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STRESZCZENIE

Rosliny ozdobne odgrywaja wazna role w zyciu cztowieka, pozytywnie wplywaja na psychike i poprawiajg samo-
poczucie przebywajacych w ich otoczeniu ludzi. Ro$liny produkuja tlen, stanowig barier¢ dla kurzu i hatasu, obni-
zaja temperature i zwigkszajg wilgotno$é powietrza, przez co pozytywnie oddziatuja na mikroklimat. Niezmienna
atrakcyjnos¢ pelargonii, fatwos$¢ w uprawie i pielggnacji, obfitos¢ kwitnienia od wiosny az do poznej jesieni i jej
walory dekoracyjne sprawiaja, ze znajduje ona wszechstronne zastosowanie. Celem badan byto okreslenie skta-
du gatunkowego zasiedlajacego chore sadzonki pelargonii, identyfikacja wyosobnionych izolatow grzybowych
i organizmow grzybopodobnych, zbadanie chorobotworczos$ci wybranych izolatow oraz ocena w warunkach in
vitro wptywu wybranych olejkow (kminkowy, cytrynowy, mandarynkowy i z drzewa herbacianego) na wzrost
liniowy grzybni: Phytophthora cryptogea i Ph. nicotianae var. nicotianae. Jako standardowy preparat chemiczny
zastosowano Previcur Energy 840 SL. Sposroéd wyizolowanych mikroorganizmoéw zasiedlajacych chore rosliny
pelargonii najczgsciej wystgpowaly gatunki rodzajow: Phytophthora, Fusarium, Botrytis, Cylindrocladium, Al-
ternaria i Cylindrocarpon. Najwyzsza skutecznoscig w stosunku do Ph. cryptogea Ph. nicotianae var. nicotianae
charakteryzowat si¢ olejek cytrynowy (stezenie 0,1%, 1%) oraz olejek kminkowy zastosowany w stezenie 1%.

Stowa kluczowe: olejki eteryczne; pelargonia; Phytophthora spp.

THE INFLUENCE OF NATURAL ESSENTIAL OILS ON THE GROWTH OF PHYTOPHTHORA
SPP.ISOLATED FROM PELARGONIUM CUTTINGS

ABSTRACT

Ornamental plants play an important role in human life. Plants positively influence the psyche and improve the
well-being of people around them. They produce oxygen, provide a barrier to dust and noise, lower the temperature
and increase air humidity, thereby positively impacting the microclimate. The unmatched appeal of pelargonium,
ease of cultivation and care, abundance of flowering from spring to late autumn and its decorative qualities make
it a universal application. The aim of the study was to isolate the microorganisms that inhabit the cuttings of pel-
argonium, identify fungal isolates, investigate the pathogenicity of selected isolates and evaluate the influence of
certain essential oils (Carum carvi L. essential oils, Citrus limon L. essential oils, Citrus reticulatae aetheroleum
essential oils, essential oil of tea tree ) in in vitro circumstances on the linear growth of the mycelium: Phytoph-
thora cryptogea, Phytophthora nicotianae var. nicotianae. Previcur Energy 840 SL was used as a standard chemi-
cal protection. The most numerous isolated fungi were: Phytophthora, Botrytis, Cylindrocladium, Alternaria and
Cylindrocarpon. The highest efficiency in relation to Phytophthora cryptogea characterized the Citrus limon L.
essential oils (concentration 0.1% and 1%) and Carum carvi L. essential oil (concentration 1%).

Key words: essential oils; pelargonium; Phytophthora spp.

WSTEP nych w Polsce. Od wielu lat nasilaja si¢ tendencje
do zastgpowania srodkow chemicznych innymi

Metoda chemiczna od dawna jest jednym  preparatami, w tym pochodzenia naturalnego.

z najczestszych sposobow ochrony roslin ozdob- Stosowanie preparatdow pochodzenia naturalnego
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umozliwia wyeliminowanie, badz zmniejszenie
ilosci $rodkow chemicznych. Poprzez stabsze
odzialywanie oraz tatwiejsza biodegradacje pre-
paraty te mogg korzystnie wptynac na srodowisko
naturalne [Wolski i Ludwiczuk 2001, Orlikowski
iin. 2002, Burgiet 2005, Kurzawinska 2008].

