PROGRESS IN PLANT PROTECTION DOI: 10.14199/ppp-2018-042

58 (4): 300-305, 2018 Published online: 29.11.2018
ISSN 1427-4337

Received: 19.07.2018 / Accepted: 07.11.2018

Fungistatic activity of essential oils towards selected oilseed rape pathogens

Witasciwosci fungistatyczne olejkdw eterycznych
wobec wybranych patogendw rzepaku

Romuald Gwiazdowski'*, Daniela Gwiazdowska?, Katarzyna Marchwinska?, Krzysztof Jus?,
Julia Szutowska?, Amelia Bednarek-Bartsch?, Beata Danielewicz!

Summary

Essential oils are complex, volatile compounds of plants origin, mainly obtained by steam distillation or extraction of the plant parts,
i.e. seeds, leaves, fruits, bark or roots. These compounds exhibit a broad biological activity e.g. antimicrobial including fungistatic effect.
The aim of the presented work was to determine the antifungal activity of 20 essential oils against chosen fungi: Alternaria alternata,
Alternaria brassicicola, Botrytis cinerea and Sclerotinia sclerotiorum. The tests performed in 96-well microtiter plates were set up to
define the minimum inhibitory concentration. Based on the obtained results it can be concluded that the tested essential oils exhibit
antifungal activity towards examined filamentous fungi, however the MIC (Minimal Inhibitory Concentration) value was differentiated
depending on the essential oil and fungal species. The lowest MIC values were obtained for lemon, grapefruit, cinnamon and oregano
essential oils.
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Streszczenie

Olejki eteryczne to ztozone, lotne zwigzki pochodzenia roslinnego, otrzymywane gtéwnie poprzez destylacje parowg lub ekstrakcje
czesci roslin, tj. nasion, lisci, owocdw, kory czy korzeni. Zwigzki te wykazujg szeroka aktywnos¢ biologiczng m.in. przeciwdrobnoustrojo-
wa, w tym fungistatyczng. Celem badan byto okreslenie aktywnosci fungistatycznej 20 olejkdw eterycznych wobec Alternaria alternata,
Alternaria brassicicola, Botrytis cinerea oraz Sclerotinia sclerotiorum. Badania przeprowadzono na 96-dotkowych mikroptytkach, wyzna-
czajac minimalne stezenie hamujgce wzrost grzybdw. Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna stwierdzi¢, ze testowane olejki eteryczne
wykazujg wtasciwosci fungistatyczne wzgledem badanych grzybdw strzepkowych, jednakze wartosé MIC zalezy od olejku eterycznego
i gatunku grzyba. Najnizsze wartosci MIC (Minimal Inhibitory Concentration — minimalne stezenie hamujgce) uzyskano dla olejkéw: cytry-
nowego, grejpfrutowego, cynamonowego oraz lebiodkowego.

Stowa kluczowe: rzepak; grzyby patogeniczne; olejki eteryczne
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Wstep / Introduction

Rzepak nalezy do najpowszechniej uprawianych roslin
oleistych na $wiecie (Carré i Pouzet 2014), ktdrego rocz-
na produkcja nasion przekracza 50 min ton (USDA, GOV
2016). W Unii Europejskiej rzepak zajmuje ponad 80%
w strukturze uprawy roslin oleistych, natomiast w Polsce
udzial ten wynosi ponad 90%, czyniac nasz kraj jednym

z najwickszych w Europie producentéw rzepaku i produk-

tow z niego wytworzonych (Rosiak 2012). Bioragc pod uwa-
ge istotny udzial rzepaku w gospodarce rolnej, wazne jest
by uzyskiwa¢ jak najwyzsze i cechujace si¢ wysoka jako-
$cig plony. Jednym z najwigkszych zagrozen upraw rzepaku
sa patogeniczne grzyby strzgpkowe, ktore moga przyczy-
nia¢ si¢ do powstania wielu chordb, co w sposob znaczacy
moze wplynaé na koncowe efekty uprawy (Gwiazdowski
2016). Do najczeSciej wystepujacych chordb rzepaku na-
lezy zaliczy¢: suchg zgnilizng kapustnych (Leptosphaeria
spp. st. kon. Phoma lingam), czern krzyzowych (Alternaria
spp.), zgnilizng twardzikowa (Sclerotinia sclerotiorum) czy
szara plesn (Botryotinia fuckeliana st. kon. Botrytis cinera).
Niektore mikroorganizmy, takie jak: Pythium debaryanum,
Rhizoctonia solani, Alternaria spp. 1 Fusarium spp. moga
powodowac zgorzele siewek i hamowac rozwoj roslin, na-
tomiast grzyby rodzaju Verticillium czy gatunek Plasmo-
diophora brassicae przyczyniaja si¢ do powstania choréb
ptodozmianowych, takich jak werticilioza i kita kapusty
(Mrowcezynski 1 wsp. 2009). Patogeny rzepaku moga wy-
stepowaé w ciggu calego okresu jego wegetacji, infekujac
w roznym zakresie wszystkie organy roslinne (Maczynska
i Krzyzinska 2000). Porazenie rzepaku przez grzyby moze
mie¢ zmienne nasilenie w zaleznosci od réznego rodzaju
czynnikdw zaréwno abiotycznych (np. ogélna suma i roz-
ktad opadow, temperatura i wilgotnos¢ wzgledna powie-
trza) czy biologicznych (m.in. odmiana rzepaku, gatunek
patogena, obecno$¢ szkodnikow). Istotnym czynnikiem
jest rowniez odpowiednio dobrana technika agrotechnicz-
na, ktéra moze wpltyna¢ na poprawe zdrowotnosci rzepaku
(Mréwcezynski i wsp. 2009).

