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Citlivost Botrytis cinerea k silicim

Souhrn

Tato diplomova prace se zabyva antifungalni aktivitou vybranych rostlinnych silic proti
kmentm Botrytis cinerea v in vitro a in vivo podminkéach.

Literarni reSerSe pfinasi zakladni informace potfebné k pochopeni feSené problematiky.
Prvni ¢ast literarni reSerse se sklada z uceleného ptehledu o patogenu B. cinerea, jeho zpiisobu
Sifeni v hostitelskych rostlinach, $edé hnilobé (choroba kterou B. cinerea zptsobuje) a ochrané
rostlin pted touto chorobou. Dalsi ¢ast literarni reserSe podava zakladni informace o rostlinnych
silicich, v€. jejich chemickém sloZeni, a testovani antifungalni aktivity. Dale literarni reSerSe
pojednava o hlavkovém zeli, jeho zemédélském vyznamu a jeho nejvyznamnéjsich chorobach.

V in vitro experimentech byla zjiStovana antifungalni aktivita tymianové, skoficové,
hiebickové silice, silice z oregana a z citronové travy vaci kmenim B. cinerea. Na zakladé
vysledku z in vitro experimentii byly vybrany tii silice (tymianova silice, silice z oregana a
citronové travy) k dalSimu studiu v in vivo experimentech. V ramci in vivo experiment byly
hodnoceny fungicidni vlastnosti silic vii¢i B. cinerea na skladovaném hlavkovém zeli. Nejvétsi
antifungalni aktivita byla zjisténa u silice z oregana. Ta inhibovala rtst kolonii kment B.
cinerea ve vsech provedenych experimentech. Tymianova silice také u¢inné inhibovala rust. .
Silice z oregana a tymianova silice by mohly byt u¢innymi prostfedky k regulaci negativniho
pusobeni houby B. cinerea pii skladovani zemé&dé€lskych produktt , které vSak vyzaduji dalsi
experimenty ke zlepSeni podminek pouziti. Vysledky diplomové prace také ukazuji rozdily
v citlivosti k jednotlivym silicim mezi jednotlivymi kmeny B. cinerea.

Klicova slova: Seda hniloba, ochrana skladovanych zemédélskych produktt, fytopatogenni
houby, biofungicidy, hlavkové zeli (Brassica oleracea var. capitata)



Sensitivity of Botrytis cinerea to essential oils

Summary

The aim of this thesis was to recognize the antifungal activity of selected plant essential
oils against Botrytis cinerea strains under in vitro and in vivo conditions.

The literature review provides basic informations necessary to understand the problem.
The first part of the literature review consists of a comprehensive overview of the pathogen B.
cinerea, its methods of spreading in host plants, and the grey mold (the disease caused by B.
cinerea) and plant protection against this disease. The next part of the literature review provides
information on essential oils, including their chemical composition and testing for antifungal
activity. The literature review also discusses cabbage, its agricultural importance and its the
most important diseases.

The antifungal activity of thyme, cinnamon, clove, oregano, and lemongrass essential
oils against B. cinerea was investigated in in vitro experiments. Based on the results from the
in vitro experiments, three essential oils (thyme, oregano, and lemongrass essential oil) were
selected for further study in in vivo experiments — The in vivo experiments evaluated the
fungicidal properties of essential oils against B. cinerea on stored cabbage. The greatest
antifungal activity was found for oregano essential oil. It inhibited the growth of colonies of B.
cinerea strains in all experiments performed. It inhibited the growth of colonies of B. cinerea
strains in all the experiments performed. Thyme essential oil was also effective in growth
inhibition. Thus, oregano essential oil and thyme essential oil could be an effective tool for
controlling the fungus under crop storage conditions, but these require further experiments to
improve the conditions of use. The results of the thesis also show differences in susceptibility
to the different essential oils between different strains of B. cinerea.

Keywords: grey mold, protection of stored agricultural products, phytopathogenic fungi,
biofungicides, cabbage (Brassica oleracea var. capitata)
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1 Uvod

24

Tento patogen je pivodcem Sedé hniloby, ktera je charakteristicka vodnatou a mékkou
hnilobou a bilou az Sedavou barvou mycelia. Napadeni plodin Sedou hnilobou muize byt
zna¢nym ekonomickym problémem, protoze B. cinerea napada velké mnozstvi plodin.
Dal$imi problémy muize byt znehodnoceni plodin az uplna ztrata sklizné¢. Choroba se muze
tak Sifit z odumielych plodin a rostlinnych zbytkd, protoze B. cinerea zije také
saprofytickym zpusobem Zivota. B. cinerea pfedstavuje problém i béhem skladovani
plodin, protoZze Seda hniloba muze snizit kvalitu skladovanych plodin a zkratit tak jejich
zivotnost. V soucasné dob¢ je cilem omezit pouzivani chemickych fungicidi a najit
alternativni zptusoby ochrany rostlin.

Alternativnim zpasobem ochrany rostlin mize byt vyuziti rostlinnych silic, které diky
svému chemickému slozeni mohou byt pouzity jako fungicidy ptirodniho ptvodu.
Chemické slozeni silicim dava antifungélni, antibakteridlni nebo insekticidni vlastnosti,
diky kterému mohou pisobit na velké mnozstvi mikroorganismi. Tyto uc¢inky mohou
inhibovat rust a reprodukci houby B. cinerea a tim minimalizovat poskozeni plodin a jejich
ztraty. Silice diky svému piirodnimu plivodu mohou byt Setrnéjsi variantou k Zivotnimu
prostiedi, protoze jsou 1épe biologicky odbouratelné, tudiz nezanechaji dlouhodoba toxicka
rezidua.

Hlavkové zeli (Brassica oleracea var. capitata) je zemédélsky vyznamnou komoditou,
protoZe je zdrojem potravy pro lidi 1 zvifata. Obsahuje vyznamné latky pro lidskou vyZivu
jako vitaminy, mineraly, antioxidanty a vlakninu. Tato zelenina je také cilem mnoha
chorob a skudct, které snizuji jakost zeli a zpisobuji ztraty na vynosech v relativné
kratkém case. K ochran¢ hlavkového zeli mohou byt pouzity chemické fungicidy nebo
silice, které mohou byt aplikovany i preventivné pro zvySeni odolnosti rostlin proti
chorobam.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Rostlinné silice vykazuji antifungalni aktivitu proti rastu kment patogenni houby Botrytis
cinerea a jsou vyuzitelné jako alternativni latky v ochrané hlavkového zeli pfed timto
patogenem béhem skladovani.

Cilem této diplomové prace bylo zjistit citlivost kmenti houby B. cinerea k vybranym
silicim v In vitro podminkach a nasledné zhodnotit antifungalni vlastnosti silic vybranych na
zaklad¢ vysledkd z in vitro experimentil pfi vi¢i patogennimu pusobeni kmenti houby B.
cinerea vici skladovanému zeli.



3 Literarni reSerse
3.1 Rod Botrytis

Houby rodu Botrytis nalezi mezi hospodaisky vyznamné a ¢asto zkoumané organismy,
pfi¢emz tento rod byl popsan téméi pied 300 lety (Garfinkel 2021). Tyto houby jsou polyfagni
parazité, ktefi jsou schopni zit jako saprofyté (zivi se rozkladajicim se organickym materidlem),
parazit¢ nebo poloparazité. Neékdy jsou schopni tyto typy chovani stfidat. Jako parazité
produkuji toxiny a enzymy, které¢ degraduji bunécné stény hostitele. Ve stadiu saprofyti jsou
schopni zit na odumielé rostlinné tkédni, ale jinak jsou schopni zit na rostlin€ v jakémkoli stadiu
vyvoje (Aleu & Collado 2001). Zastupci rodu Botrytis jsou nejéastéji zaznamenavany na
bobulich ovocnych plodin, zelenin€, okrasnych rostlindch a nékterych polnich plodinach.
Vyskytuji se v Sirokém spektru prostiedi od poli ptes skleniky az po sklady, kde mnohde
zpusobuji vyznamné ztraty (Carisse 2016).

Zastupci rodu Botrytis napadaji své hostitele ve vSech klimatickych pasmech — od
destnych pralest pfes poust a arktickou tundru po mirné pasmo. Rod Botrytis obsahuje
Z hostitelského zabéru nékolik specificky orientovanych druhti a jeden generalisticky
orientovany druh. Generealisticky orientovanym druhem je Botrytis cinerea Pers., ktera byl
popsan u vice nez 1400 druhl rostlin, nicméné sSkutecné spektrum hostiteli bude
pravdépodobné mnohem vyssi. Specificky orientované druhy napadaji obvykle tzky zabér
hostitel nebo urcitého hostitele, na nich plisobi virulentné. Pfi napadeni tohoto ramce hostitelt
muze dojit zaroven i k infekci B. cinerea nebo ke koinfekci jednoho hostitele né€kolika druhy
Botrytis (Romanazzi & Feliziani 2014; Garfinkel 2021). Vycet nejvyznamné&jsich druht rodu
Botrytis je uveden v Tabulce 1 (Fillinger & Elad 2016).

Rod a druh Nejbéznéjsi hostitel
Botrytis aclada Cesnek (Allium)
Botrytis allii Cesnek (Allium)
Botrytis byssoidea Cesnek (Allium)
Botrytis caroliniana Ostruzinik (Rubus), jahodnik (Fragaria)
Botrytis cinerea Velké rozpéti rostlin
Botrytis convoluta Kosatec (Iris)

Botrytis deweyae Denivka (Hemerocallis)
Botrytis elliptica Lilie (Lilium)

Botrytis fabae Vikev (Vicia)

Botrytis fabiopsis Vikev (Vicia)

Botrytis gladiolorum Mecik (Gladiolus)
Botrytis globosa Cesnek (Allium)
Botrytis hyacinthi Hyacint (Hyacinthus)
Botrytis narcissicola Narcis (Narcissus)
Botrytis paeoniae Pivonka (Paeonia)
Botrytis pelargonii Muskat (Pelargonium)
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Botrytis polyblastis Narcis (Narcissus)

Botrytis porri Cesnek (Allium)

Botrytis pseudocinerea Brukev (Brassica), jahodnik (Fragaria)
Botrytis sinoallii Cesnek (Allium)

Botrytis sinoviticola Réva (Vitis)

Botrytis sphaerosperma Cesnek (Allium)

Botrytis squamosa Cesnek (Allium)

Botrytis tulipae Tulipan (Tulipa)

Botrytis sp. group S Jahodnik (Fragaria), réva (Vitis)

Tabulka 1: Seznam druhd Botrytis nejvyznamnéj$ich v zemé&délstvi a zahradnictvi (pfevzato z Fillinger & Elad
2016)

Zastupci rodu Botrytis zptsobuji u svych hostiteld rizné choroby, tudiz je obtizné
ptiznaky téchto chorob pouhym pohledem specifikovat a k dané chorobé¢ ptifadit. Pfiznaky se
projevuji napf. hnilobou kvéta, skvrnitosti list nebo hnilobou kotent a cibuli. Pfi izolaci v in
vitro podminkéch je druhy mozno morfologicky rozlisit, ale ve velkém mnozstvi pfipadi je
potieba uchylit se k molekuldrnim metodam. Identifikace patogenu je velmi dtlezitd pro volbu
spravné strategie v boji vic¢i chorobé, avSak postupy ochrany rostlin u nékterych druhi se
podobaji. Dale je po identifikaci patogenu diilezité urcit zdroje inokula slouzici k $ifeni houby
(Garfinkel 2021).

3.2 Botrytis cinerea Pers.

Botrytis cinerea je acrobni patogen, ktery napada vice nez 200 druhd riznych rostlin po
celém svéte. Diky svému nektrotrofnimu zptsobu Zivota se B. cinerea stala dilezitym modelem
pro studium nekrotrofnich hub na molekuldrni Grovni. Na trhu miizeme najit nepieberné
mnozstvi fungicidt K jeji redukei, ale fada z nich nema vysokou uc¢innost diky jeji genetické
plasticité (Williamson et al. 2007). Botrytis cinerea ma anaformni i teleomorfni stadium (dtive
znamé pod jménem Botryotinia fuckeliana) (Garfinkel 2021).

B. cinerea zpusobuje chorobu zvanou $eda hniloba projevujici se Sedym nadychanym
myceliem, které je na povrchu napadenych rostlinnych tkani dobie viditelné a rozpoznatelné.
Ztraty z vynosil se pii napadeni rostlin touto chorobou pohybuji celosvétové kolem deseti
miliard dolard ro¢né. B. cinerea se v asexualnim stadiu $ifi pomoci asexualnich spor, jeZ pfi
styku s rostlinou kli¢i za vzniku apresorii a pomoci tzv. penetration pegs pronikaji skrze
kutikulu do tkani. Houba produkuje enzymy a peroxid vodiku, kterymi si pomaha pii praniku
kutikulou a po pruniku bunécnou sténou z pektinu prorasta. Bunécéné stény rostlin s nizkym
obsahem pektinu jsou pro B. cinerea nevhodnym substratem, protoze tato houba pro prorustani
skrze bunécné stény produkuje pektinolytické enzymy, které se podili na rozkladu pektinu. Dale
produkuje celulazy a hemicelulazy, které rozkladaji bunécné stény a diky tomu houba ziskava
Ziviny z bunééné stény. Patogen produkuje velké mnoZstvi sekundarnich metabolitil, které
nekrotizuji rostlinné tkané a pomahaji nekrotizaci pletiv hostitele. Po pruniku B. cinerea do
hostitele se v rostlinnych pletivech tvofi primarni léze a dochazi k oxidaci prostiedi
nahromadénim radikali, jez Gsti v bunéénou smrt. Takto naprogramovana bunécna smrt je pro
nekrotrofy jako B. cinerea vyhodna, protoze prostiedi se stava odolné vucéi biotrofnim
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patogent. Produkce malych molekul RNA zptsobuje uml¢ovani nékterych genti a tim dochazi
K potlaceni imunitni reakce. Ochrana rostlin pted B. cinerea tkvi v pouziti kombinace
fungicidl, odstranéni napadeného a odumfelého rostlinného materialu, snizovanim vlhkosti
béhem skladovani a ve sklenicich. Nechemickd ochrana pomoci antagonistickych
mikroorganismu pfi napadeni kvéta a ploda se také jevi jako u¢inna (Boddy 2016).

3.2.1 Taxonomické zarazeni

B. cinerea v dnesni dob¢ nalezi do nasledujicich taxonomickych skupin (Rizvi & Raman 2017,
Cheung et al. 2020):

- Doména: eukaryota

- Rige: Fungi (houby)

- Kmen: Ascomycota (vieckovytrusé)

- Podkmen: Pezizomycotina

- Trtida: Leotiomycetes (voskovickoplodé)

- Rad: Helotiales (voskovitkotvaré)

- Celed’: Scleorotiniaceae (hlizenkovité)

- Rod: Botrytis

3.2.2 Zivotni cyklus

B. cinerea mize zit dvéma zplsoby — patogenné a saprofyticky. Pfes zimu pteziva B.
cinerea saprofyticky na $irokém a riznorodém spektru hostiteld a substrati. Na vinicich po
celém svété bylo objeveno nékolik zdrojl prezimujiciho inokula v nekrotickych pletivech révy
vinné (Elmer & Reglinski 2006).

Zivotni cyklus Botrytis se sklada z nékolika fazi — vegetativni somatické faze, stadium
mycelia, konidie, sklerocia a v kterych pripadech mikrokonidie (spermacia) (Beever & Weeds
2007). Teleomorfni stadium je vysledkem oplozeni zralého sklerocia mikrokonidiemi za vzniku
apothecia, kde dochazi tvorbé pohlavnich askospor. B. cinerea se v§ak rozmnozuje pievazné
nepohlavnimi konidiemi (mitospory) (Jackson 2014; Garfinkel 2021).

