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1. Wstep

Intensywna degradacja $rodowiska, zagrozenie bezpieczenstwa
zdrowotnego rolnikéw oraz stale zwigkszajaca si¢ odpornos¢ patogendw
na stosowane dotychczas $rodki ochrony ro$lin pochodzenia syntetycz-
nego, staty si¢ przyczyng poszukiwania alternatywnych metod oraz §rod-
kéw w zwalczaniu agrofagdéw w uprawach ro$linnych (Walikowiak
1 Krzysko-Lupicka 2014, Krzysko-Lupicka 1 Walkowiak 2014). Dlatego
tez od wielu lat prowadzone s3 liczne badania nad mozliwosciag wykorzy-
stania w ochronie ro$lin srodkdéw niesyntetycznych.

Pod hastem niesyntetyczne $rodki ochrony roslin rozumie si¢
produkty pozwalajace na ograniczenie wystgpowania szkodnikow i pato-
genow roslin, ktore sg bezpieczne zaréwno dla srodowiska, jak 1 zwierzat
i ludzi (Piwowar 2015). Do tej pory opracowano wiele preparatéw, ktore
skutecznie ograniczajg, wystepowanie agrofagéw na roslinach. Preparaty
te, zwane rowniez biopestycydami, w swoim sktadzie mogg zawieraé
mikroorganizmy takie jak: Bacillus s.p., Pseudomonas s.p., Trichoderma
S.p., Pythium s.p., Beauveria s.p. lub makroorganizmy (nicienie, rozto-
cza) oraz substancje pochodzenia naturalnego (peptydy, olejki, ekstrakty
roslinne, chitozan, kwasy organiczne itp.), ktére wptywaja na zahamo-
wanie rozwoju entomofagdéw lub mikroorganizméw chorobotworczych
(Mazur & Nawrocki 2007, Martyniuk 2012). W ostatnim okresie wzrosto
zainteresowanie innowacyjnymi biopreparatami zwanymi tez biostymu-
latorami, jako substancjami moggcymi korzystnie wplywac¢ na ochrong
przed patogenami. Najwigcej jednak badan nad tymi substancjami jest
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ukierunkowanych na ich wplyw na nie tylko podniesienie jakosci plonu
(Kocira i in. 2017a-b, Szczepanek 1 in. 2017a-b; Kocira 1 in. 2018), ale
takze zapewnianie bezpieczenstwa konsumentom, przy jednoczesnym
braku negatywnego oddzialywania na srodowisko naturalne (Kocira 1 in.
2015a-c).

Brak negatywnych skutkéw oddzialywania niesyntetycznych
srodkéw ochrony ro$lin spowodowat, ze znalazly one zastosowanie
w rolnictwie ekologicznym (Zydlik 2008). Obecnie w Polsce zakwalifi-
kowane sg 44 preparaty, ktore stosowa¢ mozna w uprawach ekologicz-
nych (https://www.ior.poznan.pl). Liczba tych srodkdéw jest niestety nie-
wystarczajaca, aby mozliwe bylo ich stosowanie we wszystkich upra-
wach ekologicznych takich, jak: sadownictwo, warzywnictwo czy upra-
wy rolnicze opierajace si¢ na produkcji zbdz i roslin oleistych. Dlatego
tez niezbedne jest prowadzenie dalszych badan w tym zakresie i wpro-
wadzenie nowych biopestycydow.

Celem niniejszej pracy byto okreslenie mozliwo$ci wykorzystania
w uprawach ekologicznych wodnych ekstraktow roslinnych i olejkow
eterycznych otrzymanych z Menthae Piperitae L. oraz Juniperus com-
munis L. poprzez okres$lenie wlasciwosci fungistatycznych ekstraktow
wobec patogennych grzyboéw powodujacych choroby roslin uprawnych.

2. Material i metody
2.1. Material roSlinny

Materiat roslinny stanowily suszone ziela miety pieprzowej (Men-
thae Piperitae L.) 1 jalowca pospolitego (Juniperus communis L.), ktore
zostaty zakupione w aptece na terenie Koszalina.