Préba ograniczenia strat powodowanych przez patoge-
niczne grzyby, a jednocze$nie wyrazne tendencje zmierza-
jace do stosowania niechemicznych metod ochrony roslin,
sktaniajg do poszukiwania nowych substancji ograniczaja-
cych rozwdj grzybow. Stad coraz wigksze zainteresowanie
substancjami pochodzenia naturalnego, do ktérych naleza
olejki eteryczne.

Olejki eteryczne to naturalne i lotne zwiazki chemiczne
charakteryzujace si¢ silnym zapachem, wytwarzane przez
rozne czesci roslin jako ich wtérne metabolity (Burt 2004).
Pozyskiwane sg m.in. z kwiatow, owocdw, nasion, lisci, ko-
rzeni, a takze z kory i ktaczy (Bakkali i wsp. 2008; Molski
2009). Olejki eteryczne sa to mieszaniny wielu zwigzkdéw
chemicznych, zawierajace od 20 do 60 sktadnikow w roz-
nych zakresach st¢zen. Zwykle w ich skladzie dominuja

dwa badz trzy zwiazki chemiczne (od 20 do 70%), warun-
kujace wlasciwosci olejkow eterycznych (Bakkali i wsp.
2008), podczas gdy pozostate komponenty wystepuja w $la-
dowych ilosciach. Sktad chemiczny oraz wlasciwosci olej-
kow eterycznych moga sie zmienia¢ w zaleznosci od czasu
i miejsca zbioru ro$lin oraz metody ich pozyskiwania (Mol-
ski 2009). Zainteresowanie tymi substancjami jest zwigza-
ne przede wszystkim z ich aktywno$cia biologiczna, ktora
stwarza szerokie mozliwosci zastosowania. Jak wskazuja
dane literaturowe, olejki eteryczne dzialajg antybakteryjnie,
przeciwwirusowo oraz fungistatycznie (Burt 2004; Bakkali
i wsp. 2008; Lv i wsp. 2011). Potencjal przeciwgrzybowy
olejkéw eterycznych jest coraz czegsciej badany, zardéwno
wobec grzyboéw wystepujacych w zywnosci, jak tez stano-
wigcych problem w medycynie czy rolnictwie.

Celem niniejszej pracy byto okreslenie aktywnosci ko-
mercyjnych olejkdw eterycznych wobec wybranych pato-
gendw rzepaku.

Materiaty i metody / Materials and methods

Materiat badawczy stanowito 20 komercyjnych olejkow
eterycznych: z ziela migty zielonej (Mentha spicata, Chiny),
z liSci migty pieprzowej (Mentha piperita, Indie), z korzenia
imbiru (Zingiber officinale, Chiny), z igiet jodly (4bies si-
birica, Syberia), z ziela lebiodki (Origanum vulgare, kraje
$rodziemnomorskie), z nasion kopru wtoskiego (Foenicu-
lum vulgare var. dulce, Rosja/Bulgaria), z kory jatowca wir-
gilijskiego (Juniperus virginiana, USA), z zywicy drzewa
balsamowca mirra (Commiphora myrrha, Somalia), z kory
drzewa cynamonowego (Cinnamonum zeylanicum, Indone-
zja), z lisci drzewa cynamonowego (Cinnamonum zeylani-
cum, Indonezja), z owocow pomaranczy bergamotki (Citrus
aurantium var. bergamia, Wlochy), z kwiatow ylang ylang
(Cananga odorata, Madagaskar), z lisci 1 kwiatéw werbeny
(Thymus hiemalis, Hiszpania), ze skorki grejpfruta biatego
(Citrus grandis, Wlochy), ze skorki grejpfruta rézowego
(Citrus paradisi, Argentyna), ze skorki cytryny (Citrus li-
monum, Wtochy), ze skorki limy (Citrus aurantifolia, Indie
Zachodnie), ze skorki pomaranczy (Citrus aurantium var.
dulcis, Brazylia), petitgrain z li$ci drzewa pomaranczowego
(Citrus aurantium, Hiszpania) oraz z nasion marchwi (Dau-
cus carota, Wielka Brytania). Olejki eteryczne zakupione
zostaly na rynku krajowym.

