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Summary

The effect of selected essential oils on rape pathogens such as Sclerotinia sclerotiorum, Phoma lingam, Rhizoctonia solani and
Fusarium oxysporum was estimated in vitro studies. S. sclerotiorum showed the lowest susceptibility to the examined essential oil
treatments. The thyme oil displayed the highest fungistatic effect and suppressed the culture growth of all tested fungal species when
applied at the concentration of 0.2 and 0.02%. The lemongrass oil applied at the concentration of 0.2 and 0.02% inhibited the culture
growth of the examined species from 90 to 100%. The tea tree and grapefruit essential oils applied and the concentration less than
0.2% showed poor effectiveness or no fungistatic effect on F. oxysporum and S. sclerotiorum.
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Streszczenie

W warunkach in vitro okreslano wptyw wybranych olejkdw eterycznych na wzrost liniowy grzybdow, ktérym przypisuje sie cechy
patogendw rzepaku: Sclerotinia sclerotiorum, Phoma lingam, Rhizoctonia solani i Fusarium oxysporum. Sposréd badanych grzybéw
najmniej wrazliwy na aplikacje olejkow do pozywki okazat sie gatunek Sclerotinia sclerotiorum. Najsilniejszymi witasciwosciami
fungistatycznymi odznaczat sie olejek tymiankowy. Jego obecnosé¢ w podtozu w stezeniu 0,2 i 0,02% przyczynita sie do zahamowania
w 100% wzrostu wszystkich testowanych grzybéw. Olejek z trawy cytrynowej w stezeniu 0,2 i 0,02% hamowat wzrost testowanych
grzybow w zakresie od 90 do 100%. Najmniej skuteczne byty olejki grejpfrutowy i z drzewa herbacianego, ktére nie wykazywaty
wtasciwosci fungistatycznych wobec F. oxysporum i S. sclerotiorum w stezeniu ponizej 0,2%.
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Wstep / Introduction

Wszechstronne wykorzystanie rzepaku jako surowca
w przemysle spozywczym, farmaceutycznym, kosmetycz-
nym, energetycznym oraz w produkcji mieszanek paszo-
wych powoduje, Ze powszechnie uprawia si¢ go na §wiecie
i w Polsce (Banaszkiewicz i Borkowska 2006). Co roku
obserwuje si¢ kilkunastoprocentowe straty w plonie rzepa-
ku spowodowane nasileniem objawdw choréb powodo-
wanych przez grzyby. Srednie straty ilosciowe plonu
nasion rzepaku wynikajace z infekcyjnego charakteru
sprawcOw chordb wynoszg okoto 15-20%. Jednak w wa-
runkach sprzyjajacych patogenom spadek plonu moze
dochodzi¢ do 70-80%, a nawet 100% (Jajor i Mréow-
czynski 2013).

Najgrozniejsze choroby rzepaku to migdzy innymi:
zgorzel siewek (powodowana przez kompleks patogendw:
Pythium spp., Rhizoctonia solani, Fusarium spp.), sucha
zgnilizna kapustnych (Phoma lingam), czern krzyzowych
(Alternaria spp.), zgnilizna twardzikowa (Sclerotinia
sclerotiorum), czy szara plesn (Botrytis cinerea).

Do ograniczenia nasilenia objawdw chorob powodo-
wanych przez grzyby stosowane sg fungicydy, ktore sa
skuteczne, jednak mogg stanowi¢ zagrozenie dla zdrowia
konsumenta wynikajace z obecnos$ci pozostatosci srodkow
ochrony roslin i ich produktéw rozktadu w uzytkowanych
czesciach roslin, prowadzi¢ do obcigzenia §rodowiska oraz
przy niewlasciwym doborze uodparniania patogenow.

W ostatnich latach wzrosto zainteresowanie troska
0 naturalne $rodowisko, dlatego poszukuje si¢ alternatyw-
nych sposobdw walki z patogenami.

Szczegdlng uwage poswigea si¢ zwigzkom pochodze-
nia naturalnego, poniewaz wydajg si¢ bardziej bez-
pieczne, biodegradowalne i efektywne w ograniczaniu
patogenow, zwlaszcza grzybow i bakterii. Do takich
zwigzkoéw zaliczajg si¢ wyekstrahowane z roslin olejki
eteryczne wykazujgce wlasciwos$ci przeciwbakteryjne,
przeciwgrzybiczne i owadobojcze (Surviliené i wsp.
2009). Sa one zlozonymi mieszaninami monoterpenow,
monoterpenoidow, seskwiterpenow i substancji zapacho-
wych, takich jak: estry, ketony, fenole, alkohole, etery,
kumaryny, aldehydy, weglowodory i kwasy organiczne.
Zwigzki te skutecznie, w zakresie od 46 do 100%
ograniczaja rozwo6j wielu patogenow, takich rodzajow
jak: Fusarium, Stemphylium, Botrytis, Aspergillus,
Sclerotinia, Alternaria, Phytophthora, Sporotrichum i Pe-
nicillium (Kilmach i wsp. 1996; Orlikowski 2003;
Burgiet i Smaglowski 2008; Surviliené i wsp. 2009;
Krzysko-Lupicka i Walkowiak 2014). Niektore olejki, np.
tymiankowy hamuja takze wydzielanie mykotoksyn (So-
liman i Badeaa 2002).