Celem badan bylo okreslenie sktadu gatun-
kowego zasiedlajgcego chore sadzonki pelar-
gonii, zbadanie chorobotworczosci wybranych
izolatow oraz ocena w warunkach in vitro wpty-
wu wybranych olejkow: kminkowy, cytryno-
wy, mandarynkowy i z drzewa herbacianego na
wzrost liniowy grzybni Phytophthora cryptogea
i Ph. nicotianae var. nicotianae.

MATERIALY | METODY

Izolowanie mikroorganizméw z chorych
roslin pelargonii bluszczolistnej

Przedmiotem badan byty chore sadzonki pe-
largonii bluszczolistnej pochodzace z prywatnego
gospodarstwa ogrodniczego w wojewodztwie $la-
skim. Materiat ten pobrano w okresie wystapienia
objawdw chorobowych na dwumiesi¢cznych sa-
dzonkach (pierwsza dekada kwietnia). Z porazo-
nych sadzonek pobrano fragmenty korzeni oraz
podstawy lodyg. W warunkach laboratoryjnych
material ten poddano wstepnemu obmyciu pod
biezaca wodg, a nastgpnie z pogranicza tkanki
zdrowej i chorej wycinano 3—-5 mm fragmenty,
ktore po przeptukaniu w sterylnej wodzie desty-
lowanej przeniesiono do naczynia z alkoholem na
1 minute. Nastgpnie fragmenty roslin ponownie
przeptukano w sterylnej wodzie destylowane;.
Odkazone czesci roslin osuszono w sterylnej bi-
bule 1 wylozono po 4 sztuki na zestalong pozyw-
ke glukozowo-ziemniaczang (PDA), uprzednio
rozlang do szalek Petriego. Po okresie inkubacji,
ktory wynosit 2—7 dni w temperaturze 22-23 °C
odszczepiano kolonie na skosy z pozywka gluko-
zowo-ziemniaczang. Po rozwinigciu si¢ izolatow
na skosach przejrzano je makro- i mikroskopo-
wo oraz wybrano reprezentacj¢ tego zbiorowiska.
Izolaty te wyszczepiono na odpowiednie pozyw-
ki i zidentyfikowano w oparciu o dostgpne klucze
mykologiczne [Rifai 1966, Booth 1971, Domsch
1in. 1980, Fassatiova 1983, Marcinkowska 2010].

Charakteryzujac wyosobnione izolaty z cho-
rych roslin pelargonii podzielono je na: domi-
nanty, influenty oraz grupy akcesoryczne. Ich

procentowy udzial w calosci zbiorowiska to:
>5% — dominanty, 1-5% — influenty, < 1% grupy
akcesoryczne [Kurzawinska 1994].

Sposrod wyizolowanych kultur do dalszych
badan wybrano: Phytophthora cryptogea i Phyto-
phthora nicotianae var. nicotianae.

Badanie patogenicznosci wybranych izolatow
w stosunku do sadzonek pelargonii

Do badan nad patogeniczno$cia wybrano
gatunki rodzajow wyizolowanych najliczniej
z chorych roslin pelargonii. Byty to: Phytoph-
thora cryptogea, Cylindrocladium scoparium,
Fusarium avenaceum. Doswiadczenie prze-
prowadzono w prywatnej szklarni. Zalozono
je w pigciu powtorzeniach dla kazdego wy-
zej wymienionego izolatu. Wyniki poréwnano
z kontrola. Czterotygodniowe rosliny pelargonii
nacinano sterylnym skalpelem u podstawy to-
dygi, a nastepnie nanoszono w formie krazkow
(o $rednicy 5 mm pozywki z grzybnig) inoku-
lum odpowiedniego izolatu 14-dniowych kultur.
Rosliny regularnie podlewano i dokonywano
wizualnej oceny ich zdrowotnosci. Miara oceny
patogeniczno$ci byta wielko$¢ powierzchni ne-
krozy powodowanej przez badane gatunki mie-
rzona po roznym okresie inkubacji (14-28 dni)
w zaleznos$ci od izolatu. W celu spetienia postu-
latéw Kocha, za zmienionych chorobowo miejsc
reizolowano mikroorganizmy, ktérych identycz-
nos¢ potwierdzono makro- i mikroskopowo.
Otrzymane wyniki opracowano statystycznie
metodg analizy wariancji. Istotno$¢ réznic mig-
dzy kombinacjami oceniono na podstawie testu
Duncana przy o = 0,05.

