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Antifungélni u¢inek esencidlnich olejli na vybrané ptivodce
houbovych chorob zeleniny

Souhrn

Tato diplomova prace je zaméfena na vyuziti fungicidni u¢innosti esencialnich oleja
z vybranych aromatickych rostlin proti patogenum Botrytis cinerea, Alternaria solani,
Sclerotinia sclerotiorum a Stromatinia cepivora, které zptisobuji choroby na zelening.

V prvnim kroku experimentu byl proveden test antimykotické aktivity pii 0,1%
koncentraci esence ztéchto bylin: Cymbopogon winterianus, Eucalyptus citriodora,
Foeniculum vulgare, Litsea cubeba, Mentha spicata, Pelargonium graveolens, Pimpinella
anisum, Rosmarinus officinalis a Thymus vulgaris.

U esenci, které uspésné zamezily rist houbového mycelia, byla stanovena tzv. MIC
(minimalni inhibi¢ni koncentrace). VUc¢i patogenu B. cinerea nejlépe puisobil esencialni olej
z T. vulgaris s MIC 0,02188 %. Dalsi esence, které se vi¢i tomuto parazitu velmi dobie
osvédCily, byly ziskany z: L. cubeba (MIC 0,03125 %), C. winterianus, M. spicata
a P. graveolens (se stejnou MIC 0,04375 %). U houby A. solani byla zajisténa 100% inhibice
pouze u jedné esence, a to z T. vulgaris, jejiz MIC dosahuje 0,03125 %. Mezi rostliny, jejichz
esence jsou schopny zabranit ristu mycelia patogenu S. sclerotiorum, patii C. winterianus
(MIC 0,075 %), E. citriodora (MIC 0,0625 %), F. vulgare (MIC 0,1 %), L. cubeba
(MIC 0,04375 %), M. spicata (MIC 0,0625 %), P. graveolens (MIC 0,04375 %) a T. vulgaris
(MIC 0,025%). Houba S. cepivora byla vyborné inhibovana esencialnimi oleji z téchto
rostlin: C. wintrerianus (MIC 0,03125 %), L. cubeba (MIC 0,0675 %), M. spicata
(MIC 0,05 %), P. anisum (MIC 0,075 %), P. graveolens (MIC 0,025 %) a T. vulgaris
(MIC 0,01875 %).

Z vysledku experimentu je patrny silny inhibi¢ni vliv esence T. vulgaris, ktera jako
jediné putsobila proti vSem Ctyfem testovanym houbdm. Naproti tomu zZadny patogen nebyl
vyznamné ovlivnén esenci R. officinalis. V rostlinach, piedev§im z T. wulgaris,
C. wintrerianus, L. cubeba, M. spicata a P. graveolens, se ukryva potencional pro alternativni
zpusob ochrany v zeméd€lské produkci. Nelze vSak ani opomenout dobré ucinky esenci

E. cintriodora, F. vulgare vuci patogenu S. sclerotiorum a P. anisum proti S. cepivora.

Kli¢ova slova: choroby zeleniny, esencialni olej, ochrana, Botrytis cinerea, Alternaria solani,

Sclerotinia sclerotiorum, Stromatinia cepivora



Antifungal effect of essential oils on selected causal agents of
vegetable fungal diseases

Summary

The diploma work focuses on using the fungicidal efficiency of the essential oils of
particular aromatic plants against certain pathogens such as Botrytis cinerea, Alternaria
solani, Sclerotinia sclerotiorum and Stromatinia cepivora which cause vegetable diseases.

In the first part of the experiment, the antimycotic activity test was performed when
using 0,1% concentration of the essence from the following herbs: Cymbopogon winterianus,
Eucalyptus citriodora, Foeniculum vulgare, Litsea cubeba, Mentha spicata, Pelargonium
graveolens, Pimpinella anisum, Rosmarinus officinalis and Thymus vulgaris.

So called MIC (minimal inhibitive concentration) was defined for those essences that
prevented the growth of fungal mycelium successfully. The essential oil from T. vulgaris with
MIC 0,02188 % reacted against the pathogen B. cinerea the best way. Other essences that
proved to be effective against that parasite were extracted from: L. cubeba (MIC 0,03125 %),
C. winterianus, M. spicata and P. graveolens with the same MIC 0,04375 %. Dealing with A.
salani, a 100% inhibition was detected just with one essence which was T. vulgaris with MIC
0,03125 %. The following plants are those that are able to prevent the growth of mycelium of
the pathogen S. sclerotiorum, they include: C. winterianus (MIC 0,075 %), E. citriodora
(MIC 0,0625 %), F. vulgare (MIC 0,1 %), L. cubeba (MIC 0,04375 %), M. spicata (MIC
0,0625 %), P. graveolens (MIC 0,04375 %) and T. vulgaris (MIC 0,025%). The fungus S.
cepivora was successfully inhibited with the essential oils from the following plants: C.
wintrerianus (MIC 0,03125 %), L. cubeba (MIC 0,0675 %), M. spicata (MIC 0,05 %),
P. anisum (MIC 0,075 %), P. graveolens (MIC 0,025 %) and T. vulgaris (MIC 0,01875 %).

The results of the experiment give us obvious conclusion about a strong inhibitive
influence of the essence from T. vulgaris which positively reacted with all four tested fungi as
the only one from the experiment. On the contrary, none of the pathogens was significantly
influenced by the essence from R. officinalis. The plants such as T. vulgaris, C. wintrerianus,
L. cubeba, M. spicata and P. graveolens contain the potential for an alternative way of
protection in agricultural production. However, satisfactory effects of the essences from
E. cintriodora, F. vulgare against S. sclerotiorum pathogen and P. anisum against S. cepivora
should not be ignored.

Key words: vegetable diseases, essential oil, protection, Botrytis cineria, Alternaria solani,

Sclerotinia sclerotiorum, Stromatinia cepivora
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1 Uvod

V této dobe se stale castéji diskutuje o syntetickych ptipravcich na ochranu rostlin.
Vzristd tlak ze strany statu a Evropské unie, odkud prichdzeji stale ptisnéjsi pravidla
pro registraci pesticidii a jejich uzivani. Zaroven stoupd iniciativa obcanti, ktefi pozaduji
SetrnéjSi pfistup k Zivotnimu prostfedi a zdravéj$i potraviny. Nelze ani opomenout
dlouhotrvajici problém s ptibyvajicim poétem rezistentnich organizmii vii¢i urcitym aéinnym
latkam pesticidi.

Od 1. 1. 2014 vesSla v platnost zména ndrodni a unijni legislativy, kterd udava
povinnost provadét zasady integrované ochrany. Tyto zasady mimo jiné kladou diraz
na preferenci vSech nechemickych prostiedkii a metod ochrany rostlin, snizeni aplikace
chemickych ptipravkli, minimalni vyskyt rezidui v potravinaich a zamezeni rozvoje
rezistentnich populaci chorob a Sktdct.

Je mozné, Zze kliem pro tato kritéria jsou pravé aromatické rostliny.
Béhem poslednich 15 az 20 let zacal vzristat zajem evropského vyzkumu o biologicky
aktivni latky z rostlin s pesticidnimi G¢inky, ktery spéje k vyvoji novych ptipravki na této
bazi.

Tato prace se zabyva esencialnimi oleji z Cymbopogon winterianus, Eucalyptus
citriodora, Foeniculum vulgare, Litsea cubeba, Mentha spicata, Pelargonium graveolens,
Pimpinella anisum, Rosmarinus officinalis a Thymus vulgaris s fungicidnim t¢inkem, ktery je
testovan na patogenech Botrytis cinerea, Alternaria solani, Sclerotinia sclerotiorum

a Stromatinia cepivora, vyskytujicich se na zelening.



2  Védecka hypotéza a cil prace

Hypotéza: Existuji esencialni oleje, které maji inhibi¢ni ucinek na rist houbovych

patogent zeleniny a potencialni vyuziti v ochrané hostitelskych rostlin pied témito patogeny.

Cilem diplomové prace bylo otestovat G¢inky vybranych esencidlnich oleji na rist
vybranych houbovych patogenii zeleniny. V tomto cili jsou zahrnuty dvé Casti experimentu.
V prvni fadé€ bylo nutno ovéfit fungicidni aktivitu zvolenych esenci proti konkrétnim houbam.
Nasledné u esenci, které prokazaly tuto schopnost, byla stanovena minimalni inhibi¢ni

koncentrace.



3  Literarni prehled

3.1  Vybrani ptuvodci houbovych chorob na zeleniné

Péstovani zeleniny ma v Ceské republice svoji tradici. Jiz v 18. stoleti doslo
k obrovskému rozvoji zelinatstvi, které bylo véhlasné i v zahrani¢i. Dochazelo ke vzniku
mnoha novych odrid, které reprezentuji tehdej$i i souCasné vyznamné péstitelské oblasti
v Cechach i na Moravé. K nejznaméj§im patii napiiklad Plotistské zeli, Vsetatska cibule,
Malinsky kien ¢i okurky, Ivanéicky chiest, nebo Bzenecky ¢esnek (Anonym, 2015b).

Vzhledem Kk vysoké konkurenci ze zahrani¢i maji dnesSni zelinafi daleko t&zsi
podminky pro podnikani, pfesto na trhu stile nachazi své misto. V Ceské republice
k 31. 5. 2014 bylo registrovano 9 211 ha osevni plochy, na které byla péstovana zelenina.
Rok 2014 se vyznacoval destivym kvétnem a ptivalovymi desti v ervenci, které spolu
s vykyvy teplot pfispély k rozvoji houbovych a bakterialnich chorob, piedevsim plisné cibule,
alternarie na mrkvi, nebo i septoridzy na celeru. Na jafe byl na porostech $penatu zaznamenan
Cast¢jsi vyskyt plisn€ Spenatové a antrakndzy, na saldtech plisné salatové a bakteriozy. Kvétak
trpél listovymi skvrnitostmi a bakteriozami. Destivé pocasi v zav€ru vegetace rajéat se i pies
intenzivni chemickou ochranu podepsalo na Spatném zdravotnim stavu ploda, které byly
hojné napadeny fytoftorou a Cernémi. Vysoké teploty sniZzovaly kvalitu zeleniny urcené
pro skladovani, na kofenové zeleniné sklizené¢ za vysokych teplot se objevovaly houbové
choroby, jako napiiklad pliseni Seda nebo plisen zpisobena S. sclerotiorum (Buchtova, 2014).

Priib¢h roku 2014 a jeho vliv na rozvoj houbovych patogeni dokazuje, ze houbové
a bakteridlni choroby jsou Castym problémem ve sféfe trzni produkce zeleniny. Nasledujici
podkapitoly se podrobné zabyvaji vybranymi houbovymi fytopatogeny. Jsou zde uvedeny
optimalni podminky pro jejich rozvoj, popis vyvojového cyklu, piiznaky napadené rostliny

a charakter pribéhu choroby jimi zpuisobenou.

3.1.1 Botrytis cinerea Pers. (1974) (anam.)

Taxonomicky zatfazeno dle Index Fungorum (2015)

Oddélent: Ascomycota
Trida: Leotiomycetes
Rad: Helotiales
Celed: Sclerotiniaceae

Telemorfa:  Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whetzel (1945)


http://www.indexfungorum.org/names/NamesRecord.asp?RecordID=284645

Podle ¢asopisu Molecular Plant Pathology byla houba B. cinerea ohodnocena jako
2. nejvice hospodaisky vyznamny houbovy patogen. Jednad se o prizkum, kterého
se zucastnilo 495 mykologt zabyvajici se fytopatogeny. Pfi¢inou takového umisténi je ziejme
Siroké spektrum hostiteli, u kterych zptsobuje zavazné poskozeni jak pied, tak i po sklizni.
Odhady pro celkové svétové naklady (mechanické opatieni, fungicidy, biologicka ochrana)
vynaloZené na ochranu proti B. cinerea piesahuje pies 1 bilion € ro¢né (Dean et al., 2012).

Patogen Botrytis cinerea je schopen napadnout prakticky vSechny péstované i volné
rostouci rostliny, ze zeleniny pfedevSim raj€ata, papriky, okurky, salat, zeli, hrach a fazol
(Rod et al., 2005).

B. cinerea preziva saprofytickym zptisobem ve formé sklerocii, na kterych se na jafe
zacnou vyvijet konidiofory. Patogen také tvofi mikrokonidie, které predevsim slouzi jako
spermacie. Z nichz pohlavné — spermatizaci vznikaji apothecia (Beever et Weeds, 2007).

Zralé konidie se stavaji primarnim inokulem, ktery se $iii vétrem (Beever et Weeds,
neperzistentné i perzistentné (Fermaud et Gaunt, 1995).

Patogen a jeho rozmnoZovaci struktury mohou byt nalezeny na rostlinnych zbytcich
I na nafadi. Je béznou soucasti ptidni mikroflory, podili se na rozkladu rostlinného materialu.
Pfenosny muze byt i osivem prostfednictvim mycelia v nazkdch, nebo piimési sklerocia
(Talich et al., 2013).

Kli¢ni hyfa s apresoriem neni morfologicky uzptisobena tak, aby dokéazala odolavat
osmotickému  tlaku. Ztohoto diuvodu nemuize aktivné prorist do rostliny
(Williamson et al., 2007).

Jeho vstupni branou jsou odumiela ¢i poskozena pletiva primarnimi patogeny, nebo
mechanickym poSkozenim. Odtud se dale rozsifuje i na zdrava pletiva (Talich et al., 2013).
K primarni infekci dochazi na malych plodech ¢i kvétnich organech, kam se konidie snadno
dostanou. Na tomto misté byvaji ¢asto neaktivni az do chvile, kdy dojde k poskozeni pleva
(Viret et al., 2004).

Napadené mladé rostliny s ptiznaky mékké hniloby listll a stonkil vétSinou odumiraji,
jedna se o tzv. padani kli¢nich rostlin. B. cinerea je ptivodcem $edé plistiovitosti, ktera
se projevuje rozpadem pletiva na riznych c¢astech rostliny, doprovazeny Sedohnédym
chmyfitym povlakem (Rod et al., 2005).

Na jednotlivych druzich zeleniny se muze liSit prvotni misto napadeni i ptiznaky.
U salatu byva v prvni fadé poSkozen kotfenovy kréek a srdécko. U fazolu a tykvovité zeleniny

se patogen §ifi od konce plodi z odumielych kvétl, u rajéat a paprik naopak pies stopku.

4



U brukvovité zeleniny se tato choroba nejcastéji vyskytuje na skladovaném hlavkovém zeli
(Rod et al., 2005).

Casta aplikace syntetickych fungicidii podnitila vznik rezistentnich kmenti B. cinerea.
Rezistence byla prokazana u chemickych latek ze skupin dikarboximidy, benzimidazoly
a v ptipadé rezistence k ucinné latce kaptan (skupina ftalimidy) byla identifikovana kiizova
rezistence k riznym dithiokarbamatim (Williamson et al., 2007).

V ramci antirezistentni strategie, intergrované a ekologické ochrany se upfednostiuje
biologickd kontrola, kterdA na rozdil od ostatnich stith neni u nas registrovana
(Anonym, 2015a).

V zahrani¢i se vyuzivaji vlaknité houby Trichoderma harzianum, Clonostachys rosea
(Gliocladium roseum) a Ulocladium oudemansii, kvasinky Candida oleophila, nebo bakterie
Streptomyces griseoviridis, Bacillus subtilis a Pseudomonas syringae (Elad et Stewart, 2007).

3.1.2 Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary (1884)

Taxonomicky zatazeno dle Index Fungorum (2015)

Odd¢lent: Ascomycota

Ttida: Leotiomycetes
Rad: Helotiales
Celed: Sclerotiniaceae

Houba S. sclerotiorum stejné¢ jako B. cinerea je povazovana za hostitelsky
nespecificky avelmi agresivni patogen. Napada vice nez 400 rostlin po celém svété.
Mezi hostitelské plodiny patii naptiklad slunecnice, soja, fepka olejka, cizrna, cocka a rtzné
druhy zeleniny (Bolton et al., 2006). Usp&iné kolonizuje pletiva salatu, polni¢ku, mrkve,
petrzele, rajcete, papriky, zeli, ¢ekanky, fazolu a hrachu (Rod et al., 2005).

Patogen pietrvava v pad¢ ve formé sklerocii az 8 let. K tomu ziejmé slouzi svrchni
vrstva sklerocia obsahujici melanin, ktery chrani sklerocium pied nepfiznivymi podminkami
a mikrobialni degradaci. Sklerocium je hlavnim zdrojem infekce, ktera se §iti prostfednictvim
mycelia (primarni infekce) nebo askosporami (sekundarni infekce) (Bolton et al., 2006).

Mycelium vyrlstajici ze sklerocia miize infikovat kofeny hostitele. Pres pokozku
kofene se dostane pomoci enzymi, nebo mechanicky — apresoriem a penetraénim rohem.
Tento zpusob je praktikovan pouze na n€kolika plodinich, na slunecnici a nekteré zeleniné

(Bolton et al., 2006).


http://www.indexfungorum.org/Names/Names.asp?strGenus=Sclerotinia

Askospory jsou tvoteny ve vieckach v plodnici (apotheciu), ktera vyrtsta za vhodnych
podminek na sklerociu. Po dozrani jsou askospory aktivné vystielovany nebo odnaseny
vétrem. Mohou kli¢it na povrchu zdravé tkang, ale musi mit k tomu dostatek zivin a vodu.
K infekci je tedy tieba staré nebo nekrotické pletivo poskytujici ziviny, vlhké prostiedi a vyssi
teplota vzduchu. Zminovanym zdrojem zivin byvaji Casto kvétni platky, proto hostitel
je velmi nachylny v dob¢ kvétu (Bolton et al., 2006).

U slune¢nice mize byt patogen pirenosny osivem, kde houba pteziva v semenu
ve formé mycelia (Prokinova, 2010).

S. sclerotiorum patii k nejcastéjSim ptavodcim skladkovych chorob brukvovité
a kotenové zeleniny. Zpocatku se projevuje jako mekka, rychle se rozsifujici hniloba.
Na postizenych pletivech vytvari bilé vatovité mycelium S cernymi sklerocii. U salatu
a polnicku je spolu B. cinerea jednou z pficin tzv. podehnivani salatu. U fazolu, hrachu, rajcat
a okurek jsou napadany jak plody, tak stonky, kdy rostliny nad infikovanym mistem vadnou
a odumiraji (Rod et al., 2005).

Chemicka ochrana je dobfe zajisténa a zatim nejsou znamy rezistentni kmeny,
proti nékterym u¢innym latkam (Bolton et al., 2006).

V CR jsou povoleny dva biologické prostfedky na bazi Coniothyrium minitans
a Pythium oligandrum (Anonym, 2015a). Je znamo vSak mnohem vice takovych
mykoparazitd proti S. sclerotiorum, které se v praxi bézné¢ pouzivaji, napiiklad Streptomyces

lydicus, Trichoderma harzianum, nebo bakterie Bacillus subtilis (Zeng et al., 2012).

3.1.3 Stromatinia cepivora (Berk.) Whetzel (1945) (telem.)

Taxonomicky zatazeno dle Index Fungorum (2015)

Odd¢lent: Ascomycota
Ttida: Leotiomycetes
Rad: Helotiales
Celed: Sclerotiniaceae

Anamorfa:  Sclerotium cepivorum Berk. (1841) (anam.)

Tato celosvétove rozsifend houba zplisobuje zdvazné Skody v oblastech, kde se péstuje
cibulova zelenina. Napada plodiny rodu Allium spp., kam patfi ¢esnek, cibule, Salotka a por.
S. cepivora je ptic¢inou vzniku tzv. bilé hniloby cesnekovitych. Patogen pieziva ve formé
sklerocii, ktera mohou pteckat v ptidé neptiznivé podminky az 30 let. Bylo zjisténo, ze pouze

jedno sklerocium na 1 kilogram pudy muize poskodit 50 % plodin. Pokud se v 1 kilogramu



pudy vyskytuje 10 az 20 sklerocii, dojde k infekci v podstaté vSech rostlin (Sammour et al.,
2011).

Primarnim inokulem jsou tedy drobna tmavé sklerocia podobnd makovému semenu,
ktera se na pozemek zavleCou spolu se sadbou. Hlavnim impulzem pro kliceni sklerocia jsou
latky obsazené v kofenovych exudatech hostitele, predevsim sulfidy. Mycelium v padé
postupné roste smérem k hostitelské¢ rostliné, do které se dostane pomoci apresoria
a penetracniho hrotu pies koteny. Takto mize napadat i okolni rostliny. Mycelium se vytvari
piedevs§im na podzemnich ¢astech rostliny a na bazich nadzemnich ¢asti. Na myceliu po ¢ase
dochazi k produkci obrovského poctu dalSich sklerocii. Ty se snadno rozsituji pomoci silného
vétru, privalového desté nebo zemédélskou technikou. Mlada sklerocia jsou po dobu 1 — 3
mésict od jejich tvorby v klidovém stadiu, a poté mohou opét kli¢it a jsou pak pficinou
snizeni vynosu po n¢kolik sezon. Rozvoj a §ifeni S. cepivora podporuje vlhké a chladné
prostiedi o teploté do 20 °C, vododrzné a malo propustné chladné ptdy, které maji nizké pH a
jsou ptehnojené dusikem (Sammour et al., 2011).