Konidie (makrokonidie) jsou myceliem produkovany pii nepohlavnim rozmnoZovani
(Beever & Weeds 2007). Jsou na vzpiimenych hyfach tzv. konidioforech (Jackson 2014).
Konidiofory s konidiemi ukazuje Obrazek 1. Tvorba konidii se fidi pfesn¢ definovanym dennim
cyklem — iniciace, produkce a Sifeni. Tento cyklus je ovlivnén kolisanim teploty a vlhkosti.
Rychlé sniZeni vlhkosti a zvySeni teploty zpusobi zkrouceni a vyschnuti konidioford, coz
zapiic¢ini uvolnéni konidii do vzduchu. (Williamson et al. 2007) Spory ptezivaji pomérné
kratkou dobu a jejich zivotnost zavisi na vlhkosti, teploté, mikrobiadlni aktivité a slune¢nim
Sifeni konidii kapkami deité je pro samotné konidie Zadouci, protoZe vyzaduji vysokou
vzdusnou vlhkost (Shaw et al. 2016) Tvorba konidii je stimulovana uréitymi vinovymi délkami
svétla, ale nékdy mohou sporulovat i ve tmé.
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Obrazek 1: Konidiofor s konidiemi (pfevzato z Giorbelidze et al. 2019)

Sklerocium je klidové stadium vyvijejici se v nekrotickych tkani hostitele a je také
dulezitym mechanismem pieziti B. cinerea. Sklerocium je houbou produkovano béhem
pfezimovani, tudiz je odolné vuci nepfiznivym podminkdm prostiedi. Béhem ptiznivych
podminek na jafe se sklerocium probouzi a kli¢i. V tomto obdobi produkuje konidiofory a s
konidiemi, coz velmi pravdépodobné zpusobuje napadeni rostlin na zacatku vegetacniho
obdobi. B. cinerea také produkuje mikrokonodie ze starnoucich mycelii figurujici v pohlavnim
rozmnoZzovani houby, a tudiz ke vzniku apothecii. Bun&cna sténa obsahuje melanické pigmenty
amedularni (dfenové) hyfy, které obklopuje kontinudlni matrice z f-glukanti. Vnitrobunéénymi
rezervoary zivin jsou polyfosfaty, glykogen, lipidy a proteiny. Tvrdy povrch sklerocia obaluje
vnitini mycelium, které chrani pted vysychanim, UV zafenim nebo mikrobidlnim napadenim.
Mycelium preziva v odumielych tkanich hostitele, ale 1 v semenech slouzici jako primarni
inokulum. Odumielé listy, kvéty a plody vytrvalych plodin obsahujici velké mnozstvi mycelia
a byvaji umistény ve vyssich patrech plodin, odkud mohou Iépe §ifit konidie a iniciovat infekci
(Williamson et al. 2007; Fillinger & Elad 2016). Tvorba sklerocii je obecné nejvice spojovana
S piisobenim v rostlinnych tkanich, ale byl vSak prokazan vektorovy vztah mezi muskou
Drosophila melanogaster a B. cinerea. Konidie ze sklerocia ,,vykli¢ily* v hmyzim
predzaludku, dale se pretransformovaly v mycelia a diferencovaly v mikrosklerocia.
Mikrosklerocia mohou v musce piezivat a dale byt hmyzem rozsifovana béhem celého jejiho
zivota. Drosophila melanogaster by mohla mit velky vyznam v zachovani inokula B. cinerea,
jelikoz dospélci této musky piezimuji (Louis et al. 1996).

Apothecium je stadium vznikajici ze sklerocia pohlavni cestou. Pohlavni cyklus
zahrnuje spermatizaci sklerocia mikrokonidiemi za vzniku apothecii a askospor. (Williamson
et al. 2007). Expanduje do apikalni a miskovité mnohobunétné plodnice hyalinniho az
zlutohnédého zbarveni. Apothecium se vétSinou tvoii za Casného jara, kdy jest€¢ chladno a
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vlhko, a pida je pokryta rozkladajicimi se rostlinami. Vzacné pozorovani mohou byt ¢astecné
vysvétlena bledou barvou a malou velikosti tohoto stadia (Jackson 2014). Iniciace apothecii
nebyla dosud dikladné prozkoumana a produkce apothecii u vétSiny plodin napadenych B.
cinerea je vzacna (Williamson et al. 2007).

Zastupci rodu Botrytis mohou vytvaiet do¢asna odpocivajici stadia, tzv. chlamydospory.
Chlamydospory najdeme ve starnoucich kulturach a také ve stromatickych ¢astech hub, které
jsou ve spojeni se sklerocii a zneciStény jinymi organismy. Vznikaji pfeménou vegetativni
myceliarni ¢asti na termindlni bunky a uvoliuji se rozpadem hyf (Elad et al. 2004).
Chlamydospory mohou piezit velmi sucha a nepiizniva obdobi nékolik mésict. Za piiznivych
podminek ,.kli¢i“ a produkuji mikrokonidie nebo hyfy (Fillinger & Elad 2016). Mechanismus
infekce

Pro B. cinerea jsou dilezitymi infekénimi vstupy kvéty hostitele, kde miize napadat
ruzné organy kvétu v zavislosti na hostiteli. Mechanismus napadeni kvétu ukazuje Obrazek 2.
Infekce kvétu ¢erného rybizu se $iti skrze kvétni organy, které jsou napadeny pies plodolisty
nebo pestik. U hrusky nebo révy vinné vSak pestik nemusi byt kliCovym mistem priniku
inokula. U hrusky jsou mistem pruniku ty¢inky, zatimco u révy vinné infikuji konidie kvétni
lizko a méné také bliznu. Konidie nékterych druhti hub Botrytis mohou pronikat pifimo skrze
neposkozené tkan¢ nebo skrze ptirozené se vyskytujici otvory (napt. pruduchy). Tento zplisob
infekce je typicky pro druhy napadajici listy jako nektrotrofni B. squamosa, ktery pronika napt.
do listh cibule skrze praduchy nebo kutikulu, kde tvofi léze na starych listech. Dale je také B.
cinerea schopna pronikat skrze listy fazolu, svestkovymi nebo nektarinkovymi plody naptimo.
V neposledni fadé konidie zastupcti rodu Botrytis véetné B. cinerea pronikaji do hostitele skrze
poranéna pletiva, kde po pruniku zastavaji v klidovém stadiu rizné¢ dlouho dobu, dokud
neza¢nou napadena pletiva organt hnit (Carisse 2016).
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Obrazek 2: Zivotni cyklus Botrytis pii napadeni kvétu (prevzato z Carisse 2016)

Mechanismus §ifeni houby zac¢ina ulpénim konidie na povrchu hostitele. Konidie jsou
pfendSeny pohybem vzduchu a mohou urazit velké vzdalenosti, neZ ulpi na svém hostiteli. Po
uchyceni na povrchu konidie za¢ne klicit a vytvoii tzv. germ tube, které se zméni v apresorium
a dochazi k penetraci tkani hostitele. Bunky pod povrchem vné&jsi tkané jsou nekrotizovany a
dochazi k tvorbé primarnich 1ézi. V této faze Sifeni miiZze mit houba obdobi klidu, ve kterém je
jeji rast omezen. Obdobi klidu je specifické u hostitelt nachylnych v infekcich béhem kveteni.
V urcité, stadiu se za¢ne houba rozristat do dalsich pletiv. Dale dochazi ke sporulaci a tvorbé
inokula potfebné k dal§imu Sifeni. Za optimalnich podminek cely proces trva 3-4 dny
Vv zavislosti na typu tkani hostitele. B. cinerea napada velké rozpéti hostitelt, tudiz ne vSechny
nize popsané procesy jsou zahrnuty u kazdého mechanismu §iteni této houby (Kan 2005).

Pro vypuknuti infekce je klicové inokulum, protoZe jeho zdroje a mnozstvi vyznamné
ovlivituji nastup a pribéh infekce, rychlost rozvoje a také ztraty na vynosech. Inokulum u hub
rodu Botrytis 1ze rozdélit na primarni a sekundarni. Primarni inokulum je to, které ptezilo zimni
obdobi nebo mimo obdobi sklizn€ a je schopné vyvolat infekci, zatimco sekundarni inokulum
zahrnuje dokoncéeny prvni cyklus vyvoje konidii (Carisse 2016). Konidie jsou u B. cinerea
kli¢ovym zdrojem infekce a jsou ve velkych mnozstvich produkovéany v nekrotizovanych tkani
hostitele. Pti vysoké vlhkosti je kli¢eni konidii vyvolano kombinaci fyzikalnich a chemickych
signali. K tvorbé konidii dochazi béhem zvysSené vlhkosti ovzdusi a pii vyssi vlhkosti
nekrotizujicich pletiv. Napfiklad u hrozni révy vinné dochazi k tvorbé konidii pfi teplotach 10-
30 °C a vlhkosti fapikli po dobu nejméné tif hodin, zatimco u jahodniku je optimalni teplota 18
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°C na vlhkych mrtvych listech. Pfi priniku do pletiv hostitele dochazi k tvorbé jednobunécnych
apresorii, které nejsou morfologicky odliseny a jsou odd€lené délici piepazkou od zarodecné
trubice. Schopnost apresorii B. cinerea se §itit mize byt pfisuzovana membranove se $ificimu
regulaénimu proteinu tetraspaninu Pls1. Samotna apresoria usnadiuji penetraci chemicky nebo
mechanicky skrze rostlinné kutikuly a bunéc¢né stény (Dean et al. 2014; Carisse 2016). Dale
existuji dal$i zplisoby Sifeni infekce penetracni cestou pomoci vicebunécnych apresorii, tzv.
infection cushions (Choquer et al. 2021). Nicméné ty jsou malo diferenciované, tudiz je jejich
prinik skrze neporusenou tkan hostitele omezeny a je tedy poteba plisobeni lytickych enzymu
nebo chitinsyntdzovych izoenzymu kvili stabilit¢ bunécnych stén. Pii priniku dochazi k
nekrotizaci tkani v dasledku produkce toxind, které jsou vyznamné v postupném usmrcovani
hostitele. Produkovanymi toxiny jsou botryidal, derivaty kyseliny botcinové nebo peroxid
vodiku (Dean et al. 2014).

Prinik do hostitele mize byt aktivniho nebo pasivniho charakteru. B. cinerea mize
infikovat poskozené misto kutikuly nebo misto, kde uz jind infekce probihala, dale skrze
priduchy nebo pronikat skrze neporuSena pletiva. Pfimy prinik skrze neporusend pletiva
hostitele probiha skrze kutikulu, ktera se sklada z kutinu, polyesteru hydroxylovanych a
epoxidovanych C16-C18 mastnych kyselin a vosku. K priniku nejspiSe dochazi ptisobeni
lytickych enzymt rozkladajici kutin — kutindza a lipdza. Proti kutindze byly vytvoieny
monoklonalni protilatky, které byly pied inokulaci aplikovany na kvéty gerber a doslo tedy ke
snizeni poc¢tu vzniklych 1ézi. Déle byl vytvofen gen nahrazujici gen kodujici tvorbu kutinazy.
Vznikly mutant byl stejné virulentni jako jeho identicka divoka forma na kvétech gerbery nebo
plodech rajcat. Lze tedy vyvodit zavér, Ze samotnd kutindza neni k priniku kutikulou nezbytna.
Lipaza je indukovatelna kutinem jablek nebo sloZkami kutikuly hroznl révy vinné. Tento
enzym ma odlisné kinetické vlastnosti nez kutinaza. Kdyby byly proti lipaze pouzity polyklonni
protilatky pted inokulaci, germ tubes by nemohly kutikulu penetrovat. Tvorba mutanta
neprodukujiciho tuto lipazu a stanoveni jeho virulence miize pomoci se stanovenim nezbytnosti
enzymu k penetraci do kutikuly hostitele (Kan 2005).

Po penetraci jsou bunky hostitele usmrceny diive, nez je napadnou hyfy samotné houby.
Penetraci B. cinerea do buriky dochazi ke kondenzaci jadra a poskozeni bunéénych membran,
coz V okoli hyf vyvola programovanou buné¢nou smrt. Programovana bunééna smrt se jevi jako
nezbytna pro Uspeésné Sifeni infekce. B. cinerea produkuje proteiny nebo nizkomolekularni
latky, které mohou mit pfimy nebo nepiimy vliv na fytotoxickou aktivitu. Mezi tyto latky
fadime toxiny, kyselina §tavelova nebo reaktivni formy kysliku. Mezi fytotoxické latky fadime
napf. botcinolid nebo botrydial, coz je tricyklicky seskviterpen. Botrydial se v hostitelskych
pletivech hromadi ve fyziologicky vyznamném mnozstvi a je tak dalezitym faktorem pfi Sifeni
infekce. B. cinerea produkuje kyselinu §tavelovou jak v in vitro podminkach, tak v rostlinnych
hostitelich. Kyselina stavelova miize s vapnikem svého hostitele tvofit oxalatoveé krystaly a jevi
se spiSe jako kofaktorem $ifeni infekce neZ primarnim fytotoxinem. Dale miiZze stimulovat
degradaci pektinu. Za reaktivni formy kysliku povazujeme superoxid, hydroxylovy radikal a
peroxid vodiku (Kan 2005). Rostlina reaguje na pfitomnost reaktivnich forem kysliku
programovanou bunécnou smrti, kterd v§ak mtze zvySovat odolnost hostitele viici patogentim,
ale také podporovat virulenci houby (Rossi et al. 2017).
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3.2.3 Sekundarni metabolity

Vlaknité houby jakoby B. cinerea produkuji bioaktivni slouceniny sekundarniho
metabolismu, kterym je dilezité vénovat ze zemédélského a zdravotniho hlediska pozornost.
Mykotoxiny, jez patii mezi sekundarni metabolity, maji vliv na rist a vyvoj houby. Tyto
slouceniny vétSinou fadime do skupin slouCenin jako terpeny, polyketidy, neribozomalni
peptidy, prenylované derivaty tryptofanu nebo jako smési mezi témito Ctyimi hlavnimi
skupinami. U vétSiny sekundarnich metaboliti produkovanych B. cinerea neni dosud znam
jejich biologicky vyznam, ale je zndma schopnost této houby produkovat pigmenty chranici
houbu pred UV zéienim. Dal$imi bioaktivnimi latkami jsou slouceniny pomahajici piezit houbé
v konkurenci s dal$imi organismy, které mohou pusobit jako faktory virulence u rostlinnych a
zivocisnych hostiteltl. Produkce sekundarnich metaboliti miize houbé Iépe pomoci se adaptovat
na dany substrat (Collado & Viaud 2016).

Dosud bylo identifikovano 44 gent kodujici produkci enzymi (tzv. key enzymu; KE),
které zodpovidaji za biosyntézu sekundarnich metabolitl. Mezi tyto enzymy fadime terpenové
syntazy, polyketidové syntazy (PKS), neribosomalni peptidové syntazy (NRPS), hybridy PKS-
NRPS a dimethylallyltryptofansyntazy (DMATS). Pocet téchto genti vypovida o schopnosti B.
cinerea produkovat vice nez 40 druhd sloucenin. Rozsah produkce sekundarnich metabolitti
musi byt pro B. cinerea specificky, nebot’ méné nez polovina KE je podobna s KE houbou
druhu Sclerotinia sclerotiorum. Tato houba je blizce piibuzna B. cinerea a pusobi obdobné
nekrotrofné a polyfagné (Amselem et al. 2011). Zatim nebylo mozné identifikovat urc¢ité geny
zodpovédné za biosyntézu jednotlivych sekundarnich metaboliti. Nékteré fylogenetické studie
odhalily, Ze jen n&€kolik KE jsou mezi houbami Siroce rozSifeny. Mezi né patii PKS
zodpovidajici za biosyntézu melaninu nebo NRPS zodpovidajici za biosyntézu siderofort.
Mimo jiné genom B. cinerea obsahuje jesté dalsi klastr gend fidici, kterému je pfisuzovana
zodpovédnost za produkci paxilinu. Tato skute¢nost naznauje, ze dale muze dochazet
k biosyntéze indol-diterpend, které ptisobi toxicky pti ochrané houby pfed hmyzem (Collado &
Viaud 2016).

B. cinerea produkuje dva typy sekundarnich metaboliti pusobicich fytotoxicky -
seskviterpeny botryanového typu a polyketidy. Mezi terpeny muizeme zafadit kyselinu
abcisovou, botrydial nebo dihydrobotrytial, zatimco mezi polyketidy fadime Kkyselinu
botcinovou, botcinerovou, botcininy (cyklické formy), cinbotolidy A a B nebo botrylakton.
Vyse zminéné sekundarni metabolity zplisobuji chlorézu bunck a jejich nésledny kolaps
(Ripardo-filho et al. 2023). Nejviditelngjsim sekundarnim metabolitem B. cinerea zptsobujici
Sedou hnilobu je melanin, ktery dava typickou barvu této infekci. Tato slou¢enina také chrani
konidie a sklerocia této houby pred UV zafenim (Doss et al. 2003). Ve stresovych podminkach,
jako je intenzivni osvétleni mize mit mycelium oranzové zbarveni, coz muze zplsobovat
produkce karotenoidl. Karotenoidy jsou pigmenty, které jsou u rostlin a hub ¢asto produkovany
na ochranu pted oxida¢nim stresem. Pfi sekvenovani genomu byly identifikovany klastry genti
koédujici  enzymy, které se podileji na Dbiosyntéze karotenoidnich enzymi —
fytoendehydrogenazu a fytoensyntazu (Collado & Viaud 2016).

Botrydial je jednim z hlavnich metaboliti B. cinerea, ktery je hlavnim ptvodcem
priznaky infekce. Biosynteticky genovy klastr botrydialu se sklada ze sedmi gent - Bebotl az
Bcbot7. Bebo2 koduje produkei seskviterpenové cyklazy, Bebot5 acetyltransferazu a Bebotl,
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Bcbot3 a Bcbotd4 koduji produkei tii dal$ich enzymi, které jsou specifické pro sekundarni
metabolismus vlaknitych hub. Bcbot6 koduje transkripéni faktor Zn(I1).Cyss a Bchot7
dehydrogenazu. Gen Bcbot2 kéduje enzym seskviterpencyklazu, ktera ma na starost cyklizaci
farnesyldifosfatu (FDP) v biosyntéze botrydialu. Pfeména FDP na tricyklicky alkohol
presilphiperfolan-8-ol (PSP) nebo probotryan-94-ol prokazuje biochemickou funkci tohoto
genu. Dale jsou do procesu zapojeny enzymy acyltransferaza a tii cytochrom P450
monooxygenazy kodované geny Bcbot 1, 3 a 4. Gen Bcbot5 kdduje enzym zodpovidajici za
pfenos acetylové skupiny do probotryant v zavérecné fazi biosyntézy. Transkripéni faktor
Zn(I1)2Cyse zodpovida za regulaci celého toxinového klastru genti a dehydrogenaza se podili
na preméné botryidalu na dihydrobotrytial. Bcbot6 je tedy vyznamnym regulatorem syntézy
botryidalu a hraje vyznamnou roli i v Zivotnim cyklu B. cinerea (Ripardo-filho et al. 2023).

