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Alternativni metody ochrany proti P. cactorum na
jahodniku

Souhrn

Fytoftorova krckova hniloba jahodniku zplsobena patogenem Phytopthora cactorum je
choroba, kterd nabyvd na vyznamu mezi péstitely jahod z hlediska jejiho rozSifovani
v péstebnich systémech a Ubytku adekvatnich pFipravkd na ochranu rostlin.

Cilem diplomové prace bylo ziskat nové informace o ucinnosti esencidlnich oleju
v ochrané jahodniku proti P. cactorum v in vitro a in vivo podminkach. Negativni vliv na
Zivotaschopnost Phytophthora cactorum in vitro byl zjistovan testovanim 10 izolatd tohoto
patogenu metodou otravenych ploten a ndslednym vyhodnocenim procentudlni inhibice rlistu
mycelia u jednotlivych typl esenci (A (hrebi¢ek+skofice+tymian), B (geranie+tymian)
a C (skofice+tymian+kafr)) v péti riznych koncentraci (1%, 0,1%, 0,01%, 0,001%, 0,0001%), ve
tfech opakovanich. Z vysledkll jednoznacné vyplyva, Ze pti pouziti 1% koncentrace esence bylo
dosazeno 100% inhibice rastu u vSech tfi typl esenci, u vSech deseti izolatl P. cactorum.
V pripadé 0,1% koncentrace (A2, B2, C2) byla uc¢innost na inhibici rdstu vyrazné nizsi oproti 1%
koncenraci, pohybovala se v rozmezi 15,6-33,7 %.

Negativni vliv na Zivotaschopnost Phytophthora cactorum in vivo probihal v fizenych
podminkach skleniku. Hostitelskou rostlinou pro P. cactorum byly zvoleny tfi odridy
jahodniku: Wendy, Karmen a Sondta. Testovany byly tfi pfipravky zaloZzené na esencialnich
olejich v 1% koncentraci (A1, ¢. 1), (B1, ¢. 2) a (C1, €. 3). Pro porovnani ucinku esencidlnich
olejli na P. cactorum a jejich vliv na zdravotni stav rostlin byly zaloZeny tyto varianty: rostliny
napadené P. cactorum + esencialni oleje, zdravé rostliny + esencidlni oleje, rostliny napadené
P. cactorum bez esencialnich olejl, zdravé rostliny bez esencidlnich olejl a rostliny napadené
P. cactorum a oSetfené jedinym registrovanym ptipravkem Alliete. Kazdd varianta byla
zalozena v 5 opakovani. Z dosazenych vysledk( vyplyva, Ze jednoznacné doslo k napadeni
rostlin P. cactorum v kontrolnich variantach, protoZe ve vétsSiné parametrl jsou statisticky
vyznamné rozdily mezi zdravou a inokulovanou rostlinou napfi¢ odriddami kromé hmotnosti
koren(. Stejné tak jako v in vitro testech i v in vivo testech se projevila vyssi G¢innost smési
Cislo 1 (A) a 2 (B), je také mozné sledovat urcity trend v rozdilech mezi odridami, ale tento
trend nejevi statisticky vyznamné rozdily.

V dnesdni dobé celi syntetické chemické pfipravky na ochranu rostlin stale slozitéjSim
podminkdm pro registraci a jejich uzivani. K dosazeni vysokych vynosu, kvalitni produkce
a také udrzitelného zemédélstvi je stale vice potfeba implementovat metody ochrany rostlin,
které se ridi pravidly integrované ochrany rostlin, zejména nepfimé (preventivni) a biologické
metody. Je mozZné, Ze feSenim pro tato kritéria jsou pravé aromatické rostliny.

Klic¢ova slova: jahodnik, ochrana rostlin, Phytophthora cactorum



Alternative methods of protection of strawbery against to
P. cactorum

Summary

Phytophthora crown rot of strawberries caused by the pathogen Phytopthora cactorum
is a disease that is gaining in importance among strawberry growers in terms of its spread in
growing systems and the loss of adequate plant protection products.

The aim of the diploma thesis was to obtain new information about the effectiveness of
essential oils in the protection of strawberries against P. cactorum in vitro and in vivo
conditions. The negative effect on the viability of Phytophthora cactorum in vitro was
determined by testing 10 isolates of this pathogen by the poisoned plate method and
subsequently evaluating the percentage inhibition of mycelial growth in individual types of
essences (A (clove + cinnamon + thyme), B (geranium + thyme) and C (cinnamon + thyme +
camphor)) in five different concentrations (1%, 0.1%, 0.01%, 0.001%, 0.0001%), in triplicate.
The results clearly show that using a 1% concentration of the essence, 100% growth inhibition
was achieved in all three types of essences, in all ten P. cactorum isolates. In the case of 0.1%
concentration (A2, B2, C2), the growth inhibition efficiency was significantly lower compared
to the 1% concentration, ranging from 15.6-33.7%.

The negative effect on the viability of Phytophthora cactorum in vivo took place under
controlled greenhouse conditions. Three varieties of strawberry were chosen as the host plant
for P. cactorum: Wendy, Karmen and Sonata. Three preparations based on essential oils at 1%
concentration (A1, No. 1), (B1, No. 2) and (C1, No. 3) were tested. To compare the effect of
essential oils on P. cactorum and their effect on plant health, the following variants were
established: plants infested with P. cactorum + essential oils, healthy plants + essential oils,
plants infested with P. cactorum without essential oils, healthy plants without essential oils
and plants infested with P. cactorum and treated with a single registered Alliete product. Each
variant was based on 5 replicates. The results show that P. cactorum plants were clearly
infested in the control variants, because in most parameters there are statistically significant
differences between a healthy and inoculated plant across varieties other than root weight.
As in vitro and in vivo tests, mixtures 1 (A) and 2 (B) showed higher efficacy, it is also possible
to observe a certain trend in the differences between the varieties, but this trend does not
show statistically significant differences.

Today, synthetic chemical plant protection products face increasingly complex
conditions for registration and use. In order to achieve high yields, quality production and also
sustainable agriculture, there is an increasing need to implement plant protection methods
that follow the rules of integrated plant protection, especially indirect (preventive) and
biological methods. It is possible that aromatic plants are the solution to these criteria.

Keywords: strawberry, plant protection, Phytophthora cactorum
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1 Uvod

V dnedni dobé zaciname vidét nevyhody velkoobjemového pouzivani syntetickych chemickych
pfipravkd na ochranu rostlin zejména vzhledem k jejich rezdidalnimu chovani v pfirodé. Evropska unie i ¢eska
republika apeluji na implementaci integrované ochrany rostlin a zaroven na stale pfisnéjsi pravidla pro
registraci pesticidl a jejich uzivani. Jahodnik je velmi oblibené stolni ovoce a pro své vlastnosti se vyznacuje
vysokou trzni hodnotou.

Fytoftorova krckova hniloba jahodniku zplGsobena patogenem Phytopthora cactorum je choroba, ktera
nabyva na vyznamu mezi péstitely jahod z hlediska jejiho rozSifovani v péstebnich systémech a Ubytku
adekvatnich ptipravkl na ochranu rostlin. Za pfiznivych podminek pro Zivot mlze P. cactorum zpUsobit
vyznamné hynuti rostlin i pfimé poskozeni plodu. Vysledkem jsou nejen ekonomické ztraty, ale také riziko
zamoreni péstebnich ploch patogenem.

P. cactorum je plidni patogen, ktery napada korenovou soustavu jahodniku, ale i kvéty nebo plody. Tim
se boj proti tomuto patogenu vyrazné ztéZuje, protoze Uplna eradikace v plady je témér neralna. V pripadé,
Ze radikdlné dezinfikujeme silnymi fumiganty (na fyzikdlni ¢i chemické bazi) v polnich podminkach, diky
komplexnosti padniho systému jsme nakonec schopni dosahnout jen caste¢né ucinnosti pfi kontrole
patogena. Pro kontrolu fytoftorové krckové hniloby jahodniku (FHKKJ) se pfi produkci ovoce péstitelé
spoléhaji na fumigaci pudy, dezinfekci zavlahové vody, pouziti zdravé sadby a na ochranna fungicidni
oSetreni. Se stdle se zpfisniujicimi pravidly a enormnimi naklady na registraci novych chemickych pfipravku
na ochranu rostlin, je vidina vzniku novych témér nerealna.

Neprimé metody ochrany maji spiSe preventivni charakter a jejich cilem je zamezit vzniku choroby
vytvarenim nepfiznivych Zivotnich podminek pro vyvoj patogent. Nicméné prevence a hygiena jsou nesmirné
dllezité zakladni slozky ochrannych opatfeni proti P. cactorum, protoze tento patogen je nejCastéji
introdukovan infikovanym mnozitelskym materidlem (sazenice, fizky atd.). Vyznamnou nepfimou metodou,
kterd svym zpUsobem konkuruje vyvoji novych metod ochrany, je Slechteni rostlin. Existuji vySlechténé
odridy, které disponuji zvySenou odolnosti ¢i pfimo rezistenci proti P. cactorum.

JelikoZz je Slechténi rostlin bez pouZiti GMO zdlouhavy proces, vznika prostor pro vznik novych
alternativnich metod ochrany rostlin na principu biologicky aktivnich latek jako adekvatni, efektivni,
ekonomicky prijatelna a udrzitelna forma. Napftiklad pouziti antagonistickych mikroorganism, které potlacuji
pfimo Zivotaschopnost P. cactorum (antagonistické rhizobakterie nebo parazitické houbové organismy).
DalSmi zpUsobem je podpora odolnosti rostlin pomoci symbiotickych bakterii. Podle (Evenhuis, a dalsi, 2014)
Ize snizit Sifeni infekce patogena dezinfekci zavlahové vody pomoci pomalé piskova filtrace, ktera ucinné
odstranila P. cactorum z drenazni vody. Zavaznost onemocnéni u rostlin jahodniku byla snizena o 45 az 65%.
Nadéjné vysledky ukdzala oSetfeni kyselinou salicylovou, po které nasledovala inokulace endofytickou
houbou Acremonium strictum a péstovani Lepidium sativum jako predplodinu.

Je moziné, Ze feSenim pro tato kritéria jsou pravé aromatické rostliny. BEhem poslednich 20 let zacal
vzrlstat zdjem o vyzkum aktivni latek a sekunddrnich metabolitl z rostlin s pesticidnimi ucinky, ktery spéje
k vyvoji novych pripravkl na této bazi. Tato prace se zaméruje na alternativni metodu ochrany jahodniku
proti P. cactorum za poufZiti esencidlnich olejli a jejich smési z Eugenia caryophyllata, Cinnamomum
zeylanicum, Thymus vulgaris, Pelargonium graveolens, Cymbopogon winterianus, Cinnamomum camphora.
Vyzkum vlivu esencialnich oleju proti P. cactorum probiha v in vitro podminkach, tak i in vivo podminkach.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Hypotéza pro tuto diplomovou praci je zaloZena tvrzeni, zda existuje kombinace esencidlnich olej(,
které budou mit negativni vliv na Zivotaschopnost Phytophthora cactorum v in vitro a in vivo podminkach.

Cilem diplomové prdace bylo ziskat nové informace o Ucinnosti esencidlnich oleji v ochrané jahodniku
proti P. cactorum v in vitro a in vivo podminkach.



3 Literarni resSerse

3.1 Jahodnik

Jahodnik je plodina, kterd se péstuje prakticky ve vSech mistech mirného pasma, ale také castecné
v subtropickych ¢i tropickych oblastech. V dnesni dobé nabyva péstovani jahod stdle vétsiho vyznamu, jelikoz
je to vyborné stolni ovoce a zaroven vhodna surovina pro zpracovatelsky prlmysl. Jahodnik ziskal na
oblibenosti diky: pomérné malé naroc¢nosti na klimatické podminky; brzskému prfechodu do plodnosti po
vysadbé; vysoké trini hodnoté; pomérné mensi potiebé péstebnich zdsah(; malé pravdépodobnosti
decimovani Urody mrazy — kazdorocni plodnosti. Jahoda je prakticky prvni dozravajici ¢erstvé ovoce a pomoci
bohatého sortimentu lze dopéstovdvat Cerstvé plody béhem celého vegetacniho obdobi. Dalsi vyhodou je
vynikajici chut, aroma a vysoky obsah nutri¢nich latek (zejména vitaminu C). Rod Fragaria (jahodnik) ¢eled’
Rosaceae (razovité) je jedind bylina mezi ovocnymi druhy mirného pasma, ktera se dostala do literatury jiz
ve starovéku diky peru Hippokrata, Plinia, Ovidia a Vergilia. Ve stfedovéku se pisemné zpravy o péstovani
této byliny vyskytuji stale ¢astéji. Od 14. stoleti byly ve Francii plané drobnoplodé odridy jahodnik obecny
(Fragaria vesca L., 1753), jahodnik travnice (Fragaria viridis Weston, 1771) a jahodnik truskavec (Fragaria
moschata Duchesne, 1788) vyhlasenym a hojné péstovanym ovocem. Avsak Slechténi téchto planych odrad
bylo zatim bez vétSich uspéch. V roce 1760 se k témto druhlim pfidala drobnoploda varieta jahodnik mési¢ni
(Fragaria vesca var. semperflorens). Pozdéji byl do Evropy dovezen z Jizni Ameriky jahodnik chilsky (Fragaria
chiloénsis (L.) Mill.) a ze Severni Ameriky jahodnik virginsky (Fragaria virginiana Duch.). Ndhodné a posléze
cilevédomé kfizeni téchto druhl patrné dalo vzniknout prvni kulturni velkoplodé odridé s ndzvem jahodnik
ananasovy (Fragaria ananassa Duch.), kterd byla poprvé predstavena v letech 1766 ve Francii. Jiny vyklad
popisuje plvod vzniku této odrldy v Holandsku pod nazvem jahodnik velkoplody (Fragaria grandiflora).
U nas se velkoplody jahodnik poprvé vysadil v roce 1891 rukou zahradnika Rudolfa Strimpla. Dnes se péstuje
jahodnik také zasluhou zahradkarského hnuti prakticky na celém Uzemi, pficemz tento rod pfedstavuje vice
nez 150 druh(. Pokud vezmeme v Uvahu pouze nejdulezitéjsi druhy lze tento pocet snizit na 20. V pfiloze
1 jsou seskupeny podle poctu chromozomu na diploidni, tetraploidni, hexaploidni a oktoploidni druhy se
zakladnim haploidnim poctem sedmi chromozom (Harant, a dalsi, 1986) (Novak, 2013) (Blazek, a dalsi,
1998).

Jahodnik patfi mezi vytrvalé ovocné byliny dosahujici vysky od 10 do 25 cm s docela mélkym kofenovym
systémem viz pfiloha 2. Rlzné husty trs jahodniku je tvofen ptizemni rlzici troj¢etnych pilovitych listQ, které
vyruastaji z kratkého, nékdy i rozvétveného stonku na fapicich dlouhych 10-30 cm. Stonky jsou zakonéeny
vegetacnim vrcholem s mladymi listy, jinak srdéckem a smérem k zemi prechazeji v kofenovy kréek (rozhrani
mezi nadzemni a podzemni ¢asti jahodniku). Korfenovy kréek u jahodniku Ize charakterizovat jako poddélozni,
ztlustld a pozdéji dokonce zdrevnatéld cast hlavniho korene. Jeho postupnym pfirGstanim se vytvari
podzemni osa — jednoduchy nebo u starsich rostlin rozvétveny hnédé Supinaty oddenek. Jedinec je schopen
se rozrlstat v husty trs, protoZe kazdé rozvétveni oddenku je zakonéeno opét korenovym krékem
s vegetacnim vrcholem. Dale rostlinu tvori odnoze (plazivé vyhony, nebo Slahouny vyrustajici z pfizemnich
stonk( nad korenovym krckem), kratky a rozvétveny hlavni koren s vedlejsimi koreny viz priloha 3. Presto, Ze
se prevazna ¢ast korenového systému rozprostira v hloubce asi 10-30 cm, néktré koreny sahaji do hloubky i
pfes 100 cm. Staré korinky v pribéhu existence rostliny postupné odumiraji a tmavnou. Proces narlstani



mladych kotinkd vétSinou probiha na kofenovém kréku — na horni ptirlstajici ¢asti podzemni osy. Nasledné
dochazi ke zndmému nadzveddvani celé rostliny. Podle odridy vyristaji ze stonku kvétni stvoly (bez odnozi),
které se ruzné vétvi v okolikové vrcholiky bilych péticetnych kvétd. U nas péstované odridy jsou
oboupohlavni a samosprasné. Zduznatélé I0zko opyleného kvétu pak vyroste v ¢ervené se zbravujici souplodi
nazek — jahoda. Dle indukce kveteni se jahodnik rozdéluje na remontantni (staleplodici), jednouplodici
(sezoéni, kratkodenni, cervnovy) a mésicni (indukce kveteni bez ohledu na fotoperiodu). Remontantni
kultivary produkuji ovoce vicekrat ro¢né (pfiblizné jednou za Sest tydn() kvali jejich odlisné citlivosti na délku
dne ve vztahu k teploté, pficemz jednouplodici vytvareji kvétni pupeny jen béhem kratkého dne (min. 7-14
cykl() (Husaini, a dalsi, 2016) (Novak, 2013) (Harant, a dalsi, 1986).

Nemoci kofen( a kofenového kréku jahod nelze spravné diagnostikovat a pochopit bez znalosti biologie
zdravého korenového systému. Z vytrvalych kofen( se tvofi prechodné rozvétvené vlasecnicové koreny,
které se casem préméni na strukturalni kofeny vyristajici z korkového kambia, jez se nasledné déli dale na
vldsecnicové. Naproti tomu vldsecnicové kofeny, které jsou zpocatku bilé a poté zbarvené do Zluté az svétle
hnédé barvy, pfirozené odumiraji nejpozdéji do dvou tydnl. Tato mista byvaji brzy nahrazena nové
vytvofenymi koteny. PrestoZe maji vlasecnicové koreny kratkodobou existenci, zdravi a produktivita
jahodniku zavisi do zna¢né miry pravé na hladkém priibéhu tohoto cyklu inicializace odumirani a nahrazovani
koren(. Rlst kofen( je ovlivnén nejen klimatickymi faktory, vlastnostmi pldy a provzdusnénim pady, ale také
mnozstvim zasob Zivin, které rostlina ulozi. U jahod dochazi k ristu kofen( primarné ve vegetacnim obdobi a
reprodukéni necinnosti. Velkoplodé jahodniky nebo remontantni druhy mohou vstoupit do dormance, pokud
nemaji dostate¢né mnozstvi zasob Zivin pro obnovu a podporu rlistu kofen(. Tyto rostliny maji tendenci dalsi
rok Spatné rast a jejich oslabeny korenové systém je snadnou kofisti pro patogenni houby. Vldsec¢nicové
koreny se nejsou schopné prizplsobit vyraznému sniZzeni obsahu kysliku a hynou, pokud mira nasyceni pldy
vodou dosahuje urovné, kdy se vylucuje kyslik z pady. Pfi kratkodobém podmaceni pldy jsou mrtvé koreny
nahrazeny novymi, které jsou kratsi a silnéjsi schopné tolerovat vlihéi podminky. Podmacené pldy jsou
obecné nepfiznivé pro rlst kofend jahodniku a zdroven umoziuji aktivni napaddani korenl houbovymi
patogeny. Nebezpecné je pro jahodnik jarni stfidani teplych a studenych dn, které mohou zpUsobit takzvané
vytranspirovani rostliny. V mirnych pasmech svéta v zimnim obdobi muiZe dochazet k poskozeni korenu
jahodniku stfidajicimu se jejich zmrznuti a rozmrznuti, coz otevira cestu pro infekci zplisobenou houbovymi
patogeny kofenu.

Existuji stovky rlznych vyslechténych kultivar jahodniku, aby vyhovovaly konkrétnim
environmentalnim nebo marketingovym pozadavkim. Kazdy kultivar ma odliSny vynosovy potencidl
v zavislosti na klimatu a podminkach, ve kterych se udrzuje. Z toho divodu se Zadny kultivar celosvétové ani
na celostatni drovni nepéstuje. Od pocatku 19. stoleti se provadi Slechtitelsky vyzkum zaméreny na tvorbu
novych kultivard s lepsimi inovativnimi vlastnostmi rostlin a plodd. Primarnim cilem Slechtitelského programu
v budoucnosti zlstane pravdépodobné vynos, prodlouzeni obdobi sklizné (zejména u fotoperiodicky
neutrdlnich genotypu), kvalita plod( (vyzivové hodnoty) a vyzkum odolnosti rostlin za Ucelem omezeni
pouzivani pesticidll. Stale dulezitéjsi bude vybér novych genotypl prizplsobenych pro rychlejsi sklizen
(snadno sbiratelné plody, kompaktni habitus rostliny a plody s dlouhymi stonky). V neposledni radé budou
muset Slechtitelské programy vzit v ivahu probihajici zmény klimatu, konkrétné postupné zvySovani a ndhlou
zménu teplot. Klasicka metoda Slechténi jahodniku na zakladé kfizeni, vybéru ziskanych sazenic a nasledného
vyhodnoceni se bude stale vice kombinovat s vyuZzitim genetickych map a molekuldrnich markerd, coz urychli
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dobu selekce. Tyto nové znalosti zlepsi dalsi aplikaci pfenosu genll (vedouci ke geneticky modifikovanym
organismim) a validaci genl kontrolujicich dulezité znaky (napf. odolnost, kvalita a nutri¢ni vlastnosti).
Nicméné v tuto chvili zlstava limitem aplikace technologie GMO nedostatecné pfijeti ze strany spotiebitel(
(Husaini, a dalsi, 2016).

V ptilohdch 5, 6, 7 a 8 je postupné uvedeno nékolik statisticky zpracovdnych dat ohledné vyvoje
vypéstovanych na poli a upfednostnuji jahody sklizené pod krytem, které jsou prosté znecisténi zeminou
a maji harmonickou konzistenci a chut. Masivnimu rozvoji péstovani jahod pod fdliovymi kryty brani
pfedevsim investicni naro€nost a také nedostatek zkuSenosti se zvladnutim této péstitelské technologie.
V roce 2019 trzby za celkovou produkci ovoce stouply v porovndni s pfedchozim rokem o 12 % a ve vysledku
dosahly celkem 2,3 mld. K. Z vynosU ovoce z produkénich sadi vznikla trzba 1,4 mid. K¢ (tj. o 11 % vice nez
v roce 2018), pfitom majoritni podil na trzbach méla jablka (65 %) a jahody (7,5 %) (Buchtova, 2020; 2013;
2010; 2002).



3.1.1 Faktory ovliviiujici péstovani jahodniku

Stresové faktory omezujici rlist a vyvoj rostlin se déli do dvou hlavnich skupin: biotické a abiotické.
Biotickd skupina stresor(i zahrnuje patogeny (bakterie, houby a viry aj.), choroby (infekce) a konkurenci.
Zatimco teplota, sul, sucho, zdplavy a toxicita tézkych kovl jsou priklady abiotickych stresovych faktora.
Vsechny tyto stresové faktory predstavuji pro rostliny hrozbu a brani jim v dosazeni jejich plného genetického
potencialu, coZz omezuje celosvétovou produktivitu plodin (Husaini, a dalsi, 2016).

3.1.2 Abiotické faktory

Jahodnik diky své mnohotvarnosti a plasticité miZeme péstovat témér ve viech oblastech Ceské
republiky pfi respektovani narokd odridy na svétlo a teplo. Uspokojivych vynosl a kvality plodd lze
dosahnout i v oblastech vyssich nez 500 m. n. m., pfi prGmérné rocni teploté 7 °C s nejrizné;jsimi pldnimi
podminkami kromé pld studenych, jilovitych nebo zamokienych, popfipadé naopak stérkovitych a vyloZzené
pisCitych. Teplé a suché oblasti jsou oviem pro péstovani nejvhodnéjsi. Obecné plati, Ze nejidealnéjsi jsou
jihozapadni svahy, kde panuji nejlepsi svételné, teplotni a vlhkostni podminky. Nevhodné byvaji vychodni a
jizni expozice i mrazové kotliny. Optimalni vlahové poméry se pohybuji okolo 600—700 mm srazek, nicméné
pokud vldhova dotace neni v souladu s potfebami vlahy zejména v dubnu a kvétnu, je nutnd doplrikova
zavlaha. Obracené pfi opakujicich se srazkach a vyssich teplotach v ¢ervnu se zvySuje riziko napadeni plodu
plisni Sedou ¢i jinymi patogeny zpUsobujici hniloby. Co se tyc¢e pH pldy, jahodniku vyhovuje mirné kyselé
mezi 5,5 a 6,5. Na zasaditych puddach s pH nad 8 trpi jahodnik pfinejmensim Zivinovym deficitem projevujicim
se chlorézami. Jahodnik je velmi citlivy na zasolené pldy a na podmacené pudy se stojatou vodou ¢i vysokou
hladinou spodni vody. Dalsi faktory jako radiace a pesticidy mohou taktéz negativné ovliviiovat péstovani
jahodniku (Harant, a dalsi, 1986) (Blazek, a dalsi, 1998).

Nerespektovani narokd na stanovistni podminky nebo ndhlé klimatické zmény zpUsobuji stresové
faktory, které jsou hlavni pfic¢inou selhani plodin a negativné ovliviiuji péstovani jahodniku. Abiotické stresy
nutné nemusi vést k umrti jedince, nicméné oslabuji celkovy fitness rostliny, ktera je tak nachylnéjsi vici
biotickym plvodclm stresové reakce. Jakdkoli zména podminek prostredi, kterd ma za nasledek méné nez
optimalni reakci rostlin, je povazovana za stresujici. Rostliny mohou mit mechanismy vyhybani se nebo
tolerance (snasenlivosti) vuci jakémukoli stresovému faktoru, aby se vyrovnali se stresem. Jednim z
nejdUlezitéjsich zplsobd, jak zvysit produktivitu v podminkdach zatizenych stresovymi faktory, je vyvoj novych
kultivar(i, které mohou tolerovat stres nebo se mu vyhnout. Vtomto pfipadé fyziologicky a molekularni
vyzkum mechanism( abiotického stresu u rlznych druh( a kultivard ma velky vyznam pro budouci
Slechtitelské programy jahodniku, vzhledem k slozZitosti jeva abiotickych stresd (Husaini, a dalsi, 2016).