V ptipad€ vhodnych podminek miize byt hostitel infikovan v jakékoliv fazi rhstu,
obvykle vSak k tomu dochdzi od faze 3 az 5 listli. V porostu jsou patrna ohniska napadenych
rostlin, ktera zloutnou, jejich spodni listy odumiraji a vétSina infikovanych rostlin hyne
v prubéhu vegetacniho obdobi (Rod et al., 2005).

Zakladem ochrany je prevence pred zavleCenim inokula, evidence zamotenych ploch
a zcela zdravy sadbovy material (Rod et al., 2005). V CR je povolen pouze jeden chemicky
piipravek s u¢. latkou — azoxystrobin (Anonym, 2015a), proto by se mélo o to vice soustiedit
na vyuziti pudnich antagonistii, konkrétné Chaetomium globosum, Coniothyrium minitans,

Trichoderma harzianum, T. koningii, Bacillus subtilis (Sammour et al., 2011).

3.1.4 Alternaria solani Sorauer (1896)

Taxonomicky zafazeno dle Index Fungorum (2015)

Oddéleni: Ascomycota
Ttida: Dothideomycetes
Rad: Pleosporales
Celed: Pleosporaceae

Tato houba zpisobuje tzv. alternariovou skvrnitost rajéete a hnédou skvrnitost
bramboru. Je celosvétove rozsifena a vyskytuje se v Sirokém rozsahu klimatickych podminek.

Mira poskozeni zéalezi na vlhkosti, citlivosti odridy a vyzivovém stavu. V piipadé



neosetfeného porostu mize v zavislosti na jmenovanych faktorech dojit k vynosovym ztratam
vV rozmezi 5 — 78 % (Kemmitt, 2002).

V CR k vaznym $kodam dochazi spise lokalné u nachylngjsich odrid, v teplych
a sussich oblastech (Talich et al., 2013).

A. solani pfeziva na rostlinnych zbytcich nebo na infikovanych hlizach ve formé
konidii nebo mycelia. Na pfelomu jara a 1éta konidie, které jsou pienesené vétrem
¢i destovymi kapkami na list nové rostliny, zacnou kli¢it ve vlhkém prostfedi pii teploté
24 - 29 °C. Prorustaji aktivn¢ pies epidermis listu, nebo se do listu dostavaji pies pruduchy
a poranéni. Asi tyden po infekci se na starSich listech objevuji tmavé 1éze, které se postupem
casu rozsifuji. Béhem stfidani vlhka v noci a sucha ve dne se vytvoii konidiofory a nasledné
nové konidie, které zajisti sekundarni infekci (Kemmitt, 2002).

Tmavohnédé skvrny se postupné zvetsuji, vnejsi okraje jsou zluté lemované a uvnitf se
objevuji koncentrické kruhy. Pfi silnéjSi infekci 1éze splyvaji a listy odumiraji
(Rod et al., 2005). Pokud skvrny vznikaji od okraje listti, je v prvé poloviné rozvoje choroby
moznd zadmeéna s plisni bramborovou (Prokinova, 2010).

Na stoncich jsou viditelné protahlé, mirn€ propadlé skvrny, které jsou pficinou castého
lamani. Opad kvéti zplsobuji skvrny na stopkach. U napadenych plodi se objevuji
ve stopkové Casti tmavé, propadlé, ostfe ohraniCené skvrny, které jsou za vlhka pokryté
c¢ernym sametovym povlakem vytrustt hub. Na hlizach patogen zptsobuje suchou hnilobu
(Rod et al., 2005).

Béhem chemické ochrany je nutné brat zietel na antirezistentni strategii. U A. solani
byla jiz zaznamenana rezistence proti chemickym latkdm skupiny Qol, které jsou obecné

ohrozeny rezistenci (Kemmitt, 2002).

3.2 Esenciilni oleje vybranych rostlin

Esencialni oleje jsou piirodni te€kavé sekundarni metabolity aromatickych rostlin,
UnichZ zajiStuji mnoho funkci. SlouZi jako ochranny prostfedek proti fytopatogennim
mikroorganismiim a zivo¢ichim vyuzivajici rostlinu pro svlj vyvoj a reprodukci. Hraji
dulezitou roli v interakci mezi rostlinou a hmyzem, v podob¢ atraktantt ¢i repelentii. Zaroven
mohou zprostiedkovat komunikaci mezi okolnimi rostlinami a symbiotickymi
mikroorganismy (Batish et al., 2008).

Esencialni oleje jsou v praxi z velké ¢asti uzivany pro jejich ptirozené schopnosti,

tj. pro jejich antibakterialni, antimykotickou a insekticidni aktivitu. V soucasné dob¢ je znamo



ptiblizné 3000 éterickych oleji, ztoho 300 se komeréné zpracovava. V potravinarském
pramyslu slouzi jako nositel chuti, konzervant nebo jina piidatna latka. V kosmetice je castou
slozkou v riznych krémech, mydlech, make-up produktech, v parfumerii jsou dokonce
nepostradatelné. Pro zeméd¢lstvi predstavuji alternativu syntetickych pesticidt. Jejich
uplatnéni ve farmacii a medicin€ pochazi jiz z lidového 1é¢itelstvi. Nékteré dokonce vykazuji
schopnost vylécit rizné dysfunkce organt, systémové poruchy nebo rakovinové bujeni.
Jsou zakladnim prvkem v aromaterapii (Bakkali et al., 2008).

Jsou ulozeny v sekre¢nich bunkach, kanalcich, epidermalnich bunkach nebo
zlaznatych trichomech a mohou byt ziskany ze vSech rostlinnych organd, z pupent, kvéti,
listd, stonku, vétvicek, semen, plodi, kofent, dieva i kury (Bakkali et al., 2008).

Jedna se o velmi slozité piirodni smési, které mohou obsahovat 20 az 60 komponent.
Obsahuji 2 aZz 3 hlavni sloZky, které ve sloZeni zaujimaji pomérné velky podil ve srovnani
s ostatnimi latkami vyskytujici se ve stopovém mnozstvi (Bakkali et al., 2008).

Procentualni zastoupeni jednotlivych latek v oleji je velice variabilni a je ovlivnéno
fadou vn¢jSich 1 vnittnich faktorl, tj. povétrnostni a pidni podminky, geografickd poloha,
genetickd vybava, stafi a vyvojova faze rostliny, typ extrakce, extrahovana rostlinnad cast

(Diao et al., 2014; Khanuja et al., 2005).

3.2.1 Mechanismy toxicity esencialnich oleji

3.2.1.1 Cytotoxicita esencialnich latek

Esencidlni latky maji lipofilni charakter, tudiz prochazi bunécnou sténou
a cytoplazmatickou membréanou. Cestou narusuji strukturu vrstev polysacharidli, mastnych
kyselin a fosfolipidu. Takto silné¢ poSkodi permeabilitu, coz mize vést k uniku makromolekul,
¢i dokonce k lyze (Turina et al., 2006).

Mohou také zapfti€init srdZeni cytoplazmy, nebo rozrusit samotné organely rozkladem
proteinu a lipidi. To vSe je patrné zpiisobeno fenolovou prooxidacni ¢innosti (urychleni
oxida¢niho procesu). Pfi prooxidacni reakci dochazet k tvorbé reaktivnich forem kysliku

(ROS) (Burt, 2004; Gustafson et al., 1998).

3.2.1.2 Jadernd mutagenita

Usmrceni Skiidce ¢i patogenu V disledku jaderné mutagenity esenci neni b&zné.

Existuji vSak nekteré studie, ve kterych byla jadernd mutagenita esenci prok4dzana. Naptiklad



pelynék estragon pusobil genotoxicky na Bacillus subtilis, nebo esence z maty klasnaté
a kopru vonného méla podobny dopad na octomilku obecnou. Dale G¢inna latka anethol

z fenyklu a anyzu byla také oznacena jako mutagenni (Bakkali, et al. 2008).

3.2.1.3 Specifi¢nost esencialnich latek

Specifi¢nost oleji nespoc¢iva v biologickém tc¢inku, napf. v cytotoxicité. Specifi¢nost
se spiSe tykd konkrétniho slozeni esencidlniho oleje. Slozeni rozhoduje o tom, do jakého
mista ¢i organely se esence v bufice dostane. V dusledku vyskytu pak probihd rizny typ

radikéalové reakce, coz ovliviiuje prave 1 produkci ROS (Bakkali et al., 2005).

3.2.2 Zpusoby ziskani esencidlniho oleje

3.2.2.1 Lisovani za studena

Jde 0 jakykoli mechanicky proces, z n¢hoz se ziskava olej rozdrcenim vstupni
suroviny. Tento zpusob se vyuziva piedev§im u semen nebo plodi (nejcastéji citrusovych).
V piipadé¢ citrusi, u kterych se esence nachdzi v olejovych vaccich blizko povrchu kury,
postaci jemné stlaCeni. V praxi se bud’ zpracovava cely plod, nebo pouze klira. Ze ziskané
emulze se pak vlivem odstfedivé sily oddéli esencidlni olej (Lawrence, 1995).

Paklize se jedna o semena, musi se pred lisovanim nejprve rozemlit. Pti stlaceni drti
za urc¢itého tlaku vytéka olej spolu s drobnymi tlomky semene. Poté prochazi filtrovaci
soustavou, kde je zbaven necistot. Cely proces vétSinou probiha za ptitomnosti ochranné¢ho
plynu. Tato technika je velice Setrna, pfi niz nedochazi k degrada¢nim zménam. Lisovanim

za studena se dosahne sice vysoké kvality, ale zato nizké produkce (Poustkova et al., 2010).

3.2.2.2 Hydrodestilace

Hydrodestilace se déli na dva zékladni postupy: destilace vodni parou, nebo
hydrodestilace podle Clevengera. Hlavni rozdil mezi nimi spoc¢iva v odli$né interakci mezi
rostlinnym materidlem a vodou. V ptipad€ parni destilace je droga umisténa v proudu pary,
u Clevengerova pfistroje je pftimo ve vrouci vodé. Cely princip je postaven na skutecnosti,
7e destilované slouceniny maji hydrofobni povahu a tudiz se snadno od sebe oddéli diky

rozdilné hustoté (Topiaf et al., 2013).
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Jedna se o zdlouhavy proces, ktery mize trvat i 4 hodiny, navic monoterpeny mohou
podléhat chemickym zméndm. Z téchto divodi byly vyvinuty nové technologie, které
zkratily cely proces, zvysily vynos a zlep$ily kvalitu izolovaného oleje (Lo Presti et al., 2005).

Hydrodestilace za pomoci mikrovin (MAHD) spociva v pisobeni mikrovin na vodu,
ktera je obsazena v rostlinnych pletivech. V dusledku této interakce se zvysi kineticka energie
v molekule vody, protrhne se buné¢na sténa buiky, uvolni se vodni emulze, z niz se voda
zacne odpafovat. MAHD spliiuje vSechny vyse uvedené pozadavky a navic nezatézuje zivotni
prostiedi (Lo Presti et al., 2005).

Existuji modifikace této technologie, naptiklad vakuova mikrovinnd hydrodestilace
(VMHD), nebo mikrovinna destilace za pfitomnosti stlaceného vzduchu (CAMD)
(Vian et al., 2008).

3.2.2.3 Extrakce

Dalsi variantou je extrakce pomoci rozpoustédla kapalného nebo tuhého. Pozadované
slouc¢eniny se vlivem rozpoustédla uvolni z rostlinné smeési a nasledné se oddéli odparenim
rozpoustédla. Produkt ziskany timto zplsobem neni spravné nazyvat esencidlnim olejem,
jelikoz po extrakci mohou zlstat v izolovaném oleji stopy rozpoustédla. Z tohoto divodu ani
nespliiuje podminky pro ISO (Baser and Buchbauer, 2010).

Pti extrakei éterickych oleji je vhodné zvolit rozpoustédlo v podobé kapalného oxidu
uhli¢itého. Pfednosti je citlivé zpracovani teplotné nestabilnich latek a zaroven extrakt
neobsahuje zaddné zbytky rozpoustédel. CO; je nehoflavy, levny a nevznikd ekologicky
zdvadny odpad. Na druhé stran¢ se rozpoustédlo pomalu déavkuje a navic dochazi
k diskontinuité provozu pii napliiovani a vyprazdiovani extraktoru v beztlakovém stavu
(Poustkova et al., 2010).

Pti odstrafiovani rozpoustédla miize dojit k vysokym ztratam tékavych latek, proto lze
pouzit SetrnéjSi alternativu tohoto procesu superkritickou fluidni extrakci (SFE)
(Bousbia et al., 2009).

V této metod¢ se k extrakci vyuziva tekutina v nadkritickém stavu. Jde o stav, kdy
je tekutina vystavena teploté a tlaku, které presahuji kritické hodnoty. Chovani kapaliny je
pak téméf shodné s chovanim plynu. Nadkritické tekutiny maji nulovy povrch napéti, ¢imz
snadno pronikaji do matrice a zvySuji rychlost extrakce (Lojkova et al., 2005).

Nevyhodou vSak je obtizné vytvotfeni pfesnych technologickych podminek, coz vede

I k vysokym nakladm pro vyrobu finalniho produktu. Proto se tato metoda pfilis nerozsitila.
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Navic v disledku nadmérné extrakce se uvoliuji i nezadouci slouceniny v podobé rostlinnych
voskl a pryskyfic (Bousbia et al., 2009).

Zde se také nabizi inovace v podobé extrakce rozpoustédlem za pomoci mikrovin
(SFME) (Vian et al., 2008).

Dalsi alternativou vSech vySe popsanych metod je mikrovinna hydrodifuze a gravitace
(microwave hydrodiffusion and gravity - MHG). Stejné¢ jako u MAHD dojde K uvolnéni
vnitrobunééné tekutiny a na zakladé hydrodifuze a zemské gravitace se extrakt dostane mimo
rostlinny material. Po ochlazeni se silice od vody oddéli vlivem rozdilné¢ hustoty. MHG
umoziuje extrahovat esencialni olej bez energeticky naro¢nych operaci, jako jsou destilace

a odparovani, coz vede ke zna¢né uspote nakladu (Vian et al., 2008).

3.2.3 Cymbopogon winterianus Jowitt

Slozky esencialnich olejt z rostlin rodu Cymbopogon jsou ukladany v listech, konkrétné
v parenchymatickém pletivu v leukoplastech (Khanuja et al., 2005).

Nejvétsi podil z celkového obsahu oleje z C. winterianus zaujimaji tyto slozky: citronellal
31,5 %, geraniol 22 %, geranylacetat 9 %, elemol 7,2 %, citronellol 5,7 %, citronellyl-acetat
4,6 % (Kakaraparthi et al., 2014).

Béhem rastu rostliny stoupa produkce limonenu, citronellalu a geraniolu, zatimco
mnozstvi citronellyl-acetatu a geranyl-acetatu klesa (Kakaraparthi et al., 2014).

Antimikrobialni aktivita esence z C. winterianus byla pozorovana v testech proti
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Pseudomonas aeruginosa
a Clostridium perfringens (Scherer et al., 2009).

Tvrzeni, ze tento olej potlacuje rast E. coli, se shoduje s praci Duarte et al. (2007).

Mezi nejvyznamnéjsi druhy, jejichz esence vykazuji s fungicidnimi uc¢inky, se fadi:
C. flexuosus, C. citratus, C. martinii, C. winterianus, C. nardus, a C. parkeri
(Ganjewala, 2009).

Billerbeck et al. (2001) prokazali inhibiéni vliv silic z C. nardus na rdstu mycelia
Aspergillus niger.

Rust Aspergillius spp. u¢inné blokuje také olej z C. citratus. Uplatfiuje se i pii ochrané
pted poskliziiovymi chorobami a také proti Rhizoctonia solani, Pyricularia oryzae (patogen
ryze) a Fusarium oxysporum (Hajieghrari et al., 2005).

Esence z C. winterianus také zabranuje rastu hub Aspergillus spp. a Penicillium spp.
(Xiaolong et al., 1993).
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Fungicidni schopnosti byly potvrzeny také na kvasinkdch Candida albicans
(Oliveira et al., 2011).

Insekticidni schopnosti esence C. winterianus byly testovany na msici broskvonové
(Myzus persicae) a na tiasnénce Frankliniella schultzei. V obou piipadech se provadéla
aplikace na nymfy 1.a2.instaru. Zatimco u tfasnének bylo zaznamenano velmi nizké
procento mortality, msice byly usmrceny témet ze 100 %. Silice z C. winterianus je tedy
velice slibnou alternativou ochrany proti msSicim a zaroveii vhodnym prostfedkem
v antirezistentni strategii (Pinheiro et al., 2013).

Esence byla také zkouSena proti zrnokazu skvrnitému (Callosobruchus maculatus).
Ten casto poSkozuje semena fazolu Vigna unguiculata, ktery se bézné péstuje v tropickych

a subtropickych zemich. Olej z C. winterianus proti tomuto $ktdci ptisobi repelentné, ¢imz
snizuje pocet nakladenych vajicek a vylihnuti novych jedincti 0 100 % (Gusmao et al., 2013).

Védecka prace Colpo et al. (2014) také vypovida o moznostech vyuziti oleje proti
obale¢i vychodnimu (Grapholita molesta). V experimentu byla zaznamenana vyznamna
mortalita vaji¢ek a kukel, navic podobné jako u Callosobruchus maculatus byly samicky
obalece esenci znatelné odpuzovany.

Silice z C. winterianus je schopna potlacovat rozvoj had’atka Meloidogyne incognita,
¢imz zaroven zvysuje vynos plodiny (Pandey, 2005).

Singh et al. (2006) zjistili, Ze monoterpen citronellal vyznamné inhibuje rtst plevela
Ageratum conyzoides (nestafec hnidakovy), Chenopodium album (merlik bily), Parthenium
hysterophorus, Malvastrum coromendelianum, Cassia accidentalis. Pozitivni vysledek se
projevil jak pii preemergentni, tak i postemergentni aplikaci. Podle srovnani riznych druha
v mnozstvi citronellalu lze usoudit, ze nejefektivnéj$i esence bude z C. winterianus

(Khanuja et al., 2005).

3.2.4 Eucalyptus citriodora Hook.

Tato dfevina pivodem z Australie obsahuje v listech citronellal (61 %), B-citronellol
(13 %), isopulegol (8 %), B-karyophylen (3 %). citronellyl-acetat (2,4 %) 1,8-cineol (1,85 %)
(Singh et al., 2012).

Stafi listu Eucalyptus citriodora ovliviiuje procentualni zastoupeni jednotlivych slozek
esenci. Nejvy$si mnozstvi citronellalu bylo naméteno v raSicich a mladych listech, zato

citronellolu bylo nejvice v listech dospélych (Batish et al., 2006).
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Zminované latky neplsobi toxicky samy o sobé, nybrz vzdjemnym plsobenim
(Cimanga et al., 2002).

Esencialni olej z E. citriodora ma antibakterialni schopnosti, blokuje rist predevsim
u grampozitivnich bakterii, jako jsou napiiklad Staphylococcus aureus, S. epidermidis,
Streptococcus mutans, Mycobacterium smegmatis, Bacillus subtilis (Lugman et al., 2008).

Saba et al. (2013) potvrzuje Géinnost proti Staphylococcus aureus a zaroven uvadi
ucinnost vaci B. subtilis a gramnegativni Escherichia coli.

Esence z E. citriodora a jeji hlavni slozka citronellal vyborné potlacuje rozvoj hub.
Tato aktivita je dokazana na Rhizoctonia solani a Helminthosporium oryzae. Ukazuje se, ze
oproti komplexni esenci ma samotny citronellal vic¢i houbam siln€jsi inhibici.
(Remezani et al., 2002a).

Tento esencialni olej inhibuje i dalsi fytofagni houby, mezi néz patii Macrophomina
phaseolina, Colletotrichum lindemuthianum, Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici,
Alternaria triticina, Rhizoctonia solani, a Alternaria solani. Patogen R. solani a A. solani jsou
vuci silici nejcitlivéjsi, zatimco A. triticina, F. oxysporum f. sp. lycopersici a H. oryzae jsou
méné nachylné. Etericky olej v testu dosahl dokonce lepsich vysledk nez synteticky fungicid
mancozeb (polymerni manganato-zine¢naty komplex) (Remezani et al., 2002b).