Vznik botrydialu a jeho riznych derivati zavisi na podminkach prostiedi, pti kterych
houba roste (napt. pH). Biochemické studie ukazuji detailni informace o biosyntéze botrydialu
a jeho derivaty z FDP. Bézné se vyskytuji slou¢eniny s riznym oxida¢nim stupném na desatém
a patnactém uhliku. Velké mnozstvi karboxylovych kyselin byly izolovany jako jejich
methylestery nebo laktony. Podrobnym zkoumanim fermentace a dehydrataci bylo izolovano
velké mnozstvi dalSich derivati. Dehydrogenaci napt. botryendialu vznikaji aromatické
slouceniny. Vycet nékterych vyznamnéjSich derivatt botrydialu ukazuje Obrazek 3. Diky
botrydialu a kyselin¢ botcinové je B. cinerea schopna napadat velké mnozstvi bunék rostlin a
tim také vyuzit pro svou vyzivu jejich mrtva pletiva. Koncentrace botrydialu okolo 100 ppm
zpusobi, ze ho houba pfeméni pro ni na méné toxické slouceniny jako je napi. dihydrobotrydial.
Toxicita botryidalu a jeho derivatl neni jen vici rostlinam a byla prokazana vici lidskym
bunkam (Collado & Viaud 2016).
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Obrazek 3: Botrydial a jeho derivaty (pfevzato z Carisse 2016)

Kyselina abscisova je béznym rostlinnym hormonem, ktery se podili na biologickych
procesech jako dormance nebo stres a imunité rostlin. Tuto slouceninu miize také produkovat
malé mnozstvi hub véetné B. cinerea. V in vitro podminkach B. cinerea produkuje velmi mala
az zanedbatelnd mnoZstvi kyseliny abscisové. Pro ziskani primyslovych kmenl k produkci
kyseliny abscisové k agronomickym ti¢eliim byla provedena genetické Gipravy. Vysledkem byly
»vylepsené* kmeny jako napt. ATCC 58025, které maji narusenou schopnost tvorby konidii a
sklerocii, ale ve fermentorech produkuji vice nez 6 g/l kyseliny abscisové. Biosyntéza kyseliny
abscisové vychazi zcyklizace FDP a nasledné oxidace. Byl identifikovan genovy klastr
(Bcabal az Bcaba4) zodpovidajici za nasledné oxidacni kroky, ale ani jeden z ptislusnych geni
nekoduje enzym seskviterpencyklazu cyklizujici FDP (Izquierdo-Bueno et al. 2018). Suarez et
al. 2022 resekvenovali genom kmene B. cinerea B05.10, pficemz byly objeveny nové geny
podilejici se na sekundarnim metabolismu této houby. Jednim z téch to genti je 1 Beste7, ktery
koduje biosyntézu seskviterpencyklazy. Daéle bylo identifikovdno 5 genli kodujicich
seskviterpencyklazu kompletnim sekvenovanim kmenu ATCC 58025 produkujiciho kyselinu
abscisovou. Také byl objeven gen BcestcS/Beaba5 nachazejici se na chromosomu 1 u kmene
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B05.10 kéduje, ktery koduje produkcei seskviterpencyklazu. Tento enzym cykli FDP na 2Z,4E-
a-ionyliden-etan. Na zaklad¢é této skuteCnosti se zda, ze genovy klastr kodujici biosyntézu
kyseliny abscisové se sklada z péti geni (Ripardo-filho et al. 2023). Dosud neni diukaz, ze
kyselina abscisova produkovana B. cinerea ovliviiuje interakce mezi touto houbou a jejimi
hostiteli (Viaud et al. 2016).

Dalsi vyznamnou skupinou toxickych sloucenin ptedstavuji vysoce hydroxylované
nonalaktonové polyketidy — botcinolidy. Biosyntéza kyseliny botcinové a botcinint vyzaduje
pusobeni dvou enzymi PKS, které jsou kodovany geny Bcboa6 a Bcboa9. Béhem studii exprese
20 raznych gent pii sekvenovani genomu kmene B05.10 pravé jen tyto dva geny vykazovaly
vyssi roven exprese. Dale bylo zjisténo, ze tyto dva geny koduji produkei kyseliny botcinové a
jeji derivaty spolecné. Byla navrzena i existence genového klastru kddujici biosyntézu kyseliny
botcinové u B. cinerea, ktery je tvofen sedmnacti geny (Bcboal az Bcboal?7). Dalsi studie
zjistily skutec¢nost, ze gen BcBoal3 a transkrip¢éni faktor Zn(11)2Cyses hraji dulezitou roli
v expresi ostatnich gent Beboal az Beboal2 a produkei kyseliny botcinové (Ripardo-filho et
al. 2023). Botcininy a botrylaktony jsou ptibuzné polyketidy sdilejici identickou strukturu mezi
prvnim a osmym uhlikem. Botrylaktony jsou skupinou latek, které maji laktonovy skelet se
dvéma oxiranovymi mustky (Collado & Viaud 2016).

Melaniny jsou z chemického hlediska velmi rozmanitou skupinou latek zahrnujici
polymerni amorfni slouceniny ridznych struktur. Velké mnozstvi vieckovytrusych hub
produkuje 1, 8-dihydroxynaftalenové (DHN) melaniny, které jsou houbami syntetizovany
polyketidovymi enzymy (Zhou et al. 2022). DHN-Melanin dihydroxynaftalenového (DHN)
typu je pigmentem produkovanym druhem B. cinerea (Chamilos & Carvalho 2020). Tento
pigment dava Sedé hnilobé typické sedé zbarveni, dale Sed¢ zbarvuje konidie a sklerotia. DHN-
melanin je mezi houbami nejprodukovangjsim polyketidem a je také vyznamnym KE.
Geneticky je biosyntéza DHN-melaninu pravdépodobné kdédovana geny Bcpksl2 a Bepksl3.
Gen Bcpks13 tvori klastr se dvéma dal§imi geny, které koduji biosyntézu dal$ich dvou enzymi
podilejici na syntéze melaninu - scytalondehydratazu (Bescd1) a hydroxynaftalenemreduktazu
(Bcbrn2) (Collado & Viaud 2016). Syntéza melaninu vychazi z acetatu, ktery je pomoci PKS
preménén na 1,3,6,8-tetrahydroxynaftalen (T4HN) nebo 2-acetyl-1,3,6,8-tetrahydroxynaftalen
(AT4HN), ktery je také nasledné pomoci yellowish-greenhydrolazou 1 (YGH1) pfeménén na
T4HN. T4HN je dale posupné pomoci enzyml redukovan a dehydratovan na rdzné
meziprodukty jako scytalon, 1, 3, 8-trihydoxynaftalenu (T3HN) nebo monomer DHN.
Monomery DHN jsou lakdzou polymerizovany oxida¢nimi reakcemi na DHN-melanin (Zhou
et al. 2022). Jak bylo vySe zminéno, melanin chrani houbu pted UV zafenim a je také soucasti
bunécnych stén houby, ¢imz se podili na vzniku a udrzeni houbové struktury (Collado & Viaud
2016).

Bikaverin je Cerveny pigment, ktery produkuje jen velmi malé mnozstvi kment B.
cinerea. Tento pigment byl dfive popsan jen u houby Fusarium fujikori a jejich pfibuznych
druhtt (Collado & Viaud 2016). Bikaverin je zchemického hlediska polyketidem
s tetracyklickou benzoxantonovou strukturou, ktera vznika ¢innosti specifické PKS prvni tfidy
a naslednym plsobenim enzymii monooxygenazy a O-methyltransferdzy (Limon et al. 2010).
Horizontalnim pienosem gend z hub rodu Fusarium ziskala B. cinerea klastr Sesti genu (bik1-
6) potiebnych pro biosyntézu bikaverinu. Tento genovy klastr se u riznych druht Botrytis
rozpada na sob¢ nezavislymi mutacemi nebo delecemi. Prave vétsina kment B. cinerea piichazi
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o schopnost produkovat bikaverin diky ztraté genu bikl koédujici produkei enzymu PKS a
mutaci ve dvou dalsich genech. Dosud nebylo objeveno, pro¢ jen velmi malému mnozstvi hub
zustava tato schopnost. Jednim z divodi mize byt dodate¢na ochrana mycelia pied UV
zatenim u téchto druhi hub. Bikaverin se také chova toxicky k prvoktim, hlisticim, oomycetam
a vieckovytrusym houbam (Collado & Viaud 2016). Tento mykotoxin muze pii kontaminaci
zemé&délskych produktd pfinést ¢lovéku zavazné zdravotni problémy, ale dosud neexistuji
n¢jaké konkrétni zpravy o jeho negativnim ucinku na lidské zdravi z kontaminovanych
produktti (Limon et al. 2010).

3.2.4 Sed hniloba

Seda hniloba je choroba zptsobujici vyznacujici se predskliziiovou a poskliziiovou
hnilobou riznych druht rostlin, po celém svété. Pri¢inou vzniku této choroby je houba B.
cinerea a vyznacuje se mékkou a vodnatou hnilobou (Zoffoli & Latorre 2011).

Napadeni zemé&délskych plodin houbou B. cinerea ma rtizné symptomy, které se Spatné
zobeciiuji na urcité rostlinné organy nebo pletiva. Objevuji se mekké hniloby, které se vyznacuji
nasaknutim vodou a rozpadem parenchymatickych pletiv. Poté dochazi k rychlé tvorbé velkého
mnozstvi konidii, coz je nejtypictéjSim symptomem infekce listd a mekkych plodii. Plody
majici silngjsi duzinu vykazuji vodou nasakla sedava pletiva az pti rozkrojeni. Infekce u spousty
druhti ovoce a zeleniny za¢ina napadenim kvétu a tato infekce se dale $iii jako mékka hniloba
postihujici vyvijejici se plody (cukety, okurky, francouzské fazole, jahody nebo jablka). Na
okvétnich listcich se symptomy objevuji postupné — od malych skvrnek po rozvinutou mékkou
hnilobu. K nejvétsimu $ifeni infekce ve skleniku péstovanych rajéat dochazi pfi fezném nebo
jiném poskozeni stonku, kde se mize infekce $ifit celym stonkem. Mékké hniloba zralych ploda
rajcat se objevuje hlavné po sklizni. U nezralych rajcat se miZe objevit skvrnitost, kterd je
znakem Uc¢inné obrany hostitele a ktera zpisobuje, ze také rajéata jsou neprodejna. Pienos
infekce napadenymi semeny byla zaznamenana u vice neZ padesati hostitelll, napt. u Inu,
slune¢nice nebo salatu (Williamson et al. 2007).

Seda hniloba brukvovitych je vyznamnym problémem zejména pii skladovéani bilého zeli,
nebot’ zplisobuje velké skladovaci ztraty. Prvnimi pfiznaky napadeni je vyskyt hnédych skvrn
na listech a stoncich, posléze jsou napadena pletiva mékkou hnilobou, aZ dochazi k odumfeni
tkan¢ a deformaci rostliny nebo jejimu celkovému odumieni. Patogen pfeziva na rostlinnych
zbytcich na poli a v piid€ ve stadiu sklerocia. Optimalni podminky pro Sifeni infekce je teplota
v rozmezi 10-20 °C, vlhky povrch pletiv a vysokd vzdusna vlhkost. Ochrana plodin tkvi ve
sklizni nepfezralych plodin, minimalizaci poskozeni plodin pfi sklizni, skladovani plodin
Vv suchém prostiedi a sklizet pied pfichodem mrazt (Kocourek et al. 2022).

Seda hniloba salatu patii do souboru onemocnéni s obecnym nazvem podehnivani salatu,
které mohou zptisobovat i jiné patogenni organismy napi. Rhizoctonia solani, Sclerotinia
sclerotiorum a S. minor. Symptomy onemocnéni jsou hnédnuti a hniloba kotenového krcku,
nasledné Zloutnuti a vadnuti vné&jSich listli. Objevuje se typické Sed¢ zbarvené mycelium,
vétsinou doprovazené vzniklymi sklerocii. B. cinerea preziva v pude¢ ve stadiu sklerocii nebo
na zbytcich na poli ve stadiu mycelia. Optimélni podminky pro rozvoj choroby je teplota okolo
20 °C a vysoka vzdusna vlhkost. Ochrana plodin tkvi bud’ v prevenci stfidani plodin, péstovani
odoln¢jsich odriid, zamezeni kolisani teplot, nepiehnojovani dusikem nebo vc€asna likvidace
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napadenych rostlin. Chemickd ochrana rostlin miize byt provedena pouzitim fenhexamidu,
boscalidu s pyraclostrobinem nebo iprodionem (Kocourek et al. 2022).

Seda hniloba rajéat a paprik zpasobuje vysoké ztraty uvedenych plodin. Patogen napada
vSechny nadzemni ¢asti rostliny a $ifi se skrze starnouci a odumirajici tkané. Dochazi k tvorbé
vodnatych kruhovych skvrn na poranénych listech a plodech, fapicich a stoncich. Patogen miize
infikovat i kvétenstvi, nebot’ vadnouci kvéty jsou choulostivé k napadeni. Pti napadeni
kvétenstvi muze B. cinerea zpusobit hniloby samotného kvétenstvi a prezivat v ném nebo
nasledné¢ zpusobovat hnilobu ploda. Na plodech se mohou bud’ objevit ohrani¢ené bélavé
kruhovité prstynky, které jsou pouze kosmetickou vadou, nebo se mohou vytvofit bélavé, svétle
hnédé az Sedé kruhovité 1éze kolem stopky (zavaznéjsi forma hniloby). Posléze dochazi
k nekrotizaci pletiv a vyskytu Sedého mycelia. Patogen mtize kratkodobé ptezivat ve formé
konidii, ale ve formé sklerotii nebo mycelia mtze piezivat v pidé nékolik let. Optimalnimi
podminkami rozvoje choroby jsou destivé pocasi, husté porosty nebo piehnojeni dusikem.
Ochrana plodin tkvi pouziti fungicidi takovym zpisobem, aby nedochdzelo k vytvotreni
rezistence. Dale je mozné pro ochranu pouzit UV zéfeni v kratkodobych aplikacich na plodinu
(Kocourek et al. 2022).

Botrytiova kali$ni hniloba jablek u nachylnych odrid jablek (napi. Idared nebo Jonagold)
zpusobuje ve vlhkych podminkdch v predskliziovém a skliziovém obdobi vyznamné
poskozeni plodii. Choroba se projevuje postupné se zvétsujicimi ¢ervenymi skvrnami u kalichu,
které postupné hnédnou. Hniloba nejprve postupuje par centimetr pod povrch a napadena tkan
je mékka a vodnata. Po Case zasychd a duzina kolem mista nekrotizuje. Pfed samotnou sklizni
napadené plody odpadnou a u choulostivych odrid se muiZe infekce projevit 1 béhem
skladovani. K $ifeni infekce miize dochazet uz po napadenim kvétenstvi, dale se choroba $ifi i
na zrajici plod a projevuje se i béhem skladovani jablek. Optimélni podminky pro rozvoj
choroby je kveteni v destivém obdobi u citlivych odrtd. Preventivnim opatfenim proti vyskytu
choroby je zajisténi vzdusné, nehusté koruny, nicméné u nachylnych odrid je i piesto tieba
napadeni oCekavat. Chemickymi prostfedky k potlaceni infekce jsou thiram, pyrimethanil nebo
boscalid a oSetieni se provadi ve fazi, kdy jsou vytvotrena kvétenstvi (Kocourek et al. 2015).

Seda hniloba jahod patfi mezi nejvyznamngjsi chorobu jahodniku, kdy dochazi
Kk poskozeni plodu. Choroba napada kvétenstvi jahodniku, tudiz rostlina nevytvaii plody a
dochazi tak ke ztradtovym vynostim. Napadeni miiZeme pozorovat dale i na kvétech, fapicich a
listech. Nezralé plody béhem rozvoje infekce hnédnou a usychaji, zatimco na zrajicich a zralych
plodech se objevuje mékka hniloba. Dale se objevuje Sedostiibrny az tmavé Sedy povlak
Protahle skvrny se objevuji na stoncich a fapicich, zatimco infikovana kvétenstvi hnédnou a
odumiraji. Patogen pieziva v odumielych nekrotizovanych pletivech jako saprofyt nebo jako
patogen ve form¢ mycelia v infikovanych zelenych rostlinach. Optimalni podminky pro rozvoj
choroby jsou vlhky povrch listl, vysoka vzdusna vlhkost a teploty kolem 20 °C. Houba se
rozsifuje v destivém pocasi uz od dubna a k dal$imu Sifeni dochazi béhem dozravani plodu.
Ochrana rostlin z preventivniho hlediska tkvi v péstovani umoznujici vzdusnost a rychlé
osychani rostlin. Déle je dobré vyvarovat se péstovani nachylnych odrad. Chemicka ochrana
tkvi v pouziti pripravkl jako pyrimethanil, boscalid, fenhexamid nebo cyprodinil a provadét
postiik jiz na pocatcich rozvoje kvétenstvi. Stiidani pripravkl s rozdilnym mechanismem
ucinku muze zabranit vytvoreni rezistence (Kocourek et al. 2015).
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3.2.5 Ochrana rostlin pied pateogennim ptisobenim B. cinerea

K rozvoji infekce B. cinerea dochazi obvykle pted sklizni plodin a miize se objevit béhem
skladovani. Preventivni aplikace fungicidl proti Sedé hnilobé se doporucuje a spociva v polni
aplikaci béhem vegetacniho cyklu plodin. U stolnich hroznii jsou fungicidy aplikovany na konci
kvetouci faze, na samotné hrozny v pribéhu zrani a na hrozny nejpozdéji tii tydny pied sklizni.
Na jahodnik se fungicidy aplikuji v obdobi kveteni v nékolika opakujicich se cyklech a
Vv zé&vislosti na podminkach prostredi.