Jako mikroorganizmy wskaznikowe wybrano cztery
grzyby z gatunkow: Alternaria alternata KZF 13, Alterna-
ria brassicicola BPR 1893, B. cinerea BPR 187 1 S. scle-
rotiorum KZF 23. Szczepy pochodzity z kolekcji Zaktadu
Badania Srodkéw Ochrony Roslin oraz Banku Patogendw
Roslin i Badania ich Biordéznorodnos$ci Instytutu Ochrony
Roslin — Panstwowego Instytutu Badawczego w Poznaniu.

Oceng aktywnos$ci fungistatycznej przeprowadzono me-
todag dwukrotnych rozcienczen z wykorzystaniem 96-dot-
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kowych mikroptytek titracyjnych, wyznaczajac minimalne
stezenie hamujagce MIC (Minimal Inhibitory Concentra-
tion). Olejki eteryczne przygotowano w postaci roztworow
(10 mg/cm®) w sterylnej wodzie destylowanej z dodatkiem
Tween 80 (10%). Na ptytce titracyjnej wykonano dwukrot-
ne rozcienczenia przygotowanych olejkow w bulionie PDB
(Potato Dextrose Broth, BIOSHOP), uzyskujac ostateczny
zakres stezen olejkow eterycznych od 0,04 do 5 mg/cm’.
Nastepnie wprowadzano zawiesiny zarodnikow do PDB,
otrzymane z 7-10-dniowych hodowli grzyboéw rosng-
cych wezesniej na podtozu PDA (Potato Dextrose Agar,
BIOSHOP). Liczebno$¢ zarodnikow w zawiesinie, okre-
$lona w hemocytometrze, wynosita 10* jtk/cm?. Inkuba-
cj¢ prowadzono przez 7-10 dni w temperaturze pokojo-
wej (okoto 20°C), w warunkach tlenowych. W przypadku
grzyba S. sclerotiorum grzybni¢ z ptytki PDA przenoszo-
no do PDB, dokladnie mieszano na vortexie i ustalano ge-

sto$¢ optyczng tak przygotowanej zawiesiny na poziomie
1,0 w skali MacFarlanda. Po zakonczeniu inkubacji doko-
nywano wizualnego odczytu wynikoéw, obserwujac wzrost
grzybow w poszczegélnych studzienkach. Jako wartos¢
MIC przyjmowano najnizsze st¢zenie olejku, ktére hamo-
wato wzrost grzyba. Badania prowadzono w trzech powto-
rzeniach.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Wyniki doswiadczen prezentujace wartosci MIC wy-
znaczone dla badanych olejkéw eterycznych zamieszczono
w tabeli 1. Jak wynika z danych, wigkszo$¢ olejkow ete-
rycznych wykazywata aktywnos$¢ fungistatyczng wzgle-
dem badanych grzybow, przy czym wartosci MIC rdznity
si¢ w zalezno$ci od gatunku grzyba oraz rodzaju olejku.

Tabela 1. Oddzialywanie olejkow eterycznych przeciw badanym grzybom

Table 1. The influence of essential oils towards the tested fungi

Olejek z

Minimalne stezenie hamujace wzrost wybranych grzybow
Minimal concentration inhibiting the growth of selected fungi