Také rust Botrytis cinerea Ize silné potlacit pomoci této esence (Tripathi et al., 2008).

Insekticidni aktivita byla prokazana na zrnokazu Callosobruchus maculatus, skuadci
fazolu Vigna unguiculata. Esence se osvéd¢ila proti dospélcum, jak ve formé kontaktniho
insekticidu, tak i ve formé fumigantu. Esence vykazovala i velmi dobry odpuzujici efekt proti
oplozenym samickam, ¢imz se snizil pocet nakladenych vajic¢ek a tudiz i vylihnutych jedinct.
Takovéto hodnoty svédcCi o dobré ucinnosti tohoto oleje a poukazuji na redlnou Sanci uvedeni
piipravku na bazi eukalyptu do praxe (Gusmao et al., 2013).

Byly provadény také testy na ovicidni u¢inek konkrétné proti potemniku skladistnimu
a zavije¢i moucnému. Zde nebyly ucinky tak vyrazné jako pii aplikaci anyzového
a kminového oleje (Tung et al., 2000).

Osvédcil se v8ak proti potemniku hnédému Tribolium castaneum, a to jako repelent.
(Olivero-Verbel et al., 2010).

U vytazka z eukalyptu byly také zpozorovany herbicidni u¢inky. Batish et al. (2004)
sledovali pusobeni silice na plevele Cassia occidentalis, Amaranthus viridis (laskavec
zeleny), Echinochloa crus-galli (jezatka kufi noha), ale zaroven také jeho toxicitu vuéi
plodinam (Triticum aestivum, Zea mays, Raphanus sativus). Vyhoda eukalyptového oleje

spoc¢iva v druhové specifité, kterd predevsim tkvi ve velikosti semene. V testu kli¢ivosti,
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pfinémz byla aplikovdna esencialni latka, doslo k blokaci kli¢eni predev§im malych semen
Amaranthus viridis, pficemz velka semena fedkve byla postizena nejméné. Dalsi pokus byl
proveden na mésic starych rostlinach péstovanych ve skleniku. Tam méla toxicita oleje oproti
jednodéloznym rostlindam pievazny vliv na dvoudélozné, coz je zplisobeno prave
citronellolem. Ackoliv vysledky studie ptisobi nadéjné, v praxi se stietavaji s komplikacemi,
ato predev§im s fyzikalnimi vlastnostmi hlavni slozky budouciho biologického ptipravku.

Te&kani ¢i lipofilni charakter znesnadnuje piijem latky koteny.

3.2.5 Foeniculum vulgare Mill.

Slozeni oleje ze semen Foeniculum vulgare bylo identifikovano z 95,8 %. Hlavni
podil tvofi fenylpropanoidy - trans-anethol (68,53 %) a estragol (10,42 %), nasledné¢ pak
limonen (6,24 %), fenchon (5,45 %) a dalsi komponenty (Diao et al., 2014).

Esencialni fenyklovy olej 1ze ziskat i z listd. Pti chemické analyze této esence bylo
naméteno 59,8 — 90,4 % trans-anetholu, 0,1 — 21,5 % limonenu, 0,4 — 3,1 % estragolu.
Zarovei bylo zjisténo, Ze pti kompostovém hnojeni se obsah trans-anetholu zvysi, narist ¢ini
10 az 36 % (Senatore et al., 2013).

K naristu esence v pletivech pfispivaji houbové mikroorganizmy v podobé
mykorhizy. Naockované houby (Glomus macrocarpum a Glomus fasciculatum) spolu
s fosforovym hnojivem podpofily rist biomasy a zaroven pozvedly koncentraci oleje
v semenech, oproti kontrole az o 78 %, soucastné se zvedl obsah trans-anetholu
(Kapoor et al., 2004).

Podobny efekt byl dosazen pfi inokulaci pudnich bakterii Azotobacter chroococcum,
Azospirillum liboferum, a Bacillus megatherium, spolu s mineralnim hnojivem NPK
(Mahfouz et al., 2007).

Z hlediska ucink jsou fenylpropanoidy Casto tzce specifické sekundarni metabolity,
zarovenn ale Siroce zastoupené téméf ve vSech funkCnich kategoriich, od t&€kavych
a nizkomolekularnich atraktantl a repelenttl, pies vétsi a polarnéjsi detergenty a antifeedanty,
specifické juvenoidy a receptorové agonisty ekdysteroidii, antihormonalni latky,
chemosterilanty a toxiny (Harmatha, 2005).

Ve studii Lo Cantore et al. (2004) byl hodnocen vliv esencialniho oleje z Foeniculum
vulgare na 27 fytopatogennich bakteriich. Olej tspé$né potlacil rist nekterych druht
grampozitivnich bakterii - Pseudomonas syringae, P. reactans, P. tolaasii, Erwinia

carotovora, Agrobacterium tumefaciens, Burkholderia gladioli, Xanthomonas campestris
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a gramnegativnich  bakterii - Clavibacter michiganensis, Rhodococcus fascians
(Lo Cantore et al., 2004).

Také velice dobfe pusobil proti Salmonella typhimurium a Escherichia coli
(Bisht et al., 2014).

Fungicidni aktivita byla prokazana na Sclerotinia sclerotiorum. Ukazalo se, ze tento
étericky olej v in vitro podminkach zcela potlacil rast mycelia. Olej se osvéd¢il i v in vivo
podminkach, v pudé obsahujici inokulum patogenu, do které byla aplikovana esence
o0 riznych koncentracich. Osivo rajcat, které bylo do tohoto substratu vloZeno, nevykazovalo
pi1 kliceni ¢i vzchazeni Zadné poruchy vyvolané fytotoxicitou esence. Procento poctu
zdravych kli¢icich a vzchazejicich rostlin bylo vyrazné¢ vyssi, nez v kontrolnim vzorku
bez fenyklového oleje. Dokonce byla potlacena Zivotaschopnost sklerocii (Soylu et al., 2007).

V dalsich védeckych pracich byl popsan inhibi¢ni vliv proti Alternaria alternata,
Penicillium digitatum (Abdolahi et al., 2010a), Fusarium solani, F. oxysporum,
F. verticillioides, F. poae, F. equiseti (Naeini et al., 2010), Aspergillus parasiticus
(Alinezhad et al., 2011).

Larvicidni G¢inek byl prokazan na larvach komara Culex pipiens, naopak nevétsi
odolnost vykazovaly kukly (Zoubiri et al., 2014).

Své misto zaujima fenyklova esence i1 pii likvidaci skladiStnich Skidct celedi
Coleoptera, konkrétn¢ Sitophilus oryzae (pilous ryzovy), Callosobruchus chinensis (zrnokaz
¢insky), Lasioderma serricorne (Cervoto¢ tabakovy). Nebyl zkousen ucinek oleje jako celku,
nybrz samostatné jednotlivé slozky a to trans-anetholu, estragolu, fenchonu. Proti Sitophilus
oryzae nejlépe pusobil estragon, naopak proti Lasioderma serricorne byl vhodnéjsi
trans-anethol. Callosobruchus chinensis byl velice citlivy ke vSem tfem latkdm
(Kim et Ahn, 2001).

Akaricidni potencial byl potvrzen pii testech na rozto¢i Tyrophagus putrescentiae,
kosmopolitnim skladistnim a potravinovém skadci. Nutno vSak podotknout, Ze esencialni olej
nepochazel ze semen, nybrz zplodi fenyklu. SloZeni esence je tudiz zcela odliSné.
K majoritnim latkam v tomto piipadé patii apiol, karvon, dihydrokarvon a limonen. Vyslo
najevo, ze pravé tyto jmenované slouceniny, vyjma limonenu, zajiSt'uji akaricidni aktivitu

(Lee et al., 2006).
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3.2.6 Litsea cubeba (Lour.) Pers.

Do rodu Litsea se fadi cca 622 druhl, rozsifenych predev§im v tropickych
a subtropickych pasmech Australie, Nového Zélandu, Severni a Jizni Ameriky a Asie.
Jen v samotné Ciné se vyskytuje 74 druhii, kam patii i Litsea cubeba. Jedna se o vytrvaly
dvoudomy strom &i kef, rozsifeny predeviim na jihu Ciny (Si et al., 2012).

Proto neni divu, z¢ Cina je hlavnim producentem esencialniho oleje. Od roku 2000
do 2010 se vyvazelo pies 400 t/rok, pficemz 60 % objemu mitilo do Evropy, piedev§im
do V. Britanie, Némecka, Spanélska, Nizozemska, Francie a Svycarska (Chen et al., 2013a).

Zajimavosti je, Ze se povazuje za potencionalni surovinu pro vyrobu bionafty
(Chen et al., 2013a).

Esencialni olej z Litsea cubeba je ve sloZeni velice rozmanity, mize se liSit
i v hlavnich komponentech (Saikia et al., 2013). Extrahuje se zriznych ¢asti rostliny:
z vétvicek, listl, poupat, kvétd, plodu ¢i kofent. Ziskané mnozstvi a slozeni oleje se
V jednotlivych ¢astech 1lisi. Mezi hlavni slozky patii citral (Izomer Z = neral;
izomer E = geraniol), B-felandren, cineol, B-terpinen, limonen, a-pinen, B-pinen, linalool atd.
Podrobnéjsi piehled o vyskytu majoritnich latek z raznych casti rostlin je uveden
v priloze €. 1.

Lécivé ucinky L. cubeba, at’ uz v humanni mediciné¢ ¢i v rostlinolékaistvi, jsou
zajistény uhlovodikovymi a kyslikatymi monoterpeny, zejména neralem, geraniolem
(Aiemsaard et al., 2011) a 1,8-cineolem (Mayaud et al., 2008).

Antibakterialni ucinek byl prokazan na grampozitivnich (Staphylococcus aureus,
Listeria monocytogenes) i gramnegativnich bakteriich (Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa). Bylo patrné, Ze mira inhibice zna¢né koreluje s obsahem nékterych hlavnich
slozek (citral, sabinen, citronellal, citronellol) a rozpustnosti v biologickych membranach
(Saikia et al., 2013).

Pozitivni efekt byl potvrzen i proti Streptococcus mutans, S. sobrinus a S. sanguinis
(Yang et al., 2013).

Yang et al. (2010) testovali antimykotické vlastnosti nové objevené kyseliny
litseacubebic, monoterpenu laktonu a celé silice. Fungicidni aktivita byla zpozorovana jak
ktery inhiboval vrozmezi 65,5 % az 81,8 % tyto houby: Botrytis cinerea, Alternaria
alternata, A. mali, Fusarium graminearum, Sclerotinia sclerotiorum, Thanatephorus

cucumeris, Pseudocercospora musae, Colletotrichum gloeosporioides. Esencidlni olej sice
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ovlivnil rist mycelia pouze u 4 patogeni (B. cinerea, A. mali, S. sclerotiorum, T. cucumeris),
ale zato se siln¢j$im inhibi¢nim efektem.

Antimykotickou aktivitu potvrzuji i dalsi studie na patogenech Alternaria alternata,
Colletotrichum nicotianae (Zhang et al., 2012), Aspergillus niger a Candida albicans.
(Saikia et al., 2013).

Studie Ko et al. (2009) dokazuje insekticidni vlastnosti u tohoto oleje na obilnych
skladistnich Skiadcich, konkrétné na Sitophilus zeamais (pilous kukufi¢ény) a Tribolium
castaneum (potemnik hnédy). V piipadé repelentnich ucinkd ptisobi esence na oba brouky
velmi dobfe, pfesto u T. castaneum je patrny vétsi ucinek. Dale byla testovana toxicita
ve formé fumigantu a kontaktniho pfipravku. Béhem biologickych testti se potvrdila zna¢na
citlivost obou $kidct vii¢i obéma formam, avsak S. zeamais byl citlivejsi.

Silnad insekticidni aktivita pfi fumigacni 1 postiikové aplikaci byla zaznamenana
i u Lasioderma serricorne (Cervoto¢ tabakovy) a Lasioderma serricorne (pisivka domaci)
(Yang et al., 2014).

3.2.7 Mentha spicata L.

Rod Mentha patii mezi nejznaméjsi a nejrozsitenéj$i aromatické rostliny. Zahrnuje 25
az 30 druhi, které se vyskytuji v Euroasii, Australii 1 Jizni Africe. V soucasné dob¢ se mata
péstuje od tropického az po mirné klima Ameriky, Evropy, Ciny, Brazilie a Indie.
Celosvétova poptavka esencialniho oleje maty ¢&ini 16 000 tun, pficemz 80 %
vyprodukovaného oleje pochazi z Indie (Khanuja, 2007).

Pro tuto produkci ISO povoluje pouze 3 druhy (Mentha spicata L., Mentha arvensis L.
a Mentha piperita L.) (Chauhan et al., 2009).

Pomoci plynové chromatografie bylo identifikovano 99,8 % z celkového sloZeni oleje.
Ve slozeni dominuji pfedev§im monoterpeny, tvoti az 98,6 % ze vSech sloucenin. Hlavnimi
komponenty esence z Mentha spicata jsou: karvon (51,3 — 65,1 %), limonen (15,1 — 25,2 %),
B-pinen (1,3 — 3,2 %) a 1,8-cineol (< 0,1 — 3,6 %). Mezi dalsi uc¢inné latky patii naptiklad
menton (0,9 — 1,7 %), mentol (< 0,7%), menthyl-acetat (< 0,5 %) cis-karveol (0,3 — 1,4 %)
(Padalia et al., 2013).

Velmi vysokéd poptavka na trhu je i po samotném karvonu, ktery je nositelem matové
vuné. V dusledku toho se fada védeckych organizaci zapojila do vyzkumu pro zvysSeni jeho
obsahu v M. spicata, pomoci §lechténi i biotechnologickych metod. Nyni jsou na trhu
k dispozici kultivary, které obsahuji 60 — 70 % karvonu (Chauhan et al., 2009).
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Antimikrobialni aktivita je zajiSténa pfedevSim jiz zminénym karvonem a také
cis-karveolem (Hussain et al., 2010).

Hussain et al. (2010) vsak uvadi, ze cis-karveol patii mezi hlavni slozky a zaujima
24,3 %, zatimco dle Padalia et al. (2013) je obsazen V rozmezi 0,3 — 1,4 %.

Mirné  antimikrobidlni  vlastnosti  jsou  prokazany také u  limonenu
(Sokovic et al., 2009).

Je také zajimavé, Ze u M. piperita za tuto schopnost odpovida hlavni slozka mentol
(Iscan et al., 2002).

Pti testech na baktericidni u¢inek mél olej 1 samotny karvon a karveol velmi dobré
vysledky, dokonce srovnatelné s konvenéni ucinnou latkou (amoxicilin). Vyssi aktivita se
projevovala opét u grampozitivnich bakterii. Testované bakterie byly pavodci chorob
¢loveéka: Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus subtilis, a Pasturella multocida
(Hussain et al., 2010).

Vzhledem k tomu, Ze pii fungicidnich testech byl dosazen mnohem lepsi efekt, jsou
patrné¢ houby oproti bakteriim citlivéj$i. Karvon i karveol vykazoval vys$i inhibici
nez komplexni esencialni olej. Esencidlni olej v u€inku predcil i syntetickou latku flumequin.
Inhibi¢ni vliv matovych silic je prokazan na téchto houbach: Aspergillus niger, Mucor
mucedo, Fusarium  solani, Botryodiplodia theobromae a Rhizopus solani
(Hussain et al., 2010).

Sokovic et al. (2009) zkouseli pusobeni oleje z M. spicata na 19 druzich hub
(Alternaria alternata, Aspergillus niger, A. ochraceus, A.versicolor, A. flavus, A. terreus,
Cladosporium cladosporioides, Fusarium tricinctum, P. ochrochloron, P. funiculosum,
Phomopsis helianthi, Trichoderma viride, Trichosporon mentagrophytes, Trichophyton
rubrum, T. tonsurans, Microsporum canis, M. gypseum, a Epidermophyton floccosu), pficemz
u vSech byla potvrzena ucinnost této esence. Nejcitlivéji reagovala houba Phomopsis
helianthi, nicméné Trichoderma viride a Penicillium sp. tomuto vlivu nejvice odolavaly.

Kedia et al. (2014) potvrdili inhibi¢ni ptisobeni proti A. flavus a zaroven zaznamenali
zamezeni produkce aflatoxinu B;. Dale se shoduji s praci Sokovic et al. (2009) ohledné
pusobeni na houby Alternaria alternata, Aspergillus niger, Cladosporium cladosporioides.

Kedia et al. (2014) také popisuji fungicidni aktivitu vaci Absidia ramosa, Aspergillus
fumigatus, A. glaucus, A. unguis, Curvularia lunata, Fusarium oxysporum, Mucor sp.,
Mycelia sterilia, Penicillium citrinum, P. italicum, P. luteum, P. purpurogenum, Rhizopus

stolonifer a Spondylocladium australe.
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Matova esence byla testovana proti Callosobruchus chinensis (zrnokaz ¢insky),
konkrétné na semenech cizrny. Esence vykazovala insekticidni i repelentni G€inky se 100%
uspésnosti. Velmi dobie odpuzoval samicky od kladeni vajicek do cizrny. Vuéi ucinkiim
matové silice byla nejvice citliva vajicka a mladsi larvalni stadia (Kedia et al., 2014).

Ma také vyborné larvicidni vlastnosti proti komarim Culex quinquefasciatus, Aedes
aegypti a Anopheles stephensi. Podle testi 3 slozek (limon, cis-karveol, karvon) dosahuje
nejlepsiho efektu limon (Govindarajan et al., 2012).

3.2.8 Pimpinella anisum L.

Nejvétsi mnozstvi esencialniho oleje se nachézi vsemenech, jeho podil ¢ini
1,5-1,6 % z celkového obsahu semene. Anyzovy olej se sklada piedevsim z trans-anetholu
(76,9 - 93,7 %), podobné jako je tomu u Foeniculum vulgare. K dalsim hlavnim
slouc¢eninam patii y-himachalen (0,4 — 8,2 %), p-anisaldehyd (5,4 %) a estragol (0,5 — 2,3%)
(Orav et al., 2008).

Studie (Orav et al., 2008) monitorovala rozdily v obsahu a slozeni oleje z Pimpinella
anisum z raznych evropskych zemi. Zjistila, ze nejvyssi obsah trans-anetholu (> 90 %) byl
naméfen ve vzorcich z Recka, Mad’arska, Skotska, Litvy, Italie a Némecka.

Inhibi¢ni vliv na rozvoj bakterii je prokazan na velkém mnozstvi druhii. Vypovidaji
o tom konkrétni piiklady: Streptococcus pyogene, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae, Proteus vulgaris (Aishah et al, 2012), Clostridium butyricum
(Kacaniova et al., 2014),  Streptococcus pyogenes, S. pneumoniae, S. songuins,
Staphylococcus epidermidis, S. aureus, Acinetobacter baumannii, Hafnia alvei, Yersinia
enterocolitica, Escherichia coli, Salmonella arizonae (Maofari et al., 2013), Xanthomonas
campestri (Pino et al., 2012), Proteus mirabilis, Citrobacter koseri, Enterobacter aerogenes,
Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Micrococcus luteus a Staphylococcus
epidermidis (Giilgin et al., 2003).

Védecka studie Hasimi et al. (2014) je proti t€émto ¢lankim v rozporu. Podle
Hasimi et al. (2014) vykazovala anyzova silice pouze slabou antibakterialni aktivitu
proti Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Streptococcus
pyogenes.

Také Giilgin et al. (2003) uvadi, ze se v piipadé P. aeruginosa a E. coli neprojevily

zadné znamky inhibice.
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Al-Bayati (2008) studoval synergické ucinky esenci z P. anisum, Thymus vulgaris
a ucinné latky mentholu proti bakteriim: Escherichia coli, Proteus vulgaris, P. mirabilis,
Salmonella typhi, S. typhimurium, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus a Bacillus cereus. Zatimco samotny olej z P. anisum nezabranil ristu
E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa, kombinace esencialnich oleji dosahla lepSich
vysledkt, nez standardni antibiotika Maxipime.

Antimykotické ucinky byly zkoumany na houbach Alternaria alternata, Aspergillus
niger a Aspergillus parasiticus. Nejvétsi citlivost byla zpozorovana u A. parasiticus, dale pak
A. niger a A. alternata (Ozcan et Chalchat, 2006).

Proti A. niger byly srovnavany u¢inky anyzového a fenyklového oleje. U obou esenci
byla zpozorovana fungistaticka aktivita, avSak u fenyklu byl efekt vys$$i. Po srovnani
mnozstvi trans-anetholu ve sloZeni obou esenci (anyz 92,9 % a fenykl 71,2 %) je patrné, ze
tato hlavni slozka neni zodpovédna za fungicidni schopnosti esence (Sharifi et al., 2008).