2.2. Otrzymywanie ekstraktow roslinnych

W badaniach in vitro preparaty roslinne wytwarzano w postaci
wodnych ekstraktow, w formie maceratow, naparow i wywardéw. Eks-
trakty te przygotowano zgodnie z recepturg podang przez Sas-Piotrowska
i in. (2005). Macerat (metoda na zimno) sporzadzono z 5 g suszu, ktory
nastgpnie zalano 100 ml wody o temperaturze okoto 20°C, catlo$¢ pozo-
stawiano na 24 godziny w temperaturze pokojowej. Napar (metoda na
cieplo) otrzymano z 5 g suszonych ziol, ktoére zalano 250 ml wody
o temperaturze okoto 100°C i pozostawiono pod przykryciem na okres
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30 minut w temperaturze 20°C. Wywar zostat przygotowany wedtug
receptury Tyszynskiej-Kownackiej 1 Starka (1989). W celu jego przygo-
towania odwazono 8,75 g suszu, ktory zalano 1 1 wody destylowane;.
Powstala zawiesing doktadnie mieszano i1 pozostawiono na 24 godziny.
Po tym czasie cato$¢ doprowadzono do wrzenia i gotowano przez 15
minut w celu odparowania 1/3 czgsci wody. Wszystkie otrzymane wy-
ciggi roslinne saczono z wykorzystaniem saczkow filtracyjnych w celu
uzyskania klarownego preparatu.

2.3. Ekstrakcja olejkow eterycznych

Ekstrakcje olejkow eterycznych wykonano za pomoca aparatu
Derynga zgodnie z metodyka podang przez Farmakopeg¢ Polska VI
(2002). W tym celu 20 g suszonych zidt destylowano przez 4 godziny.
Wyizolowany olejek eteryczny poddano oczyszczaniu poprzez dodanie
bezwodnego siarczanu sodu w celu usunigcia pozostatej wody.

2.4. Badane mikroorganizmy

Aktywno$¢ przeciwgrzybowa ekstraktow roslinnych analizowana
byla na siedmiu gatunkach grzybéw plesniowych: Fusarium poae (Peck),
F. oxysporum (E.F.Sm.), F. solani (Mart.), F. culmorum (Sacc.), F. gra-
minearum (Schwabe), Sclerotinia sclerotiorum (de Bary) 1 Botrytis cine-
rea (Pers).

Wszystkie drobnoustroje pochodzity z kolekcji Katedry Agrobio-
technologii Politechniki Koszalinskie;j.

2.5. Otrzymywanie inokulum

Inokulum z grzybow plesniowych zostato przygotowane z sied-
miodniowej hodowli na podtozu agarowym Sabouroda z dodatkiem chlo-
ramfenikolu. Nastepnie zawieszono hodowle w sterylnej wodzie desty-
lowanej, a gestos¢ zarodnikéw oceniano z wykorzystaniem spektrofoto-
metru przy dtugosci fali A= 595 nm, w celu otrzymania koncowego ste-
zenia okolo 10° zarodnikéw/ml. Warto$é gestosci zawiesin potwierdzono
przy uzyciu densytometru w stopniach Mc Farlanda.

2.6. Analiza wlasciwoSci fungistatycznych

Aktywnos$¢ przeciwgrzybowa ekstraktow roslinnych oraz olejkow
eterycznych okreslono metoda dyfuzyjno — kragzkowa na szalkach Petrie-
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go (o 10 cm) z podtozem agarowym Sabouroda z dodatkiem chloramfe-
nikolu. Na kazdg plytke nanoszono po 4 krople wodnej zawiesiny zarod-
nikow 1 fragmentow grzybni, nastgpnie za pomocg glaszczki cato§¢ row-
nomiernie rozprowadzono na powierzchni ptytki. Na tak przygotowane
szalki Petriego nanoszono krazki bibutowe (¢ 6 mm) nasgczone ekstrak-
tem ros$linnym. Kontrole stanowity krazki bibutowe nasgczone sterylng
woda.