3.1.3 Biotické faktory

Mezi biotické faktory, které mohou stresovat rostliny jahodniku spadaji vnitrodruhové a mezidruhové
vztahy. Antagonistické vnitrodruhové vztahy neboli kompetice nastavaji napriklad v situaci Spatné zvoleného
vysadbového sponu rostlin, u kterych ve vysledku dochazi ke snizovani vynosového potencialu. Mezi kulturni
a plevelnou rostlinou dochdzi k mezidruhové interakci, ktera je pro kulturni rostlinu negativni napfiklad:
kompetice, amensalismus, parazitismus nebo alelopatie. Dalsi biotické faktory ovliviujici geneticky potencial
jahodniku jsou skldci a infekce (choroby). Jahodnik je neustédle vystavovan mnoha druhiim patogend, jenz

13



mohou zpUsobit rlizné odchylky od normdlnich fyziologickych funkci rostliny. Pfikladem z fady $kidcU
jahodniku je kvétopas jahodnikovy (Anthonomus rubi), ktery nakousava stopky kvétnich poupat a lokalné
muze znicit aZz 80 % Urody. DalSimi Skldci jsou zastupci msice jahodnikové, ktefi Skodi jednak sdnim na spodni
strané listl, ale také mohou byt vektory jahodnikovych vir(l. Haddatko jahodnikové taktéZ pusobi Skody
a snizuje vynosy az o0 40-75 %. Hospodarsky vyznam maji i Skiidci jako: lalokonosec ryhovany, mravenci, ptaci,
plzi, trasnokfidli nebo svilusky (Maas, 1998) (Beranek, a dalsi, 2021).

Pavodci chorob jsou viry, bakterie, houby, houbam podobné organismy aj. Nejvétsi zastoupeni
patogennich organism( je vSak z fad hub nebo houbdm podobnym organismim. Napfiklad listy zvladne
infikovat padli jahodniku (Podosphaera aphanis (Wallr.) U. Braun & S. Takam.), bild listovd skvrnitost
jahodniku (pGvodce Mycosphaerella fragariae (Tul.) Lindau) nebo viréza jako je virus lemovani Zilek jahodniku
aj. Siroce polyfagnim a variabilnim druhem je $ed4 hniloba jahod, ktera napadd ¢epele a fapiky list(, stopky
kvétl, kvéty, nezralé plody, ale zejména zrajici a zralé plody. Jednd se o rozsifené a velice Skodlivé
onemocnéni jahodniku, které za priznivych podminek a u nachylnych odriid mlze zplsobit az kalamitni
ztraty. Ddle se setkavame s patogeny, které napadaji korenovou soustavu a kofenovy kréek. Vétsinou tyto
organismy maji velmi Skodlivy potencial na jahodniku. Disledkem byva vyrazné snizeni vynosu, ohniskové
hynuti rostlin a pfed¢asna likvidace porost(l. Do této skupiny lze zafadit napfiklad antraknézovou skvrnitost
jahodniku (Colletotrichum acutatum Simmonds ex Simmonds), Cervenou hnilobu kofend jahodniku
(Phytophthora fragariae var. fragariae Hickman (1940)) a fytoftorovou krékovou hnilobu jahodniku, kde
pUvodcem je Phytophthora cactorum Lebert & Cohn, (1870). O fytoftorové krckové hnilobé se zminuji
podrobnéji v dalSich kapitolach (Berdnek, a dalsi, 2021) (Husaini, a dalsi, 2016).

Podle (Agrios, 2005) choroby rostlin zplsobené rodem Phytophthora jsou v zasadé dvou typ(:

1. Nemoci, které postihuji ¢asti rostlin prfitomné v pldé nebo v kontaktu s plidou, napft.
kofeny, spodni stonky, hlizy, semena a masité plody lezici na ptdé.

2. Nemoci, které postihuji pouze nebo pfevdiné nadzemni Casti rostlin, zejména listy,
mladé stonky a plody (Agrios, 2005).

Propuktnuti choroby neni obligatni, jelikoz na jedné strané rostliny disponuji sofistikovanymi
obrannymi mechanismy, které zahrnuji predem vytvorené fyzikalni a chemické bariéry nebo indukovatelné
obranné mechanismy. Na druhé strané po vzajemném kontaktu plvodce onemocnéni s hostitelem musi
existovat vhodné podminky pro vznik choroby. Jinak feceno citlivost hostitelské rostliny (nachylnost),
patogenita a virulence konkrétniho patogena, pfiznivé podminky prostredi (teplota, vihkost atd.), ¢as a vliv
¢lovéka vyjadruji faktory nezbytné pro zahajeni a rozvoj choroby rostlin. Tuto vzajemnou interakci vSech péti
sloZzek vyjadfuje Ctyfuhelnik choroby s tim, Ze intenzitu choroby ovliviiuje riznd kombinace jednotlivych
faktord. U péstovanych jahod (F. x ananassa) se kazdy kultivar lisi svou citlivosti na rizné patogeny, na jejich
rasy nebo patotypy. Tyto rasy jsou nerovhomérné rozmistény po celém svété a Casto se vyskytuji pouze v
konkrétnich péstebnich oblastech, a proto jsou zplisobené Skody a ekonomické ztraty pro kazdy region
rdzného rozsahu (Husaini, a dalsi, 2016) (Agrios, 2005).



3.2 Charakteristika Phytophthora cactorum (Lebert & Cohn) J. Schrot. 1886

Rodové oznaceni Phytophthora ma doslovny vyznam nicitel rostlin, a to z dobrého divodu. Tento rod
zahrnuje vice nez 80 druh( z vétsSiny dllezZitych rostlinnych patogen(. Druhy Phytophthora zpUsobuji fadu
nicivych chorob na celé radé zastupct rostlin, od sazenic jednoleté zeleniny nebo okrasnych rostlin az po plné
vyvinuté ovocné stromy nebo kefe a lesni stromy, na kterych je pti¢inou znaénych ekonomickych ztrat.
Vétsina reprezentatntll tohoto rodu zpUsobuje hnilobu koren(, padani klicnich rostlin a hnilobu kofenovych
krckd, hliz a cibulovin podobné jako Pythium spp. Jiné jsou pficinou hniloby pupen( nebo plodd a nékteré
maji za nasledek plisné listl, mladych vétvicek a plod(i. Nékteré druhy napadaji pouze jeden nebo dva druhy
hostitelskych rostlin, jiné vSsak mohou zpUsobit podobné nebo odliSné pfiznaky na mnoha rGznych druzich
hostitelskych rostlin. Nejznaméjsim druhem je Phytophthora infestans, plvodce plisné bramborové, ale
i nékolik dalSich zastupcl také patfi mezi velmi fytopatogenni nicivé choroby: Phytophthora cactorum,
P. cambivora, P. cinnamoni, P. citrophthora, P. fragariae, P. palmivora a P. syringae. Spolecnym znakem je
schopnost zapficinéni primdrné kofenovych hnilob a hnilob kofenovych krcki, ale také rakoviny nebo hniloby
plodu. Nékolik dalSich druh jako je P. capsici, P. cryptogea, P. megasperma a P. parasitica, zpUsobuje hniloby
kotfent, stonkd a plodd u mnoha druhd zeleniny, okrasnych rostlin nebo dfevin a polnich plodin. Druhy
Phytophthora cactorum a Phytophthora fragariae var. fragariae jsou nejvyznaméjsi patogeni na jahodniku a
vyskytuji se témér ve vSech zemich, kde se jahody péstuji (Agrios, 2005) (Husaini, a dalsi, 2016).

Phytophthora cactorum je ekonomicky vyznamny pudni patogen mnoha bylin a drevin. V souvistlosti
s touto diplomovou praci je cilem detailnéji popsat kmen P. cactorum, ktery se vyskytuje na péstovanych
jahodach (Fragaria vesca, F. x Ananassa aj.), zpUsobuijici jak koZovitou hnilobu jahod, tak fytoftorovou hnilobu
korenového krcku. Naptiklad na jabloni (Malus domestica) je pfi¢inou hniloby kofenového kréku a korent
jiny kmen P. cactorum. Podobné je tomu u hniloby kofend a syndromu odumirani na Rhododendronu.
Obecné Phytophthora cactorum napadad Sirokou skalu hostitell, ale ne vSsechny kmeny jsou vSak schopné
infikovat vSechny hostitelské druhy. Ukdazalo se, Ze izolaty Phytophthora cactorum z kotenovych kréku
jahodniku jsou geneticky velmi uniformni a bylo dokdzano, Ze maji plivod z jednoho klonu, pfinejmensim v
ramci EU. Analyza mikrosatelitd Phytophthora cactorum z jahodniku ukazala, Ze kozovita hniloba jahod a
krckova hniloba jsou zplsobeny geneticky stejnymi kmeny téhoz druhu. Zaroven bylo zjisténo, Ze zadny z
izolatll Phytophthora cactorum z jinych hostiteld nezpUsobil ptiznaky fytoftorové krckové hniloby na
jahodniku. Proto plivodce fytoftorové krékové hniloby vykazuje stejny patotyp Phytophthora cactorum jako
plvodce choroby koZovita hniloba jahod, jelikozZ je nelze morfologicky odlisit (Hantula, a dalsi, 2000) (Husaini,
a dalsi, 2016) (Schafleitner, a dalsi, 2013).

3.2.1 Historie patogena

Phytophthora cactorum, kterd je pricinou fytoftorové krckové hniloby jahodniku a koZovité hniloby
jahod ma dlouhou historii ve fytopatologii. Podle Risteskiho et al. (2019) rod Phytophthora byl poprvé
zaznamenan v roce 1845, kdy némecky mykolog Heinrich Anton de Bary identifikoval Botrytis infestans jako
plvodce plisné bramborové (pIné popsana v roce 1876 jako Phytophthora infestans (Mont) de Bary), ktera
byla hlavnim faktorem zpUsobujici ztraty na vynosu brambor béhem Velkého irského hladomoru v letech
1844-1886. Peronospora cactorum (Lebert & Cohn) byla poprvé popsana J. Schrotem v roce 1870 jako pficina
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hniloby na kaktusech Cereus giganteus a Melocactus nigrotomentosus v Ceské republice. Tento organismus
podobny houbam byl pozdéji pfeveden do vyse zminéného rodu Phytophthora (Risteski, a dalsi, 2019).

Blackwellova (1943) avsak uvadi, Ze tento druh oomycety zpUsobujici hnilobu kaktust (Peronospora
cactorum) byl poprvé predstaven Lebertem a Cohnem az v roce 1871. Nasledné de Bary v roce 1876 navrhl
novy rod Phytophthora zaloZzeny na Peronospora infestans. Po objeveni dalSich druh( z rodu Phytophthora
H. A. de Bary (1881) je shromdazdil spole¢né s P. cactorum do souhrnného druhu P. omnivora. Nicméné J.
Schroter (1886) rozpoznal puvodni specficky epiteton slova cactorum a P. cactorum zUstavd dodnes
(Blackwell, 1943). Nasledné byla celosvétové nalezena na vice nez 250 rostlinnych druzich v nejméné 150
rodech (Hudler, 2013).

Od objeveni tohoto patogenu vznikala v prlibéhu déjin mnoha alternativni oznaceni, podle hostiteld,
na kterych se objevoval: Peronospora fagi R. Hartig (1876), Phytophthora. fagi (R. Hartig) R. Hartig (1879),
Peronospora sempervivi Schenk (1875), Phytophthora paeoniae D.C. Cooper & Ch. Porter 1928. V soucasné
dobé jsou pouzivand synonyma jako Peronospora cactorum, Phloeophthora cactorum, Phytophthora fagi,
Phytophthora omnivora, Nozemia cactorum, Nozemia fagi, Peronospora fagi a Phloeophthora cactorum
(Berdnek, a dalsi, 2021) (Kang, 2006).

KoZovita hniloba jahod byla poprvé zjisténa v USA v roce 1924, ale nyni se vyskytuje celosvétove.
Fytoftorova krékova hniloba jahodniku byla poprvé hlasena v Némecku v roce 1952 (podle (Schafleitner, a
dalsi, 2013) to bylo jiz v roce 1950), poté ve Francii v roce 1960 a posléze byla zaznamenana v mnoha dalSich
zemich po celém svété, kde se péstuji jahody. Ve Finsku a dalSich severnich zemich zplsobuje P. cactorum
ztraty na vynosech formou hniloby kofenového kréku jahodovych plantdzi od roku 1990 (Hantula, a dalsi,
2000).

Phytophthora cactorum spada podle databdaze Index Fungorum do ndsledujici taxonomické linie:

e impérium: Eukaryota — bunéc¢né organismy,
e fiSe: Chromista (heterotrofni),

e oddé¢leni: Oomycota,

o tiida: Peronosporea,

e podtiida: Peronosporidae,

e fad: Peronosporales,

o celed: Peronosporaceae,

e rod: Phytophthora,

e druh: cactorum (Kirk, 2021).

Historicky byl rod Phytophthora umistén do Pythiales s Pythium a pfibuznymi rody, ale novéjsi
fylogenetickd analyza ukazala blizsi pfibuznost s plisnémi k Peronosporales. P. cactorum je umisténa v Clade
1a, nejvice pribuzna P. pseudotsugae patogenu sazenic douglasky viz priloha 9 (Kang, 2006) (Agrios, 2005).



3.2.2 Diagnostické metody

Prvni krok pfi implementaci vhodnych strategii pro zvladani chorob a vhodnych kontrolnich opatfeni
vyZaduje jednoznacnou identifikaci (diagnostiku) organismu odpovédného za infekci na jahodniku. Bez
diagnostiky by nemohla existovat procedura (fizeni) ochrany rostlin. Diagnosticky proces zahrnujici
rozpozndvani priznakd (spojenych s chorobou) a znaku, které nejsou navenek pozorovatelné vyZzaduje
intuitivni Usudek i pouziti védeckych metod. K diagnostice vyskytu onemocnéni se pouzivd nékolik
konvencnich technik. Mezi tyto techniky patfi vizualni kontrola a rozpoznavani symptom( nebo izolace a
zkoumdni patogen( plodin pomoci mikroskopie. Tyto techniky jsou ¢asové naro¢né a nemusi s jistotou
detekovat latentni infekce. Pro rychlou diagnostiku bylo vyvinuty diagnostické metody jako imunotesty,
metody zalozené na sondach nukleovych kyselin a techniky zaloZzené na PCR (polymerazova fetézova reakce).
Je dulezité rozliSovat rdzné druhy houbovych patogen( jahod, jelikoZ mnoho z nich ma podobné priznaky. Po
presné identifikaci patogenu je nezbytné navrhnout nejlepsi postup pro jeho potlaceni. Mnoho patogenut
podléhd zvlastni regulaci prostfednictvim karanténnich program( napftic¢ staty Ci lokdlné. Nejlepsi cestou
vpred pro identifikaci patogent je pouziti rychlejSich metod umoziujicich detekovat choroby jesté drive, nez
se pfiznaky objevi (Husaini, a dalsi, 2016) (Vidhyasekaran, a dalsi, 2004).

3.2.2.1 lzolace

Zda se, ze onemocnéni korenového kréku jahodniku je vyvoldno ziretelnym patotypem P. cactorum,
protoZe pouze izoldty z nemocnych korenovych krékd jahodniku byly v inokulacnich experimentech
patogennimi pro jahodnik. Phytophthora spp. mliZe byt navnazena z pldy, kde pretrvava fadu let nebo
z vody, diky které se rozsifuje. Mnoho technik navnazovani neni druhové selektivnich a k identifikaci druht
je zapotrebi napfiklad mikroskopickych metod. Pro Uspésnou izolaci fytoftory ze vzork( pldy a vody byla
popsana celd rada metod, v€etné metod aranzovani pady na misky nebo navnad. Populace Phytophthora
spp. mohou kolisat v zavislosti na ro¢nim obdobi, proto je vétSinou nutné sbirat vzorky v rdznych rocnich
obdobich, aby bylo dosazeno presného obrazu hustoty populace (Martin, a dalsi, 2012).

P. cactorum (fytoftora) lze také izolovat z kofenové nebo stonkové tkané infikovanych rostlin a
kultivovat na nékolika selektivnich médiich. Tyto média jsou citlivd na svétlo, a proto by méla byt udrZovana
ve tmé. Selektivni média pro izolaci se obvykle sestavaji z agaru kukufricné mouky (CMA), bramborového-
dextrézového agaru nebo Cefeného agaru se Stavou V8 (cV8) doplnénych kombinaci antibiotik véetné
pimaricinu, ampicilinu, rifampicinu, vankomycinu, nystatinu a fungicidli pentachlornitrobenzenu (PCNB) a
hymexazolu. Selektivni aktivita téchto médii je zplisobena hlavné pimaricinem nebo nystatinem, které jsou
ucinné proti vétsiné hub z fiSe Eumycota. DUlleZitd pozornost by méla byt vénovana také kvalité nebo typu
materialu vzorku, ze kterého je zaloZzen pokus o izolaci (kura, list, plida nebo voda). Izolace Phytophthora spp.
je napriklad dosazeno z lézi (bez povrchové sterilizace) v situaci, kdyz je infekce aktivni. Vzorky jsou odebrany
z postupujiciho okraje léze (Rivard, 2007) (Martin, a dalsi, 2012) (Maas, 1998).

3.2.2.2 Symptomatickd analyza

Nékteré patogeny produkuji charakteristické viditelné priznaky, které Ize snadno rozpoznat v terénu.
Ptiznak je ¢astecné specificka reakce rostliny na pisobeni Skodlivého Cinitele, ktery se klasifikuje napf. podle

¢asové posloupnosti, intenzity rozsahu, stalosti, polohy aj. Poéateéni stadia mnoha chorob jsou nendpadnd a
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muZe byt problematické provést rychlé vizualni hodnoceni, dokud Urovert onemocnéni nebude dostatecné
vysoka. Dokonce ani v pokrocilych stadiich vyvoje ptiznak(, nelze nékterd onemocnéni s jistotou rozpoznat.
V téchto pripadech musi dojit k izolaci a kontrole v Cisté kultufe a pozdéjsi identifikaci pomoci mikroskopu.
Nékdy muZe byt pro izolaci patogenl a indukci sporulace pro identifikaci zapotfebi selektivni médium
(Vidhyasekaran, a dalsi, 2004).

Projev priznakl P. cactorum zpUsobuijici fytoftorovou kréckovou hnilobu a koZovitou hnilobu jahodniku
je vétsinou vyjadren jako syndrom dané choroby viz kapitola 3.3.1 Ptiznaky koZovité hniloby jahod; 3.3.2
Ptiznaky fytoftorové krckové hniloby jahod. V obou ptipadech dochazi k nekrotickym degeneracim a
odumfeni bunék/pletiva a vétsinou k hypoplastickému zastaveni nebo zpomaleni tvorby diferenciace bunék
a zastaveni tvorby barviv (Vidhyasekaran, a dalsi, 2004).

3.2.2.3 Rozlisovaci znaky pro mikroskopickou identifikaci

Samotna Elizabeth Blackwell byla priikopnici rané taxonomie rodu Phytophthora spp. Vyvinula ovéfené
a pouzitelné dichotomické klice k druhiim tohoto rodu, které se pouzivaji dodnes. Jeji peclivd prace byla
zaloZena na dUsledném pozorovani morfologickych charakteristik patogenu véetné sporangii, pohlavnich
reprodukcnich organd, chlamydospér, hyfalnich charakteristik aj. Rozméry a tvary zoosporangii a oogonii
mohou byt velmi variabilni a ¢asto se prekryvaji mezi druhy, coZ ztézuje identifikaci na Urovni druh(. P.
cactorum je druh snadno identifikovatelny na zakladé morfologickych znakd, nicméné dva druhy Ize zaménit
pouze na zakladé morfologickych znakU. Jsou to P. hedraiandra de Cock & Man in’t Veld 2004 a P. clandestina
P. A.Taylor, Pascoe & F. C. Greenh 1985 (Ristaino) (Blackwell, 1943).

Pti absenci detekce sekvenci nukleovych kyselin Ize spolehlivé odliSit P. cactorum od jinych druh
Phytophthora spp. s podobnou morfologii diky pozorovani a méfeni rozmnozovacich organu. Doty¢ny izolat
je homothalicky. Oospory P. cactorum jsou sférické, plerotické, obvykle o pridméru 24-30 um a maji hladkou,
dvouvrstvou, Zlutohnédou sténu. Antheridia jsou obvykle paragynalni (13 x 15(—21) um), sférické nebo
klubkovité a zaroven pfipojena k oogoniu pobliz oogonialni stopky. Hyalinni oogonia s hladkymi sténami s
oosporami se ¢asto nachdzeji v nemocné tkani. Sporangie se mohou vyskytovat termindlné nebo lateralné,
jsou bezbarvé nebo témér bezbarvé, 50-60 um dlouhé (nékteré jsou az 90 um dlouhé) a 35-40 um Siroké s
papilami na vrcholu. Kazdé sporangium muiZe obsahovat vice nez 50 zoospor. Tvary sporangii se velmi lisi a
mohou se pohybovat od Siroce elipsoidnich, obpyriformnich nebo po vejcovité az kulovité. Sporangie jsou
Casto seskupeny a sporangiofory jsou obvykle jednoduché. Hyfy jsou Stihlé, ¢asto nepravidelné nabéhlé a
nékdy rozvétvené v pravych uhlech. P. cactorum se snadno péstuje na bramborovém-dextrézovém agaru, na
kterém tvofi bilou volné matnou kolonii. P. cactorum také pfti vystaveni stresovym faktordm produkuje
chlamydospory, které maji priimérné 25-39,7 um pramér. Hyfy jsou obvykle asi 6 um Siroké, ale mohou byt
nepravidelné zdurelé viz ptiloha 18 (Hudler, 2013) (Rivard, 2007) (Kang, 2006) (Maas, 1998).

3.2.2.4 Molekularni metody diagnostiky

3.2.2.4.1 Imunodiagnostika

Imunodiagnostické testy poskytuji rychlou metodu potvrzeni viditelnych priznakd a detekce patogend,
které nelze snadno identifikovat jinymi metodami. Imunologické testy zavisi na vyvoji protilatek specifickych
pro konkrétni patogen. Takové molekuly, zndmé jako antigeny, stimuluji imunitni systém organismu, cozZ vede



k produkci specifickych protilatek, z nichz kazda se specificky rozpoznava a vaze na svij komplementarni
antigen. Ulohou imunotestu je odhalit pfitomnost specifickych komplex( mezi protilatkou a antigenem, které
jsou pro patogen jedinecné. V zadsadé jsou imunotesty zaloZeny na skutecnosti, Ze protilatky reaguji specificky
s homolognim antigenem. Reakci vSak neni snadné odhalit. Pro vyuZiti této reakce v imunotestech bylo
vyvinuto nékolik technik. Sérologickd metoda ELISA (Enzyme linked immunosorbent Assay) je rychl3,
spolehlivd a vyuZitelnd pro praxi. Stanovuje pouze latky specifické pro patogenni organismus nebo jeho
metabolity. Komeréné dostupné testy ELISA pro detekci Phytopthora zaloiené na protilatkach proti
obecnému antigenu Phytophthora se ukazaly jako rychlé prostfedky k identifikaci infikovanych rostlin, i kdyz
je lze identifikovat pouze na urovni rodu. JelikoZ testy ELISA nejsou druhové specifické, musi byt identita
druhu potvrzena pomoci PCR izolace nebo kultivacni desticky. Neschopnost detekovat antigeny muze
souviset s povahou hostitelské tkané nebo druhu patogenu. Existuje rychlejSi metoda testovani na bazi
protilatek Lateral Flow Device (LFD) pro detekci druhl Phytophthora ve vzorcich rostlinnych tkani v terénu. V
radé pokusu se test ukazal jako specificky a citlivy na identifikaci Phytophthora sp. v nemocné tkani.
Experiment ke stanoveni citlivosti detekce pomoci LFD ukazal, Ze dokazZe detekovat infikovanou tkan ve smési
sestavajici z jedné casti infikovaného materialu a 99 dild neinfikovaného materialu (O"Brien, a dalsi, 2009)
(Vidhyasekaran, a dalsi, 2004).

3.2.2.4.2 Metody zaloZené na sondazi nukleové kyseliny

Pro diagnostiku chorob plodin se pouZivaji sondy DNA i RNA. Diagnostickou sondu nukleové kyseliny
Ize definovat jako nukleotidovou sekvenci znacenou reportérovou molekulou, ktera je schopna identifikovat
cilovy patogen v testovaném vzorku selektivni hybridizaci s komplementarni sekvenci pfitomnou v DNA
mikroorganismu. Sondy nukleovych kyselin jsou sekvence nukleovych kyselin, které jsou znaéeny markerem
a pouZivaji se k detekci komplementarnich sekvenci nukleovych kyselin ve vzorku. Sondy, které mohou byt
bud’' DNA nebo RNA, maji velikost od 15 do nékolika tisic parl bazi (bp). Cilové sondy hybrid( jsou
vizualizovdny pomoci autoradiografie, kolorimetrickych testd nebo chemiluminiscence (Vidhyasekaran, a
dalsi, 2004).

Metodologie jako polymerdzovd retézova reakce (PCR) poskytuje Gcinnou a rychlou techniku
exponencidlni amplifikace specifickych sekvenci DNA pomoci syntézy DNA in vitro. T¥i zakladni kroky k PCR
zahrnuji: (1.) rozloZeni cilové DNA, (2.) hybridizaci dvou oligonukleotidovych primer(i na denaturované
fetézce DNA a (3.) prodlouZeni primeru prostifednictvim termostabilni DNA polymerdazy. Nové syntetizované
retézce DNA slouzi jako cile pro ndslednou syntézu DNA, protoZe tyto tfi kroky se opakuji az 50krat.
Specificnost metody je odvozena od syntetickych oligonukleotidovych primerq, které se paruji a definuji
kazdy konec cilové sekvence, ktera ma byt amplifikovana (Vidhyasekaran, a dalsi, 2004).

Mezi diagnostickymi technikami pfevzala v poslednich letech dominantni roli metodika zalozend na
PCR, jelikoz u symptomatickych diagnostickych metod musi byt pfitomnost P. cactorum potvrzena izolaci
patogenu z nemocnych tkani, nasledovanou morfologickou a fyziologickou charakteristikou izolovanych
mycelii. VSechny tyto techniky jsou ¢asové narocné, pracné a velmi komplikované (zejména morfologicka
charakteristika). U mnoha druhlQ Phytophthora vcéetné P. cactorum je hlaSena nedostatecnd specificita
primerl navrZzenych v literature. Tyto primery mohou ve skuteénosti vést ke zkfizenym reakcim s jinymi druhy
Phytophthora a s jinymi velmi podobnymi houbami, naptiklad s houbami skupin Pythium nebo Peronospora.
Tento nedostatek specificity je pfifazovan metodé pouzité ke konstrukci PCR primer(, které jsou rutinné
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odvozeny z ITS oblasti ribozomalnich RNA genu. Sekvence ITS u druhl Phytophthora nemusi byt nejlepsSim
zdrojem pro vyvoj druhové specifickych primerd PCR, protoze mezidruhové rozdily v této ¢asti sekvence jsou
prili§ malé. PCR provadénad s primery SCAR odvozenymi ze sekvence pasu pfiblizné 450 bp RAPD (ndahodna
amplifikace polymorfni DNA), poskytla jediny diagnosticky produkt amplifikace DNA, ktery snadno odlisil P.
cactorum od dalSich jedendacti druhl Phytophthora, tfi druh( Pythium, jedendcti dalSich rodd hub z DNA Sesti
hostitelskych rostlin. PCR primery PC1/PC2 (viz pfiloha 10), navriené jako SCAR markery ze specifického
nahodné amplifikovaného polymorfniho fragmentu DNA k amplifikaci produktu PCR, byly oznaceny jako
specifické, citlivé a robustni pro detekci P. cactorum v nékolika hostitelskych rostlinach véetné jahod. Primery
PC1 / PC2 vyvinuté v této praci byly testovany na c¢trnacti rliznych izolatech P. cactorum a vidy poskytovaly
amplifikaci (Causin, a dalsi, 2005).



