ANTIFUNGALNA AKTIVNOST  KOMERCIJALNIH FUNGICIDA U KOMBINACIJI SA METANOLNIM EKSTRAKTOM RIZOMA BILJKE Reynoutria japonica

Upotreba komercijalnih fungicida povezana je sa problemima rezistencije, zagađivanja prirode i opasnostima po ljudsko zdravlje. Iz tog razloga sve više se istražuje mogućnost zamjene ovih fungicida sa biljnim preparatima. U radu je istraživana antifungalna aktivnost ekstrakta rizoma biljke Reynoutria japonica u kombinaciji sa komercijalnim fungicidima (azoksistrobinom i difenkonazolom) na plijesan Penicillium expansum. U eksperimentima je korištena metoda dvostrukih razrjeđivanja u agaru. Ekstrakt koncentracije od 16 do 0,0625 mg/mL je kombinovan sa azoksistrobinom koncentracije od 0,156 do 1,25 μL/mL i difenkonazolom koncentracije od 0,0047 do 0,0375 μL/mL. Rezultati su pokazali aditivni i antagonistički efekat kombinacije difenokonazola i ekstrakta. Aditivni efekat je rastao sa porastom koncentracije difenkonazola i padom koncentracije ekstrakta. Kombinacija azoksistrobina i ekstrakta je pokazala samo aditivni učinak koji je bio izraženiji za niže koncentracije azoksistrobina i ekstrakt koncentracije 4 i 2 mg/mL. 
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UVOD
Upotreba fungicida (kao i drugih pesticida) u poljoprivrednoj proizvodnji i zaštiti namirnica biljnog porijekla, tokom skladištenja i distribucije, povezana je sa problemima zagađivanja okoline i praćena različitim tipovima otrovnosti za ljude i druge organizme. Zbog prirodne sposobnosti gljiva da stiču rezistenciju na štetne agense iz okoline, mnogi pesticidi su postali slabo efikasni. Potreba za proizvodnjom velikih količina kvalitetnog i zdravstveno ispravnog voća, povrća i žitarica, nameće i potrebu traganja za novim efikasnim materijama koje imaju inhibirajući uticaj na rast i razvoj plijesni. Zbog toga se zadnjih decenija intenzivno istražuje antifungalni uticaj različiti biljnih ekstrakata [1]. Ta su istraživanja pokazala da neki biljni ekstrakti mogu značajno da smanje kontaminaciju hrane mikotoksigenim plijesnima, a time i mikotoksinima  [2]. Posljednjih godina se, takođe, intenzivno istražuje sinergizam različitih vrsta biljnih ekstrakata i fungicida. Kombinacija biljnih ekstrakata i fungicida se može ispoljiti kroz sinergistički učinak, tako da fungicidi u prisustvu ovih ekstrakata pokazuju djelovanje pri znatno nižim koncentracijama. U tom slučaju se može izvjesna količina fungicida zamijeniti jeftinim biljnim ekstraktima, čime se značajno smanjuje količina upotrebljenih fungicida [3-5]. U tom smislu posebno su interesantni fungicidi širokog spektra na koje je već dokazana rezistencija, kao što su difenokonazol i azoksistrobin.
Difenokonazol je fungicid iz grupe triazola (Slika 1). To je sistemski fungicid koji se koristi za suzbijanje gljivičnih bolesti jabuke i drugih vrsta voća i povrća. Mehanizam djelovanja ovog fungicida ispoljava se preko inhibicije sinteze ergosterola [6].  Mnoge vrste plijesni su pokazale rezistenciju na ovaj fungicid [7] koji se nalazi u trećoj grupi otrova sa oznakom Xn (štetno) i N (opasno po okolinu) [8]. Prema nekim istraživanjima difenokonazol je visoko otrovan, teško razgradiv i kancerogen [9-11]. 
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Slika 1. Difenokonazol 
Figure 1. Difenoconasole