Skuteczno$¢ olejkow w hamowaniu wzrostu 1 rozwoju
mikroorganizméw patogenicznych uzalezniona jest od ich
sktadu chemicznego, stg¢zenia oraz wrazliwosci samych
patogendéw, stad pomyst wykorzystania olejkéw jako
skutecznych biofungicydéw w ochronie rzepaku.

Celem badan bylo okreslenie fungistatycznego stezenia
wybranych olejkow eterycznych wobec znanych grzybéw
patogenicznych rzepaku.

Materialy i metody / Materials and methods

Materiatem badan byly izolaty grzybéw pochodzace
z kolekcji mikroorganizméw patogenicznych dla roslin
Instytutu Ochrony Roslin — Panstwowego Instytutu Ba-
dawczego, wyosobnione z roslin rzepaku ozimego z obja-
wami chorobowymi. Izolaty byly przechowywane pod
olejem mineralnym w temperaturze 16°C. Przed uzyciem
patogeny byly ozywione i dwukrotnie pasazowane na pod-
fozu PDA (Potato Dextrose Agar). Wybranymi grzybami
byly: Sclerotinia sclerotiorum (1998 i 2182), Phoma
lingam (2283), Rhizoctonia solani (1924) i Fusarium
oxysporum (1928).

Do badan wybrano olejki eteryczne marki Avicenna
Oil: tymiankowy, grejpfrutowy, rozmarynowy, geraniowy,
z trawy cytrynowej i z drzewa herbacianego. Olejki roz-
cienczano w alkoholu etylowym uzyskujac st¢zenia: 0,2;
0,02; 0,002 i 0,0002%.

Aktywno$¢ biologiczng testowanych olejkéw oceniano
metodg krazkowo-ptytkowa opisang przez Solimana i Ba-
deaa (2002). Do schtodzonej (45°C) pozywki PDA doda-
wano etanolowe roztwory olejkow. Tak przygotowang
pozywke wylewano do szalek Petriego o $rednicy 10 cm.
Do inokulacji pozywki uzyto krazki o $rednicy 5 mm
pobrane z brzegu 10-dniowych kultur grzybdw. Kontrole
negatywna stanowila kultura wyszczepiona na podlozu bez
olejkéw eterycznych oraz na podlozu z dodatkiem
alkoholu.

Aktywnos$¢ fungistatyczng testowanych olejkéw oce-
niano na podstawie procentu zahamowania wzrostu kolonii
grzybdéw obliczonego ze wzoru Abbotta (Borecki 1984):

_ K-A

I x 100%

I - wspotczynnik zahamowania wzrostu
grzyba — stymulacji wzrostu,

K — $rednica kolonii grzyba na ptytce kontrolnej [mm],

A — érednica kolonii grzyba na plytce z okreslonym
stezeniem olejku [mm].

Kazdy wariant wykonano w 4 powtorzeniach. Pomiary
srednicy kolonii i wyliczanie indeksu tempa wzrostu grzy-
bni w temperaturze 24°C wykonano po 3, 5 i 7 dniach.
Wyniki przedstawione na wykresach odnosza si¢ do ostat-
niego dnia pomiarow.

liniowego

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Wrazliwos$¢ badanych grzybow zalezala od rodzaju
i stezenia zastosowanego olejku w pozywce. Najsilniejsze
wlasciwosci fungistatyczne wobec wszystkich testowanych
grzybow wykazywaly 4 olejki: geraniowy, tymiankowy,
z drzewa herbacianego i z trawy cytrynowej, w stezeniu
0,2%. W pozostalych kombinacjach zahamowanie wzrostu
grzyboéw bylo mniej efektywne i najbardziej ujawniajace
si¢ w pierwszych dniach prowadzonego doswiadczenia.