3.2.3 Hostitelské spektrum

P. cactorum je Siroce polyfagni a velmi variabilni druh, ktery napada celou fadu kulturnich i divoce
rostoucich rostlin pfedevsim z byvalé celedé rlZovitych. Obecné se jednd o byliny a dfeviny ze 154 rodu
cévnatych rostlin z 54 celedi (Beranek, a dalsi, 2021). Podle (Rivard, 2007) muze infikovat vice nez 200 druht
ve 160 rodech, véetné jahod a fady dfevnatych okrasnych rostlin a ovocnych plodin. Podle (Husaini, a dalsi,
2016) P. cactorum byla oznacena jako puvodce infekce na vice nez 200 rostlinnych druzich z vice nez 60
raznych celedi. Napfiklad do tohoto Siroce polyfagniho hostitelského spektra spadaji ¢eledé: Aceraceae,
Apocynaceae, Apiaceae, Araliaceae, Cactaceae, Cucurbitaceae, Cornaceae, Ebenaceae, Ericaceae, Fagaceae,
Geraniaceae, Grossulariaceae, Hippocastanaceae, Juglandaceae, Lauraceae, Liliaceae, Oleaceae, Pinaceae,
Proteaceae, Polygonaceae, Rutaceae, Rosaceae, Salicaceae, Solanaceae, Sterculiaceae a Violaceae
(Chitambar, 2017). Konkrétné se jedna o semendacky listnaca a jehli¢cnand, z okrasnych a lesnich drevin velmi
Casto buk lesni (Fagus sylvatica), méné dalsi druhy jako lipa (Tilia), dub (Quercus), javor (Acer), mod¥in (Larix),
douglaska (Pseudotsuga), jedle (Abies), smrk (Picea). TaktéZ zahradni a okrasné rostliny (napf. péniSnik
Rhododendron sp.), véetné Pelargonium peltatum, P. zonale, P. grandiflorum. (Beranek, a dalsi, 2021).

V souvislosti stouto diplomovou praci je vyznamnym hostitelskym druhem také rod Fragaria
(jahodnik). Jiz bylo zminéno, Ze jahodnik neni napadan kmeny P. cactorum, které napadji rostliny z vyse
uvedenych rodU. Nékolik studii uvadi analyzy variability citlivosti jahod k P. cactorum, kdy vysledky inokulace
provedené na diploidnich druzich Fragaria neprokdzaly Zadny naznak toho, Ze by néktery z téchto druht byl
rezistentnéjsi nebo ndachylnéjsi k P. cactorum. Neprokazali se ani Zzadné systematické rozdily vyplyvajici z
geografického plvodu. U péstovanych jahod F. x ananassa byla variabilita citlivosti genotypd nebo kultivar(
uvadéna hlavné ve studiich porovndvajicich rizné metody inokulace. Jedna velka studie ukazala, Ze rezistence
mezi 31 testovanymi genotypy se velmi lisila a zaroven poskytovala druhy s vysokou Uroveni rezistence idealni
pro dalsi Slechtitelské programy. Rezistence vici chorobam je primarnim cilem vsech hlavnich slechtitelskych
napadajici jahodnik ¢i jahody maji v rliznych zemédélskych oblastech rdznou droven dulezitosti. Z tohoto
dlvodu se Slechtitelské programy zaméruji na vybrané patogeny v zavislosti na jejich dllezZitosti v oblasti, kde
se program provadi. Mnoho uUspésné vyslechténych kultivard, vsak nevykazuje Uplnou nebo specifickou
odolnost v{¢i konkrétni nemoci. Slechténi se vice zaméfilo na ziskani kultivard, které jsou spise tolerantni
nebo alesport méné nachylné k vice patogenlim soucasné nez k uréitému patogenu. Pfikladem odolnych
odrid jsou: ‘Korona’, ‘Elsanta’, ‘Pegasus’, "Honeoye’, ‘Darselect’, ‘'Senga Sengana’, ‘Tenira” aj. (Beranek, a
dalsi, 2021). (Husaini, a dalsi, 2016) (Schafleitner, a dalsi, 2013)
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3.2.4 Zivotni cyklus P. cactorum na jahodniku

Specificka epidemiologie patogena P. cactorum se muze liSit podle plodiny, vi¢i niZ projevuje
patogenitu. Podobné jako u jinych Phytophthora spp. Zije P. cactorum jako saprofyt v podestylce a v pudé
obsahujici mrtvy organicky material. Nejdulezitéjsi propaguli tohoto patogenu jsou zoospory, které pochazeji
z klicnich oospor a sporangii. P. cactorum muze prezit nékolik let hlavné jako oospory (sexualni vytrusy) v
pudé a mumifikovanych plodech ¢i napadeném pletivu jahodniku. Patogen muze také prezit formou
chlamydospor (silnosténnych nepohlavnich vytrusd) v ptidé v sadu, nebo jako mycelium v hostitelské tkani.
vlihkych period. Vyssi teploty podporuji vyvoj onemocnéni a deficit vody projev vadnuti rostlin. V napadenych
pletivech se tvofi oospory. Zatimco oospory a chlamydospory tvofi primarni inokulum, sporangie jsou
hlavnim zdrojem sekunddarniho inokula. Na jafe oospory po zvlhéeni kli¢i a na sporangioforech se diferencuji
zoosporangia. Pohyblivé zoospory se uvoliuji ze sporangii v nasyceném putdnim profilu (volné vodé) a infikuji
vhimavé casti rostlin nebo pronikaji pres poranéni (k infekci je ovlhéeni nezbytné). Zoospora kli¢ni hyfou
penetruje hostitele a rozvijejici se hyfy kolonizuji pletiva. Vyviji se vice mycelia a nakonec se vytvareji oospory,
které slouzi jako klidové struktury, které mohou prezit nékolik let. Vyvoj pfiznakd se muze lisit v zavislosti na
druhu hostitele, ale obvykle je vysledkem pfiznivych podminek prostfedi. Nej¢astéji se s pfiznaky poskozeni
rostlin setkdvame v obdobi nejvétsi potfeby vody, tj. mezi kvetenim a sklizni. Nachylnéjsi k napadeni jsou
frigo sazenice (Aglave, 2019) (Chitambar, 2017).

Zdrojem inokula mlzZe byt propagule pochazejici jak z napadnych plodd, na kterych zplsobuje P.
cactorum kozovitou hnilobu jahod, tak z plidy, kde prodélal tento patogen Zivotni cyklus na kofenech,
respektive v korenovém krcku. Jako vétsina druht rodu Phytophthora se P. cactorum prenasi v plidé a vodou.
Na neinfikovana mista se Sifi prostfednictvim: infikovanych rostlin, skolkarského sadebniho materidlu a
sazenic nebo pldy; odteklou prebyteénou a zavlaZovaci vodou nebo destovou vodou; kontaminovanim
kultivacnich strojl, prostfednictvim naradi a obuvi, nebo rostlinnymi zbytky obsahujici oospory nebo
chlamydospory kontaminujici vzorky semen. Patogen neni pfimo prenosny osivem. Kromé toho muze byt
zavlaZovaci voda z kanal(, rek a rybnik( kontaminovana Phytophthora spp. Pfi vysoké vihkosti a vétrnych
podminkach mohou byt sporangie prenaseny vzduchem, coz hraje dulezitou roli pfi Sifeni koZovité hniloby
jahod (Chitambar, 2017) (Beranek, a dalsi, 2021) (Rivard, 2007) (Aglave, 2019).

3.2.4.1 Zivotni cyklus P. cactorum zptisobujici kozovitou hnilobu jahod

P. cactorum prezije zimu ve formé oospor, které se tvofi v napadenych mumifikovanych plodech. Tyto
oospory mohou v plidé zlstat Zivotaschopné po dlouhou dobu. Na jare, kdyzZ je plida dostate¢né nasycena
vodou, kli¢i oospory a produkuji sporangia. Uvnitt jednoho sporangia mize byt vyprodukovano az 50 zoospor.
Ve volné vodé se zoospory obvykle tvofi ve sporangiich a uvolfuji se do vody, ve které se pohybuji (plavou)
nebo se dostavaji do kontaktu s povrchem plodU. Ve filmu volné vihkosti zoospory kli¢i a infikuji nezralé nebo
zralé plody. Ackoli infekce vyZaduje volnou vodu, vysoky vyskyt onemocnéni mize nastat jiz za 2 hodiny nebo
za kratsi ¢as za vlhka pfi teploté 17-25 ° C. Optimalni teplota pro infekci je 21 ° C. Ve volné vlhkosti (z rosy
nebo desté) se na povrchu infikovanych plodl vytvareji sporangia, pocinaje asi 5 dni po infekci. Produkce
sporangii roste exponencialné a je velmi ovlivnéna teplotou. Nejpfiznivéjsi teploty pro produkci sporangii jsou
mezi 15 a 25°C. Optimalni teplota je priblizné 20 °C, ale pti 10 a 30 °C se nevytvareji sporangia zadna.



Sporangia jsou rozptylena na jiné povrchy plodd pomoci dopadajicich, rozstfiknutych kapek desté nebo
zavlazovanim z vrchu na list — timto zpUsobem se také Sifi fragmenty mycelia a zoospory patogena. Za
vhodnych podminek se nemoc muze Sifit rychle. Zoospory se mohou uvolfiovat v kaluZich stojaté vody na
poli, a pokud voda poté stékd po radcich, Siti infekéni propagule na plody, které kontaktuje. V infikovanych
tkdnich jahod se nakonec tvofi oospory. Napadené infikované plody zlstavajici na poli. Vysychaji, mumifikuji
a nakonec spadnou na zem. Z rozpadajiciho mumifikovaného ovoce se uvolfiuji oospory do plidy, kde mohou
prezit. Obrazné vyjadreny Zivotni cyklus P. cactorum napadajici plody jahodniku viz pfiloha 11 (Lind, a dalsi,
2003) (Maas, 1998) (Ellis, a dalsi, 2006).

3.2.4.2 Zivotni cyklus P. cactorum zpusobujici fytoftorovou krékovou hnilobu jahodniku

Zdrojem inokula jsou oospory pretrvavajici v pidé nebo v infikovanych rostlindch. Oospory produkuji
zoospory, které infikuji rostliny jahod pronikajici obvykle skrz poranéni. Zoospory jsou vypuzeny ze sporangii
za vhodnych teplotnich a vlhkostnich podminek a plavou pomoci svych biciki smérem k hostiteli v reakci na
kofenové exsudaty. Infekce nové vyrytych Slahoun( nastava hlavné cerstvymi ranami vzniklych pfi presazeni.
Hlavni cesty nakazy jsou baze stolon( a poranéni na oddenku. Frigo sazenice jsou zjevné obvykle infikovany
ranami v oblasti kofenového kréku. Rostliny frigo poskozené pfili$ nizkou teplotou pfi skladovani nebo silnym
mrazem pred sklizni jsou obzvlasté nachylné k infekci a mohou byt infikovany bez poranéni. U téchto rostlin
dochazi k vyvoji fyziologického zhnédnuti kofenovéh krcku. Je pravdépodobné, Ze se rostliny mohou nakazit
také v 1Gzku rasicich stolon(. V tomto pripadé infekce obvykle zlstava latentni. Projev ptiznakud v roce vysadby
je ovlivnén dobou vysadby. Vysadby jahodniku od zacatku léta do ¢ervence jsou ovlivnény patogenem vice
nez zalozené plantdze v srpnu. V tomto obdobi se symptomy stanou viditelnymi 1-4 tydny po vysadbé. Na
plantdzZich zaloZenych v zafi se priznaky obvykle neobjevuji ve stejném roce, protoze P. actorum prestava v
fijnu nebo v listopadu reagovat pfi nizkych teplotach. Infekce kofenového kréku zplsobend P. cactorum se
vSak muUZe projevit na jare, zejména v obdobi mezi kvetenim a sklizni, v dobé velkého stresu a zvySené
nachylnosti rostlin. Klimatické a pldni podminky stejné jako doba vysadby také urcuji, zda je poskozeni
korfenového kréku jahod vaznéjsi v roce vysadby nebo na jare prvniho roku vstupu do plodnosti. Ve druhém
a nasledujicim produkénim obdobi ma nemoc zfidka hospodarsky vyznam. Obrazné vyjadreny Zivotni cyklus
P. cactorum napadajici korenovy kréek jahodniku viz pfiloha 12 (Maas, 1998).
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3.3 Charakteristika fytoftorové krékové hniloby jahodniku

Charakterizujeme ji jako paraziticky organismus podzemnich ¢asti suchozemskych rostlin. Vice nez 60
% znamych oomycet je popisovano jako rostlinné patogeny. Za vhodnych podminek prostfedi se fytoftorova
krékova hniloba jahodniku, kterou zplisobuje patogen P. cactorum, muze Sifit velmi rychle. K infekci staci
vlhkd perioda (volna voda na povrchu plodt) dlouha dvé hodiny. Optimalni teploty pro infekci jsou mezi 16 °C
a 25 °C. Se zvysujici se délkou vlhkého obdobi (zejména Spatné odvodnéné oblasti) se teplotni rozsah, pfi
kterém muze dojit k infekci, mnohem rozsifuje. Vysoké teploty také podporuji rozvoj nemoci, ale zda se, Ze
je nezbytny také vodni stres, protoZe hniloba kofenového kréku se vyskytuje hlavné v situaci vysoké potieby
vody napfiklad po presazeni, kdyzZ je zvySenad transpirace, nebo mezi kvetenim a sklizni. Denni doba kratsi nez
13 hodin rovnéZz podporuje rozvoj nemoci. Jednotlivé kultivary jahodniku se velmi liSi v odolnosti vici
fytoftorové krékové hnilobé jahodniku. Specificnost podminek pro rozvoj choroby pomaha vysvétlit, proc¢
infekce casto zUstavaji latentni, zejména u rostlin uchovdvanych v chladu (frigo sadba). Patogenita P.
cactorum izolované z napadenych krcék( jahodniku, vsak nevykazuje velkou variabilitu, zatimco izolaty
fytoftorové krékové hniloby se liSily od izolatl koZovité hniloby jahod (Aglave, 2019) (Maas, 1998).

3.3.1 Priznaky kozovité hniloby jahod

KoZovita hniloba jahod je zplsobena pldnim patogenem Phytophthora cactorum. V mnoha oblastech
je povazovana za chorobu nizkého ekonomického vyznamu, jelikoZ se ¢asto vyskytuje jen sporadicky, ale
pokud k infekci dojde, ztrdty mohou byt zna¢né. Patogen koZovité hniloby jahod primarné napada plody, ale
muze také infikovat kvéty. Nadmérné srazky béhem kvétna, cervna a cervence mohou vést k vysokym ztratam
ovoce. Kromé pfimich ztrat na vynosu ovoce jsou jednim z hlavnich problém péstiteld kontaminované plody,
které maji neprijemnou chut a vini, coZ sniZuje jejich kvalitu. Pfiznaky koZovité hniloby mohou byt skoro
neznatelné, na rozdil od pfiznak( vétSiny ostatnich hnilob ovoce. Napadené zralé plody s mirnou diskoloraci
mohou vypadat zdravé (bez priznak( infekce), a proto se snadno sbiraji a konzumuji spole¢né s nenakazenymi
plody. Proto je v polnich podminkdach uroven tolerance vici onemocnéni kozovitou hnilobou velmi nizka. P.
cactorum také zpusobuje infekce hnilobu kofenového krcku a vadnuti jahodniku, které se mohou nebo
nemusi vyskytovat soucasné s hnilobou plod. Predpoklada se, Ze fytoftorova krckova hniloba jahodniku je
zpUsobena odliSnym patotypem P. cactorum (Aglave, 2019) (Maas, 1998) (Ellis, a dalsi, 2006).

P. cactorum mze infikovat plody jahod v kterékoliv fazi vyvoje. U zelenych plodi jsou postizené oblasti
obvykle tmavé hnédé, ale mohou zlstat zelené s hnédym okrajem. Jak se hniloba Sifi, celé plody zhnédnou,
ziskavaji drsnou strukturu a vypadaji jako koZovité. Infekce pIné zralého ovoce muze zp(lisobit jen malou
zménu barvy od hnédé po tmavé fialovou. Napadené zralé plody jsou na dotek obvykle mékéi nez zdravé
plody, maji obvykle matnou barvu a nejsou lesklé. Pokud jsou napadené plody rozdéleny, cévni tkan ke
kazdému semeni je znatelné ztmavena. V pozdéjSich stadiich hnitich maji zralé plody tendenci byt tvrdé a
koZovité. Obcas se za podminek vysoké vihkosti na povrchu infikovaného ovoce vytvofi jemny bily povlak
mycelia. Zelené i zralé plody nakonec uschnou a vytvofi tvrdé, scvrklé mumie. Nepfijemny zapach a chut
ovoce zasazeného kozovitou hnilobou jahod jsou diagnostickymi pfiznaky onemocnéni. Dokonce i zdrava tkan
u mirné shnilich plodd je horka viz priloha 15, 16, 17 (Ellis, a dalsi, 2006) (Aglave, 2019) (Maas, 1998) (Beranek,
a dalsi, 2021).



3.3.2 Piiznaky fytoftorové krcékové hniloby jahodniku

Ptiznaky nemoci zpUsobené P. cactorum na jahodniku se lisi podle stadia produkéniho systému a
ro¢niho obdobi viz pfiloha 13, 14. Brzy v sezéné mohou infikované rostliny jiz vykazovat zakrnéni. Pfiznaky se
obvykle objevuji na zacatku léta. Nejmladsi listy se zacinaji Sedozelenat az modrozelenat a ¢asto nahle
vadnou. Vadnuti se rychle rozsifi na celou rostlinu, ktera se zhrouti a hyne obvykle béhem nékolika dni
spojeno s hnilobou kréku. PFfi pokusu zvednout nemocnou rostlinu, dochdzi ¢asto k lamani v hornim konci
kofenového krcku, pricemz hlavni ¢ast kofenového kréku a kofen( zlstava v padé. Podélné rozdéleni odhali
viceméné rozsahlou nekrézu. Pro onemocnéni je charakteristické intenzivni hnédé zbarveni a ptipadny
rozpad vaskularni tkané krcku. Dotcené rostliny se zhrouti bud UpIné, nebo pouze z jedné strany, v zavislosti
na poctu napadenych kofenovych krékud. Ve vétsiné pripadud se priznaky objevuji nejprve v horni ¢asti koruny
a Siti se bazipetalné nebo zadinaji od zbytku zanechaného pahylu stolonu. Nové napadend tkan je nejprve
svétle hnéda a nasdakla vodou. Pozdéji korenovy kréek intenzivné a homogenné zhnédne. Tyto konkrétni
pfiznaky snadno odlisuji krckovou hnilobu od hnédého zbarveni tkdné v disledku jinych pficin. Zasazeni
kofen( je zfejmé az po odumfieni nadzemni ¢asti rostliny. V nékterych pfipadech je hnilobny proces v ramci
kofenového krcku zastaven, coZ vede bud k zotaveni rostliny, nebo k vice ¢i méné vyraznému zpomaleni
odumirani, zejména v zavislosti na rozsahu zniceni cévniho systému. Zakrnéni v rlstu lze zaménit s ptiznaky
verticiliového vadnuti (Verticillium sp.) nebo ¢ernou kofenovou hnilobou (Thielaviopsis sp.), ale v téchto
pfipadech se pitvou kofenového krcku spolehlivé odhali pficina nemoci. Je vSak obtizné spolehlivé odlisit
nekrézu kofenového kréku zpUsobenou patogenem P. cactorum od nekrdzy vyvolané Colletotrichum
acutatum J.H. Simmonds 1965 nebo jinymi patogeny, zejména v pozdéjsich stadiich onemocnéni. Obvykle
ma infikovand tkan krcku diky Colletotrichum acutatum tmavsi skoficové zbarveni, které je v pripadé
fytoftorové krékové hniloby tmavsi (Maas, 1998) (Beranek, a dalsi, 2021) (Rivard, 2007) (Aglave, 2019) (Lind,
a dalsi, 2003)
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3.4 Hospodarsky vyznam

Za ptiznivych podminek pro Zivot mize P. cactorum zpUsobit vyznamné hynuti rostlin i pfimé poskozeni
plodd. Napadenim trpi pfedeviim star$i porosty. Skody zplisobené patogeny Phytophthora spp. ve svété
predstavuji rocné vysoké ekonomické ztraty pro zemédélsky sektor. | kdyz se nemoci zplisobené P. cactorum
obvykle vyskytuji sporadicky, mohou potencialné zplsobit az 50% ztraty plodiny. Celkové mize byt obtizné
posoudit poSkozeni zplisobené samotnou P. cactorum, protoze na poskozeni kofenové soustavy a kofenové
kréku hostitele se mlze podilet praveé vice druh(i Phytophthora. Dale zamoreni ovocnych Skolek P. cactorum
muzZe mit negativni hospodarsky dopad na fungovani téchto firem, jelikoz fytosanitarni opatteni zpomaluiji Ci
zastavi produkci rostlinného materialu (Beranek, a dalsi, 2021) (Husaini, a dalsi, 2016) (Ellis, a dalsi, 2006).



3.5 Metody ochrany jahodniku proti P. cactorum

Kontrola chorob zplsobenych Phytophthora spp. je casto obtiznd vzhledem k vlastnostem
uvolfiovanych oospdér nebo chlamydospdr do pldy, které predstavuji odolné trvalé struktury prenosné i
vodou. Na metody pouzivané v ochrané proti P. cactorum nahlizime podle toho, jestli jde o preventivni a
nepfimy charakter ochrany nebo zda se jedna o pfimy typ ochrany kam spadaji chemické, biologické a
fyzikalni metody ochrany rostlin (Husaini, a dalsi, 2016).

Klicem k efektivnimu zvladani chorob a ucelnému vyuZivani vSech moZinosti ochrany rostlin
zplUsobenych P. cactorum je systém integrované ochrany rostlin. Zejména v dnesni dobé je kladen ddlraz, aby
se v posloupnosti ochrannych zasahl zacinalo nejdfive preventivnimi opatfenimi. Dale monitorovanim
vyskytu choroby pfimo pravidelnym vizualnim hodnocenim zdravotniho stavu vysadeb ke zjisténi prvnich
ptiznak(l napadeni chorobami, nebo neptimo sledovanim vhodnosti podminek pro infekci a Sifeni choroby
pomoci automatickych meteorologickych stanic. Ndsledné pokud je to mozné implementaci udrZitelnych
biologickych, fyzikalnich nebo nechemickych metod ochrany a na poslednim misté pouzitim chemickych
metod. Integrovany systém ochrany rostlin vyuziva vSech metod v souladu s ekonomickymi, ekologickymi a
toxikologickymi pozadavky pro udrzeni Skodlivého organismu pod hranici Skodlivosti (Husaini, a dalsi, 2016)
(Kazda, a dalsi, 2010).

Smyslem progndzy a signalizace chorob je s dostate¢nym predstihem stanovit riziko vyskytu Skodlivého
organismu. Proti houbovym patogenim se Casto pfi signalizaci vyuzivd metod na zdkladé sledovani
dosavadniho pribéhu pocasi a jeho kratkodobé predpovédi. K tomuto Ucelu existuji systémy jako napfiklad
Blitecast, ktery pro progndézu vyskytu onemocnéni zpracovava data na zakladé monitorovani teploty, srazek
a relativni vlhkosti Cilem je na zakladé prognostickych dat provadét presné a ciléné operace chemické
2010).

Nepfimé metody ochrany maji spiSe preventivni charakter a jejich cilem je zamezit vzniku choroby
vytvarenim neptiznivych Zivotnich podminek pro vyvoj patogenll. Nepfimé metody se déli na agrotechnické,
Slechtitelské a organizacni (legislativni). Agrotechnické metody lze popsat jako dodrzovani sprdvné
péstitelské praxe, kterd byva unikatni pro kazdou péstovanou kulturni rostlinu. Pomoci této metody prevence
je snaha vytvofit co mozna nejleideadlnéjsi podminky pro rlst a vyvoj rostlin ¢i naopak nepfiznivé pro
patogeny. Slechténi rostlin je dimyslnd metoda ochrany rostlin, jak zvitézit nad $kodlivymi organismy bez
nutnosti pfimich zasahU. Existuji vySlechténé odrldy, které disponuji zvySenou odolnosti ¢i pfimo rezistenci
proti plvodclm chorob. Odolnost rostliny znamenad, Ze patogen neni schopen napadeni (navazani vztahu)
cilového organismu nebo rostlina Iépe snasi abioticky stres, ale tyto vlastnosti odridy nemusi byt trvalé.
Obcas se péstuji i odridy plodin, které moho byt napadeny napftiklad viry, ale neprojevuje se u nich zadné
vyraznéjsi poskozeni ¢i ztraty na vynosu, ovSem za cenu dalsiho Sifeni virdz. Téchto vlastnosti Ize dosahnout
také pomoci technologie genetické modifikace rostlin (cilend, uméla specifickd mutace genomu rostliny),
kterd ve svété nabyva na rozvoji a vyznamu. Metody organizaéni predstavuje v Ceské republice spravni Grad
rostlinolékarské péce Statni rostlinlékarska sprava, ktera plsobi zejména v oblasti ochrany rostlin, ochrané
proti zavlékani skodlivych ¢i karanténich organism, registrace pripravkl na ochranu rostlin atd. Zakladni
pravni dokument je zdkon ¢. 326/2004 Sb., o rostlinolékarské péci a o zméné nékterych souvisejicich zakon,
ve znéni zakona ¢. 131/2006 Sb. a zdkona ¢. 249/2008 Sb (Kazda, a dalsi, 2010) (Hudec, a dalsi, 2007).
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Za primé metody ochrany proti chorobam rostlin povazujeme chemické, biologické, mechanické a
fyzikalni. Kazda z téchto uvedenych metod ma své vyhody i nevyhody, nicméné nejlepsich vysledk(i vétsinou
dosahneme obvykle jejich kombinaci. V rdmci mechanickych zplsobl ochrany proti chorobam rostlin Ize
vytknout zejména metodu negativniho vybéru, kdy dochazi k eradikaci napadenych struktur ¢i jedinc(.
Fyzikalni metody jsou v podstaté netoxické zpUsoby kontroly nemoci rostlin, které jsou vétsSinou zaloZzené na
vysoké energetické naro€nosti, a proto se v dnesni dobé tolik nepouzivaji. Z toho nejznaméjsi je dezinfekce
pady rdznymi zpusoby vysokou teplotou (Kazda, a dalsi, 2010).