Badanie w warunkach in vitro wybranych
olejkéw na wzrost liniowy grzybni
Phytophthora cryptogea i Ph. nicotianae var.
nicotianae

Badanie wplywu olejkow kminkowego, cy-
trynowego, mandarynkowego i z drzewa her-
bacianego na wzrost liniowy grzybni patoge-
noéw wykonano w warunkach in vitro metoda
zatrutych podtozy [Kowalik i Krechniak 1961].
W doswiadczeniu laboratoryjnym zastosowano
pozywke groszkowa, do ktérej dodano olejek
kminkowy, cytrynowy, mandarynkowy w steze-
niach: 0,01%, 0,1% oraz 1% oraz olejek z drzewa
herbacianego w stgzeniach 0,75%, 1,5%, 2,25%.
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Jako standardowy preparat chemiczny zastoso-
wano Previcur Energy 840 SL (propamokarb
w formie chlorowodorku propamokarbu, fosetyl)
w stezeniach 0,1%, 0,2%, 0,3%. Tak przygotowa-
ng pozywke rozlano do szalek Petriego i po jej
zestaleniu wyktadano krazki inokulum o $rednicy
5 mm przero$ni¢tego 14-dniowg grzybnig. Kon-
trole stanowity kolonie patogenéw wzrastajace
na szalkach Petriego wytacznie z pozywka grosz-
kowa. Doswiadczenie zatozono w pieciu powto-
rzeniach. Od 3 dnia po inokulacji codziennie (az
do zaros$nigcia calej powierzchni szalki w kom-
binacji kontrolnej) mierzono S$rednice kolonii.
Obliczono $rednig $rednice pomiaréw i indeks
tempa wzrostu linowego grzybni [Burgiet 1984].
Aktywnos$¢ fungistatyczng badanych preparatow
obliczono na podstawie procentu zahamowania
wzrostu grzybni na pozywce z preparatem w sto-
sunku do wzrostu na pozywce kontrolnej, wedtug
wzoru Abbotta [Burgiet i Smaglowski 2008].
Uzyskane wyniki poddano obliczeniom staty-
stycznym metoda analizy wariancji. Istotnosé¢
réznic migdzy kombinacjami oceniono na pod-
stawie testu Duncana, przy poziomie istotnosci o
= 0,05 (STATISTICA Version 10).

WYNIKI
Mikroorganizmy wyizolowane z chorych
roslin pelargonii bluszczolistnej

Po wyjeciu chorych pelargonii z podtoza
stwierdzono objawy zaréwno na podstawie tody-

gi, jak i systemie korzeniowym. Podstawa todyg
byta przewe¢zona, zbrunatniata, niekiedy sczer-
niata, a korzenie zredukowane i1 sczerniale. Rosli-
ny takie wiedty i zamieraty.

W toku przeprowadzonej analizy mykolo-
gicznej chorych roslin pelargonii bluszczolistnej
w 2014-2015 roku wyosobniono ogétem 112 ko-
lonii grzybow i organizméw grzybopodobnych
(tab. 1). Najliczniej wyosobnionymi koloniami
byly organizmy grzybopodobne rodzaju Phy-
tophthora, ktorych procentowy udzial wynosit
24,5% ogotu wyosobnien (rys. 1). W obrebie
tego rodzaju zidentyfikowano 2 gatunki, wsrod
ktorych znalazty si¢ Phytophthora cryptogea
(17,0%) i Phytophthora nicotianae var. nicotia-
nae (7,1%)—tab. 1, rys. 2. Na drugim miejscu pod
wzgledem liczebnosci byt rodzaj Fusarium, ktory
reprezentowany byty przez 2 gatunki: Fusarium
avenaceum (8,9%) oraz Fusarium oxysporum
(5,4%). Kolejne miejsce pod wzgledem liczebno-
$ci zajmowalty Botrytis cinerea, Cylindrocladium
scoparium (kazdy po 11,6%), Alternaria alter-
nata (9,8%), Cylindrocarpon radicicola (8,9%),
Pythium ultimum (8,0%) oraz Rhizoctonia solani
(5,4%) — tab. 1.