Szczegodlnie wysoka aktywnoscig wyrdzniaty sie olejki:
tymiankowy i z trawy cytrynowej (rys. 1-5). Pierwszy
z nich najskuteczniej (w 100%) hamowat wzrost wszyst-
kich testowanych kultur w stezeniach 0,2 i 0,02%. Drugi
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Effect of essential oils on mycelial growth of Fusarium
oxysporum 1928 [%]
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lingam 2283 [%)]
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Fig. 4. Effect of essential oils on mycelial growth of Sclerotinia
sclerotiorum 1998 [%]
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solani 1924 [%]

olejek w tych st¢zeniach catkowicie hamowat wzrost
F. oxysporum, R. solani i P. lingam (rys. 1, 3, 5).
Fungistatyczne dziatanie olejku z trawy cytrynowe;j,
ktérego gldéwnym skladnikiem jest citral, potwierdzaja
badania Velluti i wsp. (2004) oraz Krzysko-Lupickiej
i Walkowiak (2014). Z kolei Cosi¢ i wsp. (2010) testujac
11 olejkéw w stosunku do 12 grzybdw patogenicznych
wykazali, ze olejek tymiankowy byl najbardziej fungi-
statyczny obok cynamonowego, koniczynowego i anyzo-
wego. Olejek tymiankowy catkowicie hamowat wzrost
Fusarium culmorum w stezeniu od 0,025 do 2,0%
(Krzysko-Lupicka i Walkowiak 2014) oraz wykazywat
silne wlasciwosci hamujace wobec Alternaria alternata
zarowno w warunkach in vitro, jak i in vivo (Feng i wsp.
2011). Potwierdzaja to rowniez badania Krecidlo i Krzys-
ko-Lupickiej (2015), w ktorych olejek tymiankowy w ste-
zeniu 1 mm*cm® w 100% zahamowal wzrost grzybow
Trichoderma viride, Rhizomucor miehei i Penicillium spp.
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Olejek tymiankowy cechuje si¢ podobng aktywnoscig
inhibicyjna w stosunku do patogenow, jak chemiczne srodki
Funaben T i Ridomil 25 WP. W stezeniu 0,05; 0,1 i 0,2%
obserwowano catkowite zahamowanie wzrostu Fusarium
sulphureum i Pythium spp. (Klimach i wsp. 1996).

Olejek geraniowy takze charakteryzowatl si¢ wysoka
aktywnoscia fungistatyczna (100%) wobec wszystkich
testowanych szczepow, ale tylko w stezeniu 0,2%. W niz-
szej koncentracji w podlozu (0,02%) aktywno$¢ fungista-
tyczna olejku spadata ponizej 30%. Wyjatek stanowity
izolaty P. lingam i R. solani, ktore w tym stezeniu byly
hamowane odpowiednio w 77 i 50% (rys. 3). Aktywnos$¢
olejku geraniowego potwierdzono wobec wielu grzybow
plesniowych, miedzy innymi rodzaju Aspergillus. Udo-
wodniono takze wptyw olejku geraniowego na hamowanie
wytwarzania przez szczepy Aspergillus flavus i Aspergillus
parasiticus aflatoksyny B; — silnego karcynogenu (Kalem-
ba i Kunicka 2003; Pawar i Thaker 2006).

Olejek rozmarynowy wykazywat najstabsze wiasci-
wosci fungistatyczne wobec testowanych izolatow. W naj-
wyzszym testowanym stezeniu olejek ograniczat jedynie
wzrost P. lingam w 61% (rys. 3). Inne badania wskazujg na
jego dobra skuteczno$¢ fungistatyczng wobec grzybow
rodzaju Fusarium (Bartynska i Budzikur-Ramza 2001;
Surviliené i wsp. 2009).

Mato skuteczny okazat si¢ olejek grejpfrutowy, ktory
w stezeniu 0,2% hamowat wzrost R. solani i P. lingam
w zakresie 50-70%. Wobec pozostatych izolatoéw nie wyka-
zywal dziatania fungistatycznego. Pomimo, Ze olejek ten w
niewielkim stopniu hamowal wzrost badanych grzybow,
zauwazono, ze w pierwszych dniach do$wiadczenia spo-
walniat ich rozwdj.

Olejek grejpfrutowy wykazywal rowniez najstabsze
wlasciwosci fungistatyczne w doswiadczeniach Krzysko-
-Lupickiej 1 Walkowiak (2014), gdzie jego aktywnos$¢
notowana byla tylko w wyzszych stezeniach (1-2%).
Mimo to, olejek grejpfrutowy znany jest z silnego hamo-
wania wzrostu Phytophthora ramorum i Phytophthora
cryptogea (Orlikowski 2001, 2003). Jest rowniez sktadni-
kiem biopreparatu Biosept 33 SL (Cintamani Polska),
ktory wykazuje dlugotrwale dziatanie hamujace wobec
wielu gatunkéw rodzaju Fusarium oraz B. cinerea, A. al-
ternata i Trichoderma hamatum (Jamiotkowska 2011).