V biologické ochrané proti chorobam rostlin pouzivdme ridzné bioagens k omezeni populace urcitych
Skodlivych patogeni. Tato metoda je zaloZena na konkurenci, soutéZivosti, antagonizmu, antibioze nebo
parazitizmu mezi organismy (houbami). Aplikace je vétSinou preventivni (na zakladé peclivé signalizace
patogenl) a mozZnd tfemi zplsoby: Introdukce bioagens jako novych uZiteénych organism(, podpora a
udrZovani uzitecnych prospésnych organismi nebo umélé masové namnoZeni a implementace uzitecnych
organismd. V ochrané proti P. cactorum je sprdvné uvazovat smérem bioprepardtd zaloZenych na
bakteridlnich burikdch nebo vytrusech mikroskopickych hub, které pusobi bud’ jako pfimi antagonisté P.
cactorum, nebo stimuluji rlst a odolnost jahodniku. Biologicky aktivni latky jsou kategorii lezici na pomezi
aplikace cilenych chemickych pfipravk( a biologické ochrany pomoci mikroorganizm(. Jedna se vsak o latky
— sekundarni metabolity nebo produkty fermentace vzniklé plsobenim Zivych organism(, rostlin nebo
mikroorganismU(. Skupina biologicky aktivnich latek se dale rozdéluje podle efektu na biostimulanty,
fungicidy, insekticidy, aj. nebo podle typ( latky na saponiny, esencialni oleje, alkaloidy, terpeny, fenoly a dalsi.
Rostliny ¢asto ve svych pletivech syntetizuji sekunddrni metabolity, které je chrani pfed napadeni patogeny,
pripadné pred okusem zvéfi. Tyto pfirodni latky mohou byt toxické i pro samotnou rostlinu, proto byvaji
lokalizovany ve vakuoldch, v silicnych kandlcich a v dalSich ¢astech rostliny. Esencialni oleje jsou z chemického
hlediska tvoreny smési diterpent, fenold, monoterpen( a seskviterpentli zastoupenych v rliznych pomérech.
Prestoze se esencialni oleje skladaji z nékolika desitek komponent, vétsinou obsahuji 1-3 latky, které dominuji
typicky rGzné pro kazdy rostlinny druh. Napf. bazalka prava (Ocimum basilicum) je tvofena az z 88 % z
celkového zastoupeni sloZzek v oleji estragolem, mdta (Mentha piperita) z 50-60 % mentolem a
pomerancovnik (Citrus sinensis) z 85 % limonenem. Tyto smési mohou mit také vyznamny fungicidni
charakter (Blesa, a dalsi, 2020) (Kazda, a dalsi, 2010).

Chemické metody ochrany rostlin jsou v soucasné dobé nejvyznamé;jSim a nejpouzivanéjsim zplsobem
ochrany proti vSem skupinam skodlivych organism(. Zaroven stdle dochazi k ubyvani povolenych pripravku
z dvodu velmi ndkladné registrace a vyvoje novych pfipravk(, ktery trvda mnoho let, a proto prestavaji
vznikat nové alternativy téchto zakazanych pripravk(. Spole¢nosti spojené s vyrobou chemickych pripravk
spiSe investuji do vyvoje biotechnologii, bioogickych metod ochrany a zejména do vyvoje geneticky
modifikovanych rostlin, ale tento vyvoj nestaci rychlosti ubyvani chemickych pfipravkd a hrozi nebezpedi, ze
nebude ¢im oSetfovat. Kazdopadné je to pfilezitost pro vznik novych alternativnich metod ochrany rostlin
jako jsou napftiklad pouziti esencialnich olejli, biologickych metod ochrany aj. Pfednosti chemické ochrany je
snadno realizovatelny, rychly zplsobu ochrany. Ovsem dlouhodé pouZivani téchto pripravkli ma radu
nevyhod: toxicita pro ¢lovéka a jiné organismy, nebezpedi negativniho ovlivnéni prakticky vsech slozek
Zivotniho prostredi, vznik rezistence patogenl pti opakovaném pouzivani. V pfipadé ochrany proti P.
cactorum se jedna o kontaktni ¢i systémové fungicidy aplikované morenim sadby, postfikem na povrch



rostliny nebo do pldy. Pro kazdou plodinu existuje seznam registrovanych ptipravk( na ochranu rostlin, ve
kterém jsou zavazné uvedeny podminky pro pouZivani registrovanych pfipravkl i pro jahodnik (viz
http://eagri.cz/public/web/srs/uvodnik-ukzuz.html). Mikroorganismy maji mimoradnou schopnost se

pfizplsobovat ménicim se podminkam prostredi. Vysledkem téchto prizplsobeni je i vznik odolnosti vici
plUsobeni pesticidd, tedy rezistence. V tomto pfipadé ji Ize charakterizovat jako dédic¢né pfizplsobeni se
patogenu fungicidni latce natolik, Ze jiz danu latkou neni populace patogena ohrozena. Aby k tomu nedoslo,
je zapotiebi dodrzovat metody prevence vzniku rezistence a Sifeni rezistentnich kmenu fytopatogennich hub
neboli antirezistentni strategii. Zakladni preventivni opatfeni jsou: snaha zabranéni vzniku infekce spravnou
péstitelskou praxi, pravidelné stfidani plodin, spravna vyZiva rostlin, dodrZovani zasad spravné aplikace
fungicidd, pouzivani Sirokého spektra fungicid(, vyloucit pfipravky s prokdzanou rezistenci, vyuzivani jinych
metod ochrany rostlin (ve smyslu integrované ochrany rostlin) aj (Kazda, a dalsi, 2010).
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3.5.1 Provadéni ochranych opatieni proti P. cactorum

3.5.1.1 Nepiimé metody ochrany

Prevence a hygiena jsou nesmirné dulezité zakladni slozky ochrannych opatfreni proti P. cactorum,
protoZe tento patogen se nejcastéji introdukovan infikovanym mnozitelskym materidlem (sazenice, fizky
atd.). BohuZel se vSak P. cactorum Casto vyskytuje i ve Skolkach. Rostliny jahodniku skladované v chladu, které
se obvykle pouzivaji pro nové vysadby jsou zvlasté nachylné k fytoftorové krékové hnilobé. V rdmci
preventivnich ochrannych zdsahi by se méli pouzivat jakékoliv postupy, které snizuji riziko infekce a vytvareji
prostifedi méné pfiznivé pro vyvoj a Sifeni nemoci. Je duleZité vyvarovat se vysadby jahod na rizikovych v
doliku poloZzenych nebo zamokienych pozemcich, dbat na dostate¢né odvodnéni stanovisté, upravu vodniho
rezimu stanovisté, udrzovani dostatecné vrstvy sldmy mezi plody a plidou, dodrZzovani zasad stfidani plodin,
zkraceni doby trvani porostl, prabéiné odstranovani a likvidace napadenych rostlin a vysoko posazené
hribky nebo vyvySené zahony také snizuji riziko Siteni nemoci. Dale mizZe byt prospésna spravnd vyziva
rostlin (nepfehnojovani dusikem), vybér stanovisté vzhledem k pidnim vlastnostem s mirné kyselim pH aj.
(to se odviji od narok(l jahodniku na péstovani a jakékoliv extrémni odchylky a stres mohou pfispivat k rozvoji
nemoci), likvidace poskliziiovych zbytkd, hudeni plevell, volba odolnych odrid (nejucinnéjsi a
ktery rychleji podporuje sniZzovani ovlhéeni plodd, je velmi prospésny: napfiklad misto s dobrou cirkulaci
vzduchu vystavené slunecnimu zareni (Toljamo, 2020) (Aglave, 2019) (Ellis, a dalsi, 2006).

Dllezité je také vybrat ovérené stanovisté bez vystkytu latentnich propaguli P. cactorum ani jinych
fytopatogennich druh( hub v pldé. V ramci stfidani plodin neni vhodné zakladat jahodové platntadZe na
pozmencich, kde se bezprostfedné péstovali nachylné druhy jinych rod( a celedi rostlin k P. cactorum ci
Verticillium sp. Kleb 1913 i pét let zpatky. Fumigaci lze docilit opétovné vysadby jahod, abychom mohli
preskocit doporucovanou rotaci plodin, bezprostfedné po sobé jdoucimi sledy. Nicméné bez pouziti fumigace
bychom méli obdélavat pldu a péstovat necilové plodiny pro P. cactorum (Verticillium) minimalné po dobu
dvou let. Kombinace stfidani plodin a fumigace pldy je vétSinou dostate¢nym pristupem, ktery pouZiva
mnoho konvencnich péstitell. Pro ekologické péstitele (ktefi nemohou pouzivat fumigaci pldy) vsak
samotné, dostatecné dlouhé sttfidani plodin c¢asto poskytuje pfijatelnou kontrolu nad vétSinou chorob
prenasenych padou. Vyzkum a zkusenosti ukazaly, Ze mulcovani nejlépe slamou je daleko lepsi prevenci proti
Sifeni hniloby nezZ plastové folie, které naopak zvysuji rozptyl spor patogent (Toljamo, 2020) (Aglave, 2019)
(Ellis, a dalsi, 2006).

Tésné pred koncem vegetacni doby je idedIni porost zbavit starych list( a jinych zbytkd rostlin nejlépe
posekanim se sbérem, jelikoz jde prevenci proti Sifeni inokula hnilob. Dopliikova zavlaha, pokud neni
kapkovd, by méla byt nacasovana tak, aby listy a plody co nejrychleji oschly. Rizeni pohybu osob a strojl je
dilezité v situaci, kdy muizZe nastat jejich pohyb ze zamorenych oblasti do nezamorenych, kde by hrozilo
rozsifeni kontaminace. Pfi sklizni je zdsadni odstarfiovat napadené plody a nenechavat je ani prezrale plody
na poli (Toljamo, 2020) (Ellis, a dalsi, 2006) (Aglave, 2019).



3.5.1.2 Fyzikalni metody ochrany

Ucinnost parniho o3etieni pGdy a dal3ich nefumigantnich alternativ aplikovaného pfed vysadbou rostlin
poskytuje uroven dezinfekce pldy a regulace plevell podobné jako pfi aplikaci Methylromidu/chlorpikrinu,
a proto lze tyto metody povazovat za pouzitelnou ndhradu za Methylbromid pro dezinfekci péstebnich ploch
(Husaini, a dalsi, 2016).

3.5.1.3 Biologicka ochrana

Biologickd metoda ochrany rostlin je ekologicka strategie, kterd nabizi alternativu nebo doplnék
k pouZiti chemické ochrany rostlin. Pouzivani biopesticidd je povaZovano za jednu z nejslibnéjSich metod
racionalnich a bezpecnych postupl obhospodarovani plodin, které byly vyvinuty na komercni Grovni pro
nékolik chorob rostlin. Pouzivani biologickych metod pro kontrolu rostlinnych patogen( bylo studovano jiz
vice nez 70 let a jevi se jako proveditelna volba. Avsak je jesté dlouha cesta k vyvoji u¢inného systému
produkce jahod zaloZzeného na pouZiti metod biologické kontroly s vysledky podobnymi tém, které byly
ziskany pfi fumigaci pldy methylbromidem. K dosazeni Uspésné kontroly témito metodami je nutné mit
rozsahlé znalosti o tom, které patogeny se redukuji, jak pfispivaji k rlistu a ni¢eni polnich vysadeb, jejich
distribuci v produkénich oblastech a ro¢nim obdobi. Dale je nutné znat, kdy maji patogeny nejvyznamnéjsi
dopad na rostliny jahod, to, jak parametry prostredi ovliviiuji poskozeni, vliv postupl péstovani plodin na
zavaznost poskozeni a to, jak mohou prostfedky biologické kontroly uplatfiovat jejich ochranné ucinky na
rostliny (Husaini, a dalsi, 2016) (Agusti, a dalsi, 2011)

V nékterych pripadech byla fytoftorova krékova hniloba potlacena vysazenim sazenic do supresivni
pady, kterd obsahuje bud mikroorganismy antagonistické vici P. cactorum, nebo anorganické latky toxické
pro oomycety. Veskery sadebni material by nemél byt napaden a pokud to jde, mély by byt vysazovany pouze
odolné odrlidy. Pouziti odolnych kultivard je zdaleka nejspolehlivéjsim zplisobem, jak se vyhnout problémim
s hnilobou kofenl a hnilobou. Biofumigace oznacuje agronomickou praxi zaloZzenou na zaclenéni cerstvé
rostlinné hmoty a hnoje do pudy, ktera uvolni chemické latky znamé jako isothiokyandty, schopné potlacit
puadni Skidce a nemoci. Zaroven jsou tyto chemické latky zodpovédné za ohfivani pldy, kdy dochazi ke
zlepsSeni jeji biologické cinnosti. Tyto alelochemikalie uvoliované z poskozenych tkani zastupcl celedi
Brassicaceae a dalSich mensich ¢eledi maji schopnost nicit houbové a bakteridlni patogeny (plus plevel). Tato
metoda je ekologickou alternativou k fumigaci patogent v ptidé MeBr (Husaini, a dalsi, 2016) (Agrios, 2005).

U jahodniku byly studovédny dvé hlavni skupiny mikroorganismi jako potencialni bioagens proti
houbovym patogenlim: Rhizobakterie rodu Pseudomonas a Streptomyces spp. jako hlavni predstavitelé této
skupiny a kmeny antagonistickych hub rodu Trichoderma spp. (Husaini, a dalsi, 2016)

3.5.1.3.1 Antagonistické rhizobacterie

Antagonistické rhizobakterie byly ¢asto predmétem vyzkumu udrzitelnych systém( zemédélstvi kvali
jejich schopnosti potlacovat choroby prenasené pldou. Anandhakumar a Zeller (2008) provedli in vitro
screening vice nez 100 rhizobakterii za Ucelem kontroly chorob rodu Phytophthora. Objevili tfi bakterie
raznych rodQ, a to Raoultella terrigena Drancourt et al. 2001 lIzard et al., (1981), Bacillus amyloliquefaciens
Priest et al., (1987) a Pseudomonas fluorescens Fligge, 1886, s inhibi¢nimi ucinky na radst mycelia
Phytophthora fragariae var. fragariae Hickman, (1940) a Phytophthora cactorum. Z téchto tti druhl méla
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Raoultella terrigena nejvyssi inhibi¢ni aktivitu. Tyto bakteridlni Cinidla Ize je aplikovat pfed setim, na sazenice,
na rostlinné tkanové kultury nebo formou zalivky. Za ucelem vyvoje biologického pfipravku pro komeréni
produkci jahod zaloZzeného na poufZiti chitinolytické rhizobacterie Serratia plymuthica Bizio, (1823), byl
hodnocen potencial kmene izolovaného z rhizosféry rfepky olejné pro kontrolu verticiliového vadnuti
a hniloby kofen( jahod zplGsobenych rodem Phytophthora. Umélé naockovani pomoci Serratia plymuthica
vyrazné omezilo vadnuti a hnilobu kofenl jahodniku, a dokonce vedlo ke zvySeni poctu kvéta a plodu.
(Anandhakumar, a dalsi, 2008) (Husaini, a dalsi, 2016).

Zajimavou volbou by mohly byt kmeny Pseudomonas fluorescens, o nichZ se uvadi, Ze potlacuji padni
patogeny. Nékolik kmen( ma atributy, diky nimZ jsou vhodné jako bioagens proti P. cactorum, napt. dobra
kolonizace rhizosféry, produkce Sirokého spektra bioaktivnich metabolitl a agresivni kompetence vici jinym
mikroorganismim. P. fluorescens EPS817 a EPS894 byly vybrany z kolekce kmen pro jejich vysokou ucinnost
pfi kontrole infekci P. cactorum v in vitro a in vivo na rliznych rostlinnych materialech (listy jahod a rostliny
v kvétinacich). Tyto kmeny maji odliSny puvod, protoZze EPS817 byl izolovdn z kofenU tfeSni a EPS894 z (iistl
jabloné. EPS894 byl Gcinny pfi biokontrole P. cactorum na rostlinach jahod, zatimco EPS817 byl méné ucinny
(Agusti, a dalsi, 2011).

Dalsi potencidlni pfirozeni nepratelé vuci P. cactorum mohou byr bakterie Bacillus ceresus, Bacillus
subtillis, Serratia plymuthica a Enterobacter aerogenes (2019).

3.5.1.3.2 Bakterie podporujici rist rostlin

Dalsi alternativou ochrany rostlin prfed patogeny je biologickd ochrana pomoci nékterych bakterii
podporujicich rdst rostlin. Tyto bakterie jsou prospésné pro rust rostlin, vynos a kvalitu plodin. Do této
skupiny bakterii patfi zastupci rodl Acinetobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, Azospirillum, Azotobacter,
Bacillus, Beijerinckia, Burkholderia, Enterobacter, Erwinia, Flavobacterium, Rhizobium a Serratia.
Mechanismy, kterymi zminéné bakterie podporuiji rlst rostlin, nejsou plné pochopeny, ale predpoklada se,
Ze zahrnuji: (1) schopnost produkovat rostlinné hormony, jako jsou auxiny, cytokininy a gibereliny a inhibovat
produkci ethylenu; (2) asymbioticka fixace dusiku; (3) solubilizace anorganického fosfatu a mineralizace
organického fosfatu, nebo jinych Zivin; (4) antagonismus proti fytopatogennim mikroorganismim pomoci
produkce sideroford, syntézou antibiotik, enzyma nebo fungicidnich sloucenin a kompetici se Skodlivymi
mikroorganismy (Husaini, a dalsi, 2016).

3.5.1.3.3 Antagonistické houbové organismy

Efektivni strategie pro kontrolu Phytophthora spp. u jahodniku je pomoci houbovych oraganismu rodu
Gliocladium a Trichoderma spp. Od 30. let 20. stoleti je znamo, Ze houbové organismy rodu Trichoderma spp.
maji potencidl plsobit jako biologicky aktivni Cinidla proti chorobdm rostlin. Trichoderma spp. maji
antagonistickou schopnost interagovat paraziticky i symbioticky s rliznymi substraty a Zivymi organismy,
véetné rostlin aj. V soucasné dobé je na svété registrovano vice nez 250 rlznych zemédélskych produktt na
bazi Trichoderma, které jsou prodavany a pouzivany k ochrané a zlepsovani vynosu zeleniny, okrasnych rostlin
a ovocnych strom(l. Pokud jde o zpUsoby pusobeni zastupcll rodu Trichoderma, bylo popsano nékolik
mechanismu, jako je mykoparazitismus, konkurence, pouziti enzym( a antibiéza. Bylo potvrzeno, Ze
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toxinl vyluCovanych Trichoderma virens jsou gliotoxin a gliovirin) (Porras, a dalsi, 2007) (Husaini, a dalsi,
2016).

Velmi dobré ucinnosti pfi snizovani populace P. cactorum lze dosahnout pomoci solarizace
a Trichoderma spp. — samostatné nebo kombinované. Trichoderma spp. pattfi mezi mikroorganismy, které
prezivaji teploty vznikajici pfi solarizaci. Solarizace byla provadéna béhem léta za pouZiti Ciré polyetylenové
plachty o mocnosti 50 um s nizkou hustotou. Pfipravené pfipravky s Trichoderma spp. lze aplikovat pridanim
do pudy 7 dni pred vysadbou, nebo zélivkou po vysadbé ¢i macenim korenl pred vysadbou. Solarizace snizila
pudni populaci P. cactorum v prvnim roce o 100 %, v druhém roce 0 47 % a 0 55 % v roce tfetim ve srov.
s neoSetfenou kontrolou. Aplikace Trichoderma spp. snizily pldni populace P. cactorum i vyskyt koZovité
hniloby jahod o 76,6 % v prvnim roce a o 33,8 % v druhém roce ve srovnani s neoSetfenou kontrolou.
Kombinace solarizace a preparatu s Trichoderma spp. kazdorocné nejvice snizovaly populaci pudniho
patogenu P. cactorum, a to z 88,9 % v lednu 2001, z 97,6 % v roce 2002, z 99 % v roce 2003. Velmi slibny
ucinek Trichoderma spp. a solarizace proti P. cactorum naznacuje, Ze jiz existuji alternativy k tradi¢ni
chemické ochrané rostlin. V Ceské republice je vedeno nékolik ptipravk( zalozenych pravé na organismech
rodu Trichoderma spp., které nejsou vedeny jako pfipravky biologické ochrany (nemaiji registraci). Nicméné
tyto vyrobky jsou registrované jako hnojiva nebo jako podplrné latky a Ize je touto cestou pouZit proti
regulaci P. cactorum. Prikladem je produkt Trikologic na bazi Trichoderma harzianum nebo produkt Gliorex
obsahujici konidie hub rodu Clonostachys rosea a Trichoderma harzianum (Porras, a dalsi, 2007).

Dalsim antagonistickym houbovym organismem z celedi Chaetomiaceae je Chaetomium cupreum / C.
globosum, u kterych byla prokdzana patogenita vici chorobam zpUsobenych rodem Phytophthora (Nelson,
2004).

Houba Gliocladium catenulatum je ucinnou latkou biofungicidniho pfipravku Primastop. Tento produkt
se osvédcil proti padnim chorobam zptsobenych Phytophthora (Vidhyasekaran, a dalsi, 2004).

Polyversum je mikrobiologicky fungicidni preparat registrovany v Ceské republice a pouzivany
k ochrané rostlin (i v ekologickém zemédélstvi) proti houbovym chorobdm napadajici predevsim koreny,
koFenové kréky jahodniku. U&innou slozkou je mikroskopicky houbovy organismus (Oomyceta) Pythium
oligandrum. Evidecni Cislo pfipravku je 4556-0 a konec platnosti registrace je 30.4. 2022. Tento pfipravek je
pred pouZitim ve stavu smacitelného prasku. Proti fytoftorové hnilobé jahodniku se aplikuje 0,1 kg/ha
s ochrannou lhitou danou odstupem mezi terminem aplikace a sklizni. Zp(sob aplikace pfipravku je pozemni
postrik, kdy davka kapaliny se pohybuje od 300 do 1000 I/ha. Termin aplikace je idealni tésné pred kvétem
s neomezenym opakovanim v intervalu 5-7 dni. Dale lze tento pfipravek proti P. cactorum davkovat jako
0,05% roztok s ochrannou lhitou danou odstupem mezi terminem aplikace a sklizni. Aplikovat pfipravené
¢inidlo I1ze macenim sazenic pred vysadbou (pocet oSetieni 1 x), nebo pasovou zalivkou po vysadbé (pocet
oSetreni 1 x). Druhova a odrldova citlivost neni znama. Pred osetfenim se doporucuje ovéfit citlivost na
malém vzorku rostlin v danych podminkach (Beranek, a dalsi, 2021) (Vidhyasekaran, a dalsi, 2004).

3.5.1.4 Chemicka ochrana

Pouzivani fungicidnich pfipravk( se stalo nedilnou soucasti metod pro snizovani negativnich vliv(i
fytopatogennich organism( na vynos a kvalitu péstovanych plodin. Tradi¢né byly Phytophthora spp.
regulovany predplodinovou fumigaci pady, nebo aplikaci fungicidl (oSetfenim semen, oSetfenim pudy,
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ponofovanim sazenic, postfiky nebo kapkovou zavlahou) a kombinaci téchto dvou zplsobl ochrany.
Fumigace pldy muzZe celkové snizit mnozstvi inokula patogena v pldé, ale nemusi jej zcela eradikovat
a pouzivani fungicidd vedlo k vyvoji rezistentnich kmen(. U rostlin v kvétinacich, sklenicich nebo zahonech by
méla byt pida a nddoby sterilizovany. Pro omezeni fytoftorové krékové hniloby jahodniku u vysoce citlivych
kultivar(Q jahodniku neni zcela ucinné Zadné opatreni pro tlumeni choroby, kromé kombinovanych metod.
Dale zavisi na napadeni rostlin, zda jsou vysadby nachylnych jedinct v padach bez pritomnosti patogena,
nebo v pldach, které jsou lehké a s dobrou drendzi atd. (Husaini, a dalsi, 2016) (Agrios, 2005).

Jakmile P. cactorum osidli pole s jahodnikem, je obtizné ji z pldy vymytit, protoZe vytvari v odumrelém
rostlinném materidlu klidové oospory, které mohou v poli prezit mnoho let. Chemickou ochranu aplikaci
fungicidl je tfeba provést v ranych fazich infekce, avsak nejlépe preventivné idedlné na zakladé progndzy
tlaku choroby. Fumigace se provadi pred vysadbou rostlin na pozemek. Za poslednich 50 let se ochrana proti
padnim patogentim jahodniku ve vétsiné regiont svéta provadéla dezinfekci pady methylbromidem (MeBr)
a chloropikrinem (CP), a to jednotlivé nebo ve smési. Fumigace pomoci MeBr a CP obvykle zabiji celé nebo
vétSinu mnozstvi inokula patogenu v hloubkdch 60-90 cm pldy. Vsoucasné dobé, na jiz zakdzany
methylbromid neexistuje jediny alternativni fumigant, ktery by mél stejné Siroké vyuZiti a stejnou miru
ucinnosti. Nékteré z alternativnich fumigant k MeBr zahrnovaly metam sodny a 1,3-dichlorpropen (1,3-D),
ale zadny z nich Uplné nenahradil MeBr. Fumiganty 1,3-D a CP v kombinaci s methylisothiokyanatem se
ukazaly jako nejslibnéjsi alternativy k MeBr jako fumiganty. Studie s experimentalnimi fumiganty
methyljodidem a propargylbromidem ukdzali, Ze tyto slouceniny jako fumiganty maji vyssi reaktivitu nez
MeBr. Predplodinova fumigace 1,3-D:CP (61:35), samotnym CP nebo dazometem (3,5-Dimethyl-1,3,5-
thiadiazinane-2-thione) vedla k vyznamnému snizeni (inokula) choroby podobné jako ucinky MeBr:CP.
Mezitim metam sodny a metam draselny pouze redukovaly P. cactorum pouze na nizsi vyskyt onemocnéni.
Ethandinitril neboli dikyan je, vzhledem k jeho toxickym vlastnostem a schopnosti efektivné se rozkladat
v Zzivotnim prostfedi, pouzivan jako nahradni fumigacni pfipravek za Methylbromid napfiklad v Australii
(Husaini, a dalsi, 2016) (Cal, a dalsi, 2005) (Aglave, 2019) (Havelkova, 2017).

Pro chemickou kontrolu choroby se doporucuje fosetyl Al, metalaxyl, etridiazol a dimethomorph.
Osetreni Ftizk(/sazenic jahodniku s holymi kofeny namacenim do fosetyl-Al pfed vysadbou a naslednou
aplikaci posttiku lze kontrolovat FHKKJ. Dale byl testovan potencial elicitorli, acibenzolar-S-methylu
a chitosanu. Zatimco elicitory poskytovali ochranu srovnatelnou s fosetyl-Al, Zddné z téchto osetreni
nedokdzalo této nemoci Uplné zabranit. Metalaxyl byl také pouZivan nicméné zacal mit problém s rezistenci
(Rivard, 2007) (Toljamo, 2020) (Vidhyasekaran, a dalsi, 2004).



3.5.2 Kozovita hniloba jahod

Kontrola koZovité hniloby jahod vyZaduje program, ktery integruje rlzné postupy spravné péstitelské
praxe a v pfipadé potifeby pouziti ucinnych fungicidd.

