjecale, dok su minimalne fungicidne koncentracije (MFC)
postignute samo za odredene kombinacije tretmana i patogena.

Ispitivanje antagonistickih mikroorganizama pokazalo je da su izolati P. crustosum pokazali

najvecu 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 ucinke na rast nekih patogena.

Ovi nalazi ukazuju na veliki potencijal koriStenja OBVM i komponenti kao prirodnih sredstava
u zastiti bilja, Sto otvara mogucénost razvoja novih, ekoloSki prihvatljivih proizvoda za
suzbijanje bolesti maslina. Daljnja istrazivanja su nuzna kako bi se optimizirala primjena,
utvrdile optimalne koncentracije i istrazile mogucnosti sinergijskog djelovanja OBVM s
drugim bioloSkim agensima.

Kljucéne rijeci: antagonizam, bakterija, ekologija, zastita bilja, kvasci
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SAZETAK

Gljive su iznimno vazni organizmi na Zemlji, s klju¢nim ulogama u ekosustavima i ljudskom
zivotu. Iako se procjenjuje da postoji izmedu 2,2 i 3,8 milijuna vrsta gljiva, znanstveno je
opisano tek oko 150 tisuca. Gljive razgraduju organsku tvar, tvore korisne simbioze s biljkama,
proizvode vazne kemijske spojeve koji se koriste u farmaceutske svrhe, ali 1 uzrokuju bolesti
kod biljaka, ljudi i zZivotinja. U poljoprivrednoj proizvodnji je ¢ak 70—-80% biljnih bolesti
prouzroceno gljivama. Precizna identifikacija gljiva klju¢na je zbog njihove ekoloske vaznosti
1 raznolikosti, pri ¢emu se danas koriste kombinacije morfoloskih 1 molekularnih metoda. Ipak,
izazovi kao Sto su preklapanje morfoloskih karakteristika i nedovoljno razvijene baze
genetickih podataka i dalje otezavaju to¢nu klasifikaciju gljiva. Biljni patogeni, osobito gljive,
uzrokuju velike ekonomske gubitke 1 ugrozavaju zdravlje ljudi kroz proizvodnju mikotoksina.
Klimatske promjene i intenzivna poljoprivreda pogoduju Sirenju fitopatogena, a Mediteran se
smatra osobito ranjivim. Maslina, kao vazna kultura Mediterana, pogodena je sve ve¢im brojem
bolesti koje uzrokuju patogene gljive, medu kojima prednjace vrste iz porodice
Botryosphaeriaceae. U Hrvatskoj je istrazivanje patogenih gljiva na maslini jo§ uvijek u
zacecima, a vecina dosadaSnjih istrazivanja fokusirala se na nekoliko poznatih patogena.
Problem kontrole bolesti dodatno otezava otpornost gljiva na fungicide i Stetan ucinak
kemijskih sredstava na okoliS. Europski zeleni plan i Strategija bioraznolikosti naglasavaju
potrebu smanjenja uporabe pesticida te promoviraju razvoj alternativnih metoda, ukljucujuci
bioloSku kontrolu. Ovo istraZivanje imalo je nekoliko glavnih ciljeva: identifikaciju gljiva s
maslina, ispitivanje njihove patogenosti, procjenu antifungalnog ucinka etericnih ulja (EtU) 1
otpadnih biljnih voda masline (OBVM) te utvrdivanje osjetljivosti razli¢itih sorata maslina na
gljiviéne bolesti. Hipoteze su ukljucivale moguénost pronalaska novih vrsta gljiva, varijacije u
njihovoj patogenosti te u¢inkovitost alternativnih tretmana poput EtU i OBVM u suzbijanju
patogena.

Terenskim istraZzivanjem u Istri 1 na Kvarneru, Hrvatska, prikupljeni su brojni uzorci zarazenih
maslina. Iz njih su izolirane 1 identificirane razliCite vrste gljiva, pri ¢emu su koriStene
morfoloske i1 molekularne metode. Ukupno je identificirano Sest vrsta iz porodice
Botryosphaeriaceae i osam vrsta iz razreda Sordariomycetes, od kojih su mnoge prvi put
zabiljezene na maslini u Hrvatskoj 1 svijetu. Testovi patogenosti pokazali su da su svi izolati
gljiva patogeni za maslinu, dok su testovi otpornosti sorata pokazali da sorte pokazuju razlicite
razine otpornosti na zarazu. Antifungalni testovi s EtU pokazali su da su EtU kineskog cimeta,