Azoksistrobin (Slika 2) je fungicid širokog spektra koji utiče na metabolizam disanja gljiva kroz remećenje elektron transportnog lanca a time i sinteze ATP-a [12,13]. Ovaj fungicid relativno brzo podliježe fotodestrukciji i mikrobiološkoj razgradnji [13]. Pokazalo se, takođe, da, iako azoksistrobin nije otrovan za sisare, ispoljava izuzetnu toksičnost na neke akvatične organizme, uključujući i ribe [13]. Jedan od problema koji se vezuje za višegodišnju i uzastopnu primjenu ovog fungicida je i pojava rezistentnosti kod mnogih vrsta gljiva [14-16].
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Slika 2. Azoksistrobin 
Figure 2. Azoxystrobin

Reynoutria japonica Houtt. je srodna velikoj rejnoutriji (Reynoutria sachalinensis) čiji je ekstrakt ušao u upotrebu kao efikasan fungicid na koga rezistencija nije poznata [17]. Ekstrakt rizoma R. japonica je pokazao značajan inhibitorni efekat na različite vrste mikroorganizama [18-20]. Biološki aktivne materije sadržane u ekstraktima ispoljavaju antifungalno djelovanje koje je visoko zavisno od koncentracije [21]. Ova zavisnost je primjećena u odnosu na rast micelijuma plijesni kao i na klijanje spora. 
Cilj ovog istraživanja je testiranje in vitro kombinacije različitih koncentracija metanolnog ekstrakta rizoma R. japonica i pomenuta dva fungicida protiv plave plijesni Penicillium expansum (Link) Thom. Ova plijesan uzrokuje značajne štete na uskladištenom voću, izazivajuću trulenje i propadanje plodova, a poznata je po proizvodnji toksičnog i kancerogenog mikotoskina, patulina [22]. 
MATERIJAL I METODE RADA
Priprema ekstrakta 
Rizom biljke R. japonica sakupljan je u Banjalučkom polju u jesen 2014. godine nakon izumiranja nadzemne mase biljke. Rizom je pažljivo opran pod mlazom hladne vode, usitnjen na komade veličine nekoliko cm i osušen u hladu na prozračnom mjestu. Osušeni rizom (80g) samljeven je u prah i ekstrahovan sa 600 mL metanola grijanjem uz refluks 3 sata na vodenom kupatilu. Nakon toga metanolni ekstrakt je profiltriran kroz Whatman filter papir br. 1 i uparen do suva u rotacionom vakuum uparivaču na 40°C. Ovako dobijeni ekstrakt označen je i čuvan je u frižideru do mikrobiološkog testiranja.

Priprema plijesni za testiranje
P. expansum je izolovan sa površine jabuka sorte Idared i determinisan u Laboratoriji za mikrobiologiju Tehnološkog fakulteta na osnovu izgleda oboljenja, morfologije kolonija, konidiofora i konidija [23,24]. Čista kultura P. expansum je nasijavana na Sabouraud desktrozni agar (SDA, Liofilchem, Italija) tako što su na površinu agara ezom nanošene spore i zatim nasijana podloga ostavljena na inkubaciju 40 sati na temperaturi od 25 oC. Na taj način su dobijene kolonije bijelog micelijuma koji ne odvaja spore i koje se mogu sjeći sterilnim borerom. 
Antifungalna testiranja
Ekstrakt je rastvaran u metanolu i dodavan podlozi (SDA) u seriji dvostrukih razrjeđenja. Finalne koncentracije ekstrakta su bile u seriji od 0,0625 do 16 mg/mL. Sve koncentracije ekstrakta su testirane u kombinaciji sa 4 koncentracije fungicida (Tabela 1): difenokonazola (DIFCOR 250 EC, Globachem NV, Belgija; aktivna materija 250g/L) i azoksistrobina (Quadris, Syngenta Crop Protection, Švicarska, aktivna materija 250g/L). Nasijavane su po dvije petrijevke u dva nezavisna ponavljanja. Sve serije su praćene sa kontrolnim petrijevkama koje su u podlozi sadržavale samo ekstrakt (KEx), samo fungicid (KDif; KAzo), samo metanol (K1) u odgovarajućim koncentracijama i petrijevke u kojima je bila samo podloga (K). Petrijevke sa podlogom koja je sadržavala ekstrakt i metanol pripremane su 24 sata ranije i ostavljane u sterilnim uslovima na temperaturu od 44 oC radi isparavanja rastvarača. Na slici 6 su prikazani rezultati jednog eskperimenta sa po jednom petrijevkom za svaki tretman i jednom petrijevkom sa ekstraktom koncentracije (2 mg/mL). 
Tabela 1. Koncentracije fungicida u agarnoj podlozi
Table 1. Fungicide concentration in agar medium
	Difenokonazol
(Dif)
Difenoconasole
(Dif)
	Koncentracija
μL/mL
Concentration
μL/mL
	Azoksistrobin
(Azo)
Azoxystrobin
(Azo)
	Koncentracija
μL/mL
Concentration
μL/mL