Bluma et al. (2008) potvrdili vliv anyzového oleje na Aspergillus parasiticus
a Aspergillus flavus, u nichz byla zaznamenana inhibice rustu mycelia a produkce
aflatoxinu B;.

Larvicidni ucinek byl prokazan na komaru Culex pipiens, pfi¢emz se potvrdila vysoka
insekticidni aktivita trans-anetholu a eugenolu, ktery je soucasti esence vV nepatrném mnozstvi
(Kimbaris et al., 2012).

Pro ovéteni nezavadnosti anyzového oleje byl proveden fytotoxicky test, k némuz byla
pouzita perloocka Daphnia magna (hrotnatka velka), ktera se bézné k tomuto ucelu vyuziva.
Pokud se koncentrace pohybovala mezi 35 a 50 ul/l dochazelo k amrtnosti hrotnatek
a k naruSeni plodnosti. Pti koncentraci do 20 ul/l nebyl zaznamenan zadny vliv. Pficemz tato
davka je dostatecna pro 100% mortalitu larev komart (Pavela, 2014).

Ovicidni u¢inky byly testovany u skladistnich skudct Tribolium confusum (potemnik
skladistni), Ephestia kuehniella (zavije¢ mou¢ny). Potom co byl pozorovany hmyz vystaven
vyparum anyzového oleje, bylo zjisténo, ze Ephestia kuehniella je daleko citlivéjsi nez
Tribolium confusum (Tunc et al., 2000).

Insekticidni vliv na dospélce potvrzuje vyzkum Nenaah et Ibrahim (2011) u
Trogoderma granarium (rusnik obilny) a Tribolium castaneum (potemnik hnédy). Pozitivniho
ucinku bylo dosaZeno po namofeni osiva vysuSenym esencidlnim olejem ve forme prasku.

Pino et al. (2012) vyvratili pochyby ohledné negativniho vlivu na kli¢eni semene ¢i

ristu samotné rostliny.
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3.2.9 Pelargonium graveolens (Thunb.) L'Hér.

Rod Pelargonium je zastoupen 25 druhy, avSak esencialni olej se ziskava pouze
ze 4 druhi: P. graveolens, P. odoratissimum, P. capitatum a P. radens (Hsouna et Hamdi,
2012).

Vyrazna antimikrobialni aktivita esence spociva v jejim slozeni, predevSim
ve vysokém obsahu monoterpenti. V silici z P. graveolens bylo identifikovano 42 rtznych
latek, z nichz nejvétsi podil zaujimaly: linalool (6,54 %), citronellol (27,53 %), geraniol
(25,85 %) a citronellyl-formiat (8,75 %) (Hsouna et Hamdi, 2012).

Antibakterialni aktivita je prokdzana na Sirokém spektru bakterii. Mezi nejcitlivé)si
druhy patii napiiklad: Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Listeria monocytogenes,
Salmonella enterica. Tato schopnost je pozoruhodna zvlasté u bakterie B. subtilis, ktera se
slozité¢ odstraiiuje i bézné ucinnymi antibiotiky a dokonce vytvaii rezistentni kolonie
(Hsouna et Hamdi, 2012).

Dale uc¢inné¢ blokuje mnoZeni bakterii Agrobacterium tumefaciens zputsobujici
nadorovitost kofend, nebo Erwinia carotovora var. carotovora ptvodce mokré hniloby
(Badawy et al., 2014).

Antibioticka schopnost esence z P. graveolens byla dale prokazana na Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Micrococcus luteus, Klebsiella pneumoniae,
Enterococcus feacalis (Hsouna et Hamdi, 2012), Escherichia coli, Enterobacter aerogenes
(Boukhatem et al., 2013).

Esence se také osvédcila pii ochrané pied houbovymi chorobami. Vyborné potlacuje
rist mycelia B. cinerea, Fusarium oxysporum, F. solani a Alternaria alternata
(Badawy et al., 2014).

Singh et al. (2008) také prokazali, Ze esence maji schopnost zabranit sekreci aflatoxinu
B, do pletiv napadenych Aspergillus flavus.

Vysoka fungicidni aktivita byla také potvrzena na: Fusarium graminearum,
Aspergillus niger, A. flavus, Rhizopus nigricans (Hsouna et Hamdi, 2012), Cladosporium
herbarum, Trichoderma viride, Helminthosporium oryzae, Curvularia lunata (Singh et al.,
2008), Candida albicans, C. parapsilosis, C. krusei, C. sake, Rhodotorula glutinis
(Boukhatem et al., 2013), Rhizopus stolonifer (Mativandlela et al., 2006) a Rhizoctonia solani
(Bouzenna et Krichen, 2013).

Insekticidni aktivita byla prokazana na Spodoptera frugiperda (blyskavka kukufi¢na).

Nejcitlivéji na olej z P. graveolens reaguje 3. larvalni stadium. Pfi testech toxicity
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jednotlivych slozek oleje byl geraniol vyhodnocen jako hlavni G¢innéd latka, ktera spolu
s citronellalem a linaloolem vytvafi celkovy vysledek (Niculau et al., 2013).

O vyuziti geraniolu také vypovida védeckd prace Jeon et al. (2009), ve které jsou
popsany vyborné akaricidni u¢inky proti potravinovému Sktudci Tyrophagus putrescentiae.

Podle Leela et al. (1992) je také G¢inny jako nematocid proti Meloidogyne incognita.

3.2.10 Rosmarinus officinalis L.

Hlavnimi producenty rozmarynu jsou zemé z oblasti Sttedozemniho mote, jako je
Spanélsko, Maroko a Tunisko, ale i Mexiko a Spojené staty (Santana-Méridas et al., 2014).

Pii chemické analyze esencialniho oleje z R. officinalis bylo detekovano
22 komponentt, které tvoii 97,41 % obsahu. Hlavni slozkou je 1,8-cineol (26,54 %),
mezi dalsi dominujici slouceniny pak patii: a-pinen (20,14 %), kafr (12,88 %), kamfen
(11,38 %), B-pinen (6,95 %) a borneol (3,06 %) (Jiang et al., 2011).

Podle Elamrani et al. (2000) existuji 3 chemotypy R. officinalis. V ptipadé¢
1. chemotypu je hlavni slouceninou a-pinen (37 — 40 %), vdruhém pievlada kafr
(41 az 53 %) a ve tetim 1,8-cineol ( 58 — 63 %).

Jiang et al. (2011) uvadi, Ze uc¢innost oleje je vyS8i, nez uinnost samotného
1,8-cineolu ¢i a-pinenu.

Pii antibakteridlnich testech vétSinou dochazelo ke slabé, nebo dokonce Zadné inhibici.
Bylo zaznamendano mirné potlaceni rastu bakteridlnich a kvasinkovych kolonii
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa az pfi velmi vysoké koncentraci esence (Angioni et al., 2004).

S timto tvrzenim se shoduje i studie Barreto et al. (2014), ve které uvadi, Ze silice
ani samotny 1,8-cineol neptsobil proti Staphylococcus aureus, Escherichia coli. V pfipadg, ze
se ale esencialni olej pfida k béznému antibiotiku, miize se zabranit vzniku rezistentnich
kolonii, ¢i dokonce posilit u€innost 1éku.

Védci Mangena et Muyima (1999) dosahli pozitivnéjSich vysledkl. Nejsilngjsi
inhibice se projevila u Acinetobacter Iwoffii, A. calcoaceticus, Shigella flexneri a
Streptococcus pyogenes, Enterobacter aerogenes, Bacillus subtilis, Erwinia carotovora,
Staphylococcus aureus a Yersinia enterocolitica. Bakterie Salmonella enteritidis a S. typhi
vykazovaly jiz nizsi citlivost, zatimco mnozeni Pseudomonas aeruginosa a P. fluorescens

nebylo vitbec ovlivnéno.
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Fungicidni aktivita rozmarynového oleje vi¢i houbam je znatelné vyssi.
Sacchetti et al. (2005) zjistili inhibi¢ni u¢inky vici Candida albicans, Rhodotorula glutinis,
Schizosaccharomyces pombe, Saccharomyces cerevisiae a Yarrowia lipolytica. Nutno vsak
podotknout, Ze v oleji, ktery byl pouzit, prevladala organicka slouc¢enina verbenon.

Jiang et al. (2011) prokazal fungicidni vliv proti Aspergillius niger a Candida
albicans.

Silice rozmaryny zabranuje ristu mycelia patogenu Fusarium verticillioides. Pti tomto
pokusu bylo mikroskopem zpozorovano, ze pii styku s esenci se struktura bunétné stény
porusi, ¢imz dochazi k uniku protoplastu. Zaroven je blokovana produkce fumonisinu
(mykotoxin) a ergosterolu. Tento d¢& probiha u mnoha druhii atakovanych hub
(Bomfim et al., 2015).

Studie Sousa et al. (2013) dokazuje, Ze esenci z R. officinalis lze vyuzit jako prevenci
proti poskliziovym patogentim Aspergillius flavus a A. niger na hroznovém viné. Pfi aplikaci
oleje na plody se oddali infekce a zaroven snizi mnozstvi napadenych plodd. V kombinaci se
silici z Origanum vulgare dojde k synergickému efektu. Diky tomu se zvysi G¢innost pii nizsi
koncentraci obou esenci.

Insekticidni vliv esence z R. officinalis byl prokazan na Ectomyelois ceratoniae
(zavije¢ datlovy). Olej vykazuje vi¢i nému ovicidni, larvicidni i adulticidni aktivitu
(Amri et al., 2014).

Mezi dalsi testovany hmyz patfi Periplaneta americana (Svab americky). Vuéi
rozmarynovému oleji bylo nejcitlivéjsi 1. stadium nymfy, méné citlivé 4. stadium nymfy,

Olej z R. officinalis se vyznaCuje i svymi alelopatickymi schopnostmi. Ty byly
potvrzeny ve v€decké praci na plevelnych rostlinach: Eleusine indica (kaluznice indicka),
Cynodon dactylon (troskut prstnaty) a Digitaria sanguinalis (rostni¢ka krvava). Vodni vyluh
z Cerstvych, ¢i suSenych ¢asti rozmaryny nebo piimo silice dokdzaly potlacit kliceni semen

a rust klic¢icich rostlin (Chen et al., 2013b).

3.2.11 Thymus vulgaris L.

Je zndmo 7 chemotypli tymianu, které se od sebe liSi ve slozeni sekundarnich
metabolitl. Kazdy z nich se vyznacuje jinou dominantni slozkou. Mezi dominantni latky

patfi: thymol, karvakrol, linalool, geraniol, sabinen-hydrat, a-terpineol
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nebo cineol (=eukalyptol). Takové chemotypy pak mohou byt oznaceny jako Thymus
vulgaris ct. thymol, Thymus vulgaris ct. geraniol apod. (Keefover-Ring et al, 2009).

Naptiklad v esencialnim oleji z Thymus vulgaris ct. thymol byly hlavnimi slozkami
oleje thymol (57,7 %), p-cymen (18,7 %) a karvakrol (2,8 %). Ostatni latky byly pfitomny
v mnozstvi mensim nez 2 % (Rota et al., 2008).

Tymidn se fadi mezi byliny s nejvyS$im fungicidnim a antibakteridlnim ucinkem.
Odbornici se v jednotlivych pracich shoduji, Ze tento uc¢inek je zptisoben vysokym obsahem
thymolu, karvakrolu nebo i kafru (Bouchra et al., 2003; Sokovi¢ et al., 2009).

Vyssi koncentrace hlavni slozky nutné neznamena lepsi inhibi¢ni vlastnosti. Naptiklad
je prokazan synergismus mezi karvakrolem a jeho prekurzorem p-cymenem. Ukazalo se,
ze p-cymen je sice velmi slaba antibakterialni slozka, ale je schopna narusit strukturu
bakterialni bunécné membrany. Takto zajisti snadny vstup karvakrolu do protoplastu, ktery
bunku zni¢i. Karvakrol také spoluptisobi s thymolem (Rota et al., 2008).

Sokovic et al. (2009) zkouseli fungicidni aktivitu oleje z T. vulgaris na 17 druzich hub,
na pavodce Zivoc¢isnych a rostlinnych chorob i patogeny znehodnocujici potraviny. Esence
uspésné inhibovala rtst mycelia Alternaria alternata, Fusarium tricinctum, Phomopsis
helianthi, Cladosporium cladosporioides a vsech druhu Aspergillus spp. (A.niger, A.
ochraceus, A. versicolor, A. terreus, A. flavus), zato druhy Penicillium spp. (P. ochrochloron,
P. funiculosum) a Trichoderma viride vlivu oleje vice odolavaly.

K podobnym vysledktim dosely Kumar et al. (2008), ktefi testovali olej z tymianu
na Aspergillus flavus, A. terreus, A. fumigatus, A. niger, Cladosporium herbarum, Fusarium
oxysporum, Curvularia lunata, Alternaria alternata, Botryodiploidia theobromae. Jejich
prace uvadi, ze tento esencialni olej ma natolik silny ucinek, ze pfed¢i mnohé syntetické
fungicidy.

Hassani et al. (2012) zkouseli tuto esenci proti houbam Monilinia fructicola a Botrytis
cinerea, které se Casto vyskytuji na peckovinach. Do pokusu byly vybrany merunky, které
byly naockovany pfisluSnymi sporami, poté se oSetfily esenci tymidnu o riznych
Koncentracich. Riast mycelia byl blokovan u obou patogent, avsak v ptipadé M. fructicola
byla inhibice daleko intenzivné&ji nez u B. cinerea.

To potvrzuje Camele et al. (2012) ve své praci, kde thymol kromé patogenu B. cinerea
také blokuje rast Penicillium italicum, a navic spoleéné s karvakrolem Penicillium expansum.

Esencialni olej z T. vulgaris zabranuje také tvorbé mykotoxind, naptiklad aflatoxin B,
houbou A. flavus (Kumar et al., 2008).
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Antibakterialni aktivita oleje z tymianu piisobi proti Sirokému spektru bakterii, avSak
V porovnani s fungicidnimi G¢inky je ochranny efekt slabsi. Toxicita proti grampozitivnim
bakteriim byla zaznamenana napiiklad u Bacillus cereus nebo Staphylococcus aureus. Proti
gramnegativnim bakteriim je ucinnost daleko nizs§i, avSak piesto potlacuje mnozeni
Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Salmonella typhi nebo Klebsiella pneumoniae
(Al-Bayati, 2008).

Millezi et al. (2012) testovali toxicitu tifi esenci proti bakteriim: Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella enterica, Pseudomonas
aeruginosa. Baktericidni vlastnosti esence z T. vulgaris se sice potvrdily, ale oproti
Cymbopogon citratus byla intenzita jejiho vlivu mnohem niZsi.

Esence také vykazovala silny antibakterialni w0c¢inek proti Erwinia amylovora
(Karami-Osboo et al., 2010).

Voleji z T. vulgaris se také skryva potencial botanického insekticidu. Pokusy
ucinnosti tymianového oleje na Trichoplusia ni (kovolesklec cizokrajny) v 3. instaru dopadly
uspésné, a to v piipadé kontaktni i pozerové aplikace (Jiang et al., 2012).

Velice dobie uc¢inkuje i proti plostici Nezara viridula. Mortalita byla zpozorovana
ve vSech stadiich vyvoje, avSak 2. instar byl nejcitlivéjsi. Osveédcil se jak v podobé fumigantu,

tak i v kontaktni formé (Gonzalez et al., 2011).
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4 Metodika

V tomto experimentu byl sledovan u¢inek esencidlnich oleji vybranych aromatickych
bylin na houbové patogeny in vitro péstovanych na zivnych médiich v Petriho miskach.
V prvni fazi byl monitorovan rist mycelia pfi 0,1% koncentraci esence a srovnavan
S kontrolni variantou. Nasledn¢ byly vybrany esence s nejlepsi inhibic¢ni aktivitou
vuci konkrétnim patogenim. U téchto esenci byla v druhé fazi experimentu hledana

minimdalni inhibi¢ni koncentrace (MIC), ktera byla dostud schopné zabranit ristu mycelia.

4.1 Pouzité chemikalie a laboratorni pristroje

Pro izolaci a inkubaci patogenti byl vybran bramboro-dextrozovy agar (PDA), ktery
byl ptipraven v autoklavu. Esencialni oleje byly zakoupeny od firmy Saloos. Pro rozpusténi
arovnomérné rozptyleni oleji v agaru byly esencidlni latky michany s rozpoustédlem
dimetylsulfoxidem (DMSO). Oc¢kovani patogent bylo provadéno ve flow boxu, kK inkubaci
a kultivaci byl vyuzit termostat. [zolaty se uchovavaly na agaru v Petriho miskach o praméru

6 cm, zatimco pro samotny pokus byly pouzity Petriho misky o priiméru 9 cm.

4.2 lzolace patogent

Izolaty Botrytis cinerea BC-Z1, BC-Z2, BC-Z 15/1, BC-Z 15/2 byly ziskany
z hlavkového zeli (sklad zeleniny - Semice). Izolaty Botrytis cinerea BC-P1, BC-P2 byly
odebrany z papriky (obchodni fetézec) a izolat BC-R byl opatien z VURV. Izolaty Sclerotinia
sclerotiorum SS-M1 a SS-M2 byly zajistény z mrkve (sklad zeleniny - Semice).

Z napadenych pletiv byly pomoci sterilni jehly odebrany konidiofory houby
(B. cinerea) a hyfy (S. sclerotiorum) a pfeneseny na zivné médium PDA do Petriho misek.
Takto pfipravené izolaty byly uloZeny do termostatu a inkubovany pfi teploté 20 °C.

Izolaty Alternaria solani AS-5, AS-7, AS-9 byly ziskany zlisti bramboru
(pole-Semice) a izolaty Stromatinia cepivora (SC-1, SC-2, SC-3) z ¢esneku (pole - Semice).
Z listu bramboru bylo vystiihnuto pletivo s nekrotickou Iézi, u ¢esneku bylo opatfeno pletivo
se sklerociemi 5 krat 5 mm, nasledné povrchov¢ sterilizovano 20% savem po dobu 30 minut
a tiikrat oplachnuto v ddH,O. Poté co bylo pletivo osuseno na sterilnim filtranim papife,
bylo polozeno spodni stranou na agar do Petriho misky. Béhem inkubace v termostatu
piiteploté okolo 20 °C se mycelium rozrostlo po okolnim pletivu. To pak mohlo byt

pfeockovano na jiny agar.
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4.3 Stanoveni fungicidni aktivity esencialnich latek

V prvnim kroku experimentu byla zjistovana fungicidni u¢innost esenci z téchto bylin:
Cymbopogon winterianus, Eucalyptus citriodora, Foeniculum vulgare, Litsea cubeba, Mentha
spicata, Pelargonium graveolens, Pimpinella anisum, Rosmarinus officinalis, Thymus
vulgaris jednotlivé proti témto patogenim: B. cinerea, S. sclerotiorum, S. cepivora, A. solani.
Vliv esence na patogen byl sledovan pii 0,1% koncentraci konkrétni esence, kterd byla
rozpusténa v DMSO v poméru 1:1.

V prvé fadé bylo pfipraveno Zivné médium PDA dle ndvodu, ktery byl uveden
vyrobcem na obalu. 39 graml agaru bylo rozpusténo v 1000 ml destilované vody. Poté byl
agar promichan a sterilizovan pii 121 °C po dobu 20 minut v autoklavu. Nasledujici tkony
byly jiz provadény ve flow boxu. Zde se nejprve do zchlazeného agaru (pfiblizné na 50 °C)
pfidala esence s DMSO, dale byl agar rozlit rovnomérné do Petriho misek o priméru 9 cm.
Jakmile agar dostateCné¢ ztuhl, bylo z izolath pieockovano mycelium urcitého patogenu
sterilni jehlou do pokusnych Petriho misek ve tfech opakovanich. Na konci byly Petriho
misky fadn€ utésnény parafilmem a vloZeny do termostatu S nastavenou teplotou 20 °C.
Po urcité dob¢ inkubace v termostatu byl nartst mycelia srovnan s kontrolni variantou, ktera
obsahovala pouze DMSO (0,1% koncentrace). Doba inkubace zdvisela na rychlosti ristu
houbového patogenu na kontrolni varianté, v piipadé B. cinerea a S. sclerotiorum 7 dni,

S. cepivora 10 dni a A. solani 21 dni.

4.4  Stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace esencidlnich oleju (MIC)

Do této faze experimentu byly vybrany ty esencidlni latky, které projevily 100%
inhibi¢ni U€inek pii 0,1% koncentraci k danym patogeniim. U téchto esenci byla hleddna MIC
dle koncentra¢ni fady, ktera je zobrazena v tabulce ¢. 1. V zavislosti na koncentraci se ménil

podil esence a DMSO. Pokud se koncentrace snizila, klesl i podil esence a vzrostl podil

DMSO.