origana i njihove glavne komponente (e-cinamaldehid 1 karvakrol) iznimno uc¢inkoviti 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 sluc¢ajevima pokazala
vecu ucinkovitost od komercijalnih fungicida. Analizom OBVM utvrdeno je da se one, nakon
odredene obrade, mogu koristiti kao odrziva alternativa kemijskim sredstvima. OBVM su
sadrzavale 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. Medutim, kod nekih gljiva, poput Neofusicoccum parvum (Pennycook & Samuels)
Crous, Slippers & A.J.L. Phillips, u¢inak je bio slab. Tijekom istrazivanja provedena je
izolacija mikroorganizama iz OBVM, pri ¢emu su identificirane bakterije, kvasaci i
filamentozne gljive. Odabrani izolati testirani su na antagonisticku aktivnost protiv
fitopatogenih gljiva identificiranih u istrazivanju, primjenom metode dvostruke kulture na
KDA podlozi. Rezultati su pokazali da su odredeni izolati ostvarili znacajnu inhibiciju rasta
fitopatogena. Posebno se istaknula bakterija roda Bacillus. Neki izolati gljiva, izolirani iz
OBVM, takoder su iskazali kompetitivnu prednost u suzbijanju rasta patogena, $to ukazuje na
moguénost njihove primjene u bioloskoj kontroli. Dobiveni rezultati potvrduju potencijal
mikroorganizama iz OBVM kao prirodnih bioloskih sredstava u zastiti bilja, ¢ime se dodatno
pridonosi valorizaciji otpada maslinarske industrije kroz ekoloski prihvatljive tehnologije.
Zaklju¢no, ovo istrazivanje istice vaznost kombinirane primjene morfoloskih i molekularnih
metoda za identifikaciju gljiva, potrebu za razvojem odrzivih metoda zastite bilja 1 vaZnost
istrazivanja autohtonih sorata zbog njihove otpornosti na bolesti. U kontekstu klimatskih
promjena i ekoloskih izazova, upotreba prirodnih sredstava poput EtU i OBVM predstavlja

vaznu 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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tijekom studiranja, omogucuje paralelan upis na drugi diplomski studij te u listopadu 2017.
godine upisuje sveucilisni diplomski studij, smjer Biljna proizvodnja. U travnju 2018. godine
sudjeluje na Festivalu znanosti. Oba diplomska studija zavrsila je s prosjecnom ocjenom 5,0 u
rujnu 2019. godine. U Visokoj poslovnoj Skoli PAR u Rijeci, 2021. godine, zavrSava program
,Voditeljica izrade i provedbe projekata financiranih iz EU fondova®. Tijekom diplomskog
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nagradena je nagradom za najbolji poster u sekciji Zastita bilja na Simpoziju agronoma u
Dubrovniku, 2024. godine te nagradom Rad po izboru urednika — MPDI Horticulturae.

Od kolovoza 2021. godine zaposlena je na projektu Hrvatske zaklade za znanost DOK-
2021-02-2882 kao asistentica, na Institutu za poljoprivredu 1 turizam u PoreCu. Suradnica-
doktorandica je na projektu Hrvatske zaklade za znanost UIP-2020-02-7413 (Anti-Mikrobi-
OL, AMO). Prisustvovala je na devet usavrSavanja. U rujnu i listopadu 2021. i rujnu 2022.
godine se usavrSavala u Hrvatskoj agenciji za poljoprivredu i hranu, Zagreb, iz podrucja
Laboratorijske dijagnostike 1 Molekularne biologije 1 dijagnostike. U lipnju 1 listopadu 2022. i
u studenom 2023. boravila je na Fakultetu agrobiotehnickih znanosti Osijek na usavrSavanju iz
podrucja Tehnika ispitivanja antimikrobne aktivnosti eteri¢nih ulja i komponenti, biljnih voda
1 komponenti 1 fungicida te MorfoloSke determinacije gljiva. U lipnju 2023. se usavrSavala na
Kemijskom institutu u Ljubljani, Slovenija, iz podru¢ja Metoda 1 tehnika testiranja kemijskog
profila sloZenih bioaktivnih sastojaka. U listopadu 2023. se usavrSavala na Victor Babes
University of Medicine and Pharmacy u TemiSvaru, Rumunjska, iz podrucja Primjene
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travnju 2024. se usavrSavala na Slovenska Polnohospodarska Univerzita v Nitre, Nitra,
353



Slovacka iz podrucja identifikacije bakterija primjenom MALDI-TOF i testiranja antifungalne
ucinkovitosti preparata. Od veljace do kolovoza 2025. usavr$avala se na Universidade de
Aveiro, Portugal, iz podruc¢ja molekularne biologije.

Sudjelovala je na Simpoziju agronoma u Srbiji 2021. godine. u Hrvatskoj 2022., 2023.
1 2024. godine te u Bosni i Hercegovini 2024. godine. Prezentirala je prihva¢enu temu svoje
doktorske disertacije na Danima doktorata na Fakultetu agrobiotehnickih znanosti Osijek u
listopadu 2023. godine, na dogadaju PhD Café Hrvatske zaklade za znanost u veljaci 2024.
godine 1 znanstvenoj konferenciji Mutimir 2024. godine. Prezentirala je rezultate znanstvenog
istrazivanja na Kongresu NZZJZ Angrija Stampar “Sigurna hrana, danas i sutra” 2024. godine.
Sudjelovala je na Festivali znanosti na Fakultetu agrobiotehnickih znanosti Osijek 2024.12025.
godine. Takoder, recenzirala je radove za casopise Plant Disease i International Journal of Plant
Biology. Odrzala je radionicu ,,Molekularna identifikacija gljiva“ povodom obiljeZavanja 150.
obljetnice Instituta za poljoprivredu i turizam Pore¢. Clanica je Hrvatske agronomske komore
te je upisana u Popis ovlastenih agronoma i ¢lanica je udruge Penkala.

Kao autor ili koautor do sada je objavila 23 rada, od toga jedanaest znanstvenih radova
kategorije A1, Cetiri znanstvena rada kategorije A2, Sest znanstvenih radova kategorije A3, dva

struéna rada 1 devet sazetaka.
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