Miarg aktywno$ci wyciaggow roslinnych i1 olejkéw eterycznych
byta wielko$¢ strefy zahamowania wzrostu kolonii (mm) zmierzona po 5
dniach inkubacji w 22°C.

Przeprowadzone analizy wykonano w trzech powtorzeniach dla
kazdej ro$liny, metody przygotowania ekstraktow oraz patogendow grzy-
bowych. Analize¢ wariancji uzyskanych wynikéw badan przeprowadzono
za pomocg testu Tukey'a przy poziomie istotnosci a = 0,05.

3. Wyniki i dyskusja

Ekstrakty sporzadzone z Mentha piperita L. ograniczaly rozwoj
patogenéw badanych grzyboéw w wigkszym stopniu ($rednia wartos$¢
strefy zahamowania wzrostu wynosita 28,4 mm) w porownaniu do eks-
traktow otrzymanych z Juniperus communis L. (przecigtnie 16,86 mm).
Najwyzsza aktywnos$¢ fungistatyczng zaobserwowano w odniesieniu do
olejku eterycznego z Mentha piperita L. Olejek ten ograniczal rozwdj
wszystkich patogenow $rednio o 62,63 mm. W przypadku ekstraktow
pozyskanych z Juniperus communis L. nie stwierdzono dziatania hamu-
jacego rozwoj grzybow z rodzaju Fusarium sp.

Analiza wariancji wykazata istotne réznice w badanych czynni-
kach i ich interakcjach. Reakcja testowanych grzybow plesniowych na
zmodyfikowane warunki $rodowiskowe zalezata od gatunku roéliny,

z ktorej otrzymywano ekstrakt (tabela 1) 1 sposobu jego przygotowania
(tabela 2).
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Brak aktywnos$ci przeciwgrzybowych ekstraktow z jatowca po-
spolitego (Juniperus communis L.) na grzyby z rodzaju Fusarium sp.
potwierdzaja badania przeprowadzone przez Karaman i in. (2003) na
metanolowym oraz wodnym wyciagu z Juniperus oxycedrus L. (jalowiec
kolczasty). Autorzy w badaniach nie stwierdzili hamujacego dzialania
testowanych ekstraktow na drobnoustroje z gatunku F. oxysporum oraz
F. poae (Karaman 1 in. 2003). Podobne wyniki uzyskali Ennajar 1 in.
(2009). Autorzy w swojej pracy badali wtasciwosci przeciwdrobnoustro-
jowe ekstraktow otrzymanych z réznych czesci morfologicznych (liscie,
jagody) z Juniperus phoenicea L. W badaniach nie stwierdzono aktyw-
nosci fungistatycznej ekstraktow metanolowych, etanolowych oraz wy-
ciggow ekstrahowanych za pomocg octanu etylu i dichlorometanu wobec
Aspergillus westerdijkiae. Jedynie olejek eteryczny byt w stanie ograni-
czy¢ rozwoj tego patogenu powodujac, ze strefa zahamowania wzrostu
szacowata si¢ na poziomie 13 mm (Ennajar i in. 2009).

W przypadku ekstraktow pozyskanych z Mentha piperita L. jedy-
nie olejek eteryczny skutecznie ograniczal rozwdj grzybdéw z rodzaju
Fusarium sp. Najwigksza strefe zahamowania wzrostu dla tego olejku
uzyskano dla F. oxysporum 1 wynosita ona 67,7 mm. Z kolei najmniejszg
warto$¢ tego parametru (ok. 60,0 mm) otrzymano wobec F. solani. Gul-
luce 1 inni (2007) badajac wlasciwosci fungistatyczne metanolowego
ekstraktu oraz olejku eterycznego z Mentha longifolia ssp. longifolia
(mieta dtugolistna) nie stwierdzili dziatania fungistatycznego metanolo-
wego wyciagu na takich gatunkach patogennych grzybéw jak: F. acumi-
natum, F. oxysporum, F. solani, F. tabacinum oraz S. sclerotiorum. Je-
dynie olejek eteryczny powodowal, ze sredni obszar hamowania wzrostu
linowego wynosit nawet 35 mm w przypadku F. acuminatum i F. oxy-
sporum. Natomiast w przypadku F. tabacinum oraz S. sclerotiorum ob-
szar ten wynosit odpowiednio 20 i 23 mm. Autorzy nie zaobserwowali
dziatania fungistatycznego olejku na F. solani (Gulluce i in. 2007).