Essential oil from [me/em’]
Alternaria Alternaria Botrytis Sclerotinia
alternata brassicicola cinerea sclerotiorum
Ziela miety zielonej — Spearmint herb 0,62 0,62 0,31 0,62
Lisci migty pieprzowej — Peppermint leaves 1,25 0,62 0,31 0,08
Korzenia imbiru — Ginger root > 5,00 1,25 5,00 0,31
Igiet jodty — Fir needles 2,50 5,00 > 5,00 <0,04
Ziela lebiodki — Oregano herb <0,04 <0,04 <0,04 <0,04
Nasion kopru wiloskiego — Fennel seeds <0,04 <0,04 0,16 <0,04
Kory jatowca wirgilijskiego — Cedarwood bark > 5,00 > 5,00 > 5,00 2,50
Zywicy drzewa mirra — Resin tree myrrh 5,00 5,00 > 5,00 5,00
Kory drzewa cynamonowego — Cinnamon tree bark <0,04 <0,04 <0,04 <0,04
Lisci drzewa cynamonowego — Cinnamon tree leaves <0,04 <0,04 <0,04 <0,04
Owocow bergamotki — Bergamot fruit 2,50 0,31 1,25 <0,04
Kwiatow ylang ylang — Ylang ylang fowers 0,31 0,08 0,62 <0,04
Lisci i kwiatow werbeny — Verbena leaves and flowers 0,08 0,08 0,16 <0,04
Skorki grejpfruta biatego — White grapefruit peel > 5,00 1,25 > 5,00 1,25
Skorki grejpfruta rézowego — Pink grapefruit peel > 5,00 1,25 > 5,00 0,08
Skorki cytryny — Lemon peel > 5,00 1,25 > 5,00 <0,04
Skorki limetki — Lime peel 5,00 1,25 5,00 <0,04
Skorki pomaranczy — Orange peel > 5,00 > 5,00 > 5,00 0,08
Nasion marchwi — Carrot seeds > 5,00 > 5,00 > 5,00 <0,04
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Najsilniejsze dzialanie hamujace wzrost grzybdéw wy-
kazaly olejki: lebiodkowy, cynamonowy z kory i z lisci,
z kopru wloskiego oraz werbeny. Trzy pierwsze olejki ha-
mowaty wzrost wszystkich badanych grzyboéw w stezeniu
< 0,04 mg/cm’. Rownie silne wihasciwosci fungistatycz-
ne wykazywat olejek z kopru wloskiego w stosunku do
grzybow A. alternata, A. brassicicola i S. sclerotiorum,
natomiast wzgledem B. cinerea warto§¢ MIC wynosita
0,16 mg/cm®. Olejek z werbeny wykazywatl najsilniejsze
dziatanie wobec grzyba S. sclerotiorum, gdzie wartos¢
MIC wynosita 0,04 mg/cm?®, natomiast w stosunku do po-
zostatych grzybow wartos¢ MIC ksztattowata si¢ na wyz-
szym poziomie: 0,08 mg/cm® wobec A. alternata i A. bras-
sicicola oraz 0,16 mg/cm® wobec B. cinerea. Silne dziata-
nie fungistatyczne wykazywaly olejki ylang ylang, olejki
z migty zielonej i pieprzowej, w przypadku ktorych wartos¢
MIC ksztaltowata si¢ w zakresie od < 0,04 do 1,25 mg/cm?,
w zalezno$ci od gatunku grzyba. Z kolei olejki petitgrain
oraz bergamotkowy silnie hamowaty wzrost 4. brassicicola
i 8. sclerotiorum (MIC na poziomie < 0,04 do 0,31 mg/cm?),
a w stosunku do pozostatych grzybow wartos¢ MIC byta
wyzsza i siggata do 2,5 mg/cm’. Pozostate olejki wykazywaty
bardziej zréznicowane i zdecydowanie stabsze oddziaty-
wanie wzgledem badanych gatunkéw grzybow. Najstabsze
wlasciwosci fungistatyczne w badanym zakresie stgzen
wykazaty olejki z jatowca wirgilijskiego i nasion marchwi.
W przypadku obu tych olejkow eterycznych nie zaobser-
wowano zahamowania wzrostu grzybow A. alternata,
A. brassicicola 1 B. cinerea w badanym zakresie st¢zen,
chociaz wykazywaty silne hamowanie wzrostu S. sclero-
tium (MIC < 0,04 mg/cm?).

Uzyskane wyniki wskazuja, ze wrazliwos¢ badanych
grzyboéw na dziatanie poszczegoélnych olejkow eterycznych
byta zréznicowana. Na rysunku 1. przedstawiono procento-