Syntetické fungicidy pouzivané na ochranu pied B. cinerea miizeme rozdélit do nékolika
skupin podle biochemického ucinku — ovliviiujici funkei dychani, funkci mikrotubuld,
osmoregulaci, biosyntézu methioninu nebo sterolu. Anilinopyrimidy, kam patii cyprodinil,
mepanipyrim nebo pyrimethanil, inhibuji biosyntézu methionini a hydrolytickych latek.
Boskalid nalezi do skupiny pyridin-karboxamidd a ktery u houby inhibuje
sukcinatdehydrogenazu. Dochazi k inhibici syntéz bunéénych membran, ristu mycelia a kliceni
spor a sporulaci. Podobnym t¢inkem pusobi i fluopyram, ktery nalezi do skupiny pyridinyl-
ethyl-benzamidovy fungicid. Fenhexamid a fenypyrazamin nalezi do skupiny hydroxyanilidi a
narusuji syntézu ergosterolu a sterolt. Imidazoly, triazoly, morfolin a dalsi fungicidy jsou
dal$imi skupinami slou¢enin inhibujicich syntézu sterolti a jsou bézné pouzivané v konvenénim
zem&dé@lstvi. Syntéza steroli je nezbytna k tvorbé bunéénych membran a ristu mycelia.
Iprodion patii do skupiny dikarboxymidit a zabraniuje kliceni spor a ristu mycelia inhibici
syntézy DNA a RNA. V souvislosti s ochranou plodin proti B. cinerea doslo k rozvoji
rezistence houby vic¢i fungicidim. PouZiti nékterych z nich bylo omezeno nebo zakazano
v souvislosti boje proti rezistenci (Romanazzi & Feliziani 2014). Dal$im problémem spojenym
s pouzivanim syntetickych fungicida je uinek chemikalii a jejich rezidui na lidské zdravi.
Tento fakt vede k pozadavku na snizovani expozice dané chemikalie na lidi a Zivotni prostiedi
(Romanazzi & Droby 2016).

V navaznosti na problematiku $kodlivosti chemikalii a jejich rezidui nebo pouzivani
v organickém zemédélstvi dochazi k vyvoji a pouziti alternativnich a Setrngjsich technologii
s cilem zachovani kvality a prodlouzeni skladovatelnosti plodin. Tyto technologie 1ze rozdélit
do ¢ty skupin — microbial bicontrol agents (BCA), antimikrobidlni latky ptirodniho ptivod,
dezinfekéni a fyzikalni prostfedky. BCA jsou mikrobialni antagonisté, mezi které patii
kvasinky a rizné bakterie. Ti se pifirozené vyskytuji na povrchu plodin a inhibuji tak rozvoj
poskliziiovych patogentl. Castym cilem BCA je regulace negativniho ptisobeni B. cinerea.
Mezi BCA vykazujicimi u¢innost vac¢i B. cinerea patii napif. kvasinky Metschnikowia
pulcherrima, Pichia angusta, Wickerhasmomyces anomalus nebo bakterie Pseudomonas
syringae nebo Bacillus subtilis. Vyse uvedené mikroorganismy jsou soucasti komerénich
produktii pro regulaci B. cinerea, jejichz vysledky pouziti vypadaji slibn€. Registrace novych
produktti je v§ak velmi nakladna, a proto je pocet registrovanych BCA na ochranu rostlin nizky.
Nicméné spolecnosti vyrabéjici syntetické fungicidy maji zajem také ve svém portfoliu vyrobkt
nabizet i BCA (Romanazzi & Feliziani 2014; Romanazzi & Droby 2016).

Dezinfek¢ni prostiedky se pouzivaji ke sterilizaci povrchu ovoce predevSim pii baleni
ovoce po sklizni. Mezi tyto slou¢eniny patii ethanol, kyselina octova nebo elektrolyzovana
oxida¢ni voda. Kyselina octova a ethanol se projevi jako uc¢inné fumiganty pii preventivni
aplikaci proti hniti stolnich hroznt, zatimco elektrolyzovana oxidacni voda puasobi U¢inné

23



Vv balirnach, kde se snizovala kontaminaci plodin konidiemi patogenti, zejména B. cinerea.
Fyzikalnimi prostfedky je minéno pouziti UV-C zafeni, ozéonu, CA/MA, hypobarické nebo
hyperbarické oSetieni. Vyhodou téchto prostiedkll je vyvarovani se ptimého kontaktu
s plodinou (Romanazzi & Droby 2016).

V ochran¢ rostlin maji vyznamné vyuziti i silice z rostlin, rizné tékavé organické
slouceniny nebo material organického puvodu. Béhem laboratornich pokust se vyznamné
jevily vregulaci infekce zpusobené B. cinerea tékavé slouceniny jako acetaldehyd,
benzaldehyd, benzylalkohol, methylsalicylat, lipoxygenazy, glukosinolaty = nebo
isothiokyanaty. Jejich u€innost je vSak tfeba otestovat ve velkych a komer¢nich postupech, ve
kterych je tfeba jeSté najit spravné koncentrace puisobici proti patogeniim a neposkozujicim
lidské zdravi a zivotni prostfedi (Romanazzi & Droby 2016). Silice jsou produkovany
aromatickymi rostlinami a jsou smési Siroké Skaly tékavych sloucenin a jejich sekundarnich
metabolitil. Spousta téchto slou¢enin mé vysokou biologickou aktivitu a jsou velmi vyznamné
v ochrané rostlin diky svym antibakterialnim, antimykotickym (v€. fungicidnim),
antioxida¢nim, insekticidnim, nematocidnim a herbicidnim G¢inktim (Antunes & Cavaco 2010;
Raveau et al. 2020).

3.3 Silice

Termin silice je podle Mezinarodni organizaci pro standardizaci (ISO) definovan jako
produkt rostlinného plivodu ziskany destilaci vodou nebo vodni parou, mechanicky nebo
suchou destilaci z oplodi citrust. Silice se skladaji z vysoce tékavych latek sekundérnich
metabolitil rostlin a lipofilnich latek, které lze fyzicky ziskat z rliznych ¢asti rostlin nebo
riznych rostlinnych pletiv (Turek & Stintzing 2013). Do dnesni doby bylo identifikovano vice
nez tfi tisice riznych silic (Raveau et al. 2020).

Silice jsou mnoho staleti spolecnosti vyuzivany pro své fungicidni, virucidni, baktericidni,
antiparazitarni nebo insekticidni ucinky v 1ékarské, kosmetické a farmaceutické praxi a také v
zem&dé@lstvi a potravinaiském pramyslu (Bakkali et al. 2008). Silice maji velky vyznam
V ochran¢ rostlin proti riznym Skidcim a patogeniim a zprostfedkovavaji interakci rostlin
s okolnim prostfedim. Maji schopnost odpuzovat nezddouci hmyz nebo naopak urcity hmyz
pfitahovat za i¢elem rozptyleni pylu nebo semen (Nazzaro et al. 2013). Vice nez 300 druhti
silic je komeréné vyuzivano v kosmetice, aromatickych pfipravcich nebo potravinarském
priamyslu (Raveau et al. 2020).

3.3.1 Chemické slozeni silic

Velké mnoZstvi rostlin obsahuje silice, které maji Siroké spektrum biologickych a
farmakologickych vlastnosti (de Martino et al. 2009). Rostlinné silice jsou vétSinou tékavé
kapaliny c¢irého a barevného charakteru. Jsou rozpustné v lipidech a organickych
rozpoustédlech s nizsi hustotou nez voda (Nazzaro et al. 2013). Chemickou analyzou mtizeme
Vv jednotlivych silicich identifikovat az 400 rGznych sloucenin, v nékterych ptipadech i vice
pokud mame k dispozici vhodné a dostatecné citlivé detek¢éni metody (de Groot & Schmidt
2016). Z chemického hlediska mizeme slou¢eniny obsazené v silicich rozdélit do dvou skupin
— tékavé a netékave. Tekava ¢ast tvoii 90-95 % silice a nejcastéji obsahuje terpeny, terpenoidy
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a kyslikaté derivaty. Netékava Cast zabira zbylou ¢ast a nejcastéji obsahuje mastné kyseliny,
uhlovodiky, steroly, vosky, flavonoidy a karotenoidy (Hanif et al. 2019). Chemické slozeni silic
se druhové lisi, dale se lisi dle zem¢& ptivodu, vyrobce nebo roku vyroby. Faktory ovliviwujici
chemické slozeni jsou:

- druh a typ vyskytu rostliny (péstované nebo plané rostouci rostliny),

- prostiedi (podnebi, pudni podminky a vyziva rostlin),

- sklizen, predestilace (pfedbézna tprava biomasy a podminky skladovani),

- zpusob produkce (komercni olej nebo laboratorné vyrobeny olej),

- destilace

- dal$i parametry (podminky a doba skladovani, staii silice, oxidace a ptisobeni

ultrafialového zareni) (de Groot & Schmidt 2016).

3.3.1.1 Terpeny a terpenoidy

Terpeny maji uhlikaty fetézec, ktery je mozné pomoci enzymu cyklaz pietransformovat
do cyklickych struktur. Tim vznikaji monocyklické nebo bicyklické struktury. Terpeny jsou
syntetizovany v cytoplazmé rostlinnych bunék z izoprenovych jednotek. Syntéza probiha pies
kyselinu mevalonovou z acetyl-CoA (Caballero et al. 2003). Terpenoidy jsou odvozené od
terpent S jednou nebo vice funk¢ni skupinou (alkoholovou, aldehydovou, ketonovou nebo
karboxylovou). Dosud bylo popsano vice jak 30 000 terpent, které se déli do skupin dle poétu
izoprenovych jednotek na monoterpeny (CioHie) a seskviterpeny (CisH24). Dale se mohou
vyskytovat napf. diterpeny (C20Hz2), triterpeny (CsoHasg) nebo tetraterpeny, které obsahuji osm
izoprenovych jednotek (Bayala B et al. 2014). Slouceniny, které nalezi mezi terpeny, jSou p-
cymen, limonen, terpinen, sabinen a pinen (Hyldgaard et al. 2012).

Monoterpeny se nachéazeji v silicich riznych rostlin, kde se podileji na aroma a chuti
dané rostliny. Maji acyklickou, mono nebo bicyklickou strukturu a jsou syntetizovany
z geranylpyrofosfatu mononterpensyntasami. Geranylpyrofosfat je dileZitym substratem pro
syntézu famesylpyrofosfatu a geranyl-geranylpyrofosfatu, které jsou dulezitymi slozkami
vV metabolismu bunék u Zivo€icht, rostlin i kvasinek (Loza-Tavera 1999). Monoterpeny jsou
ulozeny v trichomech listu a zlazach rostlin. Rostliny obsahuji monoterpeny k obrané proti
byloZravelim a patogeniim. Nejen, Ze tyto toxické terpeny zptsobuji znacny diskomfort pfi
poziti, ale zdroven plsobi i na mitochondrialni enzymy. Obsah monoterpenti v listech zavisi na
konkrétni rostliné a podminkach prostiedi (napt. teplota ma obecné vliv na rychlost evaporace).
Monoterpeny jsou sekundarnimi metabolity rostlin, které zprostiedkovavaji reakce rostlin na
ruzné stresové faktory. Jedle velka (Abies grandis) utésiiuje misto poranéni tvrdnouci smési
slozenou z pryskyfice, monoterpeni a seskviterpend. Moiska Cervena ftasa (Ochtodes
secundiramea) produkuje acyklicky monoterpen myrcen, ktery ma cytotoxické ucinky, tudiz
zivocichové se konzumaci této fasy vyhybaji (Chern et al. 2013). Mezi dulezité monoterpeny
patii geraniol, thymol, myrtenal, pinen, kafr, borneol a jejich derivaty (Zielinska-Blajet &
Feder-Kubis 2020).

Terpenoidy (téz isoprenoidy) patii mezi terpeny, které prochazi enzymatickou modifikaci
ptidanim molekul kysliku a pfesunem nebo odstranénim methylovych skupin (Hyldgaard et al.
2012). Klasifikace terpenoidti se odviji od po¢tu uhlikii a struktury. Struktura terpenoidi
vychazi z isoprenu (2-methylbuta-1,3-dien). Linearné uspofadané izoprenové jednotky se cykli
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a dochazi tedy k preskupeni celého uhlikového skeletu dle izoprenového pravidla. Klasifikaci
terpenoidi ukazuje Tabulka 2 (Ludwiczuk et al. 2017). Mezi znamé terpenoidy patii thymol,
karvacrol, linalool, linalylacetat, citronellal, piperiton, mentol a geraniol. Terpenoidy vykazuji
antimikrobialni aktivitu, kterd souvisi s jejich funkénimi skupinami. Hydroxylové skupiny
fenolickych terpenoidi a pfitomnost delokalizovanych elektronii jsou zékladem pro
antimikrobialni pasobeni. Antimikrobialni aktivita derivati karvakrolu je mnohem nizsi nez u
samotného karvakrolu. Tento fakt vysvétluje skutecnost, Zze karvakrol obsahuje hydroxylovou
skupinu a u derivatu dochazi k vymeéné této funkéni skupiny napt. za methyletherovou skupinu.
Tato nahrada ovliviiuje antimikrobidlni aktivitu, hydrofobnost a interakci molekul
S membranami. Samotnd hydroxylova skupina vSak neni nezbytna pro antimikorbialni aktivitu
karvakrolu (Hyldgaard et al. 2012).

Nazev Pocet isoprenovych | Pocet uhliku Sumarni vzorec
jednotek

Hemiterpenoidy 1 5 CsHs
Monoterpenoidy 2 10 CioH1se
Sesquiterpenoidy 3 15 CisHa4
Diterpenoidy 4 20 CaoHa2
Sesterterpenoidy 5 25 CasHao
Triterpenoidy 6 30 CaoHas
Karotenoidy 8 40 CaoHeas
Polyterpenoidy Vice jak 8 Vice jak 40 (CsHe)n

Tabulka 2: Klasifikace terpenoidt (pfevzato z Ludwiczuk et al. 2017)

3.3.1.2 Dalsi chemické slouceniny

Aromatické slouceniny silic jsou fenylpropanové derivaty, které se v silicich vyskytuji
vV men§im Mnozstvi nez terpeny a mizeme je rozdélit do dvou skupin podle zptisobu piipojeni
na benzenové jadro. Jednim zptisobem je pfipojeni substituentu pfimo na benzenové jadro a
druhym substituce v postrannim fetézci (Bayala B et al. 2014). Aromatické slouceniny pisobi
obdobné jako monoterpenoidy a seskviterpenoidy. Obsahuji velké mnozstvi navazanych
sloucenin jako alkoholy (skoficovy alkohol), aldehydy (cinnamaldeyhd), fenoly (chavicol a
eugenol), methoxy slouceniny (methyleugenol, elemicin, estragol nebo anetol) a methylen-
dioxy derivaty (safrol, myristin, apiol) (Eslahi et al. 2017).

Alkoholy jsou skupinou latek bakteridcidni, antiseptické a antivirové povahy. Ptirozené
se vyskytuji volné nebo Vv kombinaci sestery nebo terpeny. Monoterpeny obsahujici
hydroxylovou skupinu se nazyvaji monoterpenoly. Pti kontaktu s kizi pusobi alkoholy silic
netoxicky. Mezi alkoholy rostlinnych silic fadime linalool v levanduli, nerol ve chmelu nebo
geraniol v ruzi a pelargonii (Hanif et al. 2019).
sedativni a dezinfekéni Gcinky. Tato skupina slouc¢enin vyznamné ptisobi proti kvasinkam rodu
Candida a mnoha dalsim. Mezi aldehydy silic fadime citral v citronu, citronellal v medunce,
citrusovém eukalyptu nebo citronové travé (Hanif et al. 2019).
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Esterim silic prisuzujeme zklidiiujici a antimikrobialni G¢inky diky ve struktuie
navazanému alkoholu. V I¢karském odvétvi ptisobi estery silic jako sedativa a antimykotika
podporujici v lidském organismu rovnovazny stav. Methylsalicylat je ester odvozeny od
kyseliny benzoové a je hlavni slozkou silice z libavky. Mezi dalsi estery silic fadime linalyl-
acetat v levanduli, bergamotu, geranylformiat v pelargonii, benzylbezoat nebo benzylizobutyrat
(Hiisnii et al. 2007; Hanif et al. 2019).

Ketony jsou skupinou sloucenin vykazujici prolifera¢ni, protikataralni, vulnerativni a
expektoracni vlastnosti. V mediciné jsou ketony silic povazovany za zdravi prospésné
slouceniny, protoze podporuji hojeni ran a tvorbu jizev. Ketony jsou slouceniny spiSe toxické
tije. Dalsimi toxickymi ketony jsou pinokamfon v yzopu a pulegon v penizovce. Nékterymi
netoxickymi ketony jsou fenchon v silic z fenyklu, jasmon v silici jasminu, menton a karvon v
silici maty peprné (Hanif et al. 2019).