Tabulka 1: Koncentra¢ni fada pro 1000 ml agaru

Koncentrace (%) 0,05 0,025 0,0125| 0,00625 | 0,003125
EO (ul) 500 250 125 62,5 31,25
DMSO (pl) 1500 1750 1875| 1937,5| 1968,75
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Jakmile byla provedena kultivace patogentt pro zakladni koncentra¢ni tadu, byly
uréeny dal$i 3 mezistupné koncentrace, které se nachazely mezi posledni G¢innou a prvni

neudinnou koncentraci.

Pt.: Pokud byla patrna 100% inhibice pfi koncentraci 0,05 %, ale koncentrace 0,025 %
jiz neucinkovala, byla hledana koncentrace na dalSich mezistupnich zakladni koncentraéni

fady, tj. v tomto ptipadé 0,04375 %, 0,0375 % a 0,3125 %.

4.5 Vyhodnoceni pokusi

Po inkubaéni dobé byly zméfeny 2 praméry (d) kolonie mycelia pokusného vzorku
a 2 priméry kolonie mycelia kontroly v jednotkach cm. Nésledn¢ byly tyto hodnoty dosazeny

do vzorce pro vypocet inhibice rtstu (IR) v %.

—_ _ [ [(d1+d3)/2]
IR = 100 {[( CorlB x 100}, kde

d;,dz = pramér narostlé kolonie pokusné varianty

dyq, dx,= prumér narostlé kolonie kontrolni varianty

4.6 Zpracovani vysledki

Vysledné hodnoty byly zpracovany ve statistickém modelu — jednovybérovém t-testu,
ktery ovéfil, zda inhibi¢ni aktivita urCité esence k danému fytopatogenu byla rovna 100 %.
Podle tohoto kritéria byla stanovena nulova hypotéza (Hg): 1L = Lo, neboli n = 100 %.
Zvolend hodnota hladiny vyznamnosti (o) byla 0,05. Ta pak byla srovnavédna s diilezitym
vystupnim parametrem p-hodnotou. V piipad¢, ze

e p-hodnota > 0,05, pak byla Hy piijata,
e p-hodnota < 0,05, pak byla Hyp zamitnuta.

Pokud vSechny izolaty ve vSech opakovanich byly inhibovany ze 100 %, tedy jejich
X = 100 %, pak nebylo tfeba takové hodnoty ovétovat t-testem. Jiz v tomto bodé bylo ziejmé,
7ze podminky jsou splnény. Esence, které vyhovovaly témto podminkdm, byly pouzity

do 2. faze experimentu.
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Ve 2. fazi byla hledana minimalni koncentrace, ktera byla stale schopna zajistit 100%
inhibici. Pro vyhodnoceni ziskanych hodnot procentudlni inhibice jednotlivych esenci viici
pozorovanym patogentim byl zvolen statisticky test jednofaktorovd ANOVA. Ten umoznil
mezi sebou porovnat jednotlivé vybérové soubory. V tomto piipad¢ vSak Slo predevSim
0 porovnani vSech vybérovych soubori se souborem 0,1% koncentrace, ktery byl jiz oveéfen
t-testem. Takto byly postupné otestovany soubory z celé koncentracni fady. Na konci
statistického vyhodnoceni tak bylo ziejmé, kterymi koncentracemi Ize docilit 100% inhibice

a kterymi ne. Hladina vyznamnosti (0,05) byla opét porovnavana s p-hodnotou.
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5  Vysledky

5.1 Stanoveni fungicidni aktivity esencialnich latek

V prvni fazi experimentu byla zjisStovana fungicidni aktivita esenci na fytopatogennich
houbach pii 0,1% koncentraci. K tomuto testu bylo pouzito pét izolata B. cinerea (BC-Z1,
BC-Z2, BC-P1, BC-P2, BC-R), tfi izolaty S. cepivora (SC-1, SC-2, SC-3), tii izolaty A. solani
(AS-5, AS-7, AS-9) a dva izolaty S. sclerotiorum (SS-M1, SS-M2). V piipadé€, ze néktera
Z esenci neprokazala u dané houby 100% inhibici, nebyla na tomto patogenu jiz v dalsi fazi
zkousena. Uginnost jednotlivych esenci na viech izolatech je zobrazena v tabulce &. 2.
Primérné hodnoty uvedené v tabulce slouzi pouze pro orientaci, piesné vysledky spolu

s fotogragiemi lze nalézt v piiloze.

Tabulka 2: Primérna inhibice ristu mycelia (%) pii 0,1% koncentraci

’ esencialni olej z rostliny
Patogen Izolat
CW EC |FV LC MS PA PG RO TV
BC-R 100 37 100 100 100 100 100 20 100
BC-Z1 100 6 74 100 100 7 100 0 100
BC BC-Z2 100 7 100 100 100 100 100 32 100
BC-P1 100 35 27 100 74 30 100 19 100
BC-P2 100 0 42 100 36 45 100 18 100
AS-5 84 43 5 89 87 25 100 10 100
AS AS-7 100 38 4 93 100 34 71 18 100
AS-9 48 32 31 72 46 32 35 32 100
o SS-M1 100 100 100 100 100 95 100 1 100
SS-M2 100 100 93 100 100 78 100 2 100
SC-1 100 13 78 100 100 100 100 75 100
sC SC-2 100 100 31 100 87 100 100 48 100
SC-3 100 8 50 100 100 100 100 19 100

Podle vysledkt vyplyva, ze izolaty B. cinerea byly velmi dobie inhibovany esencemi
z C. winterianus, L. cubeba, P. graveolens. T. vulgaris. U vSech vzork dosahovala inhibice
100 %. Esencialni olej z M. spicata zcela blokovala rast mycelia 3 izolati BC-R, BC-Z1,
BC-Z2, v piipadé¢ izolath BC-P1 a BC-P2 doSlo pouze k ¢astenému omezeni rustu.
Esencialni olej z F. vulgare a P. anisum potlacil ze 100 % rist izolatt BC-R a BC-Z1,
na ostatni izolaty mél vSak minimalni vliv. U izolatu BC-P2 se v piipadé téchto esenci
projevil netypicky rust mycelia (viz. pfiloha ¢. 26). Esence z E. citriodora a R. officinalis

vykazuji velice slabou inhibi¢ni aktivitu proti B. cinerea.
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Patogen A. solani byl oproti B. cinerea zna¢né odolny viéi fungicidnimu vlivu esenci.
Nejucinngjsi esence byla z T. vulgaris, ktera zajistila 100% inhibici u vSech izolatt. Urcité
omezeni v ristu mycelia bylo zaznamenano u esenci z C. winterianus a M. spicata. Izolat
AS-7 byl jimi Gplné potlaten a izolat AS-5 byl inhibovan z vice nez 80 %. Inhibice
pohybujici se okolo 80 % byla dosazena i po aplikaci oleje z L. cubeba. V ptipad¢ ostatnich
esenci nebyla zaznamenana vyznamna fungicidni aktivita.

Proti houb¢ S. sclerotiorum byly Gspésné témét vSechny vybrané esence. Stoprocentni
ucinek byl zpozorovan u esencidlniho oleje z: C. winterianus, E. citriodora, L. cubeba, M.
spicata, P. graveolens a T. vulgaris, a to u vsech izolati a ve vSech opakovanich. U esence
z F. vulgare byl naméfen mirny nartist mycelia jen u jednoho vzorku izolatu SS-M2 (20 %).
Prijatelnych vysledkti dosahl i olej z P. anisum. Jako zcela neucinna se projevila esence
z R. officinalis.

Mycelium vSech izolatt patogenu S. cepivora bylo ze 100 % inhibovano esencemi
z C. winterianus, L. cubeba, P. anisum, P. graveolens a T. vulgaris. Podobné tomu bylo
iuesence M. spicata, kde se vysledky od ostatnich esenci lisily pouze v jednom vzorku
(62 %). Esence E. citriodora zpusobila 100% inhibici u izolatu SC-2, ale u zbylych dvou
izolatt byla téméf net¢inna. Esencialni oleje z F. vulgare a R. officinalis se projevily mirnou
fungicidni aktivitou.

Pro ovéfeni vysledkll, zda dané esence dosahuji poZadované inhibice (100 %), byla
pouzita statisticka metoda jednovybérovy t-test. Hodnota hladiny vyznamnosti byla stanovena
na 0,05. Vysledky podlozené timto testem poslouzily jako kritérium pro vybér esenci do dalsi

faze experimentu. Vystupy z jednovybérového t-testu jsou znazornény v tabulce ¢ 3.

Tabulka 3: Vystupy jenovybérového t-testu

- B. cinerea | A. solani . sclerotiorum S. cepivora

CW x = 100° p<0,05> |x=100° X = 1002
EC p <0,05° p<0,05> |x=100% p <0,05°
FV p <0,05° p<0,05> |p>0,05 p <0,05°
LC x = 100° p<0,05> |x=100° X = 1002
MS p > 0,052 p<0,05> |x=100° p >0,05°
PA p <0,05° p<0,05° |p<0,05° X = 100?
PG x = 100° p<0,05> |x=100° X = 1002
RO p <0,05° p<0,05* |p<0,05° p <0,05°
TV x = 100° x =100° x = 100° X = 1002

®Ho je potvrzena —u=100 %; ° Ho je zamitnuta —p # 100%
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Na zakladé téchto vystupd je potvrzena 100% inhibi¢ni aktivita vi¢i B. cinerea
u esenci z nasledujicich rostlin: C. winterianus, L. cubeba, M. spicata, P. graveolens,
T. vulgaris. Stoprocentni G¢innost proti A. solani byla potvrzena pouze u T. vulgaris. Patogen
S. sclerotiorum je ze 100 % inhibovan esencemi z C. winterianus, E. citriodora, F. vulgare,
L. cubeba, M. spicata, P. graveolens, T. vulgaris. V ptipadé houby S. cepivora byla nulova
hypotéza potvrzena u esenci z C. winterianus, L. cubeba, M. spicata, P. anisum,

P. graveolens a T. vulgaris.

5.2 Stanoveni MIC esencialnich oleji

5.2.1 Botrytis cinerea Pers. (1974)

Proti tomuto patogenu vykazovaly nejlepsi fungicidni aktivitu esence z C. winterianus,
L. cubeba, M. spicata, P. graveolens, T. vulgaris.

Ve druhé casti experimentu byly esence testovany podle zakladni koncentracni fady
na izolatech BC-Z1, BC-Z2 a BC-R. Izolaty BC-P1 a BC-P2 byly z této faze vylouceny,
jelikoz v pribéhu experimentu jejich vitalita zna¢né klesla a nebyly schopny se rozmnozovat.
Poté co byla stanovena inhibice vSech esenci v celé koncentracni fad¢ proti danym izolatim,
byly zalozeny vzorky pro mezistupné koncentraci. K tomu byly opét vyuzity vySe jmenované
izolaty. Béhem testovani ale doslo ke snizeni jejich fitness, proto musely byt do pokusu
zarazeny nové izolaty BC-Z 15/1 a BC-Z 15/2, které slouzily k ovéni stavajicich vysledki.

Podrobné vysledky vcetné nazornych fotografii z 2. ¢asti experimentu jsou uvedeny

Vv priloze.

C. winterianus

Tato esence Vv zakladni koncentra¢ni fadé¢ dosdhla 100% inhibice pii koncentraci
0,05 %, od této koncentrace ale zacala uc¢innost zna¢n¢ klesat. Pii 0,025 % byl rlst mycelia
blokovano pouze z 50 % a pi1 0,0125 % uz jenom z 18,4 %. VSe je zobrazeno na obrazku ¢. 1.

Na obrazku ¢&. 2 je patrné, ze izolaty BC-Z 15/1 a BC-Z 15/2 byly testovany
na koncentracich 0,1 %, 0,0625 %, 0,05 %, 0,04375 %, 0,0375 % a 0,03125 %. Absolutni
inhibice byla namétena pii koncentracich 0,1 %, 0,0625 %, 0,05 %, a 0,04375 %. Varianta
0,0375 % ucinkovala pouze na izolat BC-Z 15/1, na izolat BC-Z 15/2 méla slaby efekt.

Esence pii koncentraci 0,03125 % jiz postradala inhibi¢ni u¢inek.
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Lze tici, ze pro izolaty BC-Z1, BC-Z2 a BC-R plati MIC 0,05 %, nicméné na izolatech

BC-Z 15/1 a BC-Z 15/2 byla prokazana a statisticky ovétena 100% inhibice pii 0,04375 %.

Podle vseho ji tedy miizeme oznacit za MIC pro esenci z C. winterianus.

Obrazek 1: Koncentra¢ni fada esence z C. winterianus vaci izolataim BC-Z1, BC-Z2 a BC-R
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Obrazek 2: Koncentra¢ni fada esence z C. winterianus aplikovana na izolaty BC-Z 15/1

aBC-Z 15/2
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L. cubeba

Esence z L. cubeba stejné jako v ptipadé C. winterianus byla v zakladni koncentracni
fad¢ uspésna pii koncentraci 0,05 %, pti koncentraci 0,025 % jiz doslo ke snizeni inhibice
na 67,5 %. MIC byla tedy hledana mezi 0,05 % a 0,025 %, k tomu byly pouzity izolaty
BC-Z1, BC-Z2 a BC-R . Koncentrace 0,1 %, 0,05 %, 0,04375 %, 0,0375 %, 0,03125 %
a 0,025 %, byly zkouseny i na izolatech BC-Z 15/1 a BC-Z 15/2. Na zéaklad¢ téchto pokust
a statistického vyhodnoceni Ize nakonec fici, ze koncentrace 0,05 %, 0,04375 %, 0,0375 %
a 0,03125 % kompletné zamezily rist mycelia u vSech izolati. Pro vSechny izolaty tedy plati,
ze MIC je 0,03125 %. Vysledky inhibi¢ni reakce zminovanych koncentraci vici izolatim

B. cinerea jsou zobrazeny na obrazku ¢. 3.

Obrazek 3: Koncentraéni fada esence z L. cubeba vii¢i vSem izolatim patogenu B. cinerea
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M. spicata

Stejné¢ jako ptfedchozi esence i tato ucinné blokovala rist mycelia izolati BC-Z1,
BC-Z2 a BC-R v zédkladni koncentracni fad¢ pouze pii 0,05 %. Koncentrace 0,025 %
neprokazala zadny vyznamny vliv. V nasledujicim kroku byly tyto izolaty testovany
pti koncentracich 0,04375 %, 0,0375 % a 0,03125 %. Koncentrace 0,04375 % dosahla
ve vSech vzorcich 100 % inhibice. Varianta 0,0375 % zabranila rastu izolata BC-Z2 a BC-R.
U izolatu BC-Z1 byla tato koncentrace méné¢ uspesna, presto jeji vliv nebyl zanedbatelny
(75,3 % inhibice). Pti koncentraci 0,03125 % byla naméfena primérna inhibi¢ni hodnota
58,6 %. Vliv jednotlivych koncentraci proti témto izolatiim je znazornén na obrazku ¢. 4.

Koncentrace 0,1 %, 0,05 %, 0,04375 % a 0,0375 % byly pro kontrolu zkouSeny
na izolatech BC-Z 15/1 a BC-Z 15/2 (viz obrazek &. 5). U¢innost variant 0,1 % a 0,05 % byla
potvrzena. V piipad¢é koncentrace 0,04375 % byl izolat BC-Z 15/1 také inhibovan ze 100 %,
nicméné u izolatu BC-Z 15/2 byla G¢innost niz§i, v praméru 85,5 % inhibice. Varianta
0,0375 % méla rovnéz vyznamny vliv na pozorované izolaty, avsak dle statistického testu
nebyla dostacujici. Posledni koncentraci, kterou test ANOVA vyhodnotil jako ucinnou

ze 100 % proti vSem izolatim, byla koncentrace 0,04375 %.
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Obrazek 4: Koncentra¢ni fada esence z M. spicata aplikovana na izolaty BC-Z1, BC-Z2
a BC-R
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Obrazek 5: Koncentraéni fada esence z M. spicata aplikovana na izolaty BC-Z 15/1
aBC-Z 15/2
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P. graveolens

Esence z této rostliny v piipadé izolatt BC-Z1, BC-Z2 a BC-R prokézala 100%
ucinnost pti prvni variant¢ fedéni (0,05 %). Pfi koncentraci 0,025 % byl u izoldtu BC-R
zamezen rust ze 100 %. U izolatu BC-Z2 byla zaznamenina 100% inhibice ve dvou
opakovanich, ale ve 3. vzorku bylo naméteno pouze 54,7 % inhibice. Na izolat BC-Z1 nem¢la
esence tak zasadni vliv. Byla tedy provedena zkouska s koncentracemi 0,04375 %, 0,0375 %,
0,03125 %. Koncentrace 0,04375 % a 0,0375 % zcela potlacily rast izolatu BC-R a BC-Z2,
ale na izolatu BC-Z1 se projevila nizka inhibice. Podobné tomu bylo 1 pfi koncentraci
0,03125 %, avsak v ptipad¢ izolatu BC-Z2 byl jeden vzorek inhibovan pouze z 56,5 %.
Vysledky inhibice esence z P. graveolens vii¢i t€émto izolatim doklada graf na obrazku ¢. 6.

Izolaty BC-Z 15/1 a BC-Z 15/2 byly testovany pii koncentracich 0,1 %, 0,05 %,
0,04375 %, 0,0375 % (viz obrazek ¢. 7). Koncentrace 0,1 %, 0,05 %, 0,04375 % naprosto
zabranily rGstu mycelia u obou izolath. Pti koncentraci 0,0375 % byla ucinnost esence

nedostate¢na. Varianta 0,04375 % je statisticky oveéfend MIC pro vSechny zkouSené izolaty.
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Obrazek 6: Koncentra¢ni fada esence z P. graveolens vuci izolatim BC-Z1, BC-Z2 a BC-R
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Obrazek 7: Koncentra¢ni fada esence z P. graveolens vuéi izolatim BC-Z 15/1 a BC-Z 15/2
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T. vulgaris

Na obrazku €. 8 je vidét, ze tento esencidlni olej zcela inhiboval izolaty BC-Z1, BC-Z2
a BC-R pfi variantach fedéni 0,05 % a 0,025 %. U varianty 0,025 % byl v jednom vzorku
izolatu BC-Z1 zpozorovan drobny nalez mycelia, ziejmé se vSak jedna o odchylku.
Pti hledani MIC byly testovany koncentrace 0,04375 %, 0,0375 %, 0,03125 % a 0,02188 %.
Stoprocentni ucinnost byla zaznamenana u variant 0,04375 % a 0,0375 %. Podobného
vysledku bylo dosazeno pti 0,03125 %, tam ale doslo k jedné odchylce u izolatu BC-Z1.
Koncentrace 0,02188 % vyborné ptisobila na izolaty BC-Z2 a BC-R (100 % inhibice), ale
u izolatu BC-Z1 mirné€ narostlo mycelium, ¢imz byl snizen primér inhibice na 89 %.

Utinky té&chto koncentraci byly potvrzeny i na izolatech BC-Z 15/1 a BC-Z 15/2.
Na téchto izolatech byla vyzkouSena i niz§i varianta fedéni 0,01875 %, ktera v priméru
dosahla 88,9 % inhibice. Dle statistického programu byla koncentrace 0,02188 %
vyhodnocena pro viechny izolaty jako MIC. Uginky celé koncentratni fady jsou uvedeny
na grafu (obrazek ¢. 9).
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Obrazek 8: Koncentra¢ni fada esence z T. vulgaris vuci izolatim BC-Z1, BC-Z2 a BC-R
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Obrazek 9: Koncentra¢ni fada esence z T. vulgaris vuci izolatim BC-Z 15/1 a BC-Z 15/2
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5.2.2 Alternaria solani Sorauer (1896)

T. vulgaris

Proti patogenu A. solani byla v prvni ¢asti pokusu Gspé$na pouze esence z T. vulgaris.
Jak je patrné z nasledujiciho grafu (obrazek ¢. 10), silnd fungicidni aktivita byla zaznamenana
i pti koncentracich 0,05 %, 0,04375 %, 0,0375 %. Tato esence si udrzela relativné vysokou
ucinnost i pfi koncentraci 0,03125 %, pfi niz byla naméfena primérna inhibice 97,8 %.
Podle statistického testu ANOVA lze tuto koncentraci povazovat za ucinnou ze 100 %,
koncentrace 0,025 % se jiz od této hodnoty 1i8i, pfesto vykazuje pomérné silny ucinek (92 %
inhibice). Na zaklad€ toho lze 0,03125 % oznalit jako minimalni inhibi¢ni koncentraci.
Podrobné vysledky véetné nazornych fotografii ztéto casti experimentu jsou uvedeny

Vv ptiloze.