	Dif 1
	0,0046875
	Azo 1
	0,15625

	Dif 2
	0,009375
	Azo 2
	0,3125

	Dif 3
	0,01875
	Azo 3
	0,625

	Dif 4
	0,0375
	Azo 4
	1,25


 
Na sredinu svake petrijevke sa podlogom i inhibirajućom supstancom nasijavan je micelijum prečnika 6 mm, koji je isjecan sterilnim borerom i stavljan na površinu podloge u izvrnutom položaju. Petrijevke su u uspravnom položaju ostavljene na inkubaciju 7 dana na temperaturi od 25 oC u mraku. Nakon inkubacije mjeren je prečnik izraslih kolonija i izračunavana srednja vrijednost od 8 mjerenja. Inhibicija rasta micelijuma (F) je određivana u odnosu na rast micelijuma na sterilnoj podlozi i izračunavana prema formuli:

gdje je: Dc – dijametar kolonije na petrijevci sa sterilnom podlogom (K); Dt – dijametar kolonije sa određenim tretmanom (ekstrakt, fungicid, ekstrakt + fungicid, rastvarač)
Očekivana inhibicija (Cexp) antifungalnog djelovanja kombinacije ekstrakta i fungicida je izračunavana prema formuli [25,26]:

gdje je: A – inhibicija ekstrakta (Kex) odgovarajuće koncentracije, 
             B – inhibicija fungicida (KDif ili KAzo) odgovarajuće koncentracije
Sinergistički (SR) učinak kombinacije ekstrakta i fungicida je izračunavan na osnovu:

	gdje je Cob - inhibicija određene kombinacije ekstrakta i fungicida određena eksperimentom 
Ukoliko je SR > 1,5 smatra se da je kombinacija ekstrakta i fungicida sinergistička, SR od 0,5-1,5 govori o aditivnom efektu, a ako je SR < 0,5 riječ je o antagonističkom efektu [27].
REZULTATI RADA I DISKUSIJA
Ekstrakt rizoma R. japonica pokazuje inhibitorno djelovanje na rast micelijuma P. expansum koje je zavisno od koncentracije, pri čemu je samo koncentracija od 16 mg/mL pokazivala inhibiciju veću od 50%  (Slika 3).  U farmakološkim efektima ekstrakta rizoma R. japonica, antifungalno djelovanje nije posebno naglašeno [28]. Ipak, ovaj ekstrakt sadrži biološki aktivne materije kao što su emodin i resveratrol [28], koje ispoljavaju inhibitorno djelovanje protiv različitih vrsta gljiva [29,30]. 