Alternaria alternata

Alternaria brassicicola

we zestawienie olejkow eterycznych dziatajacych w okre-
slonym zakresie na dany gatunek grzyba. Jako kryterium
podziatu przyjeto wartosci MIC réwne 1 oraz 5 mg/cm’.
Najwicksza wrazliwos¢ na dziatanie olejkow eterycznych
wykazywal grzyb S. sclerotiorum, ktéorego wzrost byt ha-
mowany przez 17 testowanych olejkow juz w niskim stgze-
niu. Duza wrazliwos$¢ na dziatanie olejkow eterycznych wy-
kazal rowniez gatunek A. brassicicola. Polowa testowanych
olejkow hamowatla wzrost tego grzyba w niskim ste¢zeniu
(MIC < 1 mg/em?®), a 35% olejkow dziatata aktywnie w za-
kresie stezen 1-5 mg/cm?. Z kolei najmniejsza wrazliwos¢
wykazaty grzyby A. alternata i B. cinerea, w stosunku do
ktorych, odpowiednio 35 i 40% badanych olejkow eterycz-
nych nie oddziatywalo w badanym zakresie st¢zen.
Uzyskane rezultaty potwierdzaja dane literaturowe,
wskazujace na fungistatyczne oddziatywanie olejkow ete-
rycznych. Warto przy tym podkresli¢ duze zréznicowanie
aktywnosci biologicznej tych zwiazkow wzgledem grzy-
bow, na co wskazuja zarowno dane literaturowe, jak i wy-
niki prezentowanej pracy. Seseni i wsp. (2015) wykazali
zroéznicowane oddziatywanie 10 olejkdéw eterycznych wo-
bec grzyboéw z rodzaju Fusarium (F. oxysporum i F. circi-
natum), przy czym najsilniejsze wlasciwosci fungistatyczne
posiadaty olejki: z gozdzikow, tymianku i trawy cytrynowe;.
Wartos¢ MIC dla tych olejkdéw ksztattowata si¢ na poziomie
300-500 pl/em?, w zaleznosci od olejku i gatunku grzyba.
Z kolei najstabsza aktywno$¢ w stosunku do badanych
grzybow wykazaly olejki: z mandarynek, grapefruita i po-
maranczy. Rezultaty te sa zgodne z uzyskanymi w niniejszej
pracy, gdzie olejek z grapefruita i pomaranczy nalezaly do
olejkow o najstabszym dziataniu fungistatycznym. Khale-
di i wsp. (2014) badali oddziatywanie olejkow eterycznych
z migty, kminku czarnego i tymianku na wzrost grzybow
R. solani i Macrophomina phaseolina, bedacych patoge-
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B Brak aktywnosci w badanym zakresie stezers — Lack of activity in the tested concentration range

E MIC powyzej 1 mg/cm?— MIC above 1 mg/cm?

Rys. 1. Procent olejkoéw eterycznych wykazujacych okreslong aktywno$¢ wzgledem badanych grzybow
Fig. 1. Percentage of essential oils exhibiting specific activity towards tested fungi
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nami fasoli. Najnizsze wartosci MIC autorzy uzyskali dla
olejku z migty pieprzowej. W prezentowanej pracy olejki
z miety rowniez nalezaty do grupy silnie hamujacych wzrost
testowanych grzybow. W badaniach Soylu i wsp. (2010)
catkowite zahamowanie wzrostu B. cinerea przez olejek
z oregano uzyskano przy stezeniu 0,2 pg/cm?, podczas gdy
olejki z lawendy i rozmarynu wykazywaty taka aktywnosc¢
w stezeniu 1,6 pg/cm?. Podobnie, Bouchra i wsp. (2003)
wykazali silne oddzialtywanie olejkdéw z oregano (Origanum
compactum) i macierzanki (Thymus glandulosus) wobec
B. cinerea, przy czym jako glowne sktadniki hamujace roz-
woj grzybni wskazali tymol oraz karwakol.

Dane literaturowe wskazuja, ze olejki eteryczne moga
uszkadzaé grzybnig, chociaz doktadny mechanizm ich dzia-
fania na komorki grzybow nie zostal w peini wyjasniony.
Obserwacje mikroskopowe przeprowadzone przez Fio-
ri 1 wsp. (2000), Romagnoli i wsp. (2005), Soylu i wsp.
(2005, 2006, 2010) wykazywaly zdeformowane strzepki,
zmniejszone $rednice strzepek, jak rowniez lize Sciany
komédrkowej po potraktowaniu grzybow olejkiem eterycz-
nym. Uwaza sig¢, ze takie modyfikacje moga by¢ zwigzane
z zaburzeniem syntezy $ciany komoérkowej (Rasooli 1 wsp.
20006). Ze wzgledu na lipofilowg budowe substancji zapa-
chowych, olejki eteryczne mogg przenika¢ przez $ciang ko-
morkowa i btong cytoplazmatyczng powodujac zaktocenia
w funkcjonowaniu kwasow thuszczowych, polisacharydow
czy fosfolipidow. Zniszczenia struktury sciany komorkowej
i cytoplazmy prowadza do przepuszczania makroczasteczek
do $rodowiska zewngtrznego, czego rezultatem jest liza ko-
morki (Bakkali i wsp. 2008).
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