Obrazek 10: Koncentracni fada esence z T. vulgaris vii¢i patogenu A. solani
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5.2.3 Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary (1884)

Mezi rostliny, u jejichz esenci byla prokdzana antimykotickd aktivita vii¢i houbé
S. sclerotiorum, se tadi C. winterianus, E. citriodora, F. vulgare, L. cubeba, M. spicata,
P. graveolens a T. vulgaris.

V ptiloze jsou uvedeny tabulky a n¢kolik doprovodnych fotografii, které podrobn¢

popisuji interakci mezi esencemi a patogenem S. sclerotiorum v 2. ¢asti experimentu.

C. winterianus

Pt1 hledani inhibi¢ni aktivity v zakladni koncentra¢ni fad¢ bylo patrné, Ze esence pii
0,05 % vykazuje velmi slaby ucinek, pfiCemz pii nizSich koncentracich nebyl zpozorovan
témet zadny efekt. Z tohoto divodu byla MIC hledana mezi 0,1 % a 0,05 %. Pti koncentraci
0,0875 % a 0,075 % byla naméfena u vSech vzorku 100% inhibice. Koncentrace 0,0625 %
uplné zamezila rist mycelia izolatu SS-M2, nicméné inhibi¢ni G¢inky vici izolatu SS-M1
byly minimalni. Z téchto poznatkl lze koncentraci 0,075 % povazovat za MIC, coZ bylo

potvrzeno 1 statistickym testem. Vysledky jsou zobrazeny na obrazku €. 11.

Obrazek 11: Koncentra¢ni fada esence z C. winterianus viéi patogenu S. sclerotiorum
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E. citriodora

Eukalyptovy olej pfi snizené koncentraci 0,05 % vykazoval slabou fungicidni aktivitu
(59,8 %). MIC byla hledana mezi koncentracemi 0,1 % a 0,05 %. Koncentrace 0,0875 %
a 0,075 % pusobily u obou izolati ze 100 %. Podobn¢ tomu bylo i pfi koncentraci 0,0625 %,
s vyjimkou jednoho vzorku izolatu SS-M1, u kterého byla namétena 71,8 % inhibice. I pies
tuto odchylku byla varianta 0,0625 % vyhodnocena statistickym programem jako ucinna
ze 100 %, proto ji Ize pro tuto esenci oznacit za MIC. Inhibi¢ni aktivita koncentra¢ni fady této

esence je znazornéna na obrazku €. 12.

Obrazek 12: Koncentra¢ni fada esence z E. citriodora viéi patogenu S. sclerotiorum
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F. vulgare

Graf (obrazek ¢. 13) ukazuje, ze u této esence klesla u€innost jiz pfi 1. varianté fedéni,

ato z 96,7 % na 75,6 %. Proto byla zkouSena pii vyssich koncentracich 0,0875 % a 0,075 %.

I zde nebyl zaznamenan 100% ucinek. U obou koncentraci bylo dosazeno téméri stejné

hodnoty inhibice 78,6 % a 78,3 %. Ve statistickém testu nebyla potvrzena shoda téchto

variant s koncentraci 0,1 %, proto pro olej z fenyklu plati MIC 0,1 %.

Obrazek 13: Koncentra¢ni fada esence z F. vulgare vici patogenu S. sclerotiorum
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L. cubeba

V piipad€ esence z L. cubeba byla ziejma velmi ostra hranice uc¢inku. Na zakladni
koncentrac¢ni fadé byl mezi koncentracemi 0,05 % a 0,025 % zaznamenan pokles inhibice
ze 100 % rovnou na 0 %. Koncentrace 0,04375 % zajistila 100% mortalitu ve vSech vzorcich,
ale esence pii koncentraci 0,0375 % byla Gspésna ze 100 % pouze u izolatu SS-M1, naopak
izolat SS-M2 nebyl esenci nijak ovlivnén. Z grafu (obrazek ¢. 14) i ztestu ANOVA je
evidentni, ze MIC je 0,04375 %.

Obrazek 14: Koncentra¢ni fada esence z L. cubeba viic¢i patogenu S. sclerotiorum
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M. spicata

Jak je patrné z grafu (obrazek €. 15), pii koncentraci 0,05 % bylo inhibovano 70,7 %
rustu mycelia, proto byly izolaty testovany na koncentracich 0,0875 %, 0,075 % a 0,0625 %.
Vsechny tyto koncentrace vykazovaly 100% fungicidni aktivitu. Z grafu i ze statistické
analyzy vyplyva, ze varianta 0,0625 % je v tomto piipadé MIC. Od koncentrace 0,025 %

nebyly zpozorovany zadné znamky blokace riistu.

Obrazek 15: Koncentra¢ni fada esence z M. spicata vici patogenu S. sclerotiorum
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P. graveolens

Tato esence vykazovala 100 % ucinnost v zékladni koncentracni fad€ pii koncentraci
0,05 %, ovsem pfti 0,025 % prudce klesla na primérnou hodnotu 30,7 %. Pro stanoveni MIC
byly urceny dalsi tfi koncentrace, které se nachdzely v rozmezi 0,05 % a 0, 025 %.
K zamezeni rdstu mycelia vSech vzorkti doSlo pouze pti koncentraci 0,04375 %,
pti koncentracich 0,0375 % a 0,03125 % jiz fungicidni efekt slabl. Dle vysledki statistického
programu je jasné, ze MIC je pro tuto esenci 0,04375 %. Vysledné reakce koncentracni fady

esence z P. graveolens je znazornéna na obrazku ¢. 16.

Obrazek 16: Koncentra¢ni fada esence z P. graveolens vii¢i patogenu S. sclerotiorum
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T. vulgaris

Esence z T. vulgaris vykazovala velice silnou fungicidni aktivitu vici tomuto
patogenu. 100 % inhibi¢ni G¢inek byl zaznamenan pii koncentraci 0,05 % i 0,025 %.
Pti koncentraci 0,0125 % nebyl rist mycelia vyznamné ovlivnén. Aktivita oleje byla dale
testovana pii koncentraci 0,02188 %, 0,01875 % a 0,01563 %. Vysledky z téchto variant
vykazovaly spise slaby vliv na houbu S. sclerotiorum, primérné naméfené hodnoty
dosahovaly 50,1 %, 32,1 % a 16,4 % inhibice. Vystupy z testu ANOVA potvrdily, ze MIC
oleje z tymianu je 0,025 %. Inhibi¢ni aktivita koncentra¢ni fady popisuje graf (obrazek ¢. 17).
Obrazek 17: Koncentra¢ni fada esence z T. vulgaris vié¢i patogenu S. sclerotiorum
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5.2.4 Stromatinia cepivora (Berk.) Whetzel (1945)

Esence, které vykazovaly v 1. ¢asti experimentu antimykotickou aktivitu vi¢i tomuto
fytopatogenu, pochazely z C. winterianus, L. cubeba, M. spicata, P. anisum, P. graveolens
a T. vulgaris.

Podrobné vysledky a nékolik fotografii, které popisuji reakci vybrannych esenci vicéi

houbé S. cepivora, jsou zobrazeny v piiloze.

C. winterianus

Pti testech zdkladni koncentra¢ni fady byla pii 0,05 % naméfena 100 % inhibice
u vSech izolatt, avsak pti 0,025 % byl blokovan ze 100 % pouze izolat SC-1, izolaty SC-2
a SC-3 byly inhibovany z 57,5 % a 74,9 %. Mezistupen koncentracni fady 0,04375 % zcela
zabranil ristu mycelia, stejné tak i koncentrace 0,03125 %. V piipad¢ varianty 0,0375 % byla
zaznamenana odchylka u izolatu SC-2 ve dvou opakovanich, kde narostlo mycelium z 18,8 %
a 31,8 %. Nicméné¢, vystupy z testu ANOVA ukazuji, Ze se tento soubor hodnot shoduje se
souborem koncentrace 0,1 %. To bylo potvrzeno i v ptipadé koncentrace 0,03125 %, tudiz ji

lze oznacit za MIC. VSe je zaznamenano na obrazku €. 18.

Obrazek 18: Koncentra¢ni fada esence z C. winterianus vici patogenu S. cepivora
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L. cubeba

Pti koncentraci 0,05 % byl inhibovan izolat SC-2 ze 100 % ve vSech opakovanich.
Primérné hodnoty inhibice izolata SC-1 a SC-3 byly 35,7 % a 66,5 %. K ovéfeni zda se
nejedna o odchylku, byla tato varianta znovu zopakovéana spolu s koncentraci 0,04375 %.
Vysledky koncentrace 0,05 % piedchozi hodnoty potvrdily, rist mycelia izolatu SC-2 byl
op¢t zcela zamezen. Pti koncentraci 0,04375 % k takovému efektu jiz nedoslo. Zaroven byly
zalozeny varianty fedéni 0,0875 %, 0,075 % a 0,0625 %, které inhibovaly rtst vSech izolatt
ze 100 %. Test ANOVA tyto varianty oznacil za shodné s koncentraci 0,1 %, takze varianta
0,0675 % byla klasifikovana jako MIC této esence. Graf (obrazek ¢. 19) vypovida o sile

ucinku jednotlivych koncentraci viéi izolatim B. cinerea.

Obrazek 19: Koncentra¢ni fada esence z L. cubeba vii¢i patogenu S. cepivora
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M. spicata

Koncentrace 0,05 % u izolatd SC-1 a SC-2 zajistila 100% inhibici ve vSech
opakovanich, avSak izolat SC-3 byl inhibovan v priméru z 84,7 %. Podle statistického
vyhodnoceni byla tato koncentrace s koncentraci 0,1 % jesté shodna. Na zakladé toho byly
pro vyhledani MIC zkouseny koncentrace 0,0625 % a 0,04375 %. Koncentrace 0,0625 %
upln€¢ zamezila rist vSech izolatl, ale koncentrace 0,04375 % inhibovala nedostatecné,
Vv praméru 46,2 %. Statisticky ovéfena hodnota 0,05 % je povazovana za MIC matového

oleje. Vyse popisované vysledky jsou shrnuty v grafu na obrazku ¢. 20.

Obrazek 20: Koncentra¢ni fada esence z M. spicata vic¢i patogenu S. cepivora

Koncentracni fada EO M. spicata
Soucasny efekt: F(8, 73)=79,922, p=0,0000
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P. anisum

V piipadé¢ esence z P. anisum byla 1. varianta fedéni G¢inna pouze u izolatu SC-1, kde
prvni dvé opakovani byla inhibovana ze 100 % a tfeti z 86,3 %. Na dalsi dva izolaty esence
neméla podstatny vliv. Pro néasledujici testovani byly zalozeny varianty s témito
koncentracemi: 0,0875 %, 0,075 %, 0,0625 %, 0,04375 %. Stoprocentni inhibice se projevila
u koncentraci 0,0875 % a 0,075 %. U varianty 0,0625 % byla zjisténa 100% tspésnost pouze
u izolatu SC-1, izolat SC-2 dosahl primérné inhibi¢ni hodnoty 85,5 %. U izolatu SC-3 doslo
V jednom piipadé k nulovému uc¢inku, coz mohlo byt zplisobeno chybou pii pracovnim
postupu. U zbylych dvou opakovani bylo naméteno 83,2 % inhibice. Koncentrace 0,04375 %
méla opét vyznamny vliv na izolat SC-1 (100 % inhibice), avSak ostatni vzorky nebyly nijak
zasadné poznamendny. Dle testu ANOVA plati, Ze posledni 100% ucinna koncentrace proti

patogenu S. cepivorum je 0,075 %. O inhibi¢ni aktivité vypovida graf na obrazku ¢. 21.

Obrazek 21: Koncentra¢ni fada esence z P. anisum vici patogenu S. cepivora
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P. graveolens

V zakladni koncentracni fad¢ byla varianta 0,05 % tspésna ze 100 % u vsech izolati.
Pfi koncentraci 0,025 % doslo k 100% inhibici izolatd SC-1 a SC-3, u izolatu SC-2 byl
blokovan rtst mycelia ze 75,2 %. MIC byla proto hleddna mezi témito variantami fedéni:
0,03125 %, 0,02188 % a 0,01875 %. Kompletni zamezeni ristu bylo zaznamendno u varianty
0,03125 %, koncentrace 0,02188 % a 0,01875 % byly Gsp&né pouze u izolatu SC-3.
U varianty 0,02188 % izolat SC-2 naopak nebyl viibec inhibovan. Jelikoz se v nasledujici
koncentraci mirnd inhibice projevila, miize se v tomto ptipad¢ jednat o odchylku. Podle testu
ANOVA, ktera u¢innost koncentrace 0,025 % ohodnotila jako 100%, Ize tuto hodnotu oznadit

jako MIC této esence. Tyto informace jsou graficky znazornény na obrazku ¢. 22.

Obrazek 22: Koncentra¢ni fada esence z P. graveolens viic¢i patogenu S. cepivora
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T. vulgaris

Tato esence vykazuje viac¢i houbé S. cepivora velmi silnou fungicidni aktivitu.

inhibice. V zakladni koncentra¢ni fadé¢ byla 100% ucinnost ziskana jak pti 0,05%, tak
1 0,025% koncentraci. Proto byly zalozeny mezistupné varianty fedéni v rozmezi 0,025 % az
0,0125 %. Stoprocentni inhibice byla namétena u vsSech izolati pti koncentraci 0,02188 %
10,01875 %. Prestoze koncentrace 0,01563 % dosahla také dobrych vysledkd (primérna
hodnota inhibice 82,3 %), nebyla statisticky shodna s variantou 0,1 %. MIC esence z tymianu
je tedy 0,01875 %.

A4

Obrazek 23: Koncentra¢ni fada esence z T. vulgaris vic¢i patogenu S. cepivora
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6 Diskuze

V tomto experimentu proti parazitu B. cinerea nejlépe ucinkovala esence z T. vulgaris,
pri¢emz nami stanovena MIC dosahovala 0,02188 %. Ve védecké praci Reddy et al. (1998)
pozorovali rist mycelia izolatu B. cinerea ziskaného z napadenych ploda jahodniku na PDA
obsahujici esence ze dvou linii T. vulgaris. Jejich studie naznacuje, ze tento olej pusobi
na patogen B. cinerea spiSe fungistaticky nez fungicidné. Ani jedna ze zkouSenych
koncentraci nezajistila 100% blokaci ristu mycelia, pfi nejvyssi testované koncentraci 0,02 %
doslo pii aplikaci esence z linie-1 k 63,5% inhibici a z linie-2 k 90,5% inhibici. Olej z linie-2
vykazoval relativné vyssi antifungalni aktivitu, coz bylo zptisobeno vys$§im obsahem thymolu,
karvakrolu a linaloolu. O antimykotickych tc¢incich thymolu vici B. cinerea pojednava i
studie Camele et al. (2012). Pti koncentraci 0,015 % a 0,02 % thymolu doslo k Gplnému
zastaveni rustu mycelia izolatu z révy vinné. Antifungalni aktivita tymianové silice byla
pozorovana iV in vivo podminkach. Po aplikaci 0,06% esence na uméle infikované merunky
doslo k rozvoji choroby pouze u 51,25 % ploda (Hassani et al., 2012). Podobny pokus byl
proveden také na jablkach Ctyf odriid. Na zamérné mechanicky poskozené plody byly
aplikovany konidie, po 15 a 30 dnech skladovani byl méfen pramér hniloby kolem kazdé
rany. Po pouziti 1% roztoku tymidnové esence doslo ke statisticky podobnym vysledkiim jako
po aplikaci syntetického ptipravku tebuconal. Pfi 10% koncentraci byla dokonce zajiSténa
ucinnost srovnatelna s kontrolou, tedy tebuconalem (Lopez-Reyes et al., 2010). Tyto
poznatky jednoznaéné potvrzuji vysokou uéinnost esencialniho oleje z T. vulgaris, coz je
v souladu s nasimi vysledky.

Esence pochazejici z L. cubeba dosahla v nasi praci rovnéz pozoruhodného efektu,
100% inhibice rustu mycelia B. cinerea byla zajisténa i pii koncentraci 0,03125 %.
Na stejném principu byla testovana tato esence védeckym tymem Yang et al. (2010). Ten
namétil 49,8% inhibici pi1 0,03% koncentraci esence. Toto tvrzeni se s naSimi vysledky
relativné rozchazi, nicméné v tom mohou hrat roli rizné faktory, naptiklad odliSné slozeni
esence. Slozeni esence z L. cubeba je velice rozmanité a zalezi na genetickém vybaveni
konkrétniho jedince (Saikia et al., 2013), zaroven je dulezité z jaké Casti rostliny byl olej
ziskan (Wang et Liu, 2010). Yang et al. (2010) pro sviij experiment pouzili olej z ploda
L. cubeba, ve kterém pievladal limonol (44,2 %), B-linalool (8,8 %), 1,8-cineol (5,4 %),
elemicin (3,9 %), methyleugenol (3,8 %). Obsah naseho oleje je bohuzel neznamy, proto je

tézkeé tyto ucinky srovnavat.
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Esence z C. winterianus, M. spicata a P. graveolens dosahly pii pusobeni
na B. cinerea podobného ucinku, jejich MIC byla stanovena na 0,04375 %.

Uziti esencialniho oleje z C. winterianus proti B. cinerea nebylo prozatim ve védecké
literatufe zaznamenano, avSak existuje Clanek od Tzortzakis et Economakis (2007), ktefi
popisuji vliv esencialniho oleje z C. citratus na izolat B. cinerea z rajcete. Pii koncentraci
0,01 % doslo k 33% inhibici a pti 0,05 % byl rist mycelia zcela zamezen. Mezi majoritni
slozky tohoto druhu patii: geraniol (41 %), neral (32 %), limonen (4,4 %), zatimco
u C. winterianus prevlada citronellal (31,5 %), geraniol (22 %), geranyl-acetat (9 %)
(Kakaraparthi et al., 2014). Jestlize citronellal hraje klicovou roli v antimykotické aktivité
(Aguiar et al.,2014), mély by byt podle slozeni téchto druhii jejich G¢inky rozdilné. Nicméné
podle prace Tzortzakis et Economakis (2007) se ucinnost esence druhu C. citratus shoduje
S nami testovanou esenci z C. winterianus. Kone¢ny efekt oleje z C. citratus vSak muze byt
zajiStén  geraniolem, ktery je zndmy svou vysokou fungicidni  schopnosti
(Aiemsaard et al., 2011).

Informace o ptisobeni esence z M. spicata na houbu B. cinerea nebyly nalezeny,
proto nelze naSe vysledky porovnat s jinymi. Vzhledem k tomu, Ze se tento olej z M. spicata
sklada zvelmi ucinnych fungicidnich sloucenin, jako jsou karvon, cis-karveol
(Hussain et al., 2010), limonen (Sokovic et al., 2009), 1,8-cineol (Jiang et al., 2011), jsou
ziskané vysledky velmi pravdépodobné.

Badawy et al. (2014) zaznamenali 50% inhibici pti koncentraci 0,019 % esence
z P. graveolens. Bohuzel ale neuvadi koncentraci, ktera by zajistila uplné zamezeni rastu.
Nicméné 1 tento udaj vypovida o dobré fungicidni aktivité esence.

Esencialni oleje z E. citriodora, F. vulgare, P. anisum a R. officinalis vykazovaly
mirnou nebo dokonce Zadnou G€innost 1 pi'i nejvyssi stanovené koncentraci 0,1 %.

O esenci z E. citriodora vypovida prace Tripathi et al. (2008), ve které se tvrdi, Ze
pti koncentraci 0,05 % byl zcela blokovan rist mycelia B. cinerea. Toto tvrzeni se oproti
naSemu zna¢né rozchdzi. Esencidlni olej, ktery byl uzit v tomto experimentu, vykazoval téméf
nulovy vliv 1 pfi nejvyssi testované koncentraci. To mize byt zpisobeno napiiklad rozdily
ve slozeni, nebo odoln¢jSimi izolaty. Dal§im divodem muize byt odlisnd chemickd latka
pro zvySeni rozpustnosti esence. Tripathi et al. (2008) k tomu vyuzili Tween 80, zatimco
V nasem testu byla zvolena slou¢enina DMSO.

V této praci se esence z F. vulgare proti B. cinerea fadila spise k méné tGspéSnym
esencim. AvSak v pfipadé¢ dvou izolati byl zcela potlacen rlst mycelia 0,1% koncentraci.