3.5.2.1 Preventivni opatfeni

Patogen P. cactorum zpUsobuijici koZovitou hnilobu jahod napada primarné plody, ale mlze infikovat
také kvéty. Mezi klicové preventivni opatreni patfi udrZovani dostatec¢né vrstvy sldmy mezi plodem a pudou,
odstranovani infikovanych plodd, mul¢ovani, kapkovd zavlaha, vybér dobfe odvodnénych (drenazovanych)
mist pro vysadbu a vyhybani se tézkym padam, které jsou ¢asto zamokrené (nasycené vodou). Vyhybani se
pracovnim operacim, které vedou k tvorbé vyjezdénych koleji mezi fadami a orientace rfad k usnadnéni
odtoku povrchové vody. Sldma je velmi prospésna pro prevenci koZovité hniloby jahod, a to alespon ze tFi
dlvodu: brani plodu v kontaktu s padou, kde mlze houba prezivat; poskytuje bariéru mezi plody a stojatou
vodou; snizuje stfikani vodnich kapicek na porosty nesoucich sporangie. DalSi preventivni opatfeni viz
kapitola 3.5.1 Provadéni ochrannych opatteni. Kulturni (preventivni) ochranné postupy jsou ¢asto dostatecné
pro ucinnou kontrolu hniloby, ale nékdy jsou fungicidni ochranna opatfeni nutnou zaleZitosti, zejména ve
vlihkych letech (Maas, 1998) (Aglave, 2019).

3.5.2.2 Nechemické metody ochrany

V teplejSich oblastech se prokazalo, Ze solarizace pldy je ucinna metoda pfi potlacovani pudnich
patogenu a pleveld. Jednda se o jedineCnou strategii fizeni ochrany kozZovité hniloby jahod. Solarizace se
provadi po vytvoreni hrlibkd a mGze byt Gcinnd pouze za idedlnich povétrnostnich podminek (30-45 dni
horkého pocasi, které pod félii indukuji teploty pidy nejméné 50 °C v hloubce do 5 cm). U&innost solarizace
Ize zvysit zapravenim zbytk( brukvovitych plodin do pldy, zejména brokolice nebo hofcice (nebo po aplikaci
fumigantu metam-sodium (40 I/ha). Solarizace je brana spiSe jako preventivni kurativni metoda podobné jako
proparovani pudy (viz 3.5.1.2 Fyzikalni metody ochrany) (Aglave, 2019).

3.5.2.3 Chemické ochrana rostlin

KoZovitd hniloba jahod neni zdaleka jedinou hnilobou téchto plodd v jahodovych sadech. Podminky
prostiedi, které podporuji vyvoj koZovité hniloby jahod, jsou pfiznivé také pro dalsi nemoci projevujici se jako
hniloba ovoce. Zejména pliseri Seda je velmi castd a mnohdy ji Ize nalézt na stejné rostliné s plody
infikovanymi P. cactorum. Bohuzel nejbéznéjsi a nejucinnéjsi fungicidy proti plisni Sedé (benomyl, thiofanat-
methyl, vinclozolin a iprodion aj.) nejsou ucéinné proti kozZovité hnilobé jahod. Vétsina fungicidd, které jsou v
soucasné dobé k dispozici pro pouziti na jahoddch, je obecné neucinna pro kontrolu koZovité hniloby jahod.
Ve skutecnosti Ize vyskyt koZovité hniloby vyrazné zvysit, pokud se tyto fungicidy pouzivaji samostatné
k potlaceni jinych nemoci. Captan a thiram jsou Sirokospektralni kontaktni fungicidy registrované proti plisni
Sedé v USA a zaroven poskytuji urcitou kontrolu nad koZovitou hnilobou, ale nejsou proti ni vysoce ucinné,
pokud dojde k epidemii. Ridomil Gold EC s ucinnou latkou metalaxyl je uéinny systémovy fungicid proti
kozovité hnilobé jahod a lze jej aplikovat na jafe po rozmrznuti pldy a pred prvnim rlstem (ohrozen
rezistenci). Tato ¢asna aplikace se doporucuje predevsim pro kontrolu ¢ervené hniloby korent jahodniku, ale
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ma pozitivni vysledky i pfi ochrané proti P. cactorum. Druhd aplikace se doporucuje specialné proti kozovité
hnilobé jahod a lze ji provést béhem vegetacniho obdobi béhem nasady plodu. Aliette 80 WG s Gcinnou
latkou fosetyl-AL by mél poskytovat dobrou ochranu jak proti ¢ervené hnilobé kofent jahodniku, tak koZovité
hnilobé jahod. MUZe byt aplikovan od zahdjeni kvétu pres sklizefi v sedmidennim az 14dennim planu a nema
zadné omezeni pred sklizni. PFipravky Abound (azoxystrobin), Cabrio (pyraclostrabin), and Pristine
(pyraclostrabin plus boscalid) jsou strobiluriny velmi Gcinné pfi kontrole kozovité hniloby jahod, pokud se
aplikuji podle ochranného planu ackoli kozovita hniloba jahod neni uvedena na Stitku téchto pfipravk( viz
pfiloha 19. PfestoZe jsou vySe zminéné fungicidy vice ¢i méné Gcinné proti koZovité hnilobé jahod, mél by se
kldst dlraz na integraci preventivnich ochrannych postupU viz kapitola 3.5.2.1 Preventivni opatieni (Aglave,
2019) (Ellis, a dalsi, 2006).

V Ceské republice nejsou registrované 7adné pripravky na ochranu proti koZovité hnilobé& jahod,
nicméné pripravky proti P. cactorum zpUsobuijici fytoftorovou krékovou hnilobu jahodniku by potencidlné
méli byt ucinné (viz kapitola 3.5.3.2 Chemicka ochrana).

3.5.2.4 Biologické metody ochrany

Nékolik produktd obsahujicich kyselinu fosforitou (neboli fosfit nebo fosfonat) se prodava jako doplriky
vyZivy a rostlinné kondicionéry (Agri-Fos, ProPhyt a Phostrol). Tyto produkty Ize pouZit v ochrané proti
koZovité hnilobé jahod. Obsahuji v podstaté stejnou uUcinnou latku, ktera je ve fungicidu Aliette.

V Ceské republice je registrovén jediny biopreparat Polyversum s Gcinnou latkou Pythium oligandrum
M1 na ochranu proti P. cactorum zpUsobujici fytoftorovou kr¢kovou hnilobu jahodniku viz kapitola 3.5.1.3.3.,
ktery lze pouZit i proti koZovité hnilobé jahod. DalSi metody biologické ochrany viz kapitola 3.5.1.3 Biologicka
ochrana.

Vyuziti esencidlnich oleji jako alternativnich metod ochrany rostlin je pfiblizeno v kapitole 3.6

Esencidlni oleje.



3.5.3 Fytoftorova krcékova hniloba jahodniku

Choroby koren( a kofenovych krékud jsou obecné regulovany pouzivanim zdravého sadebniho materialu
ze Skolek a fumigaci plady. V ramci tendence snizovani pouzivani pesticidl je kladen dlraz na vyvoj a aplikaci
alternativnich zplsobu zvladani tlumeni chorob koren( a kofenovych krckll. Osvédéenou regulaci fytoftorové
krékové hniloby jahod je vysazovani rezistentnich odrid, zajisténi odpovidajiciho drendzniho a odtokového
systému pro vodu, vyhnuti se vysadbé v nizko polozenych, vihkych Spatné odvétranych oblastech. Dllezité je
také vyvarovat se zamorenych ptd. Doporucené je provadét pravidelné testovani pid na pfitomnost inokula.
Dalsi metody sprdavné péstitelské praxe pro kontrolu P. cactorum viz kapitoly 3.5.2.1 a 3.5.1. Aplikujte vhodné
fungicidy namocenim nebo posttfikem.

3.5.3.1 Nechemické metody ochrany
Viz kapitola 3.5.2.2 Nechemické metody ochrany.
3.5.3.2 Chemicka ochrana

Chemické pripravky se pouzivaji k potla¢eni nebo eradikaci P. cactorum v péstebnich Skolkach, vodé
a pudé. Aplikovat by se méli vhodné fungicidy namocenim nebo postrikem. Pro kontrolu fytoftorové krckové
hniloby jahodniku (FHKK]J) se pfi produkci ovoce péstitelé spoléhaji na fumigaci pady (kterd poskytuje pouze
¢astec¢nou kontrolu), pouziti sadby bez chorob a ochranné fungicidni oSetfeni. Mnoho soucasnych problému
s FHKKJ v produkci jahod je spojeno s vysadbou rostlin bez pfiznak(d infekce nebo velmi nachylnych odr(d.
Nemoc se poté projevuje v pozdéjsi fazi vegetativniho ristu jahodniku, obvykle pfi zahajeni produkce ploda.
(Maas, 1998) (Pscheidt, 2004) (Berrie, 2011).

U&innou metodou pro rychlou dezinfekci nafadi, stolt nebo kvétind¢d ve sklenicich jsou produkty na
bazi peroxidu, kvartérnich amoniovych slouceninach anebo chlornanu sodného. Povrchy musi byt zbaveny
zeminy a zbytkl rostlin, jelikoZ se tyto latky rychle navazuji na organické latky. Na dezinfeci zavlaZovaci vody
se pouziva napfriklad siran médnaty, nebo instalace systém na dezinfekci pomoci plynného chloru, chlornanu
sodného a ozonu, nicméné s proménlivou ucinnosti. DalSi G¢innou metodou ochrany proti P. cactorum je
fumigace pady pomoci methylbromidu s nebo bez chloropikrinu. Jde o pfilis naklady zp(isob pro samostatnou
kontrolu P. cactorum a v dnes$ni dobé neni pouzivan, jelikoZ posSkozuje ozonovou vrstvu. Mezi dalsi Uéinné
padni fumiganty patfi metam sodny a produkty dazometu (neohroZuji ozonovou vrstvu), které se v padé
rozpadaji na isothiokyanaty. Metam sodny Ize aplikovat zavlaZovaci vodou (vice viz kapitola 3.5.1.4 Chemicka
ochrana) (Berrie, 2011) (Pscheidt, 2004).

U kontaktnich fungicidl je aplikace zejména preventivni dfive, nez dojde k inokulaci hostitele
patogenem. Slouceniny na bazi médi, jako je bordeauxska smés, hydroxid médnaty, oxid médnaty, zasadity
siran médnaty, oxychlorid médnaty a uhli¢itan médnato-amonny. Dale ethylenbis-dithiokarbamatové
fungicidy, chlorothalonil, organické slouceniny cinu, jako je TPTH (ponékud fytotoxické) a etridiazol
(predevsim jako pudni zélivika) (Berrie, 2011) (Pscheidt, 2004).

Mezi fungicidy, které jsou pfijimany a transportovany v rostlinnych tkanich, patfi fenylamid, fosfonaty,
kyselina skoficovd a chinonové inhibi¢ni skupiny (Qol). Fenylamidova skupina: pohyb pouze xylemem
(zahrnuje metalaxyl, oxadixyl a mefenoxam), aplikace do pidy nebo média. Nejlepsi je aplikace na jare tésné

pred nebo kdyZ dojde k casnému rlistu kofen(l. KdyzZ se snazite potlacit onemocnéni listl (nadzemnich organt
37



obecné), musi byt aplikovano na listy. | kdyz se chemikalie aplikovana kofenem presune nahoru do listd,
nebude mit dostatecné vysokou koncentraci k dosazeni kontroly nemoci. Fosfonatova skupina: pohyb xylem
i floém a zahrnuje fosetyl-Al a kyselinu fosforitou. Rostlina absorbuje tyto chemikalie kofeny, a poté je
pfesune do dalSich casti (rychle degraduji padni mikroorganismy). Fenylamidové a fosfonatové fungicidy
nezabiraji proti Phytophthora spp. Mohou zabranit pouze usazeni organismu dfive, neZ se dostane do rostliny
a dalSimu rlstu, pokud je organismus jiz uvnitf rostliny. Chemicka skupina kyseliny skoficové, dimethomorf,
ma podobné vlastnosti, jaké byly popsany pro fenylamidovou skupinu. Také se pohybuje od korenu
k vyhonkUm, ale celkové je méné efektivni. Nékteré z fungicid( ve skupiné Qol maji aktivitu na Phytophthora
a na mnoho hub. | kdyZ jsou tyto fungicidy systémové, v rostlinnych tkanich se tolik nepohybuji. ZpUsob
plsobeni kazdé z téchto skupin je tak specificky, Ze mnoho druhi Phytophthora si na né vyvinulo rezistenci
(Berrie, 2011) (Pscheidt, 2004).

V jedné studii rostliny jahodniku “Malling Pearl” naockované P. cactorum byly oSetfené ptipravky
uvedenymiviz pfiloha 21 aplikované prosycenim substratu bezprostiedné po vysadbé a dva tydny po
vysadbé. Procento rostlin infikovanych FHKKJ v ¢ervenci a zafi je zndzornéno v pfiloze 20. V obou pfipadech
hodnoceni bylo procento infikovanych rostlin vyznamné snizeno oSetfenim pfipravky Revus, Ranman,
Fenomenal, Aliette, Paraat a Farmfos 10 L aplikovanych postfikem nebo zalivkou (byly stejné efektivni jako
standardy Aliette a Paraat). OSetfeni stimulaénim pfipravkem HDC F10 5 L bylo vyznamné pfi hodnoceni
ostatnich oSetfeni snizujicich FHKKJ. Biologické pripravky Serenade i Prestop sniZily FHKKJ ve srovnani
s neoSetfenou kontrolou, ale rozdily nebyly vyznamné. VSechny ostatni hodnocené fungicidy a chemikcké
latky byly neucinné (Berrie, 2011) (Pscheidt, 2004).

Existuje mnoho dalSich Ucinnych latek, které vykazuji inhybi¢ni efekt na oomycety — o nich neni v této
praci zminka. V Ceské republice je podle rostlinolékaiského portalu registrovdno nékolik pfipravk( na
ochranu rostlin (vice info na portalu eAGRI-registr pfiprvkl na ochranu rostlin dostupné online:
http://eagri.cz/public/app/eagriapp/POR/). S Ucinnou latkou Fosetyl-Al je to pripravek Aliette 80 WG
(evidecni ¢islo 3511-11) od firmy Bayer AG. Davkovani je nastaveno jako 0,25% roztok formou maceni rostlin

(pfi vysadbé) nebo jako 1% roztok aplikovany pasovou zalivkou v Sifce pasu 20 cm v porostu (po zakorenéni
nebo na podzim). Povoleny pocet aplikaci je 1 x za rok. V tuto chvili je platnost registrace stanovena do
30.4.2021. Dalsim ptipravkem je Delan 700 WDG od firmy BASF SE s Gc¢innou latkou Dithianon (evidencni Cislo
4182-4). Aplikuje se 0,07% (davka200-1000 I/ha) roztok formoou postfiku nebo rosenim, maximalné 6
aplikaci v plodiné s odstupem minimalné 7 dn(. Konec registrace je zatim stanoven na 31.5.2022. Proti
pravim plisnim je dale registrovan pripravek Flowbrix (evid. Cislo 4605-0) s u¢innou latkou oxichlorid médnaty
(pouzitelny v ekorezimu). Davkuje se 2,3-2,7 I/ha formou postfiku maximalné 3 x za vegetaci. Ochranna |h(ta
neni stanovena a konec platnosti registrace je v tuto chvili stanoven na 1.1. 2023. Pfipravek VitiSan (evid.
Cislo 5476-0) s ucinnou latkou Hydrogenuhli¢itan sodny (pouZitelny v EKO rezimu) patfi mezo dalsi moznosti
ochrany proti oomycetam. Davkovani je 5 kg/ha od 03 BBCH do 93 BBCH s ochrannou lhdtou 1 den (davka
vody 500-1000 I/ha). Aplikuje se postfikem nebo rosenim 8 x za rok po 7-10 dnech. Konec platnosti ptipravku
je nastaven na 31.8.2022. Poslednimm registrovanym ptipravkem je Previcur Energy (evd. Cislo 4785-0)
s uc¢innou latkou Fosetyl (310 g/l), propamokarb (530 g/l) od firmy Bayer AG. Misitelnost je 2,5 I/ha
s ochrannou lhltou 1 den. Pripravek se aplikuje postfikem nebo rosenim v pribéhu vegetacniho obdobi
maximalné 2 x po 14 dnech. Konec platnosti registrace pfipravku je 30.4.2022 (Beranek, a dalsi, 2021).


http://eagri.cz/public/app/eagriapp/POR/

3.5.3.3 Biologické metody ochrany

V Ceské republice je registrovan jediny biopreparat Polyversum s G¢innou latkou Pythium oligandrum
M1 na ochranu proti P. cactorum zpUsobuijici fytoftorovou krckovou hnilobu jahodniku viz kapitola 3.5.1.3.3.
Dalsi metody biologické ochrany viz kapitola 3.5.1.3 Biologicka ochrana.

Vzhledem k nizkému poctu registrovanych chemickych ¢i jinych pfipravk( a stale vétSimu tlaku na
snizovani pouzivani syntetickych chemickych variat, predstavuje vyuZiti esencidlnich oleji moZnou
alternativu stdvajicich metod ochrany rostlin (viz kapitola 3.6 Esencialni oleje).
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3.6 Esencialni oleje

Tato kapitola popisuje alternativni moznosti ochrany proti P. cactorum na jahodniku a je zaroven
pokracovanim k metoddm biologické ochrany. Esencialni oleje neboli éterické oleje se nachazeji v sekrecnich
bunkach, epidermalnich burikach nebo zlaznatych trichomech. Svou charakteristikou to jsou pfirozené tékavé
sekunddrni metabolity aromatickych rostlin mnoha funkci. Tyto oleje zajistuji rostlinam ochrannou funkci
proti fytopatogennim organismdm a zivocichlm. Mohou mit také funkci atraktantl nebo repeletni fuknci pro
hmyz ¢i slouZit ke komunikaci s okolnimi rostlinami. Lze je ziskat z nejrliznéjsich rostlinnych organ( jako:
pupeny, kvéty, semena, plody, kofeny i kiira nebo stonky rostlin. Jde o velmi sloZité pfirodni smési sloZzené
z 20 az 60 komponentu. Vétsinou obsahuji 2 az 3 hlavni slozky, které zaujimaji velky podil oproti stopovému
mnozstvi ostatnich latek. Procentické zastoupeni jednotlivych slozek ve smési, ktera tvofi dany olej je velice
variabilni. To muzZe byt zplsobeno fadou faktor(: klimatickymi podminkami, padnimi podminkami,
geografickou polohou, genetickou vybavou, stafim a vyvojovou fazi rostliny, typem extrakce aj. Esencialni
oleje jsou v praxi vyuzivany pro jejich pfirozené antibakteriali, antimykotickou a insekticidni schopnost.
V soucasnosti je popsano kolem 3000 éterickych olejl, z toho 300 se komeréné zpracovava. Maji viestranné
vyuziti ve vSsech moznych odvétvich pramyslu, kosmeticky, potravinarstvi, aromaterapie aj. Pro zemédélstvi
predstavuji rliznou formou alternativu za syntetické pesticidy. Ucinost esencidlnich olejéi nespogiva
vbiologickém Ucinku, napf. v cytotoxicité, ale spiSe se tykd konkrétniho slozeni esencialniho oleje. Slozeni
oleje urcuje, do jakého mista ¢i organely v bunice se esence dostane. V disledku vyskytu pak probiha rlzny
typ radikalové reakce, coz ovliviiuje i produkci reaktivnich forem kysliku (ROS) (Vasatkovd, 2015) (Prusky, a
dalsi, 2014) (Bakkali, a dalsi, 2008).

Kvalita éterickych oleja zavisi na nékolika fyzikalnich parametrech, véetné mérné hmotnosti, optické
rotace, indexu lomu, rozpustnosti v rdznych organickych rozpoustédlech, hodnoty zmydelnéni, stupné
esterifikace a obsahu fenolu. Bylo publikovano nékolik ¢lank( o ucinnosti éterickych oleji na hubové
patogeny. Data nicméné ukazuji vyznamné odchylky i u stejnych esenci. Tyto odchylky Ize zohlednit, pokud
vezmeme v Uvahu vSechny faktory, které mohou ovlivnit chemické sloZeni, v€éetné povétrnostnich podminek,
sezonnich a zemépisnych podminek, doby sklizné a destilac¢nich technik u aromatickych rostlin. Obtize
alternativnich metod ochrany dosdhnout stejnych vysledkll se syntetickymi fungicidy lze prekonat
integrovanou ochranou rostlin. Napfriklad pouziti kmene Bacillus amyloliquefaciens a éterickych oleju
z tymidnu a citronové travy pfineslo zajimavé vysledky proti patogenim, jako je B. cinerea, P. expansum a R.
stolonifer na broskvich (Prusky, a dalsi, 2014).

Uginnost éterickych oleji by méla byt zvaZovéna v kontextu slozeni oleji. Monoterpeny, seskviterpeny
nebo nékteré fenolové slouceniny (thymol, karvakrol, eugenol) jsou hlavni slozky rostlinnych éterickych olejd,
které se vyznacuji silnou inhibi¢ni aktivitou proti rostlinnym houbovym patogenim. Vyssi koncentrace hlavni
slozky nutné neznamend lepsi inhibiéni viastnosti. Napfiklad 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 bakteridlni bunétné membrany. Takto zajisti snadny vstup karvakrolu do
protoplastu, ktery bunku znici. Karvakrol také spoluptsobi s thymolem (Rota et al., 2008). (Vasatkova, 2015)

Pripravky na bazi esencidlni oleji mohou byt aplikovany postfikem nebo macenim korfenl nebo
fumigaci. Jejich ucinnost pfi kontrole houbovych patogen( je ¢asto zplUsobena synergii rliznych chemickych
sloZzek. Pro zvyseni jejich Ucinnosti mohou byt éterické oleje pouzity také spole¢né s dalsimi kontrolnimi



metodami v ramci integrované ochrany rostlin. Antimikrobidlni aktivita oleje z citronové travy je zplsobena
pritomnosti alkaloidd, tanin( a srdecnich glykosid(i. Byla prokazana fungicidni aktivita karvakrolu v oleji
tymidnu a oregana a p-anisaldehydu v anyzovém oleji proti rlznym poskliziovym chorobam. (Prusky, a dalsi,
2014)

Extrakt ze Syringa oblata obsahuje hlavné eugenol a eugenol-acetdt, které vykazuji antifungalni aktivitu
proti Phytophthora nicotianae na tabaku. Eugenol mél silnou inhibi¢ni schopnost proti P. nicotianae s
hodnotami MIC 200 ug / ml (Changliang, a dalsi, 2017).

Jednou z dalSich rostlin, ktera ma antimikrobialni aktivitu vici fytopatogenim, byl étericky olej
z Asarum heterotropoides var. mandshuricum (kopytnik). Hlavnimi slozkami oleje byly methyleugenol
(59,42%), eucarvon (24,10%), 5-allyl-1,2,3-trimethoxybenzen (5,72%) (GC-MS). Esencidlni olej a nejhojné;si
slozka methyleugenol, byly samostatné testovany na inhibici Phytophthora cactorum. Olej i methyleugenol
silné inhibovaly rist P. cactorum. 50% inhibice rdstu IC50 nastala pti 0,073 pg / ml u oleje a samotného
methyleugenolu byla IC50 pfi koncentraci 0,052 pg / ml (Yang, a dalsi, 2010).

In vitro aktivita sloucenin éterického oleje Origanum heracleoticum L. byla testovana proti
Phytophthora cactorum metodou otravenych ploten za poufZiti ¢tyf riznych koncentraci. Procento inhibice
viak ne vzdy korelovalo s koncentraci. Anisol byl obsazen z 1,93 % v esencidlnim oleji a MIC byla 73,8 % pfi
koncentraci 1000 pl / ml. Karvakrol byl obsazen z 1,04 % v esenci a MIC byla 65,9 % pfi koncentraci 1000 pul /
ml. Eucalyptol se vyskytoval v esenciz 0,99 % a MIC byla 24,7 % pfi koncentraci 10 pl / ml. Linalool se vyskytuje
v esenci z 0,55 % a jeho MIC byla 27,4 % pfi koncentraci 10 pl / ml. Ocymene byl obsazen z 0,5 % v oleji a MIC
byla 40,9 % pfti koncentraci 1000 pl / ml (Salamone, a dalsi, 2007).

3.6.1 Metody ziskavani oleji

Existuji rGzné zplsoby ziskavani esencidlnich olejl. Lisovani za studena je jakykoli mechanicky proces,
z néhoz se ziskava olej rozdrcenim vstupni suroviny. Tento zpUsob se vyuziva predevsim u semen nebo plodd.
Dalsi metodou je hydrodestilace, ktera se déli na dva zakladni postupy: destilace v proudu vodni pary, nebo
hydrodestilace pfimo ve vrouci vodé podle Clevengera. Destilované slouceniny maji hydrofobni povahu,
a tudiz se snadno od sebe oddéli diky rozdilné hustoté. Jde o zdlouhavy proces, a proto byly vyvinuty nové
technologie, které zkrati cely proces, zvysit vynos a kvalitu izolovaného oleje. Hydrodestilace za pomoci
mikrovIn je zaloZzena na pusobeni mikrovin na vodu v rostlinnych pletivech. V dlsledku protrzeni bunécéné
stény bunky se uvolni vodni emulze, z niZ se voda zacne odparovat. Dalsi variantou je extrakce pomoci
kapalného nebo tuhého rozpoustédla. Cilové slouceniny se vlivem rozpoustédla uvolni z rostliny a nasledné
se oddéli odparenim rozpoustédla. Pri extrakci éterickych olejd je vhodné zvolit kapalny oxid uhlicity. Inovaci
v tomto sméru je extrakce rozpoustédlem za pomoci mikrovin. Dalsi alternativou vSech vysSe popsanych
metod je mikrovinna hydrodifuze a gravitace, kdy dochazi k uvolnéni vnitrobunécné tekutiny a na zdkladé
hydrodifuze a zemské gravitace se extrakt dostane mimo rostlinny material.

3.6.2 Hrebickovy esencialni olej (Eugenia caryophyllata (L.) Merr. et L. M. Perry, 1939) HR

Vyroba hrebickového esencidlniho oleje probiha hydrodestilaci (hydrodestilaci za pomoci mikrovin)
poupat a kalichU rostliny Eugenia caryophyllata, ojedinéle i z listd a stonkU. Slozky éterického oleje byly
identifikovany plynovou chromatografii / hmotnostni spektrometrii (GC-MS) podle (Adams, 2007). Celkem
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bylo identifikovano 98,69 % komponent(: a-Pinene 0,06 %, B-Pinene 0,03 %, B-PineneC 0,02 %, Chavicol 0,05
%, Eugenol 85,6 %, a-Copaene 0,04 %, B-Caryophyllene 8,75 %, a-Caryophyllene 2,6 %, a-Selinene 0,04 %, a-
Muurolene 0,04 %, a-Bulnesene 0,05 %, a-Farnesene 0,06 %, 6-Cadinene 0,48 %, Caryophyllene oxide 0,82
%.