Laktony jsou cyklické latky esterové struktury, které byly odvozeny od kyseliny mlé¢né.
Jsou béZznymi komponenty rostlinnych silic a dalSich t€kavych sloucenin rostlin. Laktony
obsahuji heterocyklicky vazany kyslik vedle karbonylové funkéni skupiny vétSinou v péti a
vicecetném cyklu. Laktony s péti uhliky nazyvame y-laktony a laktony obsahujici Sest uhliki
nazyvame o-laktony. Ne&kterymi =zastupci yp-laktonid jsou y-valerolakton, y-dekalakton
s broskvovou vuni, whiskey lakton (3-methyl-4-oktanolid) nebo sotolon (3-hydroxy-4,5-
dimethyl-2-furanon). Nékterymi zastupci d-laktont jsou d-dekalakton obsazeny v ovoci, syrech
a mléénych vyrobcich s kokosovym nebo broskvovym aroma, jasmolakton nebo 2-decen-5-
olid. Kumarin se v naturalni podobé vyskytuje krystalicky ve fazolu tonka nebo senu a je
zodpovédny za sladké, kofenéné, rostlinné aroma. Dihydrokumarin je typicky pro své sladké,
bylinné aroma. Dale je kumarin spolu s bergaptenem, skopoletinem a umbelliferonem v silicich
rostlin z ¢eledi mitikovité (Apiaceae), hluchavkovité (Lamiaceae) nebo hvézdnicovité
(Asteraceae). Nepetalaktony mizeme najit v rostlinach z rodu Nepeta (Hiisnii et al. 2007).

3.3.2 Antifungalni aktivita silic

Silice jsou povazovany za jedny z nejucinnéjsich latek pfirodniho pivodu k Gtlumu a
inhibici rGstu hub. Pfi napadeni substratu houbu dochdzi k syntéze a produkci sloucenin
napadajici tkan substratu, mikrobialnich komunikaénich signalii a rozvoji biofilml. Pribéh
infekce zavisi na mnozstvi inokula, virulenci daného kmene houby, na odolnosti a
imunologickém stavu napadeného hostitele. Variabilita cili plisobeni silic a jejich komponent
je ruzna, ale nejdulezitéj§i mista plsobeni jsou membrany a cytoplazmy bunék
mikroorganismu. Silice mohou ménit i morfologii bunék mikroorganismii a diky svym
antifungalnim vlastnostem mohou byt pouzivany k potlaceni hub na napadenych plodinach
nebo potravinach, zachovani kvality a bezpecnosti potravin nebo prodlouzeni jejich
trvanlivosti. Utadu pro kontrolu potravin a 1é¢iv (Food and drug administration; FDA)
klasifikuje silice jako bezpecné. Jako slou€eniny pfirodniho piivodu jsou lidmi Iépe piijimany
nez slouceniny syntetického plvodu. Antifungalni vlastnosti silic jsou s nejvétsi
pravdépodobnosti zptisobeny terpeny. Terpeny jsou slouceniny, které diky své lipofilni povaze
maji schopnost narusit buné¢nou sténu hub, zpisobit autolyzu buiiky hub, inhibovat sporulaci
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a kliceni hub. Jednotlivé komponenty urcitych druht silic pouzité ke kontrole hub nemayji
takovou ucinnost jako pii pouziti celych silic, kde vSechny komponenty plsobi synergicky
(Nazzaro et al. 2013).

Mechanismus antifungalni aktivity silic neni dosud ptesné vysvétlen. Je vSak znamo, ze
antifungalni aktivitu silic ovliviiuje struktura a funkéni skupiny jednotlivych sloucenin silic
nebo schopnosti molekul slou¢enin v silicich prochazet skrze bunéénou sténu a proniknout tak
fosfolipidovou dvojvrstvou (Grande-Tovar et al. 2018). Cytotoxicka povaha silic tkvi ve
schopnosti narusit bunéénou sténu hub a koagulovat cytoplasmu, coz zplsobi poskozeni
bunécnych organel a uvolnovani riznych druhtt makromolekul. Ty pak mohou diky lipofilni
povaze silic migrovat skrze buné¢nou sténu a poskozenou cytoplasmatickou membranou, kde
dochazi k dal$im narusenim vrstev polysacharidi, mastnych kyselin a fosfolipidi. Nakonec se
bunééné membrany hub stanou snadno propustnymi. Zménou fluidity plasmatické membrany
dochézi k Gniku elektrolyti nebo bunééného obsahu, coz ovliviiuje metabolismu bilkovin.
Hydrofobni povaha silic miize mit vliv na prostupnost membran pro kationty H" a K*, coz
zpisobuje zménu toku protont, ovliviiuje chemické slozeni bun€k nebo jejich aktivitu a méni
buné¢né pH. Zména permeability buné¢nych membran vede Kk naruseni osmotického tlaku nebo
naruseni bunéénych organel, tniku cytoplasmy a ATP. Depolarizaci mitochondrii silicemi
dochazi ke snizeni membranového potencialu vlivem na protonovou pumpu, jez ma vliv na
Ca?" a dalsi iontové kanaly. Permeabilizace mitochondridlnich membran brani draham
cytochromu c, ktera vede k apoptdze nebo nekroze bun€k a postupné tak k jejich smrti (Basak
& Guha 2018; Mani-Lopez et al. 2021). Silice interaguji S ergosterolem, ktery je dulezitou
chemickou slou€eninou pro zachovani integrity bun€k, zivotaschopnosti nebo funkce a
normalniho ristu hub. Silice z tymianu, koriandru nebo maty peprné se vazi na ergosterol a tim
inhibuji rist bunék. Timto zplisobem dochédzi ke zméné fluidity a propustnosti membran.
Zajimavym zpasobem ucinku se jevi interakce fenolovych sloucenin silic s proteiny
obsazenych v cytoplasmatické membrané (poriny). Poriny se tak mohou vysrazet, coz muze
vést k uniku elektrolytli a bunééného obsahu a zpasobit tak rozpad buiiky. Antifungalni aktivita
silic se také muze jevit poskozenim mitochondrii bunék hub. Silice narusuji energeticky
metabolismus inhibici enzymi jako mitochondrialni ATPasy, malatdehydrogenasy a
sukcinatdehydrogenasy. Nizky obsah ATP neptimo inhibuje aktivitu ATPasy plasmatické
membrany, coz vede ke snizeni kyselosti prostiedi a nasledné bunééné smrti. Silice mohou dale
narusit mitochondridlni membranovy potencial zménou toku elektronii ptes elektronovy
transportni kanal. Nasledkem tohoto jevu dochazi K produkci kyslikovych radikalt, které
oxiduji a poskozuji lipidy, proteiny a DNA. Vysoka koncentrace kyslikovych radikald je jednou
z hlavnich biochemickych znakd apoptézy. Za vznik a vysokou koncentraci kyslikovych
radikalt mohou zodpovidat terpeny silic (Grande-Tovar et al. 2018).

3.3.3 Metody testovani antifungalni aktivity silic

Rychly a snadno proveditelny je diskovy nebo jamkovy difuzni test ¢asto pouZivany
jako kvantifikaéni metoda. Tento druh testu zkouma citlivost mikroorganismu k dané latce.
Provadi se zaockovanim ptislusSného mikroorganismu na Petriho misku s agarovym zivnym
médiem, kde je na filtracni papir nebo do agarového zivného media vyrazené malé jamky
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aplikovano malé mnozstvi latky. Vznika tak z6éna omezeného mikrobiadlniho rastu diky
probihajici difuzi silice do agarového zivného média, kterd se nasledné zméti. Vyhodami tohoto
testu jsou mensi naro¢nost provedeni a aplikace malého mnozstvi silice. Nékteré studie fikaji,
Ze tento test poskytuje dobrou indikaci antimikrobialni aktivity. Nicméné rozdilna metodologie
laboratofi nemusi pifinaset srovnatelné vysledky (Hammer & Carson 2011).

Antifungalni aktivitu silic méfime také na agarovém zivném médiu Vv Petriho miskéach,
kde hodnotime rist kolonii hub v Case, nebo inkubaci testovaného materidlu v tekutém
kultivaénim mediu — dilu¢ni metoda v bujonu (Delespaul et al. 2000). Nejcast&jsim zpiisobem
vpraveni silice do agarového zivného média je jeji rozptyleni v samotném mediu. Nejdiive je
potieba silici rozpustit ve vhodném rozpoustédlu nebo pouzit vhodny emulgator. Samotna voda
neni dostate¢né rozpoustédlo, protoze silice jsou s ni Spatné misitelné. Idedlnim rozpoustédlem
je napf. ethanol. Rozpoustédla nebo emulgatory mohou ovliviiovat nebo piimo pusobit na
samotné mikroorganismy a jejich aktivitu. Mikroorganismy mohou byt dale do agarového
zivného média naoCkovany pred jeho ztuhnutim nebo zaockovany na povrch uz ztuhlého
agarového zivného média (Benjilali et al. 1986; Remmal et al. 1993). Po nao¢kovani a inkubaci
se pozoruje rust kolonii nebo velikost inhibi¢ni zony. Diky metodé zaockovani na agarovém
zivném médiu muzeme ur€it minimalni inhibi¢ni koncentraci (Minimum inhibitory
viditelného ristu pozorovaného mikroorganismu. Pokud mikroorganismy kultivujeme dilu¢ni
metodou v bujonu, kde vzorkujeme z kazdého fedéni silice, definujeme minimalni baktericidni
koncentraci (Minimum bactericial concentration; MBC) nebo minimalni fungicidni
koncentrace (Minimum fungicidal concentration; MFC). Tyto parametry nam vypovidaji o
minimalni koncentraci silice potfebné k usmrceni 99,9 % bunék plivodniho inokula bakterii
nebo hub (Hammer & Carson 2011).

Kloucek et al. 2012 wvyvinuli rychlou screeningovou metodu pro hodnoceni
antimikrobialnich vlastnosti silic v odpafujici se fazi. K experimentu byly vyuzity ¢tyidilné
Petriho misky o priméru 90 mm a disky filtraéniho papiru o priméru 85 mm, které byly
napustény silici. Metoda spociva v naliti agaru do vSech dilii spodni Casti, a 1 do vicka. Po
zaockovani pfislusSnym mikroorganismem je do misky vlozen disk z filtra¢niho papiru
napusténého piisluSnou silici a vSe je pak utésnéno uzavieni spodni ¢asti misky vickem se
zatuhlym agarem. Testovali antimikrobialni aktivitu 69 rtuznych silic proti nékolika druhim
bakterii a hub. 39 silic inhibovalo rist kolonii alespoil jednoho Z mikroorganismi a nékteré ze
silic dokonce vSechny mikroorganismy. Timto zptisobem vyvinuli screeningovou metodu pro
testovani antimikrobialni aktivity silic v odpatujici se fazi pfi velkém mnozstvi vzorki
modifikaci jiZ vyvinutych metod.

3.3.4 Vybrané druhy silic

3.3.4.1 Citronova trava

produkované silice na svété (Abdulazeez et al. 2015). 90 % celkového objemu LEO na svété
pochazi z indického statu Kerala. Cymbopogon (Vonatka) je rod vytrvalych vysokych trav,
ktery zahrnuje asi 55 druhti. Tyto travy pochazeji z tropickych a semitropickych oblasti Asie,
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také se péstuji v Jizni a Stfedni Americe, Africe a dal$ich tropickych zemich (Abdulazeez et al.
2015). Citronova trava neboli Cymbopogon citratus, (vonatka citronova), je rostlina nalezejici
do celedi Poaceae (lipnicovité). Rostlina ma dobfe vétveny kofenovy systém, ktery pomaha
proti erozi pudy a v zadrzovani vody (Skaria et al. 2006). V tradi¢ni a ajurvédské mediciné se
silice pouziva ke zmirnéni horecky, nachlazeni nebo k 1é¢b¢ koznich vyrazek, modfin a ran
(Oyedele et al. 2002). LEO ziskavame z listi citronové travy extrakei rozpoustédlem nebo parni
destilaci (Faheem et al. 2022). Spole¢nosti je citronova trava péstovana vice jiz mnoho let pro
své prospésné vlastnosti a 1ékatské ucely po celém svéte. V lidovém 1éCitelstvi byla pouzivana
zejména k 1é¢b¢ kasle, malarie, oftalmie, zépalu plic nebo rliznym onemocnéni. Déale bylo
studiemi prokazano, Ze citronova tradva ma antioxidacni, antiseptické, baktericidni, fungicidni
nebo sedativni G¢inky (Naik et al. 2010)

LEO je hlavnim zdrojem monoterpenaldehydu citralu (3,7-dimethyl-2,6-oktadienal),
ktery tvoii 75-85 % této silice. Citral je racemicka smés dvou isomer — gernaiolu (citral a) a
neralu (citral b) a dava silici aroma citronu. Samotna syntéza citralu z geraniolu v citronové
trav€é je zplsobena ucinkem geranioldehydrogenasy. Geraniol zase vznika odstranénim
pyrofosfatu z geranyldifosfatu pisobenim geraniolsyntasy nebo fosfatasy (Gupta & Ganjewala
2015). Citral z ptirodnich zdroji se vyuziva k vyrobé vitaminu A, avSak produkce
silice z hlediska komer¢niho vyznamu klesla diky vyrobé syntetického citralu (Abdulazeez et
al. 2015). Citral se dale vyuziva k vyrobé iononu a betakarotenu (Tzortzakis & Economakis
2007). LEO dale v malém mnozstvi obsahuje geraniol, geranylacetat nebo myrcen (Silva et al.
2008)

Netoxicky mechanismus U¢inku, bezpecnost pro lidské zdravi a Zivotni prostiedi jsou
hlavni pfednosti ptipisované LEO. LEO je také potravinai'skou pfidavnou latkou, ktera je podle
Utadu pro kontrolu potravin a 16¢iv (Food and drug administration; FDA) obecné uznana jako
bezpecna a je také registrovana a kontrolovana Evropskou agenturou pro chemické latky
(European Chemical Agency; ECHA). V thajské a vietnamské kuchyni se pouziva jako
dochucovadlo jidel, riznych alkoholickych a nealkoholickych napoji, mrazenych a mlécnych
dezertli, cukrovinek, zelatinu, pudingdi, masa a masnych vyrobkt, ryb, vin nebo omacek.
(Skaria et al. 2006; Abdulazeez et al. 2015). V potravinach LEO zachovava senzorické
vlastnosti, inhibuje mikrobialni aktivitu, zachovava kvalitu a prodluzuje trvanlivost (Faheem et
al. 2022).

Studie zabyvajici se antifungélni aktivitou LEO proti poskliziovym fytopatogennim
houbam zjistila, Ze tato silice vyznamné ovliviiuji rozvoj kolonii vybranych poskliziiovych hub.
Do experimentu byly zahrnuty houby jako Colletotrichum coccodes, Botrytis cinerea,
Cladosporium herbarum, Rhizopus stolonifer a Aspergillus niger. Vysledkem studie je, Ze silice
z citronové travy o koncentraci 25 ppm inhibovala o 70 % produkci spor v porovnani se
kontrolou. Nejvyssi koncentrace silice 500 ppm sporulaci velmi zpomalila. Byla také snizena
klic¢ivost spor C. coccodes, B. cinerea, C. herbarum a R. stolonifer, a zaroven byla zvysena
kli¢ivost spor v koncentraci 100 ppm u A. niger. Podle této studie mize byt LEO pouzita proti
Kk omezeni Sifeni patogenti ve skladovaci nebo piepravni atmosféfe jako alternativa
potravinového konzervantu (Tzortzakis & Economakis 2007).
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3.3.4.2 Hrebicek

Silice z hiebicku (dale CEO; Clove essential oil) je jednou z nejvice pouzivanych silic
pro 1é¢bu riznych zdravotnich neduhti nebo jako pfirodni konzervant (Hussain et al. 2017).
V tradi¢ni mediciné se CEO pouziva jako analgetikum, aseptikum nebo v péci o zuby a také
proti bakteriim zptsobujicim zubni kaz nebo paradontdzu (Chaieb et al. 2007). Dale se pouziva
v kosmetickém, parfémovém nebo potravinaiském pramyslu (Haro-Gonzalez et al. 2021). Jako
pfirodni aditivum je silice vyuzivana diky svym antimikrobidlnim u¢inkim a aroma, které mtize
potraviné dodat pro konzumenta jisty fiz (Karutnaratne & Pamunuwa 2017) Hiebic¢ek neboli
Syzygium aromaticum (hiebi¢kovec kofenny) je rostlina péstovana nejvice na Madagaskaru, Sri
Lance, Indonésii a Cin&. NaleZi do &eledi Myrtaceae, ktera zahrnuje vice nez 130 rodt na 3000
druhd (Haro-Gonzalez et al. 2021). Hiebicek je nejvice péstovan na pobiezich v nadmoiské
vySce do 200 m. n. m.. Hlavnim zptisobem ziskani CEO je parni destilace zelenych ¢asti
rostliny. Silice ziskana z urcité ¢asti rostliny mé odli$né vlastnosti. Jakost a mnozstvi CEO jsou
ovlivnény prevazné odridou, poskliziovym oSetfenim, predupravou pred destilaci, destilaci a
modifikacemi po destilaci (Nurdjannah & Bermawie 2012). Jako pfirodni aditivum je silice
vyuzivana diky svym antimikrobidlnim G¢inktim a aroma (Karutnaratne & Pamunuwa 2017)

CEO obsahuje vyznamné mnozstvi fenolovych sloucenin — flavonoidd,
hydroxybenzoovych kyselin hydroxyskoficovych kyselin a hydroxyfenylpropanu (Cortés-
Rojas et al. 2014). Nejvyznamngj$imi a nejvice zastoupenymi slouceninami jsou eugenol
(minimalné 50 %), eugenylacetat, p-karyofylen nebo a-humulen tvoti mezi 10-40 %
z celkového podilu silice (Chaieb et al. 2007; Haro-Gonzalez et al. 2021). Poupata hiebi¢ku
obsahuji malé mnozstvi fenolovych sloucenin, jako jsou methylamylketon, kaempferol,
kyselina gallotanova, o-humulen, p-humulen, methylsalicylat, kyselina krategolova a
benzaldehyd, které davaji hiebicku jeho typické aroma (Hussain et al. 2017).