Analiza uzyskanych wynikow wykazata, ze aktywno$¢ ekstrak-
tow zalezy od gatunku rosliny, techniki otrzymywania ekstraktow roslin-
nych oraz wrazliwo$ci grzyboéw zastosowanych do badan. W najwigk-
szym stopniu rozw0j badanych patogendéw ograniczaty olejki eteryczne.
Srednia strefa zahamowania wzrostu byla ponad dwukrotnie wieksza
(39,74 mm) w poréownaniu do wodnych wyciagéow. Zblizone wyniki
otrzymaty Czerwinska i Szparaga (2015). W swoich badaniach wykaza-
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ty, ze wodne wyciagi (macerat, wywar, napar) pozyskane z Lavandula
vera, Melissa officinalis, Pinus sylvestris w slabszym stopniu wptywaja
na ograniczenie wzrostu liniowego grzybow takich jak: F. culmorum, F.
oxysporum, F. poae, F. solani i1 F. sambucinum w porownaniu do olejku
eterycznego otrzymywanego z tych samych roslin. Wymienione autorki
stwierdzily, ze $rednica zahamowania wzrostu liniowego F. poae trakto-
wanego maceratem z analizowanych roslin wynosita $rednio 7,44 mm,
podczas gdy efekt dziatania olejek eterycznego byl dwukrotnie wigkszy
(okoto 18,00 mm). Podobng zalezno$cig charakteryzowat si¢ wywar,
ktérego dzialanie sprawdzano na F. oxysporum. Strefa zahamowania
wzrostu wynosita okoto 8,33 mm, podczas gdy ten sam parametr dla
olejku eterycznego wynosit 17,22 mm (Czerwinska & Szparaga 2015).
Roéznica w dziataniu inhibitujgcym olejku eterycznego oraz eks-
traktow wodnych spowodowana moze by¢ odmiennym sktadem jako-
sciowym. Badania prowadzone przez Adaszynska i wspotautoréw (2013)
dowiodly, zZe olejek eteryczny oraz ekstrakt etanolowy z Mentha piperita
L. charakteryzuja si¢ odmiennym sktadem. Analiza chromatografii ga-
zowej wykazala, iz ciecze te zawieraja te same zwiazki glowne, lecz r6z-
nig si¢ w duzym stopniu ich liczba ogo6lng. W etanolowym ekstrakcie
zidentyfikowano jedynie 15 zwigzkéw, podczas gdy olejek eteryczny
zawieral ich az 45 (Adaszynska 1 in. 2013). Na sktad chemiczny olejkow
1 ekstraktow roslinnych wptywaé moga czynniki srodowiskowe takie jak:
pochodzenie 1 wiek rosliny oraz nastonecznienie (Lawrence 2007).

4. Podsumowanie

Uzyskane wyniki badan wykazaty, ze aktywno$¢ ekstraktow zale-
zy od gatunku rosliny, metody ich otrzymywania oraz wrazliwos$ci te-
stowanych gatunkéw grzybow.

Wodne wyciagi roslinne (napar, wywar, macerat) w tym olejek
eteryczny otrzymany z Juniperus communis L. nie wykazywaty wlasci-
wosci fungistatycznych wobec testowanych grzybow z rodzaju Fusarium
sp. Jedynie olejek z Mentha piperita L. hamowal w r6znym stopniu roz-
woj tych patogenow, poniewaz byt zrodlem substancji czynnych.