Ucinnost éterického oleje Eugenia caryophyllata (syn. Syzygium aromaticum) byla testovédna na 20
izolatech P. infestans pomoci in vitro agarové metody otravenych ploten. Bylo zjiSténo, Zze MIC se pohybuje
mezi 0,25-0,4 ul / ml a inhibice rGstu mycelia (MGI) nastala pti 1 pl / ml éterického oleje v kultivacnim médiu
(Mazakova, a dalsi, 2018).

Nasledujici studie potvrdila antifungalni aktivitu éterického oleje Eugenia caryophyllata. Eugenol je
zodpovédny za antifungalni Ucinek hiebickového oleje, ale prispét mohou také interaktivni Ucinky jinych
sloucenin pritomnych v mensim mnozstvi. MIC a MFC esencialniho oleje se pohybovala mezi 0,1-2,5 ul / ml
u houbovych organismU: Alternaria alternata, Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Aspergillus terreus,
Aspergillus versicolor, Aureobasidium pullulans, Cladosporium cladosporioides, Cladosporium fulvium,
Fusarium tricinctum, Fusarium sporotrichioides, Mucor mucedo, Phomopsis helianthi, Phoma magdonaldii,
Trichphyton mentografites. Nejvétsi odolnost byla zaznamendna u Trichoderma viride (MIC 2,5 ul / ml),
Penicillium (MIC 0,5 ul / ml), and Aspergillus ochraceus (MIC 10 pl / ml) (Dzamic, a dalsi, 2009).

3.6.3 Skofricovy esencialni olej (Cinnamomum zeylanicum Schaeff., 1760) CINO

Skoficovy esencidlni olej se ziskava hydrodestilaci (aj.) z listd nebo klry z rostliny Cinnamomum
zeylanicum. Slozky éterického oleje byly identifikovany plynovou chromatografii / hmotnostni spektrometrii
(GC-MS) podle (Adams, 2007). Celkem bylo identifikovano 99,23 % komponent(: a-Pinene 1,01 %, Camphene
0,36 %, Benzaldehyde 0,19 %, B-Pinene 0,25 %, a-Phellandrene 0,29 %, p-Cymene 1,87 %, Limonene 0,86 %,
Linalool 2,2 %, a-Terpineol 0,28 %, Estragole 0,29 %, trans-Cinnamaldehyde 1,47 %, Safrole 1,53 %, Eugenol
73,98 %, a-Copaene 0,73 %, Vanillin 0,31 %, B-Caryophyllene 2,84 %, trans-Cinnamyl acetate 1,91 %, a-
Caryophyllene 0,55 %, Eugenyl acetate 3,04 %, Caryophyllene oxide 1,06 %, Benzyl benzoate 4,22 % (Klaudova
, 2017) (Adams, 2007).

Podle jedné studie byla uc¢innost éterického oleje extrahovaného z Cinnamomum zeylanicum testovéna
pti aplikacnich davkach 100, 250, 500, 1 000 nebo 2 000 pl / | na Petriho miskach, in vitro v PDA kultivaénim
médiu pro kontrolu hniloby ovoce. Vysledky ukdzaly 100% sniZeni rlstu mycelia u Colletotrichum
gloeosporioides, Fusarium solani a Phytophthora palmivora po aplikaci skoficového oleje v koncentraci 1000
ul / 1. Jedna z hlavnich sloZek cis-cinnamaldehyd byla v pouZitém esencidlnim oleji obsazena z59,1 %
(Sarkhosh, a dalsi, 2018).

Skoricovy olej z rostliny Cinnamomum zeylanicum byl pouZit jako antifugalni latka na ochranu banana
prosti plisnovym chorobdam zplsobenym Lasiodiplodia theobromae, C. musae a Fusarium proliferatum.
Testované oleje byly fungistaticky (MLC) a fungicidni proti testovanym patogenim v rozmezi 0,03 - 0,11%
(v/v) (Ranasinghe, a dalsi, 2002).

3.6.4 Tymianovy esencialni olej (Thymus vulgaris L., 1753) TV

Tymidnovy esencidlni olej se ziskava hydrodestilaci ¢erstvych kvétu a list(l. Slozky éterického oleje byly
identifikovany plynovou chromatografii / hmotnostni spektrometrii (GC-MS) podle (Adams, 2007). Celkem



bylo identifikovano 99,59 % komponentl: a-Thujene 0,35 %, a-Pinene 1,27 %, Camphene 1,51, 1-Octen-3-ol
0,88 %, Myrcene 1,34 %, a-Terpinene 1,09 %, p-Cymene 16,4 %, Limonene 0,33 %, Eucalyptol 1,29 %, y-
Terpinene 5,74 %, Linalool 4,68 %, Camphor 1,87 %, Borneol 1,76 %, Terpinen-4-ol 1,78 %, a-Terpineol 0,23
%, Thymol methyl ether 0,58 %, Carvacrol methyl ether 0,92 %, Thymol 48,07 %, Carvacrol 2,75 %, Eugenol
0,23 %, B-Caryophyllene 5,91 %, 6-Cadinene 0,26 %, Caryophyllene oxide 0,33 %. Existuji rGzné chemotypy
tymianu, které se liSi mezi sebou ve slozeni sekundarnich metabolitd. Mezi dominantni komponenty tymidnu
patfi: thymol, karvakrol, linalool, geraniol, a-terpineol (Adams, 2007) (Vasatkova, 2015).

Tymidn patfi mezi byliny s nejvy$sSim antibakteridlnim a fungicidnim ucdinkem. S nejvétsi
pravdépodobnosti je to nejvice zplsobeno pravé obsahem thymolu a karvakrolu (aj.). U¢innost éterického
oleje Thymus vulgaris byla testovana na 20 izolatech P. infestans pomoci in vitro agarové metody otravenych
ploten. Bylo zjisténo, Ze MIC se pohybuje mezi 0,25-0,4 pl / ml a inhibice rlstu mycelia (MGI) nastala pfi 1 pl
/ ml éterického oleje v kultivaénim médiu (Mazakova, a dalsi, 2018).

Dalsim experimentem na testovani inhibicniho efektu esencialnich oleji byl pokus s Phytophthora
capsici. 1zolaty patogena P. capsici v in vitro podminkach byly na kontrole pIné pokryty myceliem. Esencialni
olej (EO) z Thymus vulgaris L. v koncentraci 0,1 ug / ml vyznamné potlacoval infekci P. capsici. U¢inky EO pfi
nizsi koncentraci nebyly vyznamné v prevenci infekce. Vliv éterického oleje z Thymus vulgaris na produkci
00spor P. capsici na médiu V8 zacinal pti davce 0,16 pg / ml (se zvySovanim davky se Gcinnost zvysovala) (Bi,
a dalsi, 2012).

Podle jedné studie byla ucinnost éterického oleje extrahovaného z Thymus daenensis testovana pfi
aplika¢nich davkach 100, 250, 500, 1 000 nebo 2 000 pl / | na Petriho miskach, in vitro v PDA kultivacnim
médiu pro kontrolu hniloby ovoce. Vysledky ukdzaly 100% snizeni rlistu mycelia u Colletotrichum
gloeosporioides, Fusarium solani, Phytophthora palmivora a Botryosphaeria sp. po aplikaci tymidnového
oleje ve viech testovanych koncentracich. Jedna z hlavnich sloZek thymol byla v pouZitém esencidlnim oleji
obsazena z 73,3 % (Sarkhosh, a dalsi, 2018).

V jiné studii byla uUc¢innost éterického oleje (EO) Thymus vulgaris L. hodnocena pro kontrolu ristu
Phytophthora drechsleri v in vitro podminkach na PDA médiu. Rlst mycelia byl vyznamné snizen zvySovanim
koncentrace (EO). Vysledky ukdazaly, Ze inhibice rlstu mycelia (MGl) byla 100 % mezi 0,4-0,8% koncentraci EO
(MIC byla pfi 0,4% koncentraci) a pfi 0,2% koncentraci byla inhibice ristu mycelia 79,38 % (Mohammadi, a
dalsi, 2015).

Podle (Kumar, a dalsi, 2008) ma tento esencialni olej natolik silny tGcinek, Zze pred¢i mnohé syntetické
fungicidy. Esence Uspésné inhibovala rlist mycelia u dalSich patogenl patogen(: Aspergillus flavus, A. terreus,
A. fumigatus, A. niger, Cladosporium herbarum, Fusarium oxysporum, Curvularia lunata, Alternaria alternata,
Botryodiploidia theobromae.

3.6.5 Geraniovy esencialni olej (Pelargonium graveolens L'Hér., 1789) PG

Esencialni olej Geranium se ziskdva hydrodestilaci ze 4 druhl: P. graveolens, P. odoratissimum, P.
capitatum a P. radens. Slozky éterického oleje byly identifikovany plynovou chromatografii / hmotnostni
spektrometrii (GC-MS) (Adams, 2007). Celkem bylo identifikovano 99,37 % komponent(l: a-Pinene 0,66 %,
Linalool 5,22 %, cis-Rose oxide 1,57 %, trans-Rose oxide 0,60 %, Menthone 2,35 %, Isomenthone 6,34 %,
Citronellol 32,56 %, Geraniol 14,92 %, Geranial 0,78 %, Citronellyl formate 8,86 %, Geranyl formate 3,59 %,
a-Copaene 0,79 %, B-Bourbonene 2,26 %, B-Caryophyllene 1,81%, Citronellyl propionate 0,58 %, Geranyl
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propionate 1,06 %, Germacrene D 1,47 %, 6-Cadinene 2,18 %, Citronellyl butyrate 0,64 %, Geraniol butyrate
1,36 %, Phenethyl tiglate 1,24 %, y-Eudesmol 6,87 %, Geranyl tiglate 1,6 %. Procentudlni sloZeni jednotlivych
komponent( se maze lisit podle kvality pouzitého materidlu (Adams, 2007).

Vyraznd antimikrobidlni aktivita esence spociva v jejim sloZeni, predevsim diky obsahu monoterpent
(linalool, citronellol, geraniol, a citronellyl-formate). Antifungdlni aktivita esence se osvédcila pfi ochrané
pred riznymi rody houbovych organism(. Vyborné inhibuje rdst mycelia Fusarium oxysporum, F. solani, B.
cinerea a Alternaria alternata (Badawy, a dalsi, 2014) (Vasatkova, 2015).

Fungicidni aktivita esencidlniho oleje Pelargonium graveolens byla potvrzena na houbovych
organismech: Alternaria alternata, Aspergillus niger, Aspergillus ochraceus, Aspergillus flavus, Aspergillus
terreus, Aspergillus versicolor, Aureobasidium pullulans, Cladosporium cladosporioides, Cladosporium
fulvum, Fusarium tricinctum, Fusarium sporotrichioides, Mucor mucedo, Penicillium funiculosum, Penicilium
ochrochloron, Phomopsis helianthi, Phoma macdonaldii, Trichoderma viride, Trichophyton menthagrophytes,
Candida albicans. Minimalni koncentrace inhibice rdstu (MIC) a minimalni fungicidni koncentrace (MFC) se
pohybovala mezi 0,25-2,5 mg / ml esencialniho oleje v médiu. Nejvice odolné byly houby Mucor mucedo a
Aspergillus spp. Lze konstatovat, Ze étericky olej P. graveolens vykazoval vysokou antifungalni aktivitu proti
rdznym kmentm hub (Dzamié¢, a dalsi, 2014).

Ucinnost éterického oleje Pelargonium graveolens byla testovdna na 20 izolatech P. infestans pomoci
in vitro agarové metody otravenych ploten. Bylo zjisténo, Ze MIC se pohybuje mezi 0,6-0,8 pl / ml a MGl
nastala pfi 1 pl / ml éterického oleje v kultivacnim médiu (Mazakova, a dalsi, 2018).

3.6.6 Citronelovy esencialni olej (Cymbopogon winterianus (L.) Spreng.) CW

Citronelovy esencialni olej se pfipravuje nej¢astéji mechanickym lisovanim zastudena. Setkdme se vsak
i s olejem ziskanym parni destilaci. Slozky éterického oleje byly identifikovany plynovou chromatografii /
hmotnostni spektrometrii (GC-MS) podle (Adams, 2007). Celkem bylo identifikovdno 98,84 % komponenta:
Limonene 3,77 %, Linalool 0,91 %, Isopulegol 1,56 %, B-Citronellal 34,17 %, Citronellol 11,8 %, Neral 0,21 %,
Geraniol 18,51 %, Geranial 0,45 %, Citronellyl acetate 4 %, Eugenol 1,17 %, Geranyl acetate 4,52 %, B-Elemene
2,94 %, B-CaryophylleneC 0,26 %, y-Muurolene 0,27 %, Germacrene D 2,22 %, a-Muurolene 0,68 %, y-
Cadinene 2,85 %, Elemol 4,3 %, Germacrene D-4-ol 0,85 %, y-Eudesmol 0,33 %, tau-Muurolol 0,81 %, B-
Eudesmol 0,33 %, a-Cadinol 1,14 % (Adams, 2007). Slozky esencialnich olejl z rostlin rodu Cymbopogon se
ukladaji v leukoplastech listd. Béhem rustu rostliny se zvysSuje produkce obsah limonenu, B-Citronellalu a
geraniolu, zatimco mnozstvi citronellyl-acetdtu a geranyl-acetatu klesa (Vasatkova, 2015).

Ucinnost éterického oleje Cymbopogon winterianus byla testovana na 20 izolatech P. infestans pomoci
in vitro agarové metody otravenych ploten. Bylo zjisténo, ze MIC se pohybuje pfi 1 pl / ml a stejné tak MGl
nastala pfi 1 pul / ml éterického oleje v kultivaénim médiu (Mazakova, a dalsi, 2018).

Silnou fungicidni aktivitu ukazal esencialni olej z C. winterianus na houbové organismy pouzité v této
studii byly: Alternaria alternata, Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Aspergillus. ochraceus, Aspergillu
terreus, Aspergillus versicolor, Aureobasidium pullulans, Cladosporium cladosporioides, Cladosporium
fulvum, Fusarium tricinctum, Fusarium sporotrichoides, Mucor mucedo, Penicillium funiculosum, Penicillium
funiculosum, P. ochrochloron, Trichoderma viride, Phomopsis helianthi, Phoma macdonaldii, Trychophyton
menthagrophytes and Candida albicans. MIC se pohybovala mezi 1-5 pl / ml (kromé T. viride, kde byla MIC
10 ul / ml). MFC (minimalni fungicidni koncentrace) se pohybovala mezi 0,5-5 pl / ml (kromé T. viride, kde



byla MFC 20 pl / ml). Nejvice citlivé byly druhy A. alternata, A. pullulans, C. cladosporioides, C. fulvum,
T. menthagrophytes, u kterych byla MIC do 1 ul / ml (Simic, a dalsi, 2008).

3.6.7 Kafrovy esencialni olej (Cinnamomum camphora (L.) J.Presl, 1825) CINO

Esencialni olej z kafru se ziskdva béhem procesu extrakce kafru ze dvou druht kafrovych stromu. Prvni
je Kafrovnik lékarsky, nesouci védecky ndzev Cinnamomum camphora, ze kterého se ziskava klasicky kafr
(pouzit v této praci). Druhou odridou je kafrovy strom z Bornea, ktery je védecky zndmy jako Dryobalanops
camphora. Slozky éterického oleje byly identifikovany plynovou chromatografii / hmotnostni spektrometrii
(GC-MS) podle (Zaizhi, a dalsi, 2018). Celkem bylo identifikovano 99,69 % komponentl: (a-Thuiene), a-Pinene
2,46 %, Camphene 1,58 %, B-Sabinene 3,94 %, B-Pinene 1,39 %, a-Myrcene 1,2 %, a-Phellandrene 0,37
%,Carene 0,24 %, B-Cymene 0,39 %, Eucalyptol 15,45 %, a-Terpinolene 0,73 %, Camphor 66,10 %, a-Terpineol
— nedetekovdn, Isobornyl acetate 1,38 %, B-Caryophyllene 0,83 %, a-Humulene 0,52 %, D-Germacrene —
nedetekovdn, Selinene 0,44 %, B-Germacrene 2,67 %. Bezrozpoustédlova mikrovinnd asistovana extrakce
(SFME) se ukdzala jako ucinna alternativni metoda mezi ostatnimi metodami pro separaci éterickych oleju
z rostlinnych material( (Zaizhi, a dalsi, 2018).

Dva jednotlivé oleje z listli Artemisia princeps a semen Cinnamomum camphora a jejich smés (1: 1)
vykazovaly podobnou antifungalni aktivitu proti Fusarium graminearum, Gaeumannomyces graminis var.
tritici, Gerlachia nivalis, Helminthosporium sativum a Rhizoctonia cerealis v mnozstvi 50, 100 a 500 pl / ml.
VUci Phytophthora capsici v mnozstvi 50 a 100 ul / ml. Mycelidlni rist Gaeumannomyces graminis var. tritici
byl 100% inhibovan pfi 50 pl / ml. Toto pozorovani naznacilo, Ze éterické oleje ze studovanych druhl by mohly
byt cenné pro vyvoj nového prirodniho fungicidu, ktery by potlacoval choroby psenice prenasené v pudé
osSetfenim semen (Liu, a dalsi, 2001).

Cinnamomum camphora (L.) Presl. je jednim z nejdullezitéjSich druhl tvrdého dfeva pochdzejicich
z Ciny, které ma vyznamnou antifungélni aktivitu. Extrakty C. camphora byly testovéany na odolnost vi&i
dvéma dievokaznym houbam. 50% koncentrace chloroformovych extraktl Gcinna pro Coriolus versicolor byla
7,8 mg / ml. Methanolové extrakty s koncentraci 8 mg / ml mély nejlepsi potlacujici u¢inek na Gloeophyllum
trabeum s 50% ucinnosti pti 0,3 mg / ml. (Li, a dalsi, 2014)
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4 Metodika

Praktickd ¢dast této diplomové prace, vliv esenciadlnich olejli na napadeni jahodniku
P. cactorum, byla rozdélena na dvé ¢asti. Prvni ¢ast experiment byla zaméfena na testovani
vlivu esencidlnich olejl na P. cactorum v in vitro podminkdch v Petriho miskach. Druha cast
experimentu byla zaméfena na vliv aplikace esencidlnich oleji na P. cactorum v in vivo
podminkach v nddobovém testu. Toto testovani bylo provedeno v letech 2020-2021 pod
zastitou katedry ochrany rostlin Ceské zemé&délské univerzity v Praze, v profesiondlné zafizené
laboratorni mistnosti a pod vedenim pana doc. Ing. Miloslava Zouhara, Ph.D.

4.1 Vliv esencialnich oleji na P. cactorum v in vitro testu

Citlivost vUici esencidlnim olejim byla testovdna na 10 izoladtech patogenu P. cactorum,
pochézejicich z rlznych lokalit, které byly k dispozici na katedfe ochrany rostlin. Izolace
z rostlinného materidlu nebyla soucasti této diplomové prace. Oznaceni izolatd je vypsano
v nasledujicim seznamu:

e 17 45 1b
o 17 347

e 17.30_80
o 1712 20
e 17 .80_26
e 17 .23 19
e 18 10 _l4a
e 1928 10
o 17 4 12

e 1715 10b

Pro tento test byly zvoleny esencidlni oleje, které v minulych letech feSeni projektu
vykazovaly optimdlni ucinnost, pficemz byly pfipraveny tfi smési na zdkladé zkuSenosti
resitelského tymu. Byly tak kombinovany esencialni oleje vysokych a nizkych tonl tak, aby
ucinnost byla co nejdelSi. Na smésich oznacenych A (1) (hfebicek+skotice+tymidan neboli
HR+CINO+TV), B (2) (geranie, tymian neboli PG+TV), C (3) (skofice+citronela+kafr neboli
CINO+CW+KAF) byl testovan jejich ucinek na 10 vybranych izolatech P. cactorum v péti
raznych koncentracich (1%, 0,1%, 0,01%, 0,001%, 0,0001%) viz Tabulka 1.
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Tabulka 1 Smési esencidlnich oleji a jejich pouZité koncentrace v experimentu (Weigricht, 2021)

U¢inna latka (smés Koncentrace ul v % v roztoku média
esenc. oleju)

K 1 2 3 4 5
A (HR+CINO+TV) 0 1 0,1 0,01 0,001 | 0,0001
B (PG+TV) 0 1 0,1 0,01 0,001 | 0,0001
C (CINO+CW+KAF) 0 1 0,1 0,01 0,001 | 0,0001

Experiment byl zaloZen na principu otravenych ploten. Na pfipravu V8 rlistového media

s modifikaci precisténi pro ucely testovani citlivosti P. cactorum vci esencialnim olejim bylo
pouzito:

eanalytickd vaha, vazenky, 1Zicka, magnetické michadlo

¢ 500 ml Erlenmayerovy baiiky, alobal, odmérny vélec

*\/8 juice s agarem v potfebném mnozstvi

eautoklav nebo Papintiv hrnec

ecentrifuga

Na pfipravu 1 litru média s V8 juice bylo pouzito:
¢200 ml §tavy V8 (8 druhii zeleniny)
o2 g CaCOs3
e16 g agaru
edestilovana voda 800 ml

V kadince bylo rozmichano potfebné mnozstvi V8 juice s uhli¢itanem sodnym (CaCO:s).
Toto odméfené mnoistvi, v kadince prekryté alobalem proti uUniku, se s magnetickym
michadlem umistilo na magnetickou michacku. Smés byla promichana pod dobu 15-20 minut
(do rozpusténi CaCOs). V8 juice a CaCO3 byly po jeho rozpusténi centrifugovany pro
odstranéni hrubych necistot. Poté byla pfidana destilovand voda v mnozstvi dle objemu smési
Stavy V8 s CaCOs3 a opét byla dostatecné promichana. Do 500 ml kuZelovitych banék bylo
béhem michani navazeno po 4 g agaru. Hotovy roztok byl odméren ve valci a poté rozdélen
po 250 ml do kazdé banky (snizZeni rizika vybublani) s predem pfipravenym agarem. VSechny
banky byly nasledné zakryty dvéma vrstvami alobalu a vloZzeny do autoklavu pro sterilizaci
a iniciaci tuhnuti agaru pod dobu 20 minut pfi 121 °C (ptipadné do Papinovych hrncli po dvou
bankach po dobu 10 minut na plny vykon elektrického vatic¢e a dasich 10 minut na 50% vykon
topného télesa). Po ukonéeném procesu sterilizace se bariky postupné vyjmuly z autoklavu,
aby médium zchladlo na teplotu vhodnou pro rozlévani agaru. Do zchladlého média byly
pridany esencialni oleje fedéné v DMSO (dimethylsulfoxidu) v mnoZstvi pro vyse uvedenou
cilovou koncentraci. Pfed samotnym rozlévanim agaru s pfidanym mnozstvim esencialnich
olejl, bylo vysterilizovano potfebné mnozstvi Petriho misek ve flow boxu pod UV-zaficem, a to
po dobu 20 minut. Pfipravené rustové medium bylo nalito rovnomérné po dn¢ do Petriho misek
o priuméru 9 cm. Od kazdé koncentrace uc¢inné latky (1-5) a typu ucinné latky (A, B, C) bylo
provedeno troje opakovani, tzn. celkem 450 misek. U kontrolnich variant byl rozlévan samotny
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agar, tj bez uciné latky. Pro kazdy typ izolatu byly pfipraveny 3 kontrolni misky, tj. celkem 30
misek. Nasledné¢ byly misky pro piehlednost ptipraveny do jednotlivych sloupct dle
koncentraci a typu G¢inné latky.

4.1.1 Preockovani izolatu

Pro potreby zaloZzeni experimentu bylo prfed zahdjenim samotného testu nutno nejprve
preockovat vSech 10 zminénych izolath P. cactorum. Bylo pfipraveno dostatecné mnozstvi
izolatll pro provedeni experimetnu. Ktomu bylo pouzito kultivaéni médium bez pridani
esencidlnich olejl a nasledujici zafizeni:

eplvodni izolaty — 10 (k dispozici na katedie ochrany rostlin)
e Petrino misky (@ 9 cm) s V8 juice agarem

eskalpel, korkovrt, kahan, ethanol

eflow box

eparafilm

Vsechny popsané ukony byly provedeny ve sterilnim prostredi flow boxu. Pfed za¢atkem
prace bylo prostidi flow boxu dezinfikovano UV zafenim po dobu 20 minut. Do predem
pfipravenych Petriho misek bylo rovhomérné po dné rozlito kultiva¢ni médium V8 juice
agarem bez esencidlnich oleju (viz kapitola 4.1 4.1 Vliv esencidlnich oleja na P. cactorum v in
vitro testu). Z pavodniho narostlého izolatu bylo pomoci korkovrtu vyseknuto mycelium
o praméru 9 mm. Mycelium bylo odebirano postupem od kraje misky (nejmladsi ¢ast mycelia).
Pomoci skalpelu byly jednotlivé vyseky preneseny na nové rozlité misky s kultivaénim médiem.
Korkovrt a skalpel byly po kaidém pouziti dezinfikovany nad plynovym kahanem. Mezi
ockovanim jednotlivych izolatl byla pracovni plocha osetfena 96% ethanolem. Naockované
misky byly oznaceny nazvem izolatu, datem a nasledné utésnény parafilmem. lzolaty byly
nasledné inkubovany pfilaboratorni teploté ve tmé. Tyto nové naockované izolaty byly pozdéji
pouzity pfi zakladani in vitro testu vlivu esencialnich oleja na P. cactorum.

4.1.2 Inokulace izolath P. cactorum na otravené plotny

Pro zaloZeni testu vlivu esencidlnich oleji na vyvoj P. cactorum in vitro byl pouzit

nasledujici materidl a zafizeni:

e flow box

e misky s izolaty P. cactorum

e sterilni Petriho misky (@ 9 cm)

e kultivaéni médium V8 juice agar

e plynovy kahan

e korkovrt, skalpel, parafilm, ntizky

Veskeré pracovni procesy spojené sinokulaci P. cactorum na otrdvené plotny byly
provedeny ve flow boxu. Po zatuhnuti kultivaéniho média byla na otrdvené plotny a na
kontrolni variatny nainokulovana P. cactorum formou vyseku mycelia o priiméru 9 mm. Vyseky
mycelia byly pomoci skalpelu preneseny na Petriho misky s médiem. Pred zac¢atkem a po
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inokulaci jednotlivymi izolaty bylo naradi dezinfikovano nad kahanem a pracovni plocha
oSetfena 96% ethanolem. Od kazdého izolatu P. cactorum bylo provedeno 45 inokulaci do
otravenych ploten (tzn. 3 opakovani od kazdé koncerace a typu ucinné latky) a 3 inokulace do
kontrolni varianty (bez ucinné latky). Po inokulaci byly Petriho misky dvakrat po obvodu
utésnény parafilmem jako ochranné opatfeni pfed vné;jsi kontaminaci. Dale byly hotové misky
oznafeny ndazvem izolatu, datem, variantou a koncentraci. Takto inokulované misky byly
inkubovany pfi 23 °C po dobu 1 tydne.