Studie z roku 2015 zkoumala v in vitro a v in vivo podminkach antifungalni aktivitu
silic z hiebicku a hotcice v evaporaéni fazi proti B. cinerea zpusobujici sedou hnilobu u jahod.
Minimalni inhibi¢ni koncentrace Vv in vitro i vin vivo podminkach byla u CEO 92,56 pl/l
vzduchu a u silice z hoi¢ice 15,42 pl/l vzduchu. V synergii obou silic byla minimalni inhibi¢ni
koncentrace CEO 15,42 pl/l vzduchu a hoic¢ice 1,93 pl/l vzduchu v in vitro podminkach,
zatimco v in vivo podminkach u CEO 11,57 pl/l vzduchu a u hoic¢ice 1,93 pl/l vzduchu.
Kooperace obou vyse zminénych silic méla dale velky vliv na vétSinu pozorovanych kombinaci
koncentraci. Zavér této studie fikd, ze obé testované silice jsou vyznamnymi Ciniteli
s antifungalnimi u¢inky a u¢inné inhibuji rust a rozsifovani B. cinerea (Aguilar-Gonzalez et al.
2015)

3.3.4.3 Oregano

Silice z oregana (dale OEO; oregano essential oil) je vyznamna a Siroce pouzivana pro
své antimikrobialni, antifungalni a antivirové ucinky. Druhy rostlin produkujici OEO jsou
Origanum dictamnus, Origanum hirtum, Origanum onites, Origanum vulgare (Leyva-Lopez et
al. 2017). V tradi¢ni medicing je OEO velmi oblibeny pro své vlastnosti s pozitivnim Géinkem
na lidské zdravi a pouziva se pii 1écbé dychacich cest jako astma nebo bronchitida, dale
pfi 1écbé gastrointestinalnich obtizi, cukrovce nebo menstruacnim problémim (Veenstra &
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Johnson 2019). OEO se také fadi mezi silice, kteti puisobi ucinné proti patogenim, které
zpusobuji infekce a intoxikace z jidla (Singh et al. 2022).

Karvakrol (2-methyl-5-(propan-2-yl)fenol) a thymol (2-isopropyl-5-methylfenol) jsou
fenolické latky, které tvoii nejvétsi ¢ast OEO (ptiblizné 75-85 %). Maji antimikrobialni a
antioxidac¢ni tc¢inky, které jsou ptipisovany jejich lipofilnimu charakteru. Pisobeni karvakrolu
a thymolu zptsobuje expanzi membran naruSenim membranovych proteint, tim se zvySuje
propustnost a méni se mechanismy transportu iontt. Jako antioxidanty zpomaluji oxidaci lipida
vychytavanim volnych radikald, a kromé a dale jsou zodpovédni za charakteristické aroma a
chut (Rodriguez-Garcia et al. 2016). Pti piasobeni obou latek dochazi k naruSeni vné&jsi
membrany gramnegativnich bakterii uvolnénim lipopolysacharidli a ke zvySeni permeability
cytoplazmatické membrany pro ATP. Dochazi ke snizeni syntézy ATP, ale ke zrychleni
hydrolyzy ATP (Juven et al. 1994).

Studie zabyvajici se G¢inky 17 riznymi druhy silic, véetné OEO, vuci B. cinerea. Hlavni
slozky silic byly pak dale identifikovany pomoci GC-MS. OEO vykazoval velmi silné
antifungalni u¢inky v koncentraci 0,5 mg/ml. GC-MS identifikovala jako nejvice zastoupené
komponenty OEO karvakrol, p-karyofylen a thymol. Karvakrol a thymol inhibovaly kli¢eni
spor v koncentraci 300 pg/ml a mira inhibice byla 80,03 %. Poskozeni mycelia bylo zkoumano
rastrovacim elektronovym mikroskopem (Scanning electron microscope; SEM). Mycelium
oSetfené substanci karvakrolu a thymolu o koncentraci 40 pg/ml zptisobilo zvySeni permeability
membran zkoumanych bunék nebo poskozeni mitochondridlnich membran. V in vivo
podminkach méla koncentrace 1000 pg/ml karvakrolu nejlepsi antifungalni G¢inky na Sedou
hnilobu raj¢ete (mira inhibice 77,98 %). Studie tvrdi, ze karvakrol a thymol maji velky potencial
Vv praxi jako pfirodni fungicidy nebo jako hlavni slozky komer¢nich fungicidl pii prevenci a
boji proti chorobam zpiisobenych B. cinerea (Hou et al. 2020).

3.3.4.4 Skofrice

Skofice patii mezi béZnéd koteni pouzivanych v mnoha kuchynich po celém svété jiz
nékolik staleti (Haddi et al. 2017). Skoficovou silici (dale CnEO; cinnamon essential oil)
ziskavame z kury a listd stalezeleného stromu rodu Cinnamomum (skoficovnik), ktery nalezi
do Celedi Lauraceae (vaviinovité). Tato ¢eled’ obsahuje 250 druhl stromt hojné rozsitenych
V jihovychodni Asii, Cin& a Australii. Nejvyznamné&j§imi zastupci z pohledu ziskavani CnEO
jsou skoticovnik cejlonsky (Cinnamonum zeylanicum), skoficovnik ¢insky (Cinnamonum
cassia) a kafrovnik lékatrsky (Cinnamonum camphora), ktery je také znam pod jménem
skoficovnik kafrovnik. CnEO ziskany z listt je levnéj$i nez silice ziskana z kury a je vyuzivana
také jako koteni (Cardoso-Ugarte et al. 2016). CnEO ziskavame pestrou Skalou technik. Jednou
z takovych technik je destilace, ktera je jednou z nejrozsifenéjSich, nejstarSich a
nejjednodussich technik k ziskani CnEO. Hydrodestilaci ziskavame CnEO ze skoticové kiry
nebo listl plisobenim vodni pary jako rozpoustédla, kterd pii bodu varu ptusobi na molekuly
CnEO. Vyznamnymi metodami v extrakci CnEO jsou superkritickd fluidni extrakce,
ultrazvukovéd a mikrovlinna extrakce. Ultrazvukovou a mikrovinnou extrakci pouzivame
piedev§im pro malé a laboratorni analyzy (Haddi et al. 2017).i CnEO je hojné pouzivana
v n¢kolika odvétvich - farmaceutickém, cukraiském pramyslu, vyrobé parfému a alternativnim
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1€katstvi. Dale je vyuzivana v potravinarském primyslu v podobé koteni, potravinarské ptisady
nebo konzervantu (Cardoso-Ugarte et al. 2016).

CnEO je tékava, hydrofobni, mirn¢ viskézni kapalina nazloutlé barvy majici
charakteristickou sladkou, kofenénou, dievitou vini. (Stevens & Allred 2022) Fenolové a
tékavé latky obsazené v CnEO zodpovidaji za charakteristickou chut’ a viini. Obsahové velkou
¢ast CnEO tvoii monoterpeny, seskviterpeny, diterpeny a jejich kyslikaté formy. Biologicky
aktivnimi latkami jsou cinnamaldeyd, cinnamyl-acetat, cugenol a linalool, ktefi maji
antioxidac¢ni, baktericidni a antifungélni G€inky. Dal§imi dalezitymi slou¢eninami CnEO jsou
kafr, karyofylen, trans-a-bergamoten, karyofylenoxid, geraniol, bornylacetat, a-kubeben, y-
elemen, a-kopaen a guaiol (Cardoso-Ugarte et al. 2016). Cinnamaldehyd (3-fenylprop-2-enal)
je v rostliné syntetizovan Sikimatovou drahou z prekursoru fenylalaninu. V rostlinach mizeme
najit jak cis, tak trans formu, ale v kufe skoficovniku se vyskytuje nejvice jako trans isomer.
Cinnamaldehyd zaujima 50-90 % z chemického sloZeni, ale jeho obsah se odviji od druhu a
¢asti rostliny, ze které byla silice ziskdna. Zodpovida také ptevazné za sladké a kotfenéné aroma
silice, na kterém se podileji i dalsi slouc¢eniny. Eugenol (4-allyl-2-methoxyfenol) je derivat
guajakolu vznikly substituci allylového fetézce. Vznika také Sikimatovou drdhou z prekursorii
fenylalaninu stejn¢ jako cinnamaldehyd. Eugenol je hlavni slozkou CnEO ziskaného z listi,
zatimco CnEO z kiiry obsahuje piiblizné 2-13 % eugenolu z chemického slozeni. Trans-
karyofylen (neboli g-karyofylen) patii mezi seskviterpeny a v rostlinach vznika mevalonatovou
drahou z prekursorovych molekul acetyl-COA. V objemu CnEO zaujima podil mensi nez 10
%. Trans-karyofylen ma bicyklickou strukturu a typické sladké aroma (Stevens & Allred 2022).

Studie zabyvajici se vlivem skoficové silice na mikrobidlni kaZeni Cerstvé zeleniny
zkoumala v in vitro podminkach antifungalni u¢innosti proti nékolika vybranym patogentiim
véetné B. cinerea. Skoficova silice byla pouzivana v nékolika koncentracich v rozmezi 25-500
ppm. Aplikace sniZila riist kolonii a produkeci spor pii koncentraci 25 ppm o 63 %. Pfi nejvyssi
koncentraci (500 ppm) byla téméf inhibovana sporulace patogenu B. cinerea. U plodu papriky
a rajCat byla B. cinerea inokulovana do vyseknuté rany a béhem 3 dni expozice vyparl
skoficové silice byla sledovana u akcelerace rtstu papriky, zatimco u rajéat nebyl pozorovan
Zadny rozdil. V pfipadé vystaveni raj¢at vypartim silice o koncentraci 500 ppm po dobu 3 dnil
a nasledné naoCkovani patogenem B. cinerea rist 1ézi snizilo. Vysledky studie naznacuji
inovativnost a uziteCnost pouziti skoficové silice jako alternativu k pouziti syntetickych
fungicidii nebo jinych technik pti skladovani nebo baleni potravin (Tzortzakis 2009).

3.3.45 Tymian

Tymidnovou silici (ddle TEO, thyme essential oil) ziskavdme z rostliny tymidnu
obecného (Thymus vulgaris), ktera je velmi vyznamnou aromatickou bylinou pouzivanou
zejména pro lécebné ucely a kulinarni pfipravu jidel. Tymidn obecny nalezi do celedi
Lamiaceae a samotny rod Thymus obsahuje pfiblizn€ 100 druht rostlin, které v Cerstvém stavu
obsahuji nejvice antioxidantl ze vSech bylin. Pisobi tak proti gastroenterickym a
bronchopulmonalni onemocnénim (Daugan & Abdullah 2017; Almanea et al. 2019). Stonek
rostlin je vzpfimeny a postupem casu dievnati. Rostliny se v pfirodé¢ vyskytuji jako
gynodvoudomé (existuji jednak hermafroditi, tak i samiéi jedinci). Listy tymianu a TEO z nich
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se pridavaji do potravin ke zvyraznéni chuti, viin€ a konzervaci. TEO se v alternativni medicing
vyuziva pro své antiseptické, antivirové a antimikrobidlni ucinky. TEO je vysoce G€inny proti
patogennim mikroorganismum z potravin jako jsou bakterie Campylobacter jejuni, Salmonella
enteritidis, Escherichia coli, Staphylococcus aureus a Listeria monocytogenes (Mandal &
DebMandal 2016).

chemickych latek jsou monoterpeny, monoterpenové alkoholy, derivata fenolu, ketont,
aldehydu, ethert a esterd. Biologicky vyznamnymi slou¢eninami jsou fenolové monoterpeny
thymol a karvakrol (Kowalczyk et al. 2020). Existuje minimaln¢ 6 chemotypt TEO, které maji
razné slozeni. Thymol-type silice, kde obsahové prevlada thymol, jediné vyhovuje definici
TEO v Evropském Iékopisu (Daugan & Abdullah 2017). Ob¢ slou¢eniny ptsobi synergicky a
vynikaji svymi antimikrobidlnimi a antioxida¢nimi vlastnostmi, které prodluzuji trvanlivost
potravin a ptisobi toxicky proti velkému mnozstvi mikroorganismu. Literatura uvadi, Ze thymol
a karvakrol maji protizanétlivé G¢inky a pusobi hepatoprotektivné (Mandal & DebMandal
2016).

Shabnum & Wagay (2011) se zabyvali slozenim silice z tymianu obecného volné
rostouciho v severni Italii a jejim vyuziti. SloZeni bylo zjisténo pomoci analytické techniky GC-
MS, které identifikovala vice nez 30 konstituentti. Mezi nejvice zastoupenymi slouceninami
GC-MS ur¢ila thymol, y-terpinen, p-cymen, linalool, 4-allylfenol, myrcen, a-pinen, eugenol,
karvakrol a a-thujen. VSechny tyto slouceniny byly testovany na antioxidacni aktivitu
aldehydovym nebo karboxylovym testem. Eugenol, karvakrol, thymol a 4-allylfenol
vykazovaly silné antioxida¢ni G€inky. Studie dale zkoumala antifungélni aktivitu komponentt
vici nékolika skladkovym patogentim. p-cymen, linalool, terpinen-4-ol a thymol vykazovaly
antifungalni aktivitu proti houbam B. cinerea a Rhizopus stolonifer, které jsou patogeny
jahodniku (Fragaria ananassa). Pasobeni silice v koncentraci 200 ppm snizilo kolonie B.
cinerea a vyskyt mékké hniloby zptsobené druhem R. stolonifer o vice nez 70 % po 14 dnech
skladovani.

3.4 Zeli hlavkové

341 Zemédélsky vyznam

Zeli hlavkové (Brassica oleracea var. capitata) je formou brukve zelné (Brassica
oleracea) a nalezi mezi kost'alovou zeleninu a do ¢eledi brukvovité (Brassiaceae). Mtizeme ji
vV ramci péstovani nalézt na vSech svétadilech, kde ma také siroké vyuziti. Produkce zeli
hlavkového se v Ceské republice pohybuje okolo 50 000 tun pfi primérném vynosu 40 tun/ha.
Zeli hlavkové obsahuje velké mnozstvi zdravi prospéSnych latek — vitaminti, mineralnich (Ca,
Mg, P, S) a biologicky aktivnich latek. Mezi biologicky aktivni latky patii estery kyseliny
sinapové a malonové nebo glukosidy. Cervend zbarvené zeli je nutriéné vyznamnéjsi, nebot’
obsahuje anthokyany, coz jsou ¢ervena barviva, ktera maji vyznamné antioxida¢ni t¢inky. Déle
se zeli pfipisuji antirevmatické uc¢inky diky sirnym slouceninam, protiviedové ucinky diky
vitaminu U nebo antioxidaéni a pro¢istovaci ucinky (zejména kysané zeli). Zeli hlavkové je
také bohatym zdrojem vlakniny, diky které mlize zeli pisobit v prevenci vzniku ateroskler6zy,
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onemocnénich srdce a cév nebo v dietach pii 1€cbé cukrovky a obezity (Maly 2003; Petiikova
etal. 2012).

Dvoulety zivotni cyklus zeli zac¢ina tvorbou kost'alu, na kterém se nachazeji hladké listy
bud’ zelené nebo Cervenofialové barvy (Petiikova et al. 2012). Kost'al rozliSujeme na vnéjsi
nebo vnitini a dale podle jeho zasazeni do hlavky — nizky, stfedni nebo vysoky. Rané odrudy
maji obvykle nizsi vnéjsi kost’al, zatimco pozdni a polopozdni odridy maji zpravidla stfedni az
vy$si vnéjsi kostal (Maly 2003). Vnéjsi kost’al je dulezity pro stabilitu rostliny. K tvorbé hlavky
dochazi zkracovanim internodii smérem k vrcholu, a tudiz preriistanim vyse postavenych listd
nize postavenymi listy (Petiikova et al. 2012). Hlavka je vysledkem pupenu obklopeného
zavinutymi listy, jeZ pupen schovavaji a jsou k sobé¢ pfilehl¢ na tésno. Tvar a utvareni hlavky
jsou charakteristické odridové rysy a je kulovity, plochy, balénovity a kuzelovity s mnoha
pfechodnymi tvary. U ranych odrid nalezneme S$picaty tvar hlavek, zatimco ploché hlavky se
vyznauji hrubosti listd. SoudrZnost a pevnost hlavky zavisi na stupni vyzralosti a vysce
vnéjsiho kost'alu (Maly 2003). Ve druhém vegetaénim roce vytvafi zeli rozvétvené lodyhy a
Zluté kvéty, které se ¢asem méni plody. Rostlina je cizosprasna a plodem je SeSule, ktera
obsahuje kulovita semena tmavé barvy (Petikova et al. 2012).