Do grupy dominantéw, stanowiacych 93,7%
ogolnej liczby wyosobnionych izolatéw nalezaly
grzyby 1 organizmy grzybopodobne rodzajéw:
Phytophthora, Fusarium, Botrytis, Cylindrocla-
dium, Alternaria, Cylindrocarpon, Pythium, Rhi-
zoctonia. Influenty stanowity 6,3% tacznej liczby
otrzymanych kolonii i byty reprezentowane przez
grzyby: Trichoderma viride, Pestalotiopsis sydo-
wiana i Verticillium albo-atrum (tab. 1., rys. 3).

Tabela 1. Mikroorganizmy wyizolowane z chorych roslin pelargonii w latach 2014-2015
Table 1. Microorganisms isolated from diseased pelargonium plants in 2014-2015

Lp. Gatunek Liczba izolatow
2014 2015 Razem Procent
1 Alternaria alternata (Fr.) Keissl. 5 6 11 9,8
2 | Botrytis cinerea Pers. Ex Nocca and Balb 6 7 13 11,6
3 Cylindrocarpon radicicola Gerlach & L. Nilsson 5 5 10 8,9
4 Cylindrocladium scoparium Morgan 6 7 13 11,6
5 | Fusarium avenaceum (Corda ex. Fr.) Sacc 6 4 10 8,9
6 | Fusarium oxysporum (Schlecht) Snyd. Et Hans 3 3 6 54
7 | Pestalotiopsis sydowiana (Bres.) B. Sutton 2 0 2 1,8
8 | Phytophthora cryptogea Pethybr. & Laff 10 9 19 17,0
9 | Phytophthora nicotianae var. nicotianae 5 3 8 71
10 | Pythium ultimum Trow 2 7 9 8,0
11 | Rhizoctonia solani Kihn 4 2 6 5,4
12 | Trichoderma viride Pers. Ex Gray 2 1 3 2,7
13 | Verticillium albo-atrum Reinke & Berthold 1 1 2 1,8
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Rys. 1. Najliczniej wystepujace rodzaje mikroorganizmoéw wyizolowane z chorych roslin pelargonii
w latach 2014-2015
Fig. 1. Most common types of microorganisms isolated from diseased pelargonium plants in 2014-2015
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Rys. 2. Procentowy udziat gatunkow rodzaju Phytophthora wizolowanych z chorych roslin pelargonii
Fig. 2. Percentage share of Phytophthora species insulated from diseased pelargonium plants

B dominanty @ influenty

Rys. 3. Procentowy udziat grup frekwencji zbiorowiska mikroorganizméw wyizolowanych z korzeni i podstawy
lodygi pelargonii w latach 2014-2015
Fig. 3. Percentage of participation frequency groups of microorganisms isolated from the roots and base of the
pelargonium stem in 2014-2015
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Badanie patogenicznosci wybranych izolatéw
w stosunku do sadzonek pelargonii

Wyniki uzyskane z przeprowadzonych badan
patogeniczno$ci wskazuja, ze testowane gatunki
grzybow i organizmow grzybopodobnych powo-
dowaty istotnie statystycznie zmiany nekrotyczne
inokulowanych sadzonek pelargonii. Najwyzsza
aktywnos$¢ chorobotworcza, w poréwnaniu z po-
zostalymi badanymi gatunkami wykazatl izolat
Phytophthora cryptogea (rys. 4).

Z miejsc z objawami chorobowymi reizolo-
wano zardwno Phytophthora cryptogea, Cylin-
drocladium scoparium jak i Fusarium oxysporum.
Potwierdzito to ich wlasciwosci chorobotworcze.