Wykazano, ze najbardziej wrazliwym patogenem grzybowym na
badane preparaty roslinne byt Botritis cinerea. Jednakze ekstrakty pozy-
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skane z Juniperus communis L. w wigkszym stopniu ograniczyly jego
wzrost niz wyciagi z Mentha piperita L.

Ze wzgledu na stale zwiekszajaca si¢ odpornos¢ patogendw po-
wodujacych choroby roslin uprawnych, wyniki badan wykazuja, ze eks-
trakty roslinne, a zwtaszcza olejki eteryczne, stosowa¢ mozna w ochronie
upraw.
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Ecological Methods Used to Control Fungi
that Cause Diseases of the Crop Plant

Abstract

Laboratory experiments analyzed the fungistatic activity of aqueous
plant extracts (macerate, brew, decoction) and essential oils to inhibit the
growth of mold fungi that are the perpetrators of diseases of cultivated plants.
The following plant droughts were used to obtain extracts and essential oils:
Mentha piperita L. (peppermint), Juniperus communis L. (common juniper).
The fungistatic activity of the obtained natural biological preparations was test-
ed on following fungi: Fusarium poae, Fusarium oxysporum, Fusarium solani,
Fusarium culmorum, Fusarium graminearum, Sclerotinia sclerotiorum and
Botrytis cinerea.

The inhibiting effect of the obtained extracts and oils on the develop-
ment of the test fungal pathogens was examined by disc-diffusion method. The
fungistatic activity of the extracts was expressed as the ratio of the growth inhi-
bition zone.

The analysis of the obtained test results showed that the activity of the
tested extracts was depended on the specific plant species, the method of ex-
tracts preparation and the vulnerability of microorganisms. The significantly
different reaction of the analyzed microorganisms to extracts from particular
plant species was shown. Based on the obtained results, it was found that ex-
tracts prepared from Mentha piperita L. showed on average better inhibiting
action towards the tested fungi.

Both aqueous plant extracts and essential oils were a source of biologi-
cally active substances, which to a different extent influenced the limitation of
the growth of the studied microorganisms. To the factors that were determining
the antifungal activity of extracts and essential oils, we could include: the mate-
rial used for the research, the effectiveness of the preparation processes, as well
as the content of active ingredients with fungistatic activity. The inhibitory ef-
fect on the growth of the analyzed pathogens by aqueous plant extracts depend-
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ed on the method of preparation of extracts, which probably influenced the con-
tent of biologically active compounds in their chemical composition.

Essential oils were characterized by the fungistatic activity to the tested
pathogens compared to aqueous plant extracts. The oil obtained from pepper-
mint (Mentha piperita L.) was marked with the highest antifungal activity.
However, in the case of oil obtained from common juniper (Juniperus
communis L.), the inhibitory effect on fungi of the genus Fusarium was not
found. Among the aqueous extracts, the highest action inhibiting the develop-
ment of the analyzed microorganisms was characterized by macerates. In turn,
the brew and decoction worked in a similar way.

Among the studied microorganisms, Botrytis cinerea showed the high-
est sensitivity to the used plant extracts and essential oils. Among Fusarium
species, the smallest zone of growth inhibition was obtained for Fusarium
solani which indicates the greatest resistance of this pathogen to the analyzed
natural biological preparations. However, Fusarium oxysporum (Fusarium fun-
gi) was characterized by the highest sensitivity to the obtained extracts.

The obtained research results showed that plant extracts, especially es-
sential oils, significantly limited the development of mold fungi, which are the
perpetrators of diseases of many agricultural and fruit plants. In addition, due to
the lack of negative impact on the environment, they are a tool to combat fungi
in organic farming and alternative to chemical plant protection in sustainable
agriculture.