Slika 3. Inhibitorni uticaj ekstrakta rizoma R. japonica na rast micelijuma P. expansum
Figure 3. Inhibitory effect of R. japonica rhizome extract on mycelial growth of P. expansum 

Antifungalni uticaj ekstrakata drugih vrsta familije Polygonaceae poznat je već duže vrijeme [31,32], a istražuju se i dalje [33], ali je malo istraživanja o uticaju na Penicillium vrste. Ekstrakt listova Polygonum amplexicaule je imao snažno inhibitorno djelovanje na rast P. expansum u testovima sa inokulacijom plodova jabuka [34]. Ekstrakti drugih biljaka inhibiraju klijanje spora ili rast micelijuma Penicillium vrsta u vrlo različitim koncentracijama [35]. Vjerovatno je da bi koncentracije ekstrakta R. japonica više od 16 mg/mL imale izraženije inhibitorno djelovanje. Metanol nije ispoljio antifungalni efekata ni u jednoj koncentraciji (podaci nisu prikazani)
P. expansum je pokazao izuzetnu osjetljivost prema difenokonazolu (Slika 4). Čak dvije koncentracije ovog fungicida su pokazale preko 50% inhibicije rasta micelijuma P. expansum. Najviša koncentracija korištena u eksperimetnu (Dif4) je četiri puta niža od one koja se obično koristi u tretiranju jabuka radi zaštite od različitih gljivičnih oboljenja. Najniža koncentracija (Dif1) je pokazala prosječnu inhibiciju preko 20%. 

Slika 4. Inhibitorni uticaj difenokonazola na rast micelijuma P. expansum
Figure 4. Inhibitory effect of difenoconasole on mycelial growth of P. expansum
Kombinacija ekstrakta i difenokonazola je pokazala aditivni i antagonistički učinak na rast micelijuma P. expansum (Slika 5). Najniža SR vrijednost je 0,41 (antagonistički efekat) za kombinaciju ekstrakta koncentracije 0,5 mg/mL i Dif1. Sedam kombinacija je imalo vrijednost SR između 0,5 i 0,6, što je blagi aditivni efekat koji se ispoljavao za Dif1 i Dif2 sa ekstraktom koncentracija od 0,0625 mg/mL do 2 mg/mL. Aditivni efekat je rastao sa porastom koncentracije difenkonazola i padom koncentracije ekstrakta. Najviša SR vrijednost (0,95) je bila za kombinaciju najniže konentracije ekstrakta i Dif3 i Dif4. 

Slika 5. Sinergistička vrijednost (SR) za kombinaciju različitih koncentracija ekstrakta
rizoma R. japonica (Ex) i difenokonazola (Dif)
Figure 5. Sinergetic value (SV) for combination of different concentrations of R. japonica (Ex) rhizome extract and difenoconasole (Dif)

Azoksistrobin se primarno koristi za suzbijanje plemenjače (Phytophthora infestans) i protiv crne pjegavosti (Alternaria solani), zbog čega je možda manje efikasan prema P.expansum (Slika 6). Nijedna korištena koncentracija nije inhibirala rast micelijuma P.expansum više od 50%. Najviša  koncentracija je bila tri puta manja od one koja se obično koristi u tretiranju vinove loze i povrća. Najniža koncentracija je ipak inhibirala rast micelijuma preko 40%. 

Slika 6. Inhibitorni uticaj azoksistrobina na rast micelijuma P. expansum
Figure 6. Inhibitory effect of azoxystrobin on mycelial growth of P. expansum

Kombinacija ekstrakta i azoksistrobina je imala izraziti aditivni učinak (Slika 7 i Slika 8). Sve koncentracije azoksistrobina i ekstrakta 16 mg/mL, te dvije kombinacije (Ex 0,5 mg/mL x Azo2 i Ex 0,5 mg/mL x Azo4) su imale SR vrijednost manju od 1. Ostale kombinacije su imale SR vrijednost iznad 1, a tri kombinacije iznad 1,3. Najizraženiji aditivni efekat su imale niže koncetracije azoksistrobina (Azo1 i Azo2) u kombinaciji sa ekstraktom  4 i 2 mg/mL. 