Podobny efekt byl popsan v ¢lanku od Hadian et al. (2008), zde pii stejné koncentraci doslo
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k 97,6% inhibici. Tou samou koncentraci byly oSetieny uméle infikované jahody, coz ze 75 %
zabranilo rozvoji hniloby. Abdolahi et al. (2010b) stanovili MIC pro tuto esenci 0,06 % vici
izolatu ziskaného z hroznového vina. Tento esencialni olej vykazoval dokonce lep$i t¢inky
nez esence z T. vulgaris. Podle vseho se tedy v této bylin¢ skryva fungicidni potencial proti
B. cinerea.

V nasi praci méla esence z P. anisum minimalni vliv na B. cinerea, nicméné
pro nedostupnost védeckych ¢lankt zabyvajicich se touto problematikou nelze tuto skute¢nost
vécné okomentovat.

Pii koncentraci 0,0525 % esencialniho oleje z R. officinalis bylo inhibovano 50 %
ristu mycelia B. cinerea (Badawy et al., 2014). O velmi slabych ucincich vypovidaji
i Bouchra et al. (2003), ktefi po aplikaci 0,025% esence naméfili pouze 10,7 % inhibice.
Pfitestovani esence na naSich izolatech nebyl zpozorovan zadny vliv ani pii 0,1%
koncentraci.

Naproti tomu stoji tvrzeni Soylu et al. (2010), ktefi popsali G¢innost rozmarynového
oleje jak pii kontaktni aplikaci (esence obsazena v agaru), tak ve form¢ fumigantu (v Petriho
misce se esence vypatuje z filtratniho papiru). Aplikace formou fumigantu byla zarucené
efektivnéjsi. Stoprocentni inhibice izolatu, pivodem z napadeného listu rajcete, byla zajisténa
pti pouhych 0,00016 % esence, zatimco pii kontaktni aplikaci je k tomuto ucinku tieba
0,00256 %. Pfiinu, proC¢ jsou tyto inhibicni davky tak nizké, autofi bohuzel neuvadi,
neni zndmo ani slozeni pouzité esence.

Neni mnoho védecké literatury zabyvajici se u€inky esenci, které byly pouzity v této
diplomové praci, proti patogenu A. solani. Piesto existuje nékolik védeckych ¢lanku, které se
touto problematikou zabyvaji. Kupiikladu Al-Mughrabi et al. (2013) dokazuji inhibi¢ni
schopnosti esence z M. spicata vi¢i houb¢ A. solani parazitujici na rajéeti. V experimentu byl
esencialni olej sledovan pfedev§im ve formé fumigantu, ktery pfi 1% koncentraci blokoval
rust mycelia z 93,5 %. V naSich testech byla pouzita 10x mensi koncentrace (0,1 %), 1 ptesto
vSak bylo dosaZeno podobnych vysledkli, pfedev§im u izolath AS-5 a AS-7. Nicméné je
nutno vzit v iivahu, Ze v nasem pokusu slo o kontaktni ti¢innost.

O fungicidni aktivité esence z P. anisum vuci izolatu A. solani z rajéete vypovida
¢lanek Duarte et al.(2013). Tato informace vSak nekoresponduje s naSimi vysledky, kde
ucinnost oleje z P. anisum byla jedna z nejslabSich. Podle Ramezani et al. (2002b) E.
citriodora by mohla byt potencionalné vyuzita pro vyrobu piipravki proti chorobam
zpusobené A. solani. Pfi jeho pokusech byla zajisténa 100% inhibice jiz pii 0,0001%

koncentraci esence této byliny. V naSich testech nepiesahla ani 50 % inhibice, i kdyz byla
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pouzita 100x vyssi koncentrace. Vzhledem k tomu, ze autofi neposkytuji informace o slozeni
esence, ani o0 zpusobu provedeni testu, je tézké tyto hodnoty srovnavat. Dale Hillen et al.
(2012) testovali esenci R. officinalis na izolatech ptivodce chorob Alternaria sp., u né¢hoz
doslo k 100% inhibici pti koncentraci 0,3 %.

Jedina studie, kde se vysledky shoduji s nasimi, je od Abou-Jawdah et al. (2002). Zde
ale nepouzivali pfimo esencialni olej, nybrz methylovy extrakt z F. vulgare, ktery pii 2%
koncentraci zamezil rist mycelia pouze z 12 %. Klic¢eni spor nebylo viibec ovlivnéno. Olej
z F. vulgare je v naSich testech proti A. solani vyhodnocen jako nejméné G¢inny ze vSech
9 esenci.

V této praci vychazi olej z T. vulgaris jako esence s nejsilngjsi fungicidni aktivitou
proti patogenu S. sclerotiorum pochazi z L. cubeba. Kompletni zamezeni ristu bylo zajisténo
jiz pi1 0,04375% koncentraci. Védecky c¢lanek Yang et al. (2010), ktery byl jiz rozebiran
pii porovnavani vlivu esence z L. cubeba vici patogenu B. cinerea, popisuje 100% inhibi¢ni
ucinek na S. sclerotiorum pti 0,03% koncentraci. Vici houbé B. cinerea vykazovala nami
pouzita esence oproti esenci ze zminéného ¢lanku vyssi fungicidni aktivitu, v ptipadé S.
sclerotiorum tomu bylo naopak. Jak jiz bylo zminéno, provedeni analytického rozboru nasi
esence by napomohlo k objasnéni téchto rozdilnych reakei.

S velmi dobrymi u¢inky se v naSem experimentu vyznamenala také esence
z E. citriodora, jejiz MIC byla 0,0625 %, stejné¢ tak tomu bylo i u esence z M. spicata.
Antimykotické u¢inky matové silice proti S. sclerotiorum testovali Al-Taisan et al. (2014).
Bohuzel autofi ve své praci neuvedli, o jaky druh maty se jednd, nepopsali ani slozeni tohoto
oleje. Nicméné, tato esence pii 0.0001% koncentraci zplsobila 67,1% inhibici a pti 0,001 %
jiz 100% inhibici izolatu z napadeného fazolu. Dale provadéli in vivo testy, ve kterych
zkousSeli kli¢ivost semen a vzchazeni rostlin fazolu v uméle zamotfené pudé po aplikaci
0,001 % matové esence. Vlivem oleje z Mentha sp. vzeslo 60 % zdravych rostlinek, coz
svéd¢i 0 mirném efektu. Ackoliv neni znam pivod matové esence, tento ¢lanek spolu s nasi
praci potvrzuje inhibi¢ni vliv rodu Mentha sp. vii¢i houb¢ S. sclerotiorum.

Niz8i, ptesto stale vyznamny efekt vi¢i tomuto parazitovi ma i esence z F. vulgare.
Podle nasSich vysledki jeji MIC ¢ini 0,1 %. Daleko silnéjsi antimykotickou aktivitu tohoto
oleje popisuji Soylu et al. (2007), a to ptredevSim pii plsobeni ve formé fumigantu.
Stoprocentni inhibice Vic¢i izolatu ze stonku rajcete nastala pii davce pouhych 0,00002 %
esence. Pokud byla esence soucasti agaru, tak jak to bylo provedeno i v naSem pokusu, doslo

k absolutni blokaci ristu mycelia pti aplikaci 0,00016 %. Koncentrace 0,00032 % dokonce
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zpusobila ztratu zivotaschopnosti sklerocia. Jediny rozdil, ktery lze vycist z metodiky tohoto
pokusu je pouziti jiného rozpoustédla (Tween 20), to ale jisté¢ neni jedinym divodem tak
silného ucinku.

Esence z R. officinalis se pfi koncentraci 0,1 % v naSem experimentu jevi, jako zcela
neucinna. Pitarokili et al. (2008) ale publikovali praci, ve které dokladaji inhibi¢ni ptisobeni
vuci S. sclerotiorum. Jako dikaz uvadéji hodnotu ECsy (koncentrace zptisobujici 50% inhibici
rustu mycelia) 0,025 %. Déle testovali ti¢innost a-pinenu, ktery zaujima ve slozeni tohoto
oleje nejvétsi podil (21 %). Zjistili, Ze k 50% inhibici je tfeba vySsi koncentrace, nez tomu
bylo u celé esence. Z toho vyplyva, ze vliv oleje je mnohem silnéjsi, neZ samotného a-pinenu.
S timto tvrzenim se shoduje i Jiang et al. (2011).

Ojaghian et al. (2014) zkouseli fungicidni aktivitu rozmarynového extraktu ziskaného
bud’ ethylacetatem, nebo ethanolem. Ukazalo se, Ze ethylacetadtovy extrakt ma siln€jsi G€inky
nez ethylovy, ale ptesto proti S. sclerotiorum pusobil nedostate¢né.

Proti patogenu S. cepivora ucinkovalo v nasem experimentu 6 z 9 zkouSenych esenci.
Nejsilngjsi toxicita byla zaznamenana u esence z T. vulgaris, jejiz MIC dosahuje pouhych
0,01875%. Tyto vysledky jsou jednoznaéné¢ potvrzeny védeckym  ¢lankem
Lucini et al. (2006), ve kterém je publikovan vliv sedmi monoterpeni pochazejicich
z esencialnich oleju na fytopatogeni houbu S. cepivora. Thymol a geraniol patii mezi latky,
které v tomto testu dosahly nejniz§i MIC (0,04 %) zamezujici rist mycelia S. cepivora. Jako
a 1,8-cineol s MIC 0,12 %. Thymol, geraniol a linalool jsou dominantnimi slozkami pravé
oleje z T. vulgaris (Keefover-Ring et al., 2009). Proto neni divu, Ze vykazuje tak vysokou
fungicidni aktivitu.

Na geraniol jsou také velmi bohaté esence z C. winterianus (Kakaraparthi et al., 2014)
a P. graveolens (Hsouna et Hamdi, 2012), jejichz G¢innost je v naS§em pokusu rovnéz velice
vyznamna. Olej z P. graveolens krom¢ toho také obsahuje linalool (Hsouna et Hamdi, 2012).
V oleji z L. cubeba se také miize nachazet vysoké procento linaloolu, ale i 1,8-cineolu (Wang
et Liu, 2010). To vSe potvrzuje jejich dobry inhibi¢ni vliv téchto esenci vii¢i zkoumanému
parazitu.

V esenci z M. spicata je obsazeno velmi nizké procento mentolu (Padalia et al., 2013),
avSak 1 pfesto byl v nasi préci jeji inhibicni G€inek vysoky. To mize byt zajiSt€éno vysokym
podilem karvonu, ktery se vyznacuje antimikrobialni aktivitou (Hussain et al., 2010).

Prestoze trans-anethol presahuje 90 % obsahu esenci z P. anisum (Orav et al., 2008)

a F. vulgare (Diao et al., 2014), jejich vysledna reakce na S. cepivora neni stejna. Olej
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z P. anisum totiz Gspés$n¢ blokuje rust pii 0,075 %, zatimco esence z F. vulgare neprojevila
zadné znamky inhibice. K podobnému zavéru dosli i védci Sharifi et al. (2008), ktefi ve své
praci uvedli, ze trans-anethol neni zodpovédny za fungicidni schopnosti esence.

Esence z R. officinalis je bohata na latky kafr, borneol i 1,8-cineol (Jiang et al., 2011),
u kterych je dokadzana inhibice jmenovaného patogenu (Lucini et al., 2006).
Podle Pitarokili et al. (2008) tento olej dosahuje ECsp vuci S. cepivora 0,76 %. Piesto v nasich

testech esence vykazovala nedostate¢nou antimykotickou aktivitu.
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[ Zavér

V 1. fazi experimentu byla testovana fungicidni aktivita jednotlivych esencialnich
latek pfi nejvyssi koncentraci (0,1 %) na fytopatogennich houbach B. cinerea, A. solani,
S. sclerotiorum a S. cepivora. Absolutni blokace ristu mycelia B. cinerea byla zaznamenana u
esenci z C. winterianus, L. cubeba, M. spicata, P. graveolens a T. vulgaris. Patogen A. solani
byl uspé$né inhibovan pouze jednim esencialnim olejem, a to z T. vulgaris. Parazit S.
sclerotiorum byl zcela potlacen esencemi ziskanymi z C. winterianus, E. citriodora,
F. vulgare, L. cubeba, M. spicata, P. graveolens a T. vulgaris. V piipadé houby S. cepivora
doslo k zamezeni ristu mycelia po aplikaci esenci z rostlin: C. winterianus, L. cubeba,
M. spicata, P. anisum, P. graveolens a T. vulgaris.

U téchto vybranych esenci byla stanovena minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC)
proti jednotlivym houbovym patogeniim. Pro esence inhibujici rostlinného parazita B. cinerea
byla ur¢ena MIC v hodnotach 0,04375 % (C. winterianus, M. spicata, P. graveolens),
0,03125% (L. cubeba) a 0,02188 % (T. vulgaris).

Rust mycelia A. solani byl zcela potlacen jiz pii 0,03125 % oleje z T. vulgaris.

Pro esence s antimykotickym tuc¢inkem vaci S. sclerotiorum plati MIC 0,1 %
u F. vulgare, 0,075 % u C. winterianus, 0,0625 % u E. citriodora a M. spicata, 0,04375 %
u L. cubeba a P. graveolens a 0,025 % u T. vulgaris.

Dale u patogenu S. cepivora byla MIC zaznamenana v takovychto hodnotach:
P. anisum - 0,075 %, L. cubeba - 0,0675 %, M. spicata - 0,05 %, C. wintrerianus - 0,03125 %
P. graveolens - 0,025 %, T. vulgaris - 0,01875 %.

Pro shrnuti celkovych vysledkl 1ze konstatovat, Ze u¢innost esence klesala se snizujici
se koncentraci. Jednoznacné nejsiln€jsi Gcinek vici vSem patogenim byl zaznamenan
C. wintrerianus, L. cubeba, M. spicata a P. graveolens se vtéto praci projevily silnou
fungicidni aktivitou, velmi dobfe ucinkovaly proti vétSiné testovanym houbam. Naopak

esence R. officinalis vykazovala nedostacujici inhibici u vSech étyf patogend.
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Seznam pouZzitych zkratek a symbolu

AS Alternaria solani

BC Botrytis cinerea

Cw Cymbopogon winterianus
ddH,0 dvakrat destilovana voda
DMSO dimetylsufoxid

EC Eucalyptus citriodora,

ECso koncentrace zpiisobujici 50% inhibici riistu mycelia
EO esencialni olej

FV Foeniculum vulgare,

LC Litsea cubeba,

MIC minimalni inhibi¢ni koncentrace
MS Mentha spicata,

PA Pimpinella anisum,

PDA bramboro-dexter6zovy agar

PG Pelargonium graveolens

RO Rosmarinus officinalis

ROS reaktivni forma kysliku

SC Stromatinia cepivora

SS Sclerotinia sclerotiorum

TV Thymus vulgaris
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Inhibice rustu mycelia S. cepivora (SC-2) pii urcité koncentraci

€SENCE Z T. VUIGAIIS ...t XXIX
Inhibice ristu mycelia S. cepivora (SC-1) pfi ur¢ité koncentraci
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ESENCE Z P. graVEOIENS. ..ot XXX



Ptiloha 1: Obsah majoritnich slozek esence z L. cubeba (Wang et Liu, 2010)

roz;l;rt\ine kofen :zci;tg list poupé kvét plod
mnozstvi
EO (%) 0,31 0,29 1,3 2,3 3,1 2,1
neral B-felandren cineol B-fellandren | B-terpinen neral
(21,53 %) (18,74 %) (13,97 %) (3,74 %) (33,17 %) (63,75 %)
citronellal | terpinen-4- | y-elemen cineol cineol limonen
(8,57%) |ol(12,05%) | (8,27 %) (11,24 %) (13,68 %) (7,38 %)
Hlavni linalool limonen karyofylen a-pinen a-pinen hz/lpig:\\gn
slozky EO (7,45 %) (9,82 %) (8,04 %) (8,95 %) (7,51 %)
(3,54 %)
isopulegol | a-thujanol linalool B-pinen B-pinen p-cymen
(6,05 %) (9,43 %) (6,94 %) (8,33 %) (7,25 %) (2,14 %)
B-felandren B-pinen limonen
(5,24 %) (6,94 %) (6,78 %)




Ptiloha 2: Inhibice ristu mycelia B. cinerea (%) pii 0,1% koncentraci

1. 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
(S 2 eI 2. 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
winterianus
3, 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
1. 235 5,9 206 91,2 0,0
B 2. 245 0,0 0,0 8,3 0,0
citriodora
2 61,2 12,4 0,0 5,9 | NT(0,75)
1. 100,0 547 100,0 20,6 | NT(0,25)
A EIT 2. 100,0 91,8 100,0 11,8 NT (0)
vulgare
2 100,0 NT 100,0 48,0 100,0
1. 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Litsea
2. 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
cubeba
5 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
1. 100,0 100,0 100,0 100,0 0,0
Mentha 2. 100,0 100,0 100,0 100,0 9,0
spicata
5 100,0 100,0 100,0 206 100,0
- 1. 100,0 0,0 100,0 16,5 | NT(0,45)
Pimpinella 2. 100,0 14,4 100,0 16,7 | NT (0,45)
anisum
5 100,0 NT 100,0 55,8 | NT(0,45)
1. 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
LEEERII ) 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
graveolens
= 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
1. 19,4 0,0 0,0 15,0 11,0
Rozmarinus 2. 19,4 0,0 0,0 24,0 18,0
officinalis
= 22,4 0,0 0,0 19,0 26,0
1. 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Thymus 2. 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
vulgaris
5 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

NT= netypicky rist



Ptiloha 3: Inhibice ristu mycelia A. solani (%) pii 0,1% koncentraci

90,67 | 100,00 44,59
62,00 100,00 49,04

Cymbopogon
winterianus 100,00 100,00 49,04
50,00 41,18 45,22
Eucalyptus 49,33 34,12 27,39
citriodora 30,67 39,41 22,29
8,70 8,20 26,67
Foeniculum 0,00 0,82 20,00
vulgare 5,80 4,10 46,67

100,00 78,82 55,41
100,00 | 100,00 59,24
67,33| 100,00 100,00
84,00 | 100,00 36,31
76,00 | 100,00 42,68

Litsea cubeba

(1S e s [l (O i O (1 e 1 1 a1 (1S el (O (1 el (1SS (R (1l IO (RO

Mentha
spicata 100,00| 100,00 57,96
22,63 36,07 33,33
Pimpinella 16,79 36,07 28,67
anisum 34,31 29,51 34,67
100,00 | 100,00 40,13
Pelargonium 100,00 51,76 28,66
graveolens 100,00 60,00 36,31
11,33 18,82 27,39
R TS 10,67 15,29 42,68
officinalis 8,67 21,18 26,75
100,00| 100,00| 100,00
Thymus 100,00| 100,00| 100,00
vulgaris 100,00 | 100,00| 100,00

VI



Ptiloha 4: Inhibice rastu mycelia S. sclerotiorum (%) pii 0,1% koncentraci

1. 100,00 100,00
Cymbopogon
winterianus 2. 100,00 | 100,00
3. 100,00 100,00
1. 100,00 100,00
Eucalyptus
citriodora 2. 100,00 | 100,00
3. 100,00 100,00
1. 100,00 100,00
Foeniculum
vulgare 2. 100,00 | 100,00
3. 100,00 | 80,00
1. 100,00 100,00
Litsea
cubeba 2. 100,00 | 100,00
3. 100,00 100,00
1. 100,00 100,00
Mentha
spicata 2. 100,00 | 100,00
3. 100,00 100,00
1. 100,00 82,35
Pimpinella
anisum 2. 100,00 | 78,82
3. 85,29 74,12
1. 100,00 100,00
Pelargonium
graveolens 2. 100,00 | 100,00
3. 100,00 100,00
1 2,94 5,88
Rozmarinus
officinalis 2. 0,00 0,00
3. 0,00 0,00
1. 100,00 100,00
Thymus
vulgaris 2. 100,00 | 100,00
3. 100,00 100,00

VII



Ptiloha 5: Inhibice ristu mycelia S. cepivora (%) pii 0,1% koncentraci

1 100,00| 100,00 100,00

cx::r;‘:’:f:: 5. 100,00| 100,00 100,00

3. 100,00| 100,00 100,00

1 2529| 10000 15,88

E:;?L‘;T;s ). 8,24| 100,00 5,38

3. 588| 100,00 2,94

1 82,35| 2941 15,38

F°5:I'g°:r':m 5 95,29 0,00 54,12

3. 5647| 62,35 80,00

1 100,00| 100,00 100,00

c':;s::a 5 100,00| 100,00| 100,00

3. 100,00| 100,00 100,00

1 84,00| 100,00 100,00

Mentha ). 76,00| 100,00| 100,00
spicata

3. 100,00| 62,35 100,00

1 100,00/ 100,00 100,00

Pimpinella 5. 100,00| 100,00 100,00
anisum

3. 100,00/ 100,00 100,00

1 100,00/ 100,00 100,00

AEEIEELNT | . 100,00| 100,00| 100,00

graveolens

3. 100,00 100,00 100,00

1 7294| 5765 5059

Rgfzf'::?;:;:s 5 69,41 35,29 0,00

3. 8353 51,76 5,38

1 100,00 100,00 100,00

Thymus 5. 100,00| 100,00 100,00
vulgaris

3. 100,00 100,00 100,00

VI




Ptiloha 6: Inhibi¢ni u¢inky koncentracni fady esence z C. winterianus vi¢i patogenu B. cinerea

0,1 0,0625 0,05| 0,04375 0,0375| 0,03125 0,025 0,0125| 0,00625| 0,003125 0
100,00 @ 100,00 ® a 2 32,35 8,82 7,65 0,00 0,00
BC-71 100,00 ® 100,00 ® 2 2 11,76 0,00 7,65 0,00 0,00
100,00 ® 100,00 | @ 2 2 11,76 0,00 2,94 0,00 0,00
100,00 | ® 100,00 ® 2 2 55,29 27,65 17,65 2,94 0,00
BC- 22 100,00 | ® 100,00 ® 2 2 64,71 10,59 15,29 0,00 0,00
100,00 | ® 100,00 ® 2 i 27,65 40,00 13,53 0,00 0,00
100,00 | ® 100,00 | @ 2 2 100,00 10,00 17,65 0,00 0,00
BC-R 100,00 | ® 100,00 ® 2 2 100,00 32,94 15,29 2,94 0,00
100,00 | ® 100,00 | @ 2 2 47,06 35,29 13,53 28,24 0,00
100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 2,94 @ 2 é é @
BC-Z 15/1 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 29,41 @ é é @ é
100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 17,06 | @ 2 é é @
100,00 100,00 100,00 100,00 69,41 20,00 ® i i i i
BC-Z 15/2 100,00 100,00 100,00 100,00 15,29 2,94 @ 2 2 2 @
100,00 100,00 100,00 100,00 10,59 2,94 @ 2 2 2 @

2 Pt1 této koncentraci nebyl izolat testovan



Ptiloha 7: Inhibi¢ni u¢inky koncentra¢ni fady esence z L. cubeba viici patogenu B. cinerea

0,1 0,05| 0,04375 0,0375| 0,03125 0,025 0,0125| 0,00625| 0,003125 0
100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 59,41 0,00 0,00 0,00 0,00
BC-71 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 42,94 1,76 0,00 0,00 0,00
100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 63,53 5,88 5,88 0,00 0,00
100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 29,41 0,00 0,00 0,00
BC-Z72 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 29,41 0,00 0,00 0,00
100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 78,82 3,53 0,00 0,00 0,00
100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 49,41 25,88 5,88 0,00 0,00
BC-R 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 64,71 26,47 10,00 0,00 0,00
100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 48,24 19,41 17,65 0,00 0,00
100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 62,35 i
BC-Z 15/1 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 47,06 i
100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 64,71 i
100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 74,71 i
BC-Z 15/2 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 79,41 2
100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 60,59 i

2 Pt1 této koncentraci nebyl izolat testovan




Ptiloha 8: Inhibi¢ni u¢inky koncentracni fady esence z M. spicata vici patogenu B. cinerea

0,1 0,05| 0,04375 0,0375| 0,03125 0,025 0,0125| 0,00625| 0,003125 0
100,00 100,00 100,00 81,18 55,88 21,18 14,12 5,88 0,00 0,00
BC-71 100,00 100,00 100,00 82,35 50,00 29,41 15,88 0,00 0,00 0,00
100,00 100,00 100,00 62,35 37,65 14,71 19,41 0,00 0,00 0,00
100,00 100,00 100,00 100,00 78,82 62,94 46,47 14,12 0,00 0,00
BC-Z72 100,00 100,00 100,00 100,00 58,82 64,71 40,00 18,82 0,00 0,00
100,00 100,00 100,00 100,00 47,06 73,53 55,88 12,35 0,00 0,00
100,00 100,00 100,00 100,00 65,88 72,35 51,76 26,47 0,00 0,00
BC-R 100,00 100,00 100,00 100,00 68,24 74,12 34,12 11,76 0,00 0,00
100,00 100,00 100,00 100,00 64,71 76,47 55,88 20,00 0,00 0,00
100,00 100,00 100,00 100,00 i
BC-Z 15/1 100,00 100,00 100,00 56,47 ?
100,00 100,00 100,00 82,94 i
100,00 100,00 100,00 85,88 i
BC-Z 15/2 100,00 100,00 70,59 72,35 é
100,00 100,00 85,88 79,41 i

2 Pfi této koncentraci nebyl izolat testovan

Xl




Ptiloha 9: Inhibi¢ni u¢inky koncentracni fady esence z P. graveolens vici patogenu B. cinerea

0,1 0,05| 0,04375 0,0375| 0,03125 0,025 0,0125| 0,00625| 0,003125 0
100,00 100,00 41,18 29,41 17,65 41,18 0,00 0,00 0,00 0,00
BC-71 100,00 100,00 50,00 17,65 21,18 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
100,00 100,00 35,29 17,65 56,47 29,41 9,41 0,00 0,00 0,00
100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 7,06 0,00 0,00 0,00
BC-Z72 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 12,94 0,00 0,00 0,00
100,00 100,00 100,00 100,00 56,47 54,71 10,59 0,00 0,00 0,00
100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00
BC-R 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00
100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00
100,00 100,00 100,00 24,71 i
BC-Z 15/1 100,00 100,00 100,00 17,65 @
100,00 100,00 100,00 38,82 i
100,00 100,00 100,00 72,94 i
BC-Z 15/2 100,00 100,00 100,00 78,82 ?
100,00 100,00 100,00 100,00 i

2 Pti této koncentraci nebyl izolat testovan

Xl




Ptiloha 10: Inhibi¢ni G¢inky koncentra¢ni fady esence z T. vulgaris vic¢i patogenu B. cinerea

0,1 0,05| 0,04375 0,0375| 0,03125 0,025| 0,02188| 0,01875 0,0125| 0,00625| 0,003125 0
100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 84,71 @ 8,82 0,00 0,00 0,00
BC-71 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 82,35 @ 14,12 0,00 0,00 0,00
100,00 100,00 100,00 100,00 91,76 70,59 100,00 | ® 5,88 0,00 0,00 0,00
100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 | @ 55,88 29,41 0,00 0,00
BC-Z2 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 | ® 55,29 32,35 5,88 0,00
100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 | @ 47,06 34,12 29,41 0,00
100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 | ® 46,47 32,35 5,88 0,00
BC-R 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 | ® 50,00 45,29 5,88 0,00
100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 | ® 45,29 30,59 5,88 0,00
100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 i
BC-Z 15/1 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 91,76 é
100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 94,12 i
100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 90,59 i
BC-Z 15/2 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 81,76 i
100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 75,29 i

2 Pti této koncentraci nebyl izolat testovan

X1




Ptiloha 11: Inhibi¢ni Gi¢inky koncentra¢ni fady esence z T. vulgaris vici patogenu A. solani

0,1 0,05| 0,04375 0,0375| 0,03125 0,025 0,0125| 0,00625 | 0,003125 0
100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 50,72 21,74 20,29 0,00
AS-5 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 84,06 53,62 24,64 18,12 0,00
100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 78,26 60,87 18,84 23,19 0,00
100,00 100,00 100,00 100,00 91,20 100,00 45,08 27,05 16,39 0,00
AS-7 100,00 100,00 100,00 100,00 89,44 80,33 31,15 4,10 18,85 0,00
100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 93,44 29,51 13,11 12,30 0,00
100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 27,78 17,46 11,90 0,00
AS-9 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 95,24 23,02 6,35 8,73 0,00
100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 96,83 39,68 14,29 6,35 0,00

Pfiloha 12: Inhibi¢ni G¢inky koncentra¢ni fady esence z C. winterianus vici patogenu S. sclerotiorum
0,1 0,0875 0,075 0,0625 0,05 0,025 0,0125| 0,00625 | 0,003125 0
100,00 100,00 100,00 44,71 11,76 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
SS-M1 100,00 100,00 100,00 55,29 24,12 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
100,00 100,00 100,00 0,00 10,59 35,29 8,24 0,00 0,00 0,00
100,00 100,00 100,00 100,00 19,41 19,41 4,12 0,00 0,00 0,00
SS-M2 100,00 100,00 100,00 100,00 2,94 5,88 0,00 0,00 0,00 0,00
100,00 100,00 100,00 100,00 11,76 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

XV




Ptiloha 13: Inhibi¢ni G¢inky koncentra¢ni fady esence z E. citriodora vici patogenu S. sclerotiorum

0,1 0,0875 0,075 0,0625 0,05 0,025 0,0125| 0,00625 | 0,003125 0
100% 100,00 100,00 100,00 86,47 12,94 12,94 0,00 0,00 0,00
SS-M1 100% 100,00 100,00 100,00 12,94 51,18 5,29 0,00 0,00 0,00
100% 100,00 100,00 71,76 24,12 38,82 18,82 0,00 0,00 0,00
100% 100,00 100,00 100,00 68,24 55,88 0,00 0,00 0,00 0,00
SS-M2 100% 100,00 100,00 100,00 82,35 62,94 0,00 0,00 0,00 0,00
100% 100,00 100,00 100,00 84,71 58,82 0,00 0,00 0,00 0,00
Pfiloha 14: Inhibi¢ni G¢inky koncentraéni fady esence z F. vulgare vici patogenu S. sclerotiorum
0,1 0,0875 0,075 0,05 0,025 0,0125| 0,00625 | 0,003125 0
100,00 100,00 80,00 70,59 22,35 0,00 0,00 0,00 0,00
SS-M1 100,00 89,41 91,76 68,24 2,94 0,00 0,00 0,00 0,00
100,00 90,59 70,59 50,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
100,00 100,00 76,47 64,71 42,94 0,00 0,00 0,00 0,00
SS-M2 100,00 54,71 86,47 100,00 51,76 0,00 0,00 0,00 0,00
80,00 80,59 64,71 100,00 58,24 0,00 0,00 0,00 0,00

XV




Ptiloha 15: Inhibi¢ni G¢inky koncentra¢ni fady esence z L. cubeba viici patogenu S. sclerotiorum

0,1 0,05| 0,04375 0,0375| 0,03125 0,025 0,0125| 0,00625 | 0,003125 0
100,00 100,00 100,00 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
SS-m1 100,00 100,00 100,00 100,00 2,94 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
100,00 100,00 100,00 100,00 11,76 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
100,00 100,00 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
SS-M2 100,00 100,00 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
100,00 100,00 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Ptiloha 16: Inhibi¢ni G¢inky koncentra¢ni fady esence z M. spicata vici patogenu S. sclerotiorum
0,1 0,0875 0,075 0,0625 0,05 0,025 0,0125| 0,00625 | 0,003125 0
100,00 100,00 100,00 100,00 78,82 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
SS-M1 100,00 100,00 100,00 100,00 61,18 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
100,00 100,00 100,00 100,00 82,35 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
100,00 100,00 100,00 100,00 78,82 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
SS-M2 100,00 100,00 100,00 100,00 51,76 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
100,00 100,00 100,00 100,00 71,18 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

XVI




Ptiloha 17: Inhibi¢ni G¢inky koncentra¢ni fady esence z P. graveolens vici patogenu S. sclerotiorum

0,1 0,05| 0,04375 0,0375| 0,03125 0,025 0,0125| 0,00625 | 0,003125 0
100,00 100,00 100,00 84,71 71,76 65,29 10,59 0,00 0,00 0,00
SS-m1 100,00 100,00 100,00 62,35 51,76 30,00 4,71 0,00 0,00 0,00
100,00 100,00 100,00 78,24 55,88 12,94 15,88 0,00 0,00 0,00
100,00 100,00 100,00 82,35 58,82 2,94 16,47 0,00 0,00 0,00
SS-M2 100,00 100,00 100,00 75,29 57,65 52,35 0,00 0,00 0,00 0,00
100,00 100,00 100,00 71,76 54,12 20,59 0,00 0,00 0,00 0,00

Pfiloha 18: Inhibi¢ni G¢inky koncentra¢ni fady esence z T. vulgaris vic¢i patogenu S. sclerotiorum
0,1 0,05 0,025| 0,02188| 0,01875| 0,01563 0,0125| 0,00625 | 0,003125 0
100,00 100,00 100,00 58,82 38,82 30,59 23,53 0,00 0,00 0,00
SS-M1 100,00 100,00 100,00 52,94 42,35 25,88 0,00 8,24 0,00 0,00
100,00 100,00 100,00 78,82 19,41 15,29 0,00 5,88 0,00 0,00
100,00 100,00 100,00 38,24 37,65 17,06 0,00 0,00 0,00 0,00
SS-M2 100,00 100,00 100,00 42,94 26,47 9,41 20,59 0,00 0,00 0,00
100,00 100,00 100,00 28,82 28,24 0,00 0,00 5,88 0,00 0,00

XVII




Ptiloha 19: Inhibi¢ni G¢inky koncentra¢ni fady esence z C. winterianus vici patogenu S. cepivora

0,1 0,05| 0,04375 0,0375| 0,03125 0,025 0,0125| 0,00625 | 0,003125 0
100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 20,50 14,29 1,24 0,00
SC-1 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 34,16 17,39 35,40 0,00
100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 36,65 21,12 0,00 0,00
100,00 100,00 100,00 81,18 100,00 91,76 5,29 0,00 0,00 0,00
SC-2 100,00 100,00 100,00 68,24 100,00 56,47 8,24 0,00 0,00 0,00
100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 24,12 0,00 2,94 0,00 0,00
100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00
SC-3 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 83,53 5,88 0,00 0,00 0,00
100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 41,18 25,88 0,00 0,00 0,00
Pfiloha 20: Inhibi¢ni G¢inky koncentraéni fady esence z L. cubeba viici patogenu S. cepivora
0,1 0,0875 0,075 0,0625 0,05| 0,04375 0,025 0,0125| 0,00625 | 0,003125 0
100,00 100,00 100,00 100,00 51,76 82,35 100,00 5,88 29,41 0,00 0,00
SC-1 100,00 100,00 100,00 100,00 42,35 52,94 82,35 65,29 33,53 0,00 0,00
100,00 100,00 100,00 100,00 12,94 24,71 56,47 5,29 22,35 0,00 0,00
100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 62,35 51,76 0,00 0,00 0,00 0,00
SC-2 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 67,06 22,35 0,00 0,00 0,00 0,00
100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 64,71 7,06 0,00 0,00 0,00 0,00
100,00 100,00 100,00 100,00 40,00 31,76 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
SC-3 100,00 100,00 100,00 100,00 59,41 22,35 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 61,76 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

XVII




Ptiloha 21: Inhibi¢ni G¢inky koncentra¢ni fady esence z M. spicata vici patogenu S. cepivora

0,1 0,0625 0,05| 0,04375 0,025 0,0125| 0,00625 | 0,003125 0
100,00 100,00 100,00 57,06 88,24 21,76 0,00 0,00 0,00
SC-1 100,00 100,00 100,00 47,06 62,35 24,12 0,00 0,00 0,00
100,00 100,00 100,00 40,00 41,18 44,71 0,00 0,00 0,00
100,00 100,00 100,00 4,71 32,94 0,00 0,00 0,00 0,00
SC-2 100,00 100,00 100,00 16,47 28,24 8,82 0,00 0,00 0,00
62,35 100,00 100,00 51,76 44,71 22,35 0,00 0,00 0,00
100,00 100,00 84,71 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
SC-3 100,00 100,00 85,88 41,76 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
100,00 100,00 83,53 75,29 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Pfiloha 22: Inhibi¢ni G¢inky koncentra¢ni fady esence z P. anisum vici patogenu S. cepivora
0,1 0,0875 0,075 0,0625 0,05| 0,04375 0,025 0,0125| 0,00625 | 0,003125 0
100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 68,94 42,86 23,60 0,00 0,00
SC-1 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 61,49 46,58 25,47 0,00 0,00
100,00 100,00 100,00 100,00 86,34 100,00 68,94 57,76 28,57 0,00 0,00
100,00 100,00 100,00 87,06 41,76 33,53 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
SC-2 100,00 100,00 100,00 83,53 30,59 75,29 5,88 0,00 0,00 0,00 0,00
100,00 100,00 100,00 85,88 81,18 0,00 21,18 0,00 0,00 0,00 0,00
100,00 100,00 100,00 90,59 52,94 63,53 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
SC-3 100,00 100,00 100,00 75,88 55,29 22,35 20,00 0,00 0,00 0,00 0,00
100,00 100,00 100,00 0,00 29,41 34,71 36,47 27,06 0,00 0,00 0,00

XIX




Ptiloha 23: Inhibi¢ni G¢inky koncentra¢ni fady esence z P. graveolens vuci patogenu S. cepivora

0,1 0,05| 0,03125 0,025| 0,02188| 0,01875 0,0125| 0,00625 | 0,003125 0

100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 13,53 58,39 54,04 -5,59 0,00

SC-1 100,00 100,00 100,00 100,00 58,24 72,94 85,09 72,05 16,77 0,00
100,00 100,00 100,00 100,00 51,76 37,06 59,01 56,52 22,98 0,00

100,00 100,00 100,00 100,00 0,00 32,94 68,24 18,24 2,94 0,00

SC-2 100,00 100,00 100,00 57,65 0,00 35,88 27,06 14,71 0,00 0,00
100,00 100,00 100,00 68,24 0,00 30,59 85,29 0,00 0,00 0,00

100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00

SC-3 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00
100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Pfiloha 24: Inhibi¢ni G¢inky koncentra¢ni fady esence z T. vulgaris vici patogenu S. cepivora

0,1 0,05 0,025| 0,02188| 0,01875| 0,01563 0,0125| 0,00625 | 0,003125 0

100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 89,41 70,59 49,41 44,12 0,00

SC-1 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 96,47 65,88 47,06 48,82 0,00
100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 92,94 56,47 50,00 41,18 0,00

100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 81,18 31,18 13,53 0,00

SC-2 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 85,88 87,06 20,00 13,53 0,00
100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 87,06 83,53 20,59 21,18 0,00

100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 51,76 77,65 20,00 0,00 0,00

SC-3 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 77,65 43,53 0,00 0,00 0,00
100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 60,00 57,65 31,76 0,00 0,00

XX




Ptiloha 25: Izolaty B. cinerea

B

Ptiloha 26: Netypicky rist mycelia B. cinerea (Izolat BC-P2) (esence a koncentrace uvedena

na obrazku)

XXI



Ptiloha 27: Inhibice rustu mycelia B. cinerea (BC-R) pii urcité koncentraci esence

z C. winterianus

0.003125 %

XX



Ptiloha 28: Inhibice rustu mycelia B. cinerea (BC-Z2) pii urcité koncentraci esence

z T. vulgaris
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0.003125 %

XXM



Ptiloha 29: Izolaty S. sclerotiorum

Pfiloha 30: Inhibice rtstu mycelia S. sclerotiorum (SS-M2) pii urc¢ité koncentraci esence

s)

z L. cubeba

0.00625 % - 0.003125 %

XXIV



Ptiloha 31: Inhibice ristu mycelia S. sclerotiorum (SS-M2) pii urc¢ité koncentraci esence

z T. vulgaris

o
# f o

=

Pfiloha 32: Inhibice rtstu mycelia S. sclerotiorum (SS-M1) pii urc¢ité koncentraci esence

z P. graveolens

XXV



Priloha 33: Izolaty A. solani

XXVI



Ptiloha 35: Inhibice rustu mycelia A. solani pii 0,1% koncentraci esence z M. spicata

XXVII



Ptiloha 38: Inhibice rustu mycelia A. solani (AS-9) pfi urcité koncentraci esence z T. vulgaris

A

B 0.025%

XXV



Ptiloha 40: Inhibice rustu mycelia S. cepivora (SC-2) pii ur¢ité koncentraci esence

z T. vulgaris

B fﬁf@}?"',{ : A\
5% _'\43,_, -3 vy

\\ &

Pfiloha 41: Inhibice rtstu mycelia S. cepivora (SC-1) pfi ur¢ité koncentraci esence
z L. cubeba

.. )/y
A

~

XXIX



Ptiloha 42: Inhibice rustu mycelia S. cepivora (SC-2) pii ur¢ité koncentraci esence

z M. spicata

0.00625% kL

Ptiloha 43: Inhibice rtstu mycelia S. cepivora (SC-3) pii uré¢ité koncentraci esence

z P. graveolens

XXX