Zeli hlavkové je velmi rozsifenou zeleninou, zejména v mirném evropském pasmu, kde
je konzumovano piedevsim v ¢erstvém stavu nebo v kysané forme. Ma §iroké portfolio vyuziti
V nejen ve vyzive, ale je i dobie a dlouhodobé skladovatelné, dobte skladovatelné nebo celkem
snadné péstitelské postupy. V Ceské republice jsou péstovany dvé varianty zeli hlavkového —
albo (zeli bilé) a rubra (zeli Cervené), nicméné oblibenéjsi variantou je zeli bilé a zeli Cervené
ma zejména uplatnéni v kuchyni pii ptiprave salati. Bilou variantu zeli hlavkového rozliSujeme
na rané odridy s hlavkami o hmotnosti kolem 500 g, které¢ se vyznacuji vy$§im mnoZstvim
sacharidi nebo niz§im mnozstvim suSiny a nevhodnosti ke skladovani. Podminky na nasich
polich umoziuji uskutecnit sklizné€ ranych odrid Vv rozmezi od druhé pulky kvétna a prvni
poloviny ¢ervna, kdy jejich vegetacni doba trva 100-140 dni. Letni odridy, jejichz hmotnost
hlavek se pohybuje v rozmezi 1000-1400 g, se Spatné skladuji, tudiZ jsou ur¢eny k pfimému
zpracovani a sklizeji se od konce ¢erva do zacatku zati. Polopozdni a pozdni odridy urcené ke
krouharenskému zpracovani maji hmotnost hlavky tif a vice kilograml a vyznacuji se vyssi
obsahem sacharidli, horSi skladovatelnosti a vysokymi vynosy. Dale polopozdni a pozdni
odridy urcené ke skladovani maji hmotnost hlavek 1500-3000 g, dobu vegetace 150-200 dni a
jsou uréeny k dlouhodobému skladovani. Vyznacuji se niz§Sim obsahem sacharidd, vyssim
mnozstvim susiny a vldkniny. Diky niZ§imu obsahu sacharidi nejsou tolik vhodné k vyrobé
kysaného zeli. Cervené odridy zeli se vyznaluji vy$§im mnozstvim sacharidf, niZ§im
mnozstvim vlaknin a horsi. Slechtitelé a zpracovatelé preferuji produkci zeli s pevnou hlavkou
a nizkym vnitinim kostdlem z ditvodu vyssi vytéznosti a mensiho mnoZstvi odpadu (Maly
2003).

3.4.2 Vybrané choroby zeli

Choroby zeli v tomto piehledu jsou zptisobeny patogennimi houbami, které se vétSinou
§ifi z napadeného rostlinného materidlu nebo zamotené piidy. Zplsoby pienosu jsou riizné a
patii mezi n¢ pfenosy vétrem, vodou (deStém, zavlazovaci nebo podzemni vodou), hmyzem,
lidmi (na odévu nebo obuvi) nebo napt. zemédélskou technikou. Mezi zavazné choroby patii
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nadorovitost kotenti brukvovitych, plisen brukvovitych, alternariova skvrnitost brukvovitych,
féomova hniloba brukvovitych, rhizoktoniova hniloba nebo padani kli¢nich rostlin (Pettikova et
al. 2012; Sharma et al. 2018).

rostlin a zname i pod nazvy boulovitost, hlenka nebo plasmodiéza. Pivodcem choroby je
Plasmodiophora brassicae, ktera zptisobuje na kofenech rostlin nadory omezujici ptijem vody
a zivin rostlinou. Rostlina v dasledku toho uvada, zakriiuje a odumira. Z infek¢éni a nekrotické
tkané nadort se infekce dostdva pomoci odolnych spor do pidy. Ochrana proti chorobé je
obtizna, protoze tento houbam podobny mikroorganismus se velmi snadno §ifi, tudiz je nutné
provést velké mnozstvi opatfujicich prostupti. Pozemky s jest¢ nekontaminovanou ptidou je
tieba chranit pfed kontaminaci sporami. P. brassicae se muze $ifit napadenou sadbou,
kontaminovanou zalivkou a povrchovou vodou, kontaminovanym kompostem nebo chlévskou
mrvou, nafadim, stroji, obuvi nebo plidnimi navazkami Na pozemcich kontaminovanych P.
brassicae je vhodné nepéstovat po dobu nékolika let brukvovité, prubézné regulovat brukvovité
plevele a udrzovat pH pldy na neutralni rovni. Ke snizeni kontaminace pidy také piispiva
dusikaté vapno nebo vysev fedkve olejné. Dal$imi opatfenimi je vysazovani zdravé sadby, a
odolné odrudy (Pettikova et al. 2012).

Plisenn brukvovitych je choroba napadajici vSechny rostliny z ¢eledi brukvovité
(Brassiaceae), kterou zpusobuje Hyaloperonospora parasitica. Rostliny jsou napadany po
celou dobu vegetace. Nejvétsi skody jsou u mladych sazenic, kdy dochazi k objevu infekce
V obdobi vzchazeni a v dobé tvorby pravych listi, tudiz malé rostliny maji siln€ zabrzdény rist.
Existuje zde v8ak i trend vyznamného poskozeni porostli zejména zeli hldvkového a kvétaku
v obdobi nekolik tydnu pied sklizni. Typickymi projevy infekce plisné brukvovitych jsou:

- Zlutozelené skvrny na mladsich listech, zasychani nekrotickych pletiv, Sedobily

povlak,

- mladé¢ infikované rostliny jsou deformované a umiraji,

- bé&hem kveteni starsi listy skvrnité, po Case odumiraji,

- napadeni d€loznich a star§ich listi, kterém ¢asem zezloutnou a odumiraji,

- uzeli hlavkového moznost priiniku infekce do hlavek, kde dochéazi k mokré hnilobé,

- pfi systémové infekci dochdzi ke zbrzdéni rlstu, barevnym zmé&nam, zasychani a

odumirani pletiv.

Z preventivnich opatfeni je dulezité stfidani plodin, likvidace poskliziiovych zbytkd,
likvidace brukvovitych pleveld, vysévani zdravého osiva. Pro péstovani ptisady se doporucuje
dezinfekce substratu, neprehustovat vysevy a vysadbu brukvovité zeleniny (kost'alovin) a
dostate¢n¢ vétrat pareniSté a foliovniky. Chemicka ochrana se pouziva u semendaiskych porostt
(Kocourek et al. 2022).

Alternariova skvrnitost brukvovitych zpusobuje podobné Skody jako plisen
brukvovitych a jejimi piivodci jsou Alternaria brassicicola a A. brassicae. Preventivni ochrana
spociva v likvidaci infikovanych poskliziiovych zbytki, sttidani plodin, vysévani zdravého a
moteného osiva a vysazovani zdravé ptisady, rovnomérné vyzive, vhodném zplsobu
zavlazovani a likvidaci pleveld. Chemicka ochrana se pouziva jen v porostech na semeno ptred
odkvetenim rostlin a po ném (Petiikova et al. 2012; Kocourek et al. 2022). Fomova hniloba
brukvovitych je choroba, jejimz pivodcem je Leptosphaeria maculans, ptisobi suchou nebo
slizovitou hnilob. Choroba napada jak semenné porosty, tak Sesule rostlin. Podobnou chorobou,
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kterd zpisobuje zaskrcovani a Cernani kofen, hnilobu kostali a hlavek, je rhizoktoéniova
hniloba. Piivodcem choroby je Rhizoctonia solani a vhodnym opatienim proti vyskytu téchto
chorob je mofeni osiva, likvidace zbytkt z ptidy, dodrZeni osevniho postupu a izolace od fepky
ozimé (Petiikova et al. 2012; Kocourek et al. 2016). Padani kli¢nich rostlin se vyskytuje u vSech
druhti zeleniny a ma mnoho puvodct, nejcastéji to jsou napi. Phytophthora spp., Pythium spp.,
Fusarium spp., Leptosphaeria maculans a Rhizoctonia solani. Choroba zpusobuje vodnaténi a
postupné Cernani kofene mladych rostlin, jez se zuzuje a dochazi tak k destabilizaci rostlin
v pudé a uplnému odumfieni. Patogeny jsou Sifeny infikovanymi semeny nebo sadbou a
ptezivaji v ptidé nebo na zbytcich biomasy na poli. V ramci ochrana proti chorobé je potieba
zamezit vyraznému kolisani vlhkosti ptidy. Je také mozné vyuzivat piipravky na oSetieni sadby
(Pettikova et al. 2012; Kocourek et al. 2022).
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4 Metodika

Citlivost kmenu B. cinerea vici vybranym druhtim silic byla testovana Vv in vitro a in
vivo podminkach. V in vitro podminkach byla citlivost testovana piidavkem silic do agaru a
podrobovanim kmenu prostiedi odpafujicich se silic v Petriho miskach, zatimco in vivo
experimenty zahrnovaly aplikaci kmenti na zelné hlavky a disky ze zelnych listi v prostredi
odpaftujicich se silic. Na zakladé vysledkt z in vitro experimentd byly vybrany silice k dalSim
In Vivo experimentim.

4.1 Vliv pridavku esencialnich silic do kultiva¢niho media na rist B. cinerea
na agarovém kultiva¢nim mediu

Stanoveni citlivosti B. cinerea K jednotlivym silicim v in vitro podminkach probihalo
celkem se 6 kmeny a v ramci jednoho cyklu vzdy s jednim kmenem a péti silicemi. Zjistovani
antifungalniho G¢inku silic na kmen B. cinerea bylo provedeno v 90 mm Petriho miskach s 2%
malt extrakt agarem s piidavkem vybrané silice o ur¢ité koncentraci. Byl hodnocen vliv 5
koncentraci od kazdé silice, a to 250, 125, 83,33, 62,5 a 31,25 ul/l. Kontrolni variantou byl 2%
malt extrakt agarem bez piidavku silice. Kazda varianta byla v 10 opakovanich. Stanoveni
antifungélniho uc¢inku bylo hodnoceno na zakladé poméru riistu mycelia na kultivaénim mediu
se silici oproti kontrolni varianté (kultivaénim mediu bez silice).

411 Kmeny

Pouzité kmeny B. cinerea pochézely z Kolekce kultur mikroorganismi VURV Sbirky
zemédelsky vyznamnych hub (akronym VURV-F) z Vyzkumného ustavu rostlinné vyroby.
Byly pouZity nasledujici kmeny:

- VURV-F 506
- VURV-F 537
- VURV-F 538
- VURV-F 539
-  VURV-F 578
- VURV-F 921

VURV-F 506, 537, 538, 578 jsou kmeny izolované ze zelnych hlavek, zatimco kmen VURV-
F 539 byl izolovan z mrkve obecné a kmen VURV-F z bulvy fepy cukrovky.
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4.1.2 Chemikalie

K experimentu byly pouzity tyto chemikalie:
- silice ze Sigma-Aldrich Corporation (St. Louis, MO, USA),
- skoficova
- tymianova
- Zcitronové travy
- hiebickova
- silice z oregana z Diillberg Konzentra GmbH & Co. KG (Hamburg, Némecko),
- dimethylsulfoxid (DMSO) z VWR International (Radnor, PA, USA),
- agar z Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe, Némecko) a
- malt extrakt z VWR International (Radnor, PA, USA).

4.1.3 Stanoveni vlivu v in vitro podminkach

Nejprve byly pfipraveny startovni kultury hub, coz byly kultury kment hub rostoucich
na Petriho miskach s MA2 agarem a kultivovany pfi teploté¢ 20 °C po dobu tii dnli. Dal§im
krokem tohoto experimentu byla pfiprava kultivacniho MA2 media. Pro pokus byl pouzit 2%
malt extrakt agar o sloZeni 20 g agaru, 20 g, malt extraktu, 1000 ml vody. Sterilizace probihala
pii teplot¢ 110 °C po dobu 20 minut. Hodnocené koncentrace silic byly ziskany smichanim
koncentrované silice s DMSO nésledujicim zptisobem:

- 250 pl/1; 600 pl silice + 1800 ul DMSO — odebrani 300 pl ze smési

- 125 pl/1; 300 pl vychozi smési + 300 pl DMSO — odebrani 300 pl z vychozi smési

- 83,33 ul/1; 300 pl vychozi smési + 600 pul DMSO — odebrani 300 pl z vychozi smési

- 62,5 ul/1; 300 pl vychozi smési + 900 ul DMSO — odebrani 300 pl z vychozi smési

- 31,25 ul/1; 300 pl vychozi smési + 2100 pl DMSO

Ziskané koncentrace silic byly po 300 pl ptfidany do vysterilizovaného 2% malt extrakt
agar pii teploté okolo 50°C. Agarové medium bylo nalito do 90 mm Petriho misky. Hodnocené
kmeny B. cinerea byly jednobodové zao¢kovany blockem s 3 dny starou kulturou rostouci v
Petriho misky s MA2 do Petriho misky s MA2 s vybranou koncentraci a kultivovany pii 20 °C
ve tmé v termostatu. Velikosti narostlych kolonii byly méteny po 4 dnech od zaockovani.

Antifungalni aktivita silic vi¢i kmentim B. cinerea byla vyhodnocena po 4 dnech
kultivace. Byla zméfena velikost kolonii a ze ziskanych dat byla vypoc¢itdna mira inhibice silice
ve vSech koncentracich.

4.2 Vliv odpaiujicich se esencialnich silic na rist B. cinerea na agarovém
Kultiva¢nim médiu

Stanoveni citlivosti B. cinerea k jednotlivym silicim v prostfedi odpatujicich silic
probihalo u 4 kment s 5 silicemi. Ke zjisténi antifungalniho ucinku silic proti B. cinerea byly
pouzity 90 mm Petriho misky rozdélené na 4 dily s 2% malt extrakt agarem s ptidavkem
vybrané silice o urcité koncentraci. Byl hodnocen vliv 6 koncentraci od kazdé silice, a to
Vv koncentracich 500, 250, 125, 83,33, 62,5 a 31,25 ul/l kombinované s kontrolou bez ptidavku
silice s ethylacetdtem, kde kazdd koncentrace silice byla pfipravena v 6 opakovanich ke
kazdému kmeni (celkem 210 misek). Stanoveni antifungalniho G¢inku bylo hodnoceno na
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zékladé poméru ristu mycelia na kultivaénim mediu ovlivnéného silici oproti kontrolni varianté
(kultivacnim mediu bez ovlivnéni silici).

421 Kmeny

Pouzité kmeny B. cinerea pochéazely z Kolekce kultur mikroorganismtt VURV Sbirky
zemédélsky vyznamnych hub (akronym VURV-F) z Vyzkumného ustavu rostlinné vyroby.
Byly pouzity kmeny VURV-F 506, 537, 538 a 578 izolované ze zelnych hlavek.

4.2.2 Chemikalie

K experimentu byly pouzity tyto chemikalie:
- silice ze Sigma-Aldrich Corporation (St. Louis, MO, USA),
- skoficova
- tymidnova
- Zcitronové travy
- htebickova
- silice z oregana z Diillberg Konzentra GmbH & Co. KG (Hamburg, Némecko),
- ethylacetat z Lach-Ner s. r. o (Neratovice, Ceska republika) a
- agar z Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe, Némecko) malt extrakt z VWR
International (Radnor, PA, USA).

4.2.3 Stanoveni citlivosti v prostiedi odpaiujicich se silic

Nejprve byly pfipraveny startovni kultury hub, coZ byly kultury kmenti hub rostoucich
na Petriho miskdch s MA2 agarem a kultivovany pfi teplot€¢ 20 °C po dobu tii dnd. DalSim
krokem tohoto experimentu byla piiprava kultivacniho MA2 media (sloZeni a pfiprava viz
vyse). Zchlazeny agar byl nalit do kazdého dilku spodni ¢asti 4-dilné 90 mm Petriho misky a
také na vicko této Petriho misky. Hodnocené kmeny B. cinerea byly zaockovany blo¢kem s 3
dny starou kulturou rostouci v Petriho misky s MA2 do kazdé ¢asti 4-dilné Petriho misky s
MAZ2 s vybranou koncentraci a kultivovany pii 20 °C ve tm¢ v termostatu. Pozadované
koncentrace silic byly ziskdny smichanim koncentrovaného silice s ethylacetatem. Do
zaoCkované 4-dilné Petriho misky byl vlozen filtra¢ni papir, na ktery byla aplikovana silice
s 350 ul ethylacetatu a ze kterého se ptred vlozenim nechal odpafit ethylacetat. V kontrolni
varianté bylo na filtrani papir naneseno pouze 350 pul ethylacetatu. Misky byly ptiklopeny a
uzavieny vicky s MA2 agarem a kultivovany ve tmé pii 20 °C. Velikosti narostlych kolonii
byly odecitany 3. 5. a 7. den od zaockovéani.

Druhé ¢ast prace zahrnovala hodnoceni antifungélni aktivity silic proti riistu kolonii
kment B. cinerea v prostiedi odpatujicich se silic. Rust kolonii jednotlivych kment byl méten
3., 5., a 7. den od zaoCkovani. Ze ziskanych dat vypocitana mira inhibice silice ve vSech
koncentracich. Ziskan4 data byla také riznym zpiisobem porovnana pomoci programu
STATISTICA. Pokud data pochazela znormalniho rozdé€leni, byla pouzita parametricka
jednofaktorova ANOVA ke zjisténi rozdilu mezi porovnavanymi daty s naslednym post hoc
Scheffého testem ke zjisténi, které skupiny dat se mezi sebou lisi. V piipadé neparametrickych
testll ke zjiSténi rozdilli mezi porovnadvanymi skupinami dat byl pouzit Kruskal-Wallistiv test
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s naslednym post hoc test vicendsobného porovnani p hodnot ke zjisténi signifikantnich rozdila
mezi skupinami dat. Ve vSech ptipadech byla zvolena hladina vyznamnosti 0,05.