Streszczenie

W badaniach laboratoryjnych analizowano aktywno$¢ fungistatyczna
wodnych ekstraktéw ro§linnych (macerat, napar, wywar) i olejkéw eterycznych
na zahamowanie wzrostu grzybow plesniowych bedacych przyczyng chordb
ro$lin uprawnych. Do otrzymania wyciagdw oraz olejkow eterycznych uzyto
susze nastepujacych roslin: Mentha piperita L. (migta pieprzowa), Juniperus
communis L. (jalowiec pospolity). Aktywnos$¢ fungistatyczng pozyskanych
naturalnych preparatow biologicznych testowano na grzybach: Fusarium poae,
Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Fusarium culmorum, Fusarium grami-
nearum, Sclerotinia sclerotiorum 1 Botrytis cinerea. Dzialanie inhibitujgce
otrzymanych wyciggow i olejkow na rozwdj testowanych patogendw grzybow
badano metoda dyfuzyjno-krazkowa. Aktywnos$¢ fungistatyczng ekstraktow
wyrazano jako wielko$¢ strefy zahamowania wzrostu.

Analiza uzyskanych wynikow badan wykazata, ze aktywnos¢ testowa-
nych ekstraktow zalezata od gatunku rosliny, sposobu pozyskania wyciggu oraz
wrazliwo$ci drobnoustrojow. Wykazano istotnie rozna reakcje analizowanych
mikroorganizméw na wyciagi z poszczegolnych gatunkéw roslin. Na podstawie
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uzyskanych wynikoéw, stwierdzono, ze ekstrakty pozyskane z Mentha piperita
L. wykazywaly si¢ przecigtnie lepszym dziataniem inhibitujagcym w stosunku
do testowanych gatunkow grzybow.

Zarowno wodne wyciagi roslinne, jaki i olejki eteryczne byly zrédlem
substancji biologicznie aktywnych, ktore w réznym stopniu wypltywaty na
ograniczenie wzrostu badanych mikroorganizmow.

Olejki eteryczne charakteryzowata najwigksza aktywnos¢ fungistatycz-
na wobec testowanych patogenow w poréwnaniu do wodnych ekstraktow ro-
Slinnych. Najwyzsza aktywnos$cia przeciwgrzybowa odznaczal sie olejek
otrzymany z miety pieprzowe]j (Mentha piperita L.). Natomiast w przypadku
olejku pozyskanego z jatowca pospolitego (Juniperus communis L.) nie stwier-
dzono hamujacego dziatania na grzyby z rodzaju Fusarium. W$rdéd wodnych
wyciggow najwyzszym dziataniem inhibitujacy rozwoj analizowanych mikro-
organizmow odznaczaty si¢ maceraty. Z kolei napar i wywar dziataty w zblizo-
ny do siebie sposob.

Sposrod badanych drobnoustrojow najwyzsza wrazliwoscig na zasto-
sowane wyciagi roslinne oraz olejki eteryczne wykazywal Botrytis cinerea.
Wsrod grzyboéw z rodzaju Fusarium najmniejsza strefe zahamowania wzrostu
otrzymano dla Fusarium solani,co $wiadczy o najwigkszej odpornosci tego
patogenu na analizowane naturalne preparaty biologiczne. Natomiast najwigk-
szg wrazliwo$cia na otrzymane ekstrakty sposrod grzyboéw z rodzaju Fusarium
odznaczat si¢ Fusarium oxysporum.

Uzyskane wyniki badan wykazaty, ze ekstrakty roslinne, a zwlaszcza
olejki eteryczne w znaczacy sposob ograniczaly rozwoj grzybow plesniowych,
bedacych sprawcami choréb wielu roslin rolniczych i sadowniczych. Dodatko-
wo, ze wzgledu na brak negatywnego oddziatywania na srodowisko naturalne,
stanowig one narzedzie do walki z grzybami w rolnictwie ekologicznym oraz
alternatywe dla chemicznych srodkéw ochrony w rolnictwie zrownowazonym.

Stowa kluczowe:
grzyby plesniowe, ekstrakty roslinne, aktywno$¢ fungistatyczng, ekstrakcja

Keywords:
mold fungis, plant extracts, fungistatic activity, extraction
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