W przeprowadzonym doswiadczeniu olejek z drzewa
herbacianego charakteryzowat si¢ wysoka aktywnoS$cia
inhibicyjng (powyzej 50%) w stosunku do wszystkich
przebadanych grzybow. Jednak w nizszych stezeniach
(ponizej 0,02%) nie byt juz skuteczny wobec wszystkich
testowanych izolatow z wyjatkiem R. solani (rys. 5). Z ba-
dan Burgieta i Smaglowskiego (2008) wynika, ze olejek
z drzewa herbacianego hamowal wzrost F. culmorum
i B. cinerea przy koncentracjach 0,001-0,1%, a w stezeniu
0,3% powodowal petne zahamowanie wzrostu tych pato-
gendw. W nizszych st¢zeniach jego dziatanie bylo stabsze
i obserwowane tylko w pierwszych dniach prowadzonego
doswiadczenia. Podobne wyniki uzyskali Bralewski i wsp.
(2007) wobec Colletotrichum lindemuthianum i A. alterna-

ta oraz Krzysko-Lupicka i Walkowiak (2014) wskazujac
hamujacy wptyw olejku z drzewa herbacianego na wzrost
F. culmorum tylko przy st¢zeniu 0,25%. Sktadnikiem od-
powiedzialnym za fungistatyczne wlasciwosci tego olejku
jest 1-terpinen-4-ol (Terzi i wsp. 2007).

Oba izolaty S. sclerotiorum byly najmniej wrazliwe na
fungistatyczne dziatanie olejkow eterycznych. Tylko ole-
jek tymiankowy 1 z trawy cytrynowej w stgzeniach
0,2 i 0,02% hamowaly wzrost grzybni na poziomie
90-100% (rys. 2, 4). W nizszych st¢zeniach olejki te nie
ograniczaly wzrostu patogena.

S. sclerotiorum okazata si¢ takze najmniej wrazliwa na
inhibicyjne dziatanie olejkéw eterycznych z Zataria multi-
flora, Thymus vulgaris i Thymus kotschyanus (Aminii wsp.
2012).

P. lingam i R. solani najsilniej reagowaly na dziatanie
wiekszosci przebadanych olejkow. W przypadku pierwszego
patogena wszystkie olejki w stezeniu 0,2% zahamowaty jego
wzrost w zakresie od 60 do 100% (rys. 3). Olejki z trawy
cytrynowej, tymiankowy i grejpfrutowy w nizszym stezeniu
(0,002%) takze ograniczaty wzrost tego izolatu (> 30%).

W przypadku R. solani te same olejki wstrzymaty
wzrost grzybni na poziomie co najmniej 30% w najniz-
szym przebadanym stezeniu, tj. 0,0002%. Nieskuteczny
w stosunku do tego izolatu byt tutaj jedynie olejek roz-
marynowy, ktéry w st¢zeniu 0,2% nie hamowat rozwoju
strzgpek na pozywce (rys. 5).

Zastosowanie olejkow eterycznych jako srodkoéw grzy-
bobojczych wymaga dalszych badan. Godne uwagi sa:
niska toksyczno$¢ wzgledem ludzi i $rodowiska wynika-
jaca z ich naturalnego pochodzenia oraz niskie ryzyko
uodparniania mikroorganizmow patogenicznych na fungi-
cydy (Daferera i wsp. 2000). Sklania to naukowcéw do
poszukiwania alternatywnych zwiazkow grzybobojczych/
/bakteriobdjczych, w tym przeznaczonych do zaprawiania
nasion. Olejki o najsilniejszych wilasciwosciach grzybo-
bojczych znalazly zastosowanie glownie w rolnictwie
ekologicznym lub jako sktadniki biopreparatoéw. Wyko-
rzystanie ich w sadownictwie czy rolnictwie to dobrze
prognozujace narzedzie ochrony roslin stanowiace element
integrowanej produkcji roslin.

Whnioski / Conclusions

1. Olejek tymiankowy i z trawy cytrynowej w stezeniu
0,2 1 0,02% odznaczaly si¢ najsilniejsza aktywnoscia
fungistatyczng w stosunku do wszystkich testowanych
grzybow.

2. Olejek rozmarynowy wykazywal najslabsza skutecz-
no$¢ i najmniej efektywnie ograniczatl wzrost wszyst-
kich testowanych izolatow.

3. Olejki: geraniowy, tymiankowy, z drzewa herbaciane-
go i z trawy cytrynowej wykazywaly bardzo dobra
skuteczno$¢ i najefektywniej ograniczaty wzrost i roz-
woj szczepow R. solani i P. lingam.
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