4.3 Vliv odparujicich silic na patogenni pusobeni B. cinerea na hlavky zeli
pri skladovani

Zjisténi vlivu odpatujicich se silic na rist vybranych kment B. cinerea bylo provedeno
u 3 silic vybranych na zaklad¢ v pfedchozich experimentech zjisténé jejich schopnosti inhibovat
rust mycelia. Experiment byl uskutecnén s celymi hldvkami zeli v alobalem uzavienych
sklenénych nadobach o velikosti 55 x 32 x 18 cm, kde se silice odpafovaly a pisobily tak na
poranéné a zaockované hlavky zeli. Vybranymi silicemi byly silice z tymidnu, citronové travy
a oregana. Aplikovana koncentrace vSech tii silic byly 62,5 ul/1. Celkem bylo pouzito 240
hlavek zeli odridy Foxma v 80 sklenénych nadobéch, kde kazd4 varianta byly v 5 opakovénich
(= 5 sklenénych nadob) a v kazdém opakovani byly 3 hlavky. Pét sklenénych nadob pouze
s aplikaci ethylacetatu byly kontrolou. Stanoveni antifungélniho ucinku bylo hodnoceno na
zakladé poméru ristu mycelia na hlavkéch zeli v nddobach s odpatujici se silici oproti kontrolni
varianté (hlavky zeli v nddobach bez odpatujici se silice).

4.3.1 Kmeny

Pouzité kmeny B. cinerea pochézely z Kolekce kultur mikroorganismit VURV Sbirky
zemédelsky vyznamnych hub (akronym VURV-F) z Vyzkumného ustavu rostlinné vyroby.
Byly pouzity kmeny VURV-F 506, 537, 538 a 578 izolované ze zelnych hlavek.

4.3.2 Chemikalie

K experimentu byly pouzity tyto chemikalie:
- silice ze Sigma-Aldrich Corporation (St. Louis, MO, USA),
- tymianova
- Zcitronové travy
- silice z oregana z Diillberg Konzentra GmbH & Co. KG (Hamburg, Némecko) a
- ethylacetat z Lach-Ner s. r. o (Neratovice, Ceska republika).

4.3.3 Stanoveni vlivu silic na hlavkach zeli

Priprava experimentu zapocala vlozenim zvlh¢eného filtra¢niho papir na dno sklenénych
nadob spolu s ethanolem vydezinfikovanymi Petriho miskami, na které byly umistény hlavky
zeli. Svrchni listy hlavek byly poranény a zaockovany 100 pl suspenze jednotlivych kmeni
a destilované vody. MnozZstvi mycelia pro pfipravu jednotlivych suspenzi bylo pro jednotnost
stanoveno spektrofotometricky. Sklenéné nadoby se zaockovanym zelim byly z vrchu zakryty
filtra¢nim papirem se stanovenym mnozstvim dané silice a ethylacetatu. U kontrolnich nadoby
byly zakryty filtraCnim papirem s ethylacetatem. Nasledné byly sklenéné nadoby uzavieny
hlinikovou folii a inkubovany pfi teploté¢ 10 °C po dobu 1,5 mésice. Pfipravu experimentu
ukazuje Obrazek 4 a Obrazek 5.
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Raist kolonii na povrchu zelnych hlavek byl hodnocen 3-krat v pribéhu experimentu a to
po 4 tydnech, 5 tydnech a 6 tydnech od zaockovani (dale prvni, druhé a tieti hodnoceni), kdy
byl také experiment ukoncen. Prvni dvé méfeni byly narlsty na zelnych hlavkach hodnoceny
vizualné¢ hodnoceny bez jejich otevieni pokusnych boxii z divodu zachovani atmosféry
Vv téchto boxech. Byly pouzity nésledujici stupné miry napadeni:

- 0 - zadny kolonie na hlavce

- 1-velmi mald kolonie okolo mista zaockovani (do 10% prameéru velikosti hlavky)

- 2 - vétsi kolonie okolo mista zao¢kovani (do 25% primeéru velikosti hlavky)

- 3 - kolonie na velkém podilu hlavky (do 50% primeéru velikosti hlavky)

- 4 - kolonie témét cely vrchnim povrchu hlavky (do 90% priméru velikosti
hlavky)

- 5-kolonie na téméf celém vrchnim povrchu hlavky (90-100% praméru velikosti
hlavky)

Pti tfetim hodnoceni byly zméteny velikosti vyrostlych kolonii. Ze ziskanych dat byla
vypocitana mira inhibice silice z poméru velikosti narostlych kolonii a velikosti hlavek
oSetfenych a neoSetfenych silicemi. Ziskana data byla také rGznym zplsobem porovnana
pomoci programu STATISTICA. Pokud data pochazela z normalniho rozdéleni, byla pouzita
parametrickd jednofaktorovda ANOVA ke zjisténi rozdilu mezi porovndvanymi daty
s naslednym post hoc Scheffého testem ke zjisténi, které skupiny dat se mezi sebou lisi.
V piipad¢ neparametrickych testl ke zjisténi rozdili mezi porovnadvanymi skupinami dat byla
pouzita Kruskal-Wallisova ANOVA s naslednym post hoc testem vicenasobného porovnani p
hodnot ke zji§téni signifikantnich rozdilti mezi skupinami dat. Ve vSech ptipadech byla zvolena
hladina vyznamnosti 0,05.
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Obrazek 4: Piiprava experimentu s hlavkami v prostedi odpafujicich se silic.
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Obrazek 5

. Hlinikova folie s hlavkami zabraiuje uniku silic

4.4 Vliv odparujicich se silic na patogenni ptisobeni B. cinerea na listové
disky z krouharenského zeli pri skladovani silic

Stanoveni vlivu probihalo vystavenim poranénych a infikovanych listlh krouharenského
zeli (odriida Krautkaiser) jejich plsobeni v alobalem uzavienych sklenénych nadobach o
objemu 0,7 litru. Pouzité silice (tymidnova, oreganova a silice z citronové travy) byly vybrany
na zakladé¢ vysledkl z experimentl popsanych v kapitole 4.1 a 4.2. Koncentrace aplikovanych
silic 31,25 ul/l a 62,5 pl/l. Celkem bylo tfeba piipravit 140 sklenénych nadob, kdy kazda
sklenice obsahovala jeden listovy disk zeli o priméru 60 mm. Kazda varianta méla pét
opakovani a kontrolou byly sklenéné nadoby s filtracnim papirem na néjz byl aplikovan pouze
v ethylacetat.

441 Kmeny

Pouzité kmeny B. cinerea pochézely z Kolekce kultur mikroorganismit VURV Sbirky
zemé&délsky vyznamnych hub (akronym VURV-F) z Vyzkumného tstavu rostlinné vyroby.
Byly pouzity kmeny VURV-F 506, 537, 538 a 578 izolované ze zelnych hlavek.
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4.4.2 Chemikalie

K experimentu byly pouzity tyto chemikalie:
- silice ze Sigma-Aldrich Corporation (St. Louis, MO, USA),
- tymidnova
- Zcitronové travy
- silice z oregana z Diillberg Konzentra GmbH & Co. KG (Hamburg, Némecko) a
- ethylacetat z Lach-Ner s. r. o (Neratovice, Ceska republika).

4.4.3 Stanoveni vlivu silic v zavarovacich sklenicich

Ze svrchnich listt hlavek krouharenského zeli byl vytiznut pravidelny kruhovy disk o
praméru 65 mm, jez byl vlozen do kazdé zavarovaci sklenice na ethanolem vydezinfikovanou
Petriho misku umisténou na sterilni vodou zvlhéenym filtraénim papirem. Vrtdkem o priméru
10 mm byl poranén kazdy disk a zaockovan 50 pl vodni suspenzi mycelia jednotlivych kmend.
Koncentrace mycelia v suspenzi bylo pro jednotnost stanoveno spektrofotometricky. Na hrdlo
sklenéné nadoby byl umistén filtrani papir nasdknuty poZadovanou koncentraci silice a
sklenice byla uzaviena hlinikovou folii. PoZadované koncentrace silic byly ziskany smichanim
Cisté silice s ethylacetatem. Kontrolni varianty byly s filtracnim papirem, na néjZ byl aplikovan
pouze ethylacetat. VSechny zavarovaci sklenice byly ulozeny do chladiciho boxu pfi teploté 8
°C po dobu 19 dni. Poté byly narostlé kolonie hub zméteny a ziskana data vyhodnocena. Pribéh
experimentu je ukazuje Obrazek 6.

Obrazek 6: Piprava experimentu s disky ze zelnych listt zaockovanymi kmenem 537 v prostiedi odpaiujicich se
silic v koncentracich 31,25 pl/l a kontrolni variantou
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5 Vysledky

5.1 Vliv pridavku esencialnich silic do kultiva¢niho media na rust B. cinerea
na agarovém kultivaénim mediu

Silice z oregana

Z Grafu 1 je viditelné, ze silice z oregana vykazovala velmi silnou antifungalni aktivitu.
Témer u vSech kment byla zaznamenana mira inhibice 100 % v koncentracich 250 a 125ul/l a
mira inhibice ptes 80 % v koncentraci 83,33 ul/l. Nejsilngjsi vliv na rist mycelia méla na kmen
537, kde byl nartst mycelia zpozorovan az pii koncentraci 31,25 ul/I, Na kmen 539 silice
pusobila nejméng, kde v koncentraci 31,25 ul/l dosahovala tato silice inhibi¢niho u¢inku na rist
mycelia pouze 3,01%.

Vliv oreganové silice na rtist kmen B. cinerea
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Kmen 539 e Kmen 578 e Kmen 921

Graf 1: Vliv oreganové silice na rtist kmen B. cinerea

Tymianova silice

Dalsi silici se silnou antifungalni aktivitou byla tymianova silice. Graf 2 ukazuje vliv na
jednotlivé kmeny v riznych koncentracich. Nejvice inhibovala kmen 539, u kterého byl i1
v nejmensi hodnocené koncentraci 31,25 pl/l vypoctena mira inhibice 29,83 %. U ostatnich
kmenti se v této koncentraci pohybovala mira inhibice v rozmezi 2,78-8,91 %. Nejmensi vliv
na rist mycelia méla silice na kmen 506, u kterého silice sice vykazovala v nejvyssi koncentraci

koncentrace pouze 2,78 %. Rist mycelia byl pozorovan u vSech kmentl v koncentraci 125 pl/l.
U kmene 537 byl zpozorovan vétsi ucinek silice v koncentraci 62,5 ul/l nez v 83,33 ul/l.
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Vliv tymidnové silice na rist kmena B. cinerea
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Graf 2: Vliv tymianové silice na rist kment B. cinerea

Silice z citronové travy

Silice citronové travy vykazovala oproti tymidnové a oreganové silici slabsi antifungélni
aktivitu, coz ukazuje Graf 3. V koncentraci 250 pl/l byla 100 % inhibice u kmend 538 a 539,
zatimco u kmentt 506 a 537 byl riist mycelia inhibovan z 97,94 % a 96,91 %. Ve stejné
koncentraci silice nejméné inhibovala kmen 578 a to z 65,83 %. Viditelny rist mycelia byl u
vSech kment zpozorovan v koncentraci 125 pl/l. U kment 506 a 538 byl zpozorovan vétsi
ucinek silice v koncentraci 83,33 ul/l nez v 125 pl/l.
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Vliv silice z citronové travy na rist kmena B. cinerea
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Graf 3: Vliv silice z citronové travy na rast kment B. cinerea

Skoricova silice

Skoficova silice patfila k silicim se slabsim antifungalnim wc¢inkem. Antifungélni
aktivitu silice je mozné vidét na Grafu 4. V koncentraci 250 pl/l silice neptisobila 100 %
inhibi¢né jako u vySe zminénych silic, tudiz bylo moZné pozorovat rist mycelii. V této
koncentraci silice nejvice inhibovala rist kmenlim 538 a 539, zatimco nejmensi inhibice byla
pozorovana u kment1 921 a 578. Nejvétsi inhibi¢ni aktivitu silice vykazovala proti ristu mycelia
u kmenu 506, zatimco u kmene 921 byla schopnost inhibice nejmensi. Schopnost inhibovat riist
mycelia u kmene 921 v koncentraci 31,25 pl/l byla pouhych 4,77 % a byl zpozorovan vétsi
ucinek silice v koncentraci 62,5 ul/l nez v 83,33 ul/l. VEtsi inhibi¢ni Gcinek silice v koncentraci
83,33 ul/l nez 125 pl/l byl zaznamendn u kmend 506 a 538, zatimco u kmene 578 byl
zaznamenan vétsi inhibicni t€inek v koncentraci 62,5 pl/l nez 83,33 pl/l.
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Vliv skoficové silice na rust kment B. cinerea
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Graf 4: Vliv skoficové silice na rist kment B. cinerea

Hrebic¢kova silice

Hrebickova silice vykazovala slab$i antifungalni aktivitu, viz. Graf 5. V nejvyssi
koncentraci (250 pl/l) silice neinhibovala rast mycelia ze 100 % Zadného ze zkoumanych
kmeni. V této koncentraci silice inhibovala z 89,92 % viditelny rist mycelia u kmene 537 au
kmene 506 z 86,69 %. Kmen 921 byl v této koncentraci inhibovan jen z 60,1 %, zatimco
Vv koncentraci 31,25 ul/l z 48,74 %. Nejvice inhibovanym kmenem se ukazal kmen 539, zatimco
nejméné kmen 921. U kmene 506 a 578 byl zpozorovan vétsi Gcinek silice v koncentraci 62,5

ul/l nez 83,33 ul/l, zatimco u kmene 921 v koncentraci 83,33 pl/l nez 125 pl/l a 31,25 ul/l nez
62,5 ul/l.
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Vliv hiebickové silice na rlist vybranych kmena B.

cinerea
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Graf 5: Vliv hiebi¢kové silice na rist vybranych kment B. cinerea

5.2 Vliv odpaiujicich se esencialnich silic na rist B. cinerea na agarovém
kultiva¢nim médiu

Tymianova silice

Tymianova silice patfila k silicim se silngjsi antifungalni aktivitou, viz. Graf 6-9.
V priibéhu vSech tiech méfeni byl zaznamendn u vSech kmenil nartist kolonii pfedev§im az
v prostiedi silice o koncentraci 32,5 pl/l. Pouze u kmene 578 byl zjistén rhst kolonii
v koncentracich silice 83,33 ul/l a 62,5 pl/l. Rozdil v narustu kolonii byl zjistén 3. den od
zaoCkovani u kontrol mezi kmeny 506 a 537 a 537 a 538, 5. den od zaoc¢kovani u kmeni 506 a
538, 537 a 538 a také 538 a 578. 7. den od zaockovani nebyl zaznamenan vyznamny rozdil
ziejmé z duvodu, ze kolonie dorostly okraje misky a nebylo mozné rozdil zhodnotit.
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Graf 7: Velikost kolonii kmene 537 v prostedi odpafujici se tymianové silice
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Velikost kolonii kmene 538 v prostredi odparujici
se tymianové silice
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Graf 8: Velikost kolonii kmene 538 v prostiedi odpafujici se tymianové silice

Velikost kolonii kmene 578 v prostredi odparujici
se tymianové silice

40
35
€ 30
€
>
= 25
c
o
o 20
-
i
2 15
=
o
>10
5
0

S S S SSS 2SS SsSSsSsSs &8ss ss3s S e

= 3 2 2 3 2 29 T 3 2 2 T o9z = =T I ZI O

OLﬂN(‘QN‘N\oOLﬂN(‘QN‘N\OOLﬂN(‘QN‘N\O

mNHmonmNHm\DH!mNHm‘\DHM

(o] [e2] [oe] [22] (o] [22]

3.den 5. den 7.den

Graf 9: Velikost kolonii kmene 578 v prostedi odpafujici se tymianové silice

Graf 10 ukazuje vliv jednotlivych koncentraci odpafujici se tymianové silice na
hodnocené kmeny B. cinerea. Pfi koncentracich 500, 250, 125, 83,33 a 62,5 ul/l byla
zaznamenana 100% schopnost inhibovat rist kolonii u v§ech kmenil. V koncentraci 31,25 pl/l
byl nejmén¢ inhibovan kmen 506, zatimco nejvice kmen 538.
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Vliv tymianové silice na vsechny kmeny B.
cinerea 7. den po zaockovani
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Graf 10: Vliv tymianové silice na viechny kmeny B. cinerea 7. den po zao¢kovani

Silice z citronové travy

Rust kolonii kment B. cinerea byl v prostiedi odpatujici silice z citronové travy ve vétsi
mife omezen, viz Graf 11-14. Rust kolonii byl 3. den od zaoCkovani zaznamenan pouze
Vv koncentraci 31,25 pl/l u vSech kment, 5. den od zaockovani byl dalsi vyskyt kolonii zjistén
pfi koncentraci 62,5 pl/l u kment 506 a 537 a podobné byl zaznamenéna 7. den od zaockovani
u vSech pozorovanych kment. U kmend 538 a 578