4.1.3 Vyhodnoceni vysledkii

Po jednom tydnu inkubace byl experiment vyhodnocen tak, Ze byl pomoci digitalniho
méritka zméren na dvou protilehlych mistech nardst mycelia. Pro méreni rlstu mycelia byl
pouzit nasledujici material a pfistroje:

edigitalni posuvné métitko
epocita¢ (software Microsoft Excel)
eCernd podlozka

Prvnim krokem pro vyhodnoceni citlivosti testovanych izolatl bylo radidlni méreni
inhibice rGstu mycelia u jednotlivych izolatl, koncentraci, typd smési esenci (ul.) a kontrolni
varianty. Pomoci digitalniho posuvného méfitka propojeného s pocitacem bylo zméreno
narostlé mycelium u kazdé misky. Namérené hodnoty se po stisknuti tlac¢itka na méfitku
propsaly do programu Microsoft (MS) excel v milimetrech. Miska se poloZila na cCernou
podloZku (pro lepsi viditelnost) a mycelium se méfilo ze spodu misky ze dvou na sebe kolmych
stran. U jednoho typu izolatu pro jeden typ pouZité esence a jeji koncentrace (napf. Al pro
17_45_1b) bylo naméreno 6 hodnot (3 opakovani, 2 priméry) viz obr. ¢.1.

Petriho miska

9 mm vysek izolatu PC
narst mycelia PC
kultivaéni
médium

otrdvené ucinnou
latkou (esencialni
oleje)

Obradzek 1 Priklad zaloZeni (vlevo) a hodnoceni (vpravo) biologického in vitro testu na Petriho miskdch (Weigricht, 2021)

Druhym krokem bylo pouziti ziskanych dat pro vypocet inhibice ristu P. cactorum oproti

kontrole pomoci vzorce v %:
dy * 100)

IR, = 100 — ( I
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d, 100
IRZ =100 — (d—kz>
IR, IR, = inhibice rlstu leva a prava strana
d,, d, = Sitka mycelia otravené plotny leva a prava strana

dk, dk, = Sitka mycelia kontrolni varianty levd a prava strana

Vysledky méreni s vypoctem procentudlni inhibice rlstu inokulovanych misek byly
zaznamenany do tabulky. Dale byly vypoctené procentudini hodnoty podrobeny grafické
analyze rozdilu inhibice ristu mycelia mezi esencemi, rozdilu inhibice rlstu mycelia podle
koncentrace a rozdilu inhibice ristu mezi jednotlivymi izolaty. Hodnoty pro analyzu byly
zprimeérovany vzdy podle zkoumaného parametru. Napfiklad pro smés esenci A o koncenraci
1 byla z vysledk( tfech opakovani vypoctena prlimérna hodnota inhibice pro vSechny izolaty.

Procentické hodnoty byly ddle transformovany pomoci funkce ArcSin do tabulky MS
excel tak, aby je bylo moZné podrobit robustnimu statistickému hodnoceni pomoci analyzy
rozptylu doplnéné Tukeyho testem. Ziskana data jsou umisténa jako pfiloha na CD na posledni
strané této diplomové prace.
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4.2 Vliv aplikace esencialnich oleji na P. cactorum v in vivo podminkach
nadobového testu

Tento experiment probihal v fizenych podminkach skleniku v roce 2020 pod zastitou
katedry ochrany rostlin Ceské zemédélské univerzity v Praze a pod vedenim pana doc. Ing.
Miloslava Zouhara, Ph.D. Hostitelskou rostlinou pro P. cactorum byly zvoleny tfi odrady
jahodniku: Wendy, Karmen a Sonata, ve formé frigo sadby. Pro vysadbu rostlin byl zvolen
substrat PProfi mix 3 pro vysadby od firmy Agro cs, ktery byl sterilizovan teplotou 120 °C po
dobu 20 minut. Testovany byly tfi pfipravky zaloZzené na esencidlnich olejich: 1. pfipravek mél
ucinnou latku tvorenou tfemi esencialnimi oleji z hiebic¢ku (HK), skofice (CINO) a tymianu (TV)
(A, 1), 2. pripravek byl zaloZzen na smési dvou esencidlnich olejl z geranie (PG) a tymianu (TV)
(B, 2) a 3. pripravek na smési tfi esencialnich olejli ze skofice (CINO), citronely (CW) a kafru
(KAF) (C, 3). Pro porovnani ucinku esencidlnich oleji na P. cactorum a jejich vliv na zdravotni
stav rostlin byly zaloZeny tyto varianty: rostliny napadené P. cactorum + esencialni oleje,
zdravé rostliny + esencialni oleje, rostliny napadené P. cactorum bez esencialnich olej(, zdravé
rostliny bez esencidlnich olejli a rostliny napadené P. cactorum a oSetfené jedinym
registrovanym pfipravkem Alliete. Kazda varianta byla zaloZzena v 5 opakovani viz Tabulka 2.
Celkem bylo hodnoceno 135 péstebnich nadob viz Tabulka 3.

Ptipravky byly formulovdny do biopolymeru a navdzany na perlit, koncentrace
esencidlniho oleje byla 1 % ve formulaci (0,027 | formulace/0,1875 | experlitu). Formulace
esencidlniho  oleje  viz  patent (Cislo dokumentu 308145  dostupné na
https://isdv.upv.cz/webapp/!resdb.pta.frm. Tyden odloZeny substrat byl nahrnkovan do

kvétinacl K8 (hrana 8 cm) a pfislusné oznacen viz Tabulka 3. Nejprve byl smichan substrat
s perlitem (napusténym formulovanym esencidlnim olejem) a byly ptipraveny péstebni
nadoby o objemu 500 ml. Druhy den byly inokulovany myceliem P. cactorum kultivovaném
v tekutém médiu stejné jako v pripadé BCAs testu. Mnozstvi P. cactorum bylo pfiblizné 0,272
g susiny mycelia na kvétinac. Kvétinace byly umistény na obdélnikovych podmiskach (aby se
kvétinace nepomichaly) na posuvnych péstebnich stolech ve skleniku. Po jednom tydnu byly
zasazeny rostliny. Rostliny byly péstovany v fizenych podminkach skleniku po dobu 6 tydn(.
Sklenik byl vybaven automatickou regulaci vlhkosti vzduchu, teploty vzduchu a regulaci
pfistinéni. Pro udrZzeni teploty, aby nedoslo k pfehfati rostlin, musela byt instalovana
doplikova klimatizace. BEhem této inkubace byla provadéna pravidelna zalivka i hnojeni.
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Tabulka 2 ZaloZeni nddobového pokusu pro testovadni tcinnosti esencidlnich oljeti na kvantitativni znaky Zivotaschopnosti
jahodniku oproti kontrole v péti opakovdnich (Weigricht, 2021)

Nadoby s PC Kontrola bez PC
Wendy+PC | Sonata+PC | Karmen+PC | Wendy Sonata Karmen
(W) (S) (©)
Al 5 5 5 5 5 5
(HK+CINO+TV)
B2 (PG+TV) 5 5 5 5 5 5
C3 (CINO+CW) 5 5 5 5 5 5
Kontrola (K) 5 5 5 5 5 5
Kontrola Ch-
Aliette 5 5 5

Poznamka 1 *PC = Phytophthora cactorum

Tabulka 3 Prehled pouZitych variant pro porovndni tcinku esencidlnich oleji na P. cactorum a jejich vliv na zdravotni stav
rostlin (Weigricht, 2021)

Esence Oznaceni
HF+SK+TV+Phytophthora+Wendy 1F W
HF+SK+TV+Phytophthora+Karmen 1FC
HF+SK+TV+Phytophthora+Sonata 1FS
TV+PG+Phytophthora+Wendy 2F W
TV+PG+Phytophthora+Karmen 2FC
TV+PG+Phytophthora+Sonata 2F S
SK+KAF+CW+Phytophthora+Wendy 3FW
SK+KAF+CW+Phytophthora+Karmen 3FC
SK+KAF+CW+Phytophthora+Sonata 3FS
Kontrola+Phytophthora+Wendy KF W
Kontrola+Phytophthora+Karmen KF C
Kontrola+Phytophthora+Sonata KFS
Alliete+Phytophthora+Wendy KCh W
Alliete+Phytophthora+Karmen KCh C
Alliete+Phytophthora+Sonata KCh S
HF+SK+TV+Wendy 1IKW
HFf+SK+TV+Karmen 1K C
HF+SK+TV+Sonata 1K'S
TV+PG+Wendy 2KW
TV+PG+Karmen 2K C
TV+PG+Sonata 2K'S
SK+KAF+CW+Wendy 3KW
SK+KAF+CW+Karmen 3KC
SK+KAF+CW+Sonata 3KS
Kontrola+Wendy KW
Kontrola+Karmen KC
Kontrola+Sonata KS

4.2.1 Vyhodnoceni vysledkii

Po 6 tydnech doslo k vyhodnoceni pokusu. Kvétinace se sazenicemi byly pfed expedici k
promyvani postupné fotograficky dokumentovany. Rostliny se fotily samostatné, jelikoz byly
opatreny Cislem viz ptiloha 22-24. Po fotodokumentaci byly presunuty rostliny k promyvani
koren(, aby se odstranil substrat z korenové soustavy. Promyvani probéhlo pod tekouci vodou
v umyvadle. KaZzda rostlina se po promyti balila zvlast do popsaného igelitového pytliku. Na
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igelitovém obalu byla napsana varianta oSetfeni a Cislo rostliny, aby se vSechny fotografie
rostlin mohli po jednotlivych operacich podle ¢Cisla propojit. Dale byla pofizena
fotodokumentace celkového habitu rostlin a prifezu kofenového kréku s popisem varianty
oSetfeni i Cisla rostliny. V nasledném sledu byly stanoveny kvantitativni znaky: hmotnost
a pocet listl, hmotnost a pocet plodld, hmotnost a pocet kvétl, primér a hmotnost
korenového krcéku a délka a hmotnost kofen(ll. Ziskand data byla ndsledné zpracovana
v programu statistika formou parametrického testovani pomoci Anovy. Graficky vystup byl
zpracovan v Microsoft excel. Ziskand data z kvantitativniho sbéru dat ve formé tabulek jsou
umisténa jako pfiloha na CD disku, ktery je vloZzeeny na posledni strané diplomové prace.

53



5 Vysledky
5.1 Invitro testy

Jak bylo popsano vyse, testovaly se 3 Ucinné latky zaloZzené na smési rlznych esenci
o péti rlznych koncentraci plus kontrola, ve tfech opakovanich viz Tabulka 1. Tento
experiment probéhl na 10 izolatech Phytophthora cactorum. Ve vysledcich jsou uvedena
zpracovana data v tabulkovém ¢i grafickém rozhrani podle vyse uvedené metodiky. Zdrojova
data pottebnd pro vyhodnoceni viz pfiloha CD (na konci diplomové prace).

Pfiprava otravenych ploten se obesla bez kontaminace a bylo pfipraveno celkem 450
misek vcetné 30 misek kontrol (bez esence) pro zaloZeni testu vlivu esencidlnich olejd na
P. cactorum in vitro. Podafilo se namnoZit dostatecné mnoizstvi jednotlivych izolatQ
P. cactorum bez kontaminace. Podafilo se inokulovat vSechny otravené misky jednotlivymi
izoladty vcetné kontrolnich variant. Po tydenni inkubaci nedoslo k zadné kontaminaci
inokulovanych misek a probéhlo méreni mycelia digitalnim posuvnym métitkem.

Z vysledkll jednoznacné vyplyva, Ze pfi pouZiti 1% koncentrace esence bylo dosazeno
100% inhibice rlstu u vSech tfi smési, u vSech deseti izolat P. cactorum viz graf 1, 6, 11, 13.
Z graf(i 2-5 vyplynulo, Ze u vSech typl esenci od 0,1 aZ po 0,0001% koncentrace byla inhibice
rastu mycelia nedostacuji nebo minimalni pro vSechny izolaty P. cactorum. V inhibici ristu
mycelia mezi 0,01 az 0,0001% koncentraci esenci nebyl vyznamny rozdil, jelikoZ nastala pouze
vrozmezi 0-20 %. Ddle z grafl 1-5 rovnéZz vyplynulo, Ze se projevil rozdil v uéinnosti
jednotlivych smési na rlizné izolaty.

Esence v 1% koncentraci

M 17-15-10b M 17-4-12 [ 19-28-10 18-10-14a M 17-80-26

M 17-23-19 M 17-45-1b M 17-12-20 M 17-30-80 M 17-34-7

120
100 FOOOOOOOOK OOy MO EPOOOOOKE
80
60

40

Inhibice rstu (%)

20

Al B1 C1

Typ ucinné latky (smés esencialnich olej)

Graf 1 — Inhibice rustu mycelia pro vsechny 3 typy smési esenci v 1% koncentraci pro vSech 10 izolati (Weigricht, 2021).
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Esence v 0,1% koncentraci

M 17-15-10b M 17-4-12 [ 19-28-10 [ 18-10-14a M 17-80-26
M 17-23-19 M 17-45-1b M 17-12-20 W 17-30-80 M 17-34-7
90
80 n

70
60

o ks

-10

Inhibice rlstu (%)

(=]

A2 B2 c2
Typ ucinné latky (smés esencialnich oleju)
Graf 2 — Inhibice rastu mycelia pro vsechny 3 typy smési esenci v 0,1% koncentraci pro vsech 10 izolata (Weigricht, 2021).
Esence v 0,01% koncentaci

M 17-15-10b M 17-4-12 [ 19-28-10 [l 18-10-14a W 17-80-26

W 17-23-19 MW 17-45-1b M 17-12-20 W 17-30-80 W 17-34-7

120

100

. .Lv

A3 B3 C3

Inhibice rastu (%)

o

Typ Ucinné latky (smés esencidlnich olejd)

Graf 3 — Inhibice rustu mycelia pro vsechny 3 typy smési esenci v 0,01% koncentraci pro vsech 10 izolati (Weigricht, 2021).
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Esence v 0,001% koncentraci

M 17-15-10b M 17-4-12 [ 19-28-10 [ 18-10-14a M 17-80-26
M 17-23-19 M 17-45-1b M 17-12-20 W 17-30-80 M 17-34-7
30

25

| iﬁ%ﬂ T

-10

Inhibice ristu (%)
(92}

o

A4 B4 ca
Typ ucinné latky (smés esencidlnich oleja)

Graf 4 — Inhibice ristu mycelia pro vsechny 3 typy smési esenci v 0,001% koncentraci pro vsech 10 izoldti (Weigricht, 2021).

Esence v 0,0001% koncentraci

M 17-15-10b M 17-4-12 [ 19-28-10 [ 18-10-14a M 17-80-26
M 17-23-19 M17-45-1b M 17-12-20 M 17-30-80 M 17-34-7
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g 80
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A5 B5 cs

Typ uéinné latky (smés esencidlnich olejd)

Graf 5 - Inhibice ristu mycelia pro vSechny 3 typy smési esenci v 0,0001% koncentraci pro vSech 10 izoldtu (Weigricht, 2021).
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Nad daty byla provedena statistickd analyza formou jednofaktorové anovy viz graf 8.
Nasledné pro nalezeni statisticky vyznamnych rozdild byla pouzita Tuckeyova metoda (T —
metoda) viz. Tabulka 4-13. V pfipadé 0,1% koncentrace (A2, B2, C2) byla ucinnost na inhibici
rastu vyrazné nizsi oproti 1% koncenraci, pohybovala se v rozmezi 15,6-33,7 %. V pfipadé dvou
izolatl nebyl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil mezi smésmi, ale v pfipadé dalSich
8 izolatl byl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil ve prospéch vyssi tcinnosti smésné A a B.

varianta o3etfeni; Prdméry MNC
Wilksovo lambda=,00436, F(20, 12)=8 4888, p=,00025

Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznaéuji 0,95 intervaly spolehlivosti

13

12+

11}

10}

09}

08t I

07t § I

06 |

o E EE 7 { & 17-15-10b
. E E E T T 17-4-12

04} E E E & 19-28-10

03| & 18-10-14a

0o | % & 17-80-26
' B 17-23-19
0,11 1 4 17-45-1b
0.0 - ' - & 17-12-20

varianta ofetifeni & 17-34-7

Graf 6 Zndzornéni inhibice ristu mycelia pro varinty A2, B2 a C2, pro vSech 10 izolat( jednotlive (Zouhar, 2021)

Tabulka 4 Tukeyiv HSD test pro vybrany izoldt pro A,B a C typ esence v 0,1% koncentraci (Zouhar, 2021)

Tukeylv HSD test; proménna 17_4:12 (esence na miskach.sta) Pfiblizné pravdépodobnosti pro
¢, |post hoc testy Chyba: meziskup. PC =,00959, sv = 15,000
SUﬁk varianta oSetfeni , 4&}63 , 4;{121}61 ,232}82
1 A2 0,991724 0,006117
2 B2 0,991724 0,004799
3 Cc2 0,006117 0,004799
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Tabulka 5 Tukeyiv HSD test pro vybrany izoldt pro A,B a C typ esence v 0,1% koncentraci (Zouhar, 2021)

Tukeyutv HSD test; proménna 17-15-10b (esence na miskach.sta) PFiblizné pravdépodobnosti
pro post hoc testy Chyba: meziskup. PC = ,00611, sv = 15,000

C.

SUﬁk varianta o$etfeni ’ 43121}70 ,3({331}82 , 4:{?.}98

1 A2 0,213223 0,752895
2 B2 0,213223 0,561293
3 Cc2 0,752895 0,561293

Tabulka 6 Tukeytiv HSD test pro vybrany izoldt pro A,B a C typ esence v 0,1% koncentraci (Zouhar, 2021)

Tukeylv HSD test; proménna 19-28-10 (esence na miskach.sta) Priblizné pravdépodobnosti
pro post hoc testy Chyba: meziskup. PC =,01710, sv = 15,000

C.

SUﬁk varianta oSetfeni ,6&9}43 , 41{59}08 ’3({):;}21

1 A2 0,012423 0,000411
2 B2 0,012423 0,160647
3 Cc2 0,000411 0,160647

Tabulka 7 Tukeytv HSD test pro vybrany izoldt pro A,B a C typ esence v 0,1% koncentraci (Zouhar, 2021)

Tukeylv HSD test; proménna 18-10-14a (esence na miskach.sta) PFiblizné pravdépodobnosti
pro post hoc testy Chyba: meziskup. PC = ,01754, sv = 15,000

C.

SUﬁk varianta oSetfeni , 4%}52 , 4123}81 ,31{1%)}58

1 A2 0,977097 0,492197
2 B2 0,977097 0,613790
3 C2 0,492197 0,613790

Tabulka 8 Tukeyuv HSD test pro vybrany izoldt pro A,B a C typ esence v 0,1% koncentraci (Zouhar, 2021)

Tukeylv HSD test; proménna 17-80-26 (esence na miskach.sta) Priblizné pravdépodobnosti

pro post hoc testy Chyba: meziskup. PC = ,00577, sv = 15,000

C.

Sur"\k varianta oSetreni ,5%}63 ’5%}2 4 ’ 43:;}73

1 A2 0,691095 0,012178
2 B2 0,691095 0,060589
3 c2 0,012178 0,060589

Tabulka 9 Tukeyiv HSD test pro vybrany izoldt pro A,B a C typ esence v 0,1% koncentraci (Zouhar, 2021)

Tukeylv HSD test; proménna 17-23-19 (esence na miskach.sta) Priblizné pravdépodobnosti
pro post hoc testy Chyba: meziskup. PC = ,00420, sv = 15,000

C.

}t;uﬁk varianta oSetieni , 4%}06 , 553}62 ’33‘;3

1 A2 0,376613 0,022029
2 B2 0,376613 0,001532
3 C2 0,022029 0,001532
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Tabulka 10 Tukeylv HSD test pro vybrany izoldt pro A,B a C typ esence v 0,1% koncentraci (Zouhar, 2021)

Tukeyutv HSD test; proménna 17-45-1b (esence na miskach.sta) Pfiblizné pravdépodobnosti
pro post hoc testy Chyba: meziskup. PC = ,00338, sv = 15,000

C.

SUﬁk varianta oSetfeni ,7%}51 ,5%}26 ,613;3};98

1 A2 0,000236 0,003383
2 B2 0,000236 0,157256
3 Cc2 0,003383 0,157256

Tabulka 11 Tukeyliv HSD test pro vybrany izoldt pro A,B a C typ esence v 0,1% koncentraci (Zouhar, 2021)

Tukeylv HSD test; proménna 17-12-20 (esence na miskach.sta) Pfiblizné pravdépodobnosti
pro post hoc testy Chyba: meziskup. PC = ,00201, sv = 15,000

C.

Suﬁk varianta oSetfeni ,6£{917}18 ’552}97 , 4%}4 4

1 A2 0,000299 0,000178
2 B2 0,000299 0,015861
3 Cc2 0,000178 0,015861

Tabulka 12 Tukeylv HSD test pro vybrany izoldt pro A,B a C typ esence v 0,1% koncentraci (Zouhar, 2021)

Tukeylv HSD test; proménna 17-30-80 (esence na miskach.sta) PFiblizné pravdépodobnosti
pro post hoc testy Chyba: meziskup. PC =,01291, sv = 15,000

C.

SUhk varianta oSetfeni 1,({)%,’}01 , 6%25}26 ,3;328

1 A2 0,000203 0,000178
2 B2 0,000203 0,003404
3 c2 0,000178 0,003404

Tabulka 13 Tukeylv HSD test pro vybrany izoldt pro A,B a C typ esence v 0,1% koncentraci (Zouhar, 2021)

Tukeylv HSD test; proménna 17-34-7 (esence na miskach.sta) P¥iblizné pravdépodobnosti pro
post hoc testy Chyba: meziskup. PC = ,00641, sv = 15,000

C.

Suhk varianta oSetfeni ,55{3%3};)8 ’3%}93 ,35}70

1 A2 0,005335 0,001266
2 B2 0,005335 0,731379
3 C2 0,001266 0,731379
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vs s ve

Z této analyzy vyplynulo pfi porovnani grafu 7 a 8, Ze nejlepsi Ucinnost byla u smési
esenci (ul.) s ozna¢enim A oproti B a C. Z grafi 9—11 naopak se ukazala zanedbatelna ucinnost
smési esenci na inhibici rstu mycelia pro vSech 10 typu izolatu. Celkové tato analyza vyznacila
rozdily mezi koncentracemi ul. napfic izolaty a typy ul. v inhibici rlstu mycelia.

lhnibice rastu pti 1% Ihnibice rlstu pfi Ihnibice rastu pfi
koncentraci 0,1% koncentraci 0,01% koncentraci
100,1 40 11,5
100 _ 35 — 1u
X 999 X 30 X
2 9938 2 25 2105
2 99,7 2 20 2 10
3 ) 3
s 99,6 5 15 S 95
£ 995 £ 10 £
99,4 5 ?
99,3 0 8,5
Al Bl C1 A2 B2 C2 A3 B3 Cc3
Typ + koncentrace ul. Typ + koncentrace ul. Typ + koncentrace ul.
Graf 7 — Priimérnd inhibice ristu mycelia  Graf 8 — Primérnd inhibice ristu Graf 9 — Prdmérnd inhibice ristu
pro vsech 10 izolatd pri 1% koncentraci mycelia pro vsech 10 izoldti pfi 0,1% mycelia pro vsech 10 izolatd pri
ul. (Weigricht, 2021). koncentraci ul. (Weigricht, 2021). 0,01% koncentraci ul. (Weigricht,
2021).
Ihnibice rdstu pfi Ihnibice rlstu pfi
0,001% koncenraci 0,0001% koncentraci
14 16
12 14
X X
; 10 ;’ 12
g 3 g 10
v 6 g o
(8] S
= 5 °
< €4
2 2
0 0
Ad B4 C4 A5 B5 C5
Typ + koncentrace dul. Typ + koncentrace dul.

Graf1v0 - Prﬁfnérlrl(i infibice ristu mycelia ) Graf 11 — Primérnd inhibice ristu mycelia pro
pro vsech 10 izoldtd pfi 0,001% koncentraci vech 10 izoldti pfi 0,0001% koncentraci ul.
ul. (Weigricht, 2021). (Weigricht, 2021).
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V této grafické (graf 12-14) anlyze byla dokdzana 100% inhibice rGstu mycelia
P. cactorum pfi 1% koncentraci pro vsechny typy smési esenci (ul.). Dale byla dokazana
pramérné nejucinnéjsiinhibice rlistu mycelia ul. A pfi 0,1% koncentraci napfi¢ izolaty. Nakonec
byla potvrzena stejné zanedbatelna inhibice rlistu mycelia mezi 0,01-0,0001% koncentraci
esenci A, B a C, primérné napfic izolaty.

. . o . . o
Ilhnibice rustu lhnibice rustu
esence A esence B
120 120
S 100 & 100
é 80 *?, 30
2 60 2 60
] 4]
Q o
S 40 S 40
= —_
£ 2 I _E 20
: , 11
Al A2 A3 A4 AS BL B2 B3 B4 BS
koncentrace koncentrace
Graf 12 — Inhibice riistu esence A pro vsech Graf 13 — Inhibice riistu esence B pro vSech 5
5 koncentraci prdmérné pro vsech 10 koncentraci primérné pro vsech 10 izolatd
izolata (Weigricht, 2021) (Weigricht, 2021)

Inhibice ristu esence C

120
100
80
60

40

Inhibice rastu (%)

20

. i

C1 Cc2 C3 c4 C5

koncentrace
Graf 14 — Inhibice ristu esence C pro

vsech 5 koncentraci priimérné pro vsech
10 izolatu (Weigricht, 2021)
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5.1.1 Invivo testy

Zdrojova data potrebna pro vyhodnoceni viz pfiloha CD disk (na konci diplomové prace).
Z dosazenych vysledkd vyplyva, Ze jednoznacné doslo k napadeni rostlin P. cactorum
v kontrolnich variantach, protozZe ve vétsiné parametr( jsou statisticky vyznamné rozdily mezi
zdravou a inokulovanou rostlinou napfi¢ odridami kromé hmotnosti kofen(.
houba: Praméry MNC
Wilksovo lambda=,05509, F(10, 15)=25,729, p=,00000

Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti

20

18 ¢
16 -
14 I
12 %
10 ¢ }:

8 L

o T +

o b i s

2| E | _& pocet listh

N1 * “@ hmotnost listd
2
0r E E | 1 _% pocet plodl
ol | _& hmotnost plodd
_& pocet kvétd

4L {1 ® hmotnost kvétd

6 . . ~ ¢ pramér kofenového kréku
} - K _ A& délka kofenu

_+ hmotnost kofend
houba “% hmotnost kofenového kréku

Graf 15 Porovndni zdravych (kontroly) a inokulovanych variant rostlin bez osetreni pripravky
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Dale byly sledovany jednotlivé odrlidy a jejich parametry v porovnani s neoSetfenou

inokulovanou kontrolou, v tomto pfipadé byl zaznamendn statisticky vyznamny rozdil odriady

Karmen v parametru hmotnost kofenového krcku, kde smés esencidlnich oleji Cislo jedna

vykazuje nejvyssi Ucinnost. Dalsi parametry nebyly ovlivnény.

hmotnost kofenového kréku

2,0

Varianta; Praméry MNC

Wilksovo lambda=,06794, F(30, 21,222)=1,0609, p=,45122

Dekompozice efektivni hypotézy

Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti

1,8 1

161

14 ¢

1,2 ¢

1,0 ¢

0,8 |

0,6

0.4

0,2

KFC

Graf 16 Vystup pro parametrické testovani Anova

Tabulka 14 Tukeylv HSD test — hmotnost korenového krcku u variant KFC, 2FC, 1FC, 3FC (Zouhar, 2021)

2FC

Varianta

1FC

3FC

Tukeyuv HSD test; proménna hmotnost kofenového krcku (esence sklenik.sta) Priblizné
¢. |pravdépodobnosti pro post hoc testy Chyba: meziskup. PC =,08101, sv = 16,000
Sunk Varianta ,75{316}00 ,75}00 1,51%}80 ,85{;213}00
1 KFC 0,955318 0,017394 0,940626
2 2FC 0,955318 0,006255 0,707619
3 1FC 0,017394 0,006255 0,052827
4 3FC 0,940626 0,707619 0,052827
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U odridy Sondta nebyly zaznamenany statisticky vyznamné rozdily. V pfipadé odrldy
Wendy byly sledovany statisticky vyznamné rozdily v parametrech primér a hmotnost
korfenového krcku ve prospéch osetfeni smési Cislo 2.