Slika 7. Sinergistička vrijednost (SR) za kombinaciju različitih koncentracija ekstrakta rizoma R. japonica (Ex) i azoksistrobina (Azo)
Figure 7. Sinergetic value (SV) for combination of different concentrations of R. japonica (Ex) rhizome extract and azoxystrobin (Azo)
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Slika 8. Antifungalni uticaj kombinacije ekstrakta (a - i : koncentracije Ex mg/mL) i azoksistrobina (Azo1); 1 i 2 - kontrolne petrijevke (K i KAzo1); 3 – Kontrola ekstrakt  (KEx) koncentracije 2 mg/mL. 
Figure 8. Antifungal activity for extract combination  (a-i: conc. Ex mg/mL) and  azoxystrobin (Azo1); 1 and 2 - control Petri plates (K and KAzo1); 3 - control extract (KEx) concentration 2 mg/mL.
Istraživanja sinergističkog djelovanja fungicida (kresoxim-methy) i biljnih ekstrakata u suzbijanju Botrytis cinerea, takođe, potvrđuju da se aditivni i sinergistički fungicidni efekti ispoljavaju između ekstrakata i fungicida nižih koncetracija koji nisu pojedinačno pokazali značajnije antifungalno djelovanje [36]. Antagonistički efekat se ispoljio kod ekstrakata viših koncentracija sa nižom koncentracijom fungicida. Autori ovaj fenomen objašnjavju složenošću biljnih ekstrakata i interekcijom njihovih komponenti sa fungicidom. Ekstrakt rizoma R. japonica takođe sadrži veliki broj različitih biološki aktivnih jedinjenja [28,37] među kojima je moguća različita interakcija, koja zavisi od koncentracije ekstrakta. Naime, pokazalo se da niže koncentracije biljnih ekstrakata mogu da ispoljavaju jači antifungalni efekat, što se takođe objašnjava sinergističkim uticajem komponenti u ekstraktu [38]. Moguće je da međusobne interakcije komponenti u cijelom ekstraktu usložnjavaju i interakcije između ekstrakta i fungicida, što se ispoljava kroz različite efekte na rast micelijuma P. expansum. 


ZAKLJUČCI
Kombinacija ekstrakta rizoma Reynoutria japonica Houtt. različitih koncentracija sa dva komercijalna fungicida (Difenokonazol i Azoksistrobin) je pokazala uglavnom aditivni antifungalni efekat na rast micelijuma Penicillium expansum. Aditivni efekat nije proporcionalan koncentraciji testiranih komponenti i najviši (SR = 1,38) je zabilježen za kombinaciju azoksistrobina koncentracije 0,15625 μL/mL i ekstrakta koncentracije 2 mg/mL. Antagonistički efekat je zabilježen samo u kombinaciji difenokonazola koncentracije 0,0046875 μL/mL i ekstrakta koncentracije 0,5 mg/mL. Složenost hemijskog sastava ekstrakata rizoma R. japonica ukazuje na veliki broj mogućih interakcija između njegovih komponenti kao i testiranih fungicida, koje se ispoljavaju kroz različit uticaj na rast micelijuma P. expansum. 
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ANTIFUNGAL ACTIVITY OF COMMERCIAL FUNGICIDE IN COMBINATION WITH METHANOLIC EXTRACT FROM Reynoutria japonica  RHIZOME 



The use of commercial fungicides is associated with problems of resistance, pollution of nature and the risks to human health. For this reason, the possibility of replacing these fungicides with herbal preparations is increasingly exploring. This paper examines the antifungal activity of Reynoutria japonica rhizome extract in combination with commercial fungicides (azoxystrobin and difenoconazole) against mold Penicillium expansum. The method used in experiments was double dilution in agar. Extract used in concentration range from 0,0625 to 16 mg / mL was combined with azoxystrobin in concentration range from  0,156 to 1,25 ul / ml and with difenoconazole in concentration range from 0,0047 to 0,0375 ml/ml. The results showed an additive and antagonistic effect of combination of difenoconazole and extract. An additive effect is increased with increasing concentrations of difenoconazole and lowering concentrations of the extract. The combination of azoxystrobin and extract showed only an additive effect that was more pronounced at lower azoxystrobin concentrations and 2-4 mg / mL. concentration of  extract. 

Keywords: antifungal activity, plant extract, fungicides
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