Badanie w warunkach in vitro wybranych
preparatéw na wzrost linowy grzybni:
Phytophthora cryptogea i Ph. nicotianae var.
nicotianae

Oceniajac wplyw testowanych olejkow ete-
rycznych na wzrost liniowy grzybni Phytoph-
thora cryptogea stwierdzono, ze olejek cytryno-
wy w stezeniach: 0,1% i 1% wykazal najwyzsza
skutecznos¢ w zahamowaniu wzrostu liniowego
grzybni tego patogena. Rowniez w kombinacji
z zastosowaniem olejku kminkowego w stezeniu
1% stwierdzono 100% skutecznos¢. Najstabsze
dzialanie zanotowano w kombinacji z zastoso-
waniem olejku mandarynkowego. W stezeniach
0,01% oraz 0,1% odnotowano w bardzo matym
procencie stymulacje wzrostu patogena (rys. 5).

Istotnie najwyzsza skuteczno$¢ w zahamowa-
niu wzrostu liniowego Phytophthora nicotianae
var. nicotianae stwierdzono w kombinacji z za-
stosowaniem olejku kminkowego. Preparat ten

w stezeniu 1% ograniczyt wzrost grzybni tego
patogena w 100%. Roéwnie wysoka skutecznosé
dziatania odnotowano w kombinacji z olejkiem
cytrynowym w stezeniu 1%, procent zahamowa-
nia wzrostu grzybni wynosit 80,57%. Najstabsze
dzialanie zanotowano w kombinacji z olejkiem
mandarynkowym (rys. 6).

DYSKUSJA

Na podstawie uzyskanych wynikow badan
stwierdzono, ze chore sadzonki pelargonii
bluszczolistnej zasiedlone byly gléwnie przez:
Phytophthora cryptogea, Botrytis cinerea, Cyl-
indrocladium scoparium, Alternaria alternata,
Cylindrocarpon radicicola, Pythium ultimum,
Phytophthora nicotianae var. nicotianae, Fusar-
ium avenaceum, Rhizoctonia solani 1 Fusarium
oxysporum. Podobne wyniki uzyskali w swoich
badaniach liczni autorzy [Labanowski i in. 2004,
Kurzawinska 1 in. 2013, Kurzawinska 1 Machura
2016]. Orlikowski i in. [2010] stwierdzili w po-
razonych tkankach pelargonii wielkokwiatowej
wystepowanie Phytophthora cactorum, Pythium
ultimum, Botrytis cinerea 1 Fusarium avenaceum.
Zaréwno w 2014 i 2015 roku organizm grzybo-
podobny — Phytophthora cryptogea nalezat do
najliczniej izolowanych z chorej podstawy todyg
i korzeni pelargonii. Gatunki rodzaju Phytoph-
thora sa jednymi z czynnikow chorobotwor-
czych, ktore moga powodowac zgnilizne podsta-
wy pedu i korzeni oraz zaraze wierzchotkow pe-
déw [Belbahri i in. 2006, Orlikowski i in. 2012a,
Ptaszek i Orlikowski 2013]. Straty powodowane
przez niektore gatunki rodzaju Phytophthora
wahaja sie od kilku do nawet 100% [Orlikowski
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Rys. 4. Chorobotwoérczos¢ wybranych izolatéw w stosunku do sadzonek pelargonii
Fig. 4. Pathogenicity of selected isolates in relation to pelargonium seedlings
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Rys. 5. Skutecznos¢ badanych preparatéw w stosunku do Phytophthora cryptogea
Fig 5. Efficacy of the tested formulations in relation to Phytophthora cryptogea

*$rednie oznaczone tymi samymi literami nie r6znig si¢ istotnie przy o = 0,05 (Test Duncana)
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Rys. 6. Skuteczno$¢ badanych preparatoéw w stosunku do Phytophthora nicotianae var. nicotianae
Fig 6. Efficacy of the tested formulations in relation to Phytophthora nicotianae var. nicotianae

* Srednie oznaczone tymi samymi literami nie roznia sig istotnie przy o = 0,05 (Test Duncana)

1 in. 2012a]. Phytophthora cryptogea wykazala
najwyzsza aktywnos¢ chorobotwoércza. Z miejsc
z objawami chorobowymi reizolowano zaréwno
Phytophthora cryptogea, Cylindrocladium sco-
parium jak 1 Fusarium oxysporum. Uzasadnilo
to ich wlasciwosci chorobotwoércze. Wyniki zna-
lazty potwierdzenie w badaniach Kurzawinskiej
1 in. [2013]. Wyniki badan Nirenberg i in. [2009]
wskazuja, iz Phytophthora nicotianae nalezy do
patogenow zagrazajacych uprawom pelargonii

na $wiecie. Jak podajg Orlikowski i in. [2012a,
2012b] gatunki rodzaju Phytophthora naleza do
najgrozniejszych patogenow glebowych roslin,
coraz czgsciej notowanych w naszym kraju za-
rowno w uprawach szkotkarskich, rolniczych,
sadowniczych jak i w naturalnych stanowiskach.
Istnieje duze prawdopodobienstwo, iz wickszos¢
z obecnie wystepujacych gatunkéw rodzaju Phy-
tophthora zostata zawleczona do naszego kraju
razem z sadzonkami lub siewkami. Przykladem
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jest pelargonia wielkokwiatowa, na ktoérej sa-
dzonkach patogen (Ph. cactorum) zostal zawle-
czony z Europy zachodniej [Orlikowski i in.
2010]. Zrédlem patogendw tego rodzaju moze
by¢ rowniez woda skazona gatunkami rodzaju
Phytophthora, wykorzystywana do nawadniania
upraw [Brasier 2008; Orlikowski 2006; Orlikow-
skiiin., 1995, 2012a, 2012b]. Ph. cryptogea no-
towano w uprawach pod ostonami m.in. na cy-
nerarii, pachypodium, pelargonii, siningii, alstre-
meriii [Orlikowski i in., 1984; Orlikowski 1993,
1996, Ptaszek i Skrzypczak 2008].

Wyniki doswiadczen w warunkach in vitro
wskazuja, ze wptyw badanych srodkow na wzrost
liniowy grzybni Phytophthora spp. byl zrézni-
cowany. Na podstawie otrzymanych wynikéw
stwierdzono, iz olejek cytrynowy zastosowany
w stezeniu 0,1% i1 1% najskuteczniej zahamowat
wzrost liniowy grzybni Phytophthora cryptogea.
Roéwniez olejek kminkowy zastosowany w ste-
zeniu 1% wykazat najwyzszg skuteczno$¢ w za-
hamowaniu wzrostu liniowego grzybni zaréwno
Phytophthora cryptogea jak i Ph. nicotianae var.
nicotianae. Znalazlo to potwierdzenie w wcze-
$niejszych wynikach badan autorek [Kurzawin-
ska 1 Machura 2016]. Ponadto Messgo-Moume-
ne i in. [2014] wykazali réwniez iz olejek cy-
trynowy powodowat inhibicje wzrostu grzybni
Ph. infestans. Natomiast Burgiel i Smaglowski
[2008] dowiedli, iz olejek z drzewa herbaciane-
go powodowat inhibicjg¢ wzrostu B. cinerea i F.
culmorum. Burgietl [2005] stwierdzit, iz pelng
inhibicje wzrostu Pythium spp. oraz F. sulphu-
reum w warunkach in vitro powodowaty olejki
migtowy, kminkowy i tymiankowy. Dodatkowo
autor ten wykazat wysoka skuteczno$¢ w stosun-
ku do Fusarium spp. olejkéw: eukaliptusowego,
lawendowego i rozmarynowego [Burgiet 2005].
Abdalla i in. [2009] podaja, ze olejki z tymianku,
anyzu i kamfory wykazaty zahamowanie wzrostu
patogenow Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii,
Foxysporum. f. sp. betae.

WNIOSKI

1. Chore sadzonki pelargonii bluszczolistnej za-
siedlone byly glownie przez gatunki rodzajow:
Phytophthora, Fusarium, Botrytis, Cylindroc-
ladium, Alternaria, Cylindrocarpon, Pythium
i Rhizoctonia.

2. Aktywno$¢ fungistatyczne testowanych pre-
paratow byta zréznicowana i zalezata od ich
stezenia oraz gatunku patogena.
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3. W warunkach in vitro najskuteczniejszym
w hamowaniu wzrostu liniowego testowa-
nych patogenow okazat si¢ olejek kminkowy
w stezeniu 1%.
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