Varianta; Priméry MNC
Wilksovo lambda=,03874, F(27, 24,006)=1,8173, p=,07159
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznaduji 0,95 intervaly spolehlivosti
10

ho kréku

prumér kofenové

3FW 2FW 1FW

Varianta

KFW

Graf 17 Vystup pro parametrické testovdni Anova

Tabulka 15 Tukeylv HSD test — primér korenového krcku pro varianty KFW, 3FW, 2FW, 1FW (Zouhar, 2021)

Tukeyuv HSD test; proménna prumér kofenoveého krcku (esence sklenik.sta) Pfiblizné
¢. [pravdépodobnosti pro post hoc testy Chyba: meziskup. PC = 1,5435, sv = 16,000
sunk Varianta 4,£{111}60 5,5}80 8,131}20 6,:{4,?80
1 KFW 0,718456 0,001363 0,108121
2 3FW 0,718456 0,010651 0,524733
3 2FW 0,001363 0,010651 0,150168
4 1FW 0,108121 0,524733 0,150168
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hmotnost kofenoveho kréku

2,2
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Varianta; Priiméry MNC
Wilksovo lambda=,03874, F(27, 24,006)=1,8173, p=,07159
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti

?

)

7

KFW

3FW

Graf 18 Vystup pro parametrické testovdni Anova

2FW
Varianta

1FW

Tabulka 16 Tukeylv HSD test — hmotnost korenového krcku pro varianty KFW, 1FW, 2FW, 3FW (Zouhar, 2021)

Tukeydv HSD test; proménna hmotnost kofenového kréku (esence sklenik.sta) Priblizné
pravdépodobnosti pro post hoc testy Chyba: meziskup. PC =,12508, sv = 16,000

G,

Sunk Varianta ,55{312{30 ,5%22}00 1,é31}2o ,7%2}00

1 KFW 0,093042 0,004183 0,830257
2 3FW 0,093042 0,002481 0,684371
3 2FW 0,004183 0,002481 0,022817
4 1FW 0,830257 0,684371 0,022817

Stejné tak jako v in vitro testech i v in vivo testech se projevila vyssi t¢innost smési Cislo

1 (A) a 2 (B), je také moZné sledovat urcity trend v rozdilech mezi odridami, ale tento trend

nejevi statisticky vyznamné rozdily. Studovan byl také efekt fytotoxicity, kdy neinokulované

rostliny byly oSetfeny esencidlnimi oleji. Vtomto pfipadé nebyly az na jednu vyjimku

pozorovany statisticky vyznamné rozdily ve vSech deseti sledovanych parametrech.
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Uc¢innost esencialnich olejii
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Graf 19 Rozdil hmotnosti korenového krcku mezi kontrolou + P. cactorum (PC) a variantou esence + P. cactorum pro
jednotlivé typy smési esenci

U¢innost esencialnich olejd
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Graf 20 Rozdil hmotnosti listu mezi kontrolou + P. cactorum (PC) a variantou esence + P. cactorum pro jednotlivé typy smési
esenci
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Ucinnost chemického osetreni

Hmotnost listl

1 .
, 1l N
Wendy Sonata Karmen

Odrady

H Kontrola ® Kontrola s Alliete

Graf 5 Rozdil mezi hmotnosti listii mezi kontrolou + P. cactorum (PC) a variantou kontrola + Alliete + P. cactorum
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6 Diskuze

Vzhledem k ubyvajicim moznostem oSetfovat plochy s jahodnikem proti Phytophthora
cactorum syntetickymi, chemickymi a toxickymi ptipravky (fungicidy) je tfeba hledat nové
sméry ochrannych opatfeni vic¢i tomuto patogenu. Mnoho ucinnych latek jako napfiklad
Methyl bromid, velmi u¢inny fumigant, jsou jiz zakdzany pouZivat z hlediska rizika pro Zivotni
prostredi. Jiny problém predstavuji ucinné latky, u kterych byl prokazan vznik rezistence napf.
Metalaxyl. Ktomu v Ceské republice je registrovano 5 pfipravk(l spadajicich do kategorie
chemické ochrany rostlin a 1 pripravek spadajici do kategorie biologické ochrany rostlin.
Phytophthora cactorum zpuUsobuje na jahodniku fytoftorovou hnilobu kofenového krcku
jahodniku nebo koZovitou hnilobu jahod. Jednou z velmi uéinnych metod ochrany proti
zamoreni péstebnich ploch timto patogenem je prevence. Preventivni metody ochrany rostlin
jsou nedilnou soucasti integrované ochrany rostlin a v dnesni dobé bychom méli tyto metody
spolu se spravnou péstitelskou praxi implementovat v co mozna nejvyssi mite.

Podle ridznych studii se sekundarni metabolity extrahované z aromatickych rostlin jevi
jako potencialni ucinné latky v boji proti houbovym chorobam. Tyto sloZité pfirodni smési jsou
sloZzené z 20 az 60 komponentU. Mezi hlavni slozky esencialnich olej(, které se vyznacuji silnou
inhibi¢ni aktivitou patfi monoterpeny, seskviterpeny nebo nékteré fenolové slouceniny
(thymol, karvakrol, eugenol). Tyto komponenty se ve vysokém mnozstvi vyskytuji v esenci
z Eugenia caryophyllata, Cinnamomum zeylanicum a Thymus vulgaris. Toxicitu esencidlnich
olejl prokazuji studie zminéné v literarni resersi viz kapitola 3.6 Esencialni oleje. Je patrné, ze
se védci pfi vybéru esencidlniho oleje proti rGznym patogenlm orientuji pravé podle
smésného sloZeni esencialnich oleji. Napfriklad 50% inhibice rlistu mycelia u P. cactorum
nastala pfi 0,073 pg / ml esencidlniho oleje z Asarum heterotropoides var. mandshuricum
(Yang, a dalsi, 2010). Negativni vliv na Zivotaschopnost Phytophthora cactorum se prokazal
u esencialniho oleje (EQ) z Origanum heracleoticum (Salamone, a dalsi, 2007), dale také
u P. infestans pomoci EO z Eugenia caryophyllata, Thymus vulgaris, Pelargonium graveolens
a Cymbopogon winterianus (Mazakova, a dalsi, 2018) aj.

V této diplovomé préci byla v experimentu vlivu esencialnich olejd na P. cactorum v in
vitro testu a vliuv aplikace esencialnich olejli na P. cactorum v in vivo podminkach nadobového
testu ziskdna unikdtni data o ucinnosti vybranych smési esencialni olejli, o rdznych
koncentracich na inhibici P. cacorum. Tyto vysledky jsou preneseny do tabulek a grafu
a ndzorné potrvzuji ihibiéni efekt na vyvoj P. cactorum pro vybrané testy viz kapitola 5
Vysledky. Timto testovanim byly ziskany nové informace o ucinnosti esencidlnich olejl
v ochrané jahodniku proti P. cactorum v in vitro a in vivo podminkach a byl splnén cil této
diplomové prace. Dale bylo potvrzeno, Ze existuji kombinace esencialnich olej, které v in vitro
podminkdch inhibuji rGst mycelia P. cactorum ze 100 %. Tato Uspésna inhibice rlistu mycelia
byla ve viech 3 pfipadech typ( ucinné Iatky (A, B, a C) podminéna 1% koncentraci pro vSech
10 izolatl. V pripadé dvou izolatl 17_15 10b a 18 10 _14a nebyl zaznamenan statisticky
vyznamny rozdil mezi smésmi pro 0,1% koncentraci (A2, B2, C2), ale v pfipadé dalsich 8 izolatud
byl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil ve prospéch vyssi i¢innosti smési esenci A2 a B2.
Statiticka analyza potvrdila, Ze soucinost esenciadlnich oleja z Eugenia caryophyllata,
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Cinnamomum zeylanicum a Thymus vulgaris dosahla nejlepsich vysledkd mezi jednotlivymi
typy esenci. Podobné v in vivo podminkdach bylo potvrzeno, Ze existuji kombinace esencialnich
olejl, které maji pozitivni vliv na nardst vétSiho mnoiZstvi biomasy oproti infikované
neoSetfené kontrole napfi¢ spektrem odr(d. Stejné tak jako v in vitro testechiv in vivo testech
se projevila vy$si ucinnost smési Cislo 1 (A) a 2 (B), je také moZné sledovat urcity trend
v rozdilech mezi odridami, ale tento trend nejevi statisticky vyznamné rozdily. Pozitivni efekt
na narlst hmotnosti a priméru korfenového kréku nastal po osetfeni priprvkem 2 (B) u odrady
Wendy oproti kontrole. Zaroven u variant oSetfenych esencidlnimi oleji byl zaznamenan vyssi
narust biomasy oproti oSetfenym variantam pripravkem Alliete.

Studovan byl také efekt fytotoxicity, kdy neinokulované rostliny byly oSetfeny
esencialnimi oleji. Vtomto pfipadé nebyly az na jednu vyjimku pozorovany statisticky
vyznamné rozdily ve vSech deseti sledovanych parametrech. Srovnani vysledkt z in vitro a in
vivo testovani ukazalo, Ze i kdyz ucinnost esencialnich oleji na inhibici P. cactorum pfi 1%
koncentraci v in vitro podminkach je 100 %, v in vivo podminkach k tomu tak nedoslo. Tento
pfechod z laboratorniho do vnéjsiho prostredi je klicovy pro realné pouzivani téchto pripravka.

V dal$im sméfovanim vyzkumu by se mélo zaméfit na vice faktorl. Z hlediska vybéru
smési esencialnich oleju se Ize zaméfit na nové kombinace, které vychazeji z esenci pouzitych
v této diplomové praci obohacené o esence, které vykazuji taktéz fungicidni aktivitu (Mentha
piperita, Ocimum basilicum nebo Citrus sinensis) (Blesa, a dalsi, 2020). Ddle se lze zaméfit na
hledani konkrétnéjSi hranice mezi 100% a nizsi inhibici rdstu mycela mezi 1-0,1%
koncentracemi smési esenci. Jak vyplyva z vysledkl pro 1% koncentraci vSech typl ucinné
latky, pro 10 izolatl byla Gcinnost inhibice 100%. Pro 0,1% koncenrtaci vsech typG Gcinné latky,
pro 10 izolatl byla ucinnost inhibice mezi 15,6-33,7 %. Hranice inhibice rlstu mycelia P.
cactorum se nejspis nachdazi mezi 1-0,1% koncentraci A, B, a C typud smési esencialnich olejl
(ul.). V ptipadé experimentu vlivu aplikace esencidlnich olejd na P. cactorum v in vivo
podminkach nddobového testu je za ucelem ziskani vice dat (pro Iépe vypovidajici vysledky
statistickych metod) potieba provést vice opakovani nez 5. Zajimavym smérem dalSiho
vyzkumu negativniho vlivu esencidlnich olejli na Zivotaschopnost Phytophthora cactorum v in
vitro a in vivo podminkach je kombinace esencidlnich olejii s biologickymi pfipravky na
ochranu rostlin. Nebo kombinace esencialnich olejli se stavajicimi pfipravky kategire chemické
ochrany rostlin. Velmi podstatné je zaméfit se na prevedeni vyborné negativni ucinnosti
esencialnich oleju na Zivotaschopnost P. cactorum v in vitro podminkach do in vivo podminek.
Tato vyzva vede k moZnostem testovani ucinnosti preparatl v polnich podminkach ve
viceltych opakovanych experimentech nebo zkouseni rliznych formulaci smési esencialnich
olejl pro sledovani trvani stalosti fungicidniho Gcinku v in vivo podminkach.
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ZAavér

e Vtéto praci byly smési esencidlnich olejd smésich oznacenych A (1)
(hfebi¢ek+skofice+tymian neboli HR+CINO+TV), B (2) (geranie, tymian neboli PG+TV),
C (3) (skorice+citronela+kafr neboli CINO+CW+KAF) byl testovan jejich uéinek na 10
vybranych izoladtech P. cactorum v péti rlznych koncentracich (1%, 0,1%, 0,01%,
0,001%, 0,0001%).

e Byla prokadzana hypotéza negativniho vlivu esencidlnich oleji na Zivotaschopnost P.
cactorum v in vitro a in vivo podminkach.

e Testovanim vlivu esencialnich olejl na P. cactorum v in vitro testu byly ziskany nové
informace o Ucinnosti esencidlnich oleji v ochrané jahodniku proti P. cactorum v in
vitro a in vivo podminkach.

e Existuji kombinace esencidlnich olejl, které v in vitro podminkach inhibuji rist
mycelia P. cactorum ze 100 %. Tato Uspésna inhibice rlstu mycelia byla ve vsech 3
pfipadech typl ucinné latky (A, B, a C) podminéna 1% koncentraci pro vSech 10
izolata.

e V pripadé koncentrace 0,1% byla U¢innost na inhibici v rozmezi 15,6-33,7 %, rovnéz
se projevil rozdil v i¢innosti jednotlivych smési na rlizné izolaty.

e V pfipadé koncentrace 0,01 % se inhibice rGstu pohybovala v rozmezi 8,2-10,5 %. V
pfipadé koncentraci 0,001 % a 0,0001 % byla inhibice rGstu stanovena napti¢ smésmi
na 7,2-13,5 %. V téchto dvou koncentracich Ize sledovat ojedinélé pfipady, kdy jedna
ze smési vykazuje rozdil od dalSich dvou, a to na rlaznych izoldtech. Lze tedy
konstatovat, Ze i velmi nizké koncentrace ovliviuji rast P. cactorum, a pro dalsi testy
by bylo vhodné pouzit zejména smési A (1) a B (2).

e Existuji kombinace esencialnich olejli, které maji pozitivni vliv na narlst vétsiho
mnoZstvi biomasy oproti infikované neosetrené kontrole napfi¢ spektrem odrid. Vin
vivo testech byla vyssi Ucinnost smési Cislo 1 (A) a 2 (B). Pozitivni efekt na nar(st
hmotnosti a priiméru kofenového kréku nastal po oSetfeni priprvkem 2 (B) u odridy
Wendy oproti kontrole. Pfipravek Alliete nejevil vyraznéjsi znamky vyssi Gcinnosti
v ochrané proti P. cactorum, nez ptipravky na bazi esenci.

e Jednoznacné doslo k napadeni rostlin P. cactorum v kontrolnich variantach, protoze
ve vétsiné parametrl jsou statisticky vyznamné rozdily mezi zdravou a inokulovanou
rostlinou napfi¢ odrddami kromé hmotnosti kofen(. V pripadé fytotoxicity nebyly az
na jednu vyjimku pozorovany statisticky vyznamné rozdily ve vSech deseti
sledovanych parametrech.

e Diky sou¢asnému omezovani registrovanych syntetickych, chemickych pfipravkd na
ochranu rostlin maji esencidlni oleje potencidl jako biologické pfipravky nékteré
chemické nahradit. Jejich vyhoda spociva v pfirodni povaze a obnovitelnych zdrojich.
Jejich vyrazna antimikrobialni ucinnost byla prokazana jiz v mnoha studiich i v této
diplomové praci. Dalsi vyzkumy negativniho plsobeni esencialnich olejd proti
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patogenlm vsech druh( jsou Zaddouci a nevihnutelné a mohou pfinést pozoruhodné
vysledky.
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Priloha 1 Hlavni druhy rodu Fragaria a jejich ploidie (Husaini, a dalsi, 2016).

F. nilgerrensis

Ploidie Druh Ploidie Druh
Diploidni (2x)? F. vesca Tetraploidni (4x) F. corymbosa
F. viridis F. orientalis

F. moupinensis

F. daltoniana

Penta a hexaploidni (5x a 6x)

F. bringhurstii

F. nubicola Hexaploidni (6x) F. moschata
F. innumae Oktaploidni (8x) F. chiloensis
F. yesoensis F. virginiana
F. mandschurica F. iturupensis®
F. nipponica F. x ananassa
F. gracilis Dekaploidni (10x) F. iturupensisb

F. pentaphylla

Pozndmka: °x — zdkladni Cislo chromozomu v haploidnim genomu (x = 7); b — ploidie F. iturupensis neni zcela jasnd.

Priloha 2 Hloubka korenového systému jahodniku (Harant, a dalsi, 1986)
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Priloha 3 Rostlina jahodniku (Harant, a dalsi, 1986)
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Priloha 4 Celkovd sklizeri jahod v CR v tundch (Buchtovd, 2020; 2013; 2010; 2002)

20000

18 000

16 000

14 000

12 000

10 000

hmotnost (t)

8 000

6 000

4000

2000

1970 meeesssss———— 7 144

1980 MmEEEEEEEESEEEESSS——— 12 479

1996 IS 16 396
1997 I |

1960 mmm 1572

Celkova sklizefi jahod v CR (t)

6 606

14169
547
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1999
2000
2001

10589
10 407

I 12
N

2002

2004 EE——— 7 883
2005 e 7 375,

2006
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18 20
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2007 M 11 993
2008 NEEEEEEEES—— ]2 543
|

2009
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Ptiloha 5 Priimérné ceny zemédélskych vyrobcti v CR v K&/t (Buchtovd, 2020; 2013; 2010; 2002)

10331
9691

]
2016 NEEESSS———— 9 271

2015

8 257

2018 EEEEEEE— 6 322

2017 N—

2019 meesssmmmmmm 6 384

Druh
ovoce

2015

2016

2017

2018

2019

2020*

Jahody
(KE/t)

63 667,-

67 833,-

77 325,-

89 538, -

90 000,-

103 705,-

Pozndmka: * priimér za obdobi od 1. 1.-30. 9. 2020

Priloha 6 SpotFeba ovoce v CR v hodnoté cerstvého podle jednotlivych druhii v kg/os. za rok (Buchtovd, 2020; 2013; 2010;

2002)
Druh 2008 | 2009 | 2010 | 2011 | 2012 | 2013 | 2014 | 2015 | 2016 | 2017 | 2018
jahody
zahradni 2,8 2,8 2,8 3,0 2,4 2,7 2,7 2,5 2,5 2,4 2,5
(kg/os.)

Priloha 7 Dovoz vybranych druhti ovoce do CR v tundch (t) v letech 2013-2020 (Buchtovd, 2020; 2013; 2010; 2002)
Komodita 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020*
jahody (t) 10 627 11122 11 665 12 396 13471 13 349 16 466 12 426

Pozndmka: * udaje za obdobi od 1. 1.—-31. 8. 2020




Priloha 8 Celkovd plocha a produkce jahod v hlavnich regionech v letech 2003 a 2013 (Husaini, a dalsi, 2016)

Produkce (t) Plocha (ha)
Region 2003 2013 2003 2013
Svét 5041331 7 739 622 320990 361 662
Evropa 1224692 1484987 162 543 162 315
Asie 2 334 869 3845553 113121 143 036
USA 977 945 1360 869 19 587 23 549
Afrika 184 582 417 135 6 250 10671




Priloha 9 Taxonomicky strom Phytophthora cactorum (umisténi v Clade 1) (Kang, 2006)

P. cactorum P0714

P. sp. P6625
P. pseudotsugae P10339
P. hedraiandra P11056
P. idaei P6767

P. andina P13365

P. infestans P10650
P. mirabilis P3005
P. phaseoii P10145
P. ipomoeae P10225
P. iranica P3882

7 P. clandestina P3942
80 P. tentaculata P8497
98 P. nicotianae P6303

P. katsurae P10187
_"[_E P. sp. *novaeguine® P1256
P. heveae P3428

__*E P. ohioensis P16050
P_ quercina P10334

P. colocasiae P6317
P. meadii P6128

P. siskiyouensis P15122
P. mengei P1273

P. citricola P1814

P. plurivora P10679

P. capensis P1819

P. multivora P7902

P. muttivesiculata P10410

Priloha 10 Tabulka sekvenci a orientace PC primerd (P. cactorum) (Causin, a dalsi, 2005)

183 P. quercetorum P 15555
Qf’;— P. megakarya P8516
P. palmivora P0255

P. nemorosa P 10288
e ,_*': P. psychrophila P10433
P. ilicis P3539
L P. pseudosyrningae P10437
* — P. erythroseptica P1699

* — P. pori P7518
| {L— P. primulae P10333
P. brassicae P10414

Clade 1

Clade 5

Clade 2

Clade 4

Clade 3

Clade 8

Primer Nucleotide Sequence Orientation Tm=C % CG
PC1 S'GAAACCGGGTGTTGATATCGGACY forward 66 50
PC2 SGTTTCGGGTGCTGCCAAAAACTS reverse 66 50
PC3 SGCATTCAGTATCTCGAAGTAGCTS reverse 66 435
PC4 SGCCACTGGCTGCTGTTTTTAAACS forward 68 47.8
PCs STCTCACATACATGTACCTGTAGCY TEVETSE ti 43.5

VI



Pfiloha 11 Zivotni cyklus P. cactorum zptisobujici koZovitou hnilobu jahod
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Pfiloha 12 Zivotni cyklus P. cactorum zptisobujici fytoftorovou krékovou hnilobu jahodniku
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Priloha 13 Priznaky fytoftorové krckové hniloby jahodniku zpisobené P. cactorum. Typicky kolaps rostlin. (Aglave, 2019).
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Priloha 15 Priznaky koZovité hniloby jahod zptsobené P. cactorum na nezralych a zralych plodech jahod (Aglave, 2019)




Priloha 18 Morfologie P. cactorum — spodni Faa: sukovité mycelium a oospora v oogoniu s paragindlnim antheridiem; vrchni
fada: papildtové sporangie, prazdné sporanium a vyklicené oospory produkujici sporangie (Ristaino)

P. cactorum



Priloha 19 Efekt fungicidnich ucinnych latek proti koZovité hnilobé jahod (Aglave, 2019)

Effect of Fungicides on Control of Strawberry Leather Rot

Treatment and Rate Leather  Marketable Total No. Total

{aifha) Rot (%)*  Fruit (%)"  of Fruits  Yield (kg)® Percent Disease Conirol
Pyraclostrohin (0,20 kg) 0.5 gd H.8a 1080 a 108 a 99
Aroxystrobin (0,28 kg) 04a 97.8a 10548 10.9 8 99
Phosphorows acid (235 k) Ea .8 a 1065 a 1048 9
Mefenoxam (056 kg) 3a FT7.%a 1080 a G6a 99

Untreated control 581 b 359b 1144a T7h -

-

* Mean percentage of Piviophthora cactenem-infected fruit from three harvest dates (June 3, 7, and 10

b Mean percentage of marketable fruit from the above three harvest dates.

= Total yield from the above three harvest dates for 3 m of crop row per replication.

2 For percentages, the analysis was based on the angular transformation. Numbers followed by the same letter within
columns do not differ significantly according to Duncan's modified {Bayesiany L3I test (P = 0.05).

Priloha 20 Procento rostlin infikovanych Fytoftorovou hnilobou korebového krcku jahodniku v cervenci a zdri (svétlé zelend
zari; tmavé zelend Cervenec) (Berrie, 2011)

90 mduty
80 4 O September
70 A ]
60 4
50 4
40 -
30
20
10 -
0 - ||
- = "] T — (I-] ] = o - - [=] [=] o L]
n m - 1]
i ¥ 3 E § ¢ ¥ £ § § £ & L g B
o £ e £ E 8 8 & = g ) o S £
b & 8 e I ] = 2 ] [ 5
£ 5 T =z = P
= s T

Xl



krcku (P. cactorum). (Berrie, 2011)

Priloha 21 Chemické a biologické fungicidni pripravky testované na jahoddch v roce 2010 na kontrolu proti hnilobé korenového

Product Active Product Ir::;;ducrt Application
ingredient type i pe method
itre
Lintreated - - - -
) i - Drench soon after
Amistar azoxystrobin Fungicide 0.5mi planting
) . . Drench soon after
Rewvus mandipropamid | Fungicide 0.3ml planting
: - Drench soon after
Ranman A cyazofamid Fungicide | 0.1ml planting
100 mi of diluent
Fenomenal :gﬁgtnili-nﬁn; Fungicide 0.75glL per plant 2 weeks
after planting
, - Foliar spray to new
Experimental 1 HDC E6 Fungicide 1.6 all growth at 1000L/ha
Lintreated - - - -
. Foxamide + - Drench soon after
Electris mancazeb Fungicide |0%9qg planting
. . - Drench soon after
Option cymaxanil Fungicide 0.075q planting
. - Foliar spray to new
Aliette fosetyl-Al Fungicide | 3.75g growth at 1000L/ha
. - Drench soon after
FParaat dimethomaorph Fungicide 19 planting
Flant .
. ; ; Foliar spray to new
Chitoplant chitosan resistance | 10
stimulator growth at 1000L'ha
Flant )
. . Foliar spray to new
Experimental 2 | HDC F10 resistance | 10 ml
stimulator growth at 1000L'ha
Flant )
. : Foliar spray to new
Experimental 3 | HDC F10 resistance | 5 mi
stimulator graowth at 1000L'ha
Drench 100mlfplant
Presto Gliocladium Biocontrol | 5 /L 50 ml | at planting and
P catenwlatum agent f plant repeated 4 weeks
later
4 miiL Drench 100miplant
. . Biocontrol at planting and
Serenade Bacillus subtils agent ggnr:{f repeated 4 weeks

later

Xl




Priloha 22 Fotodokumentace in vivo nddobového pokusu s jahodnikem — prdce s jahodnikem (Zouhar, 2021)
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Priloha 24 Fotodokumentace in vivo nddobového pokusu s jahodnikem — zaloZeny pokus (Zouhar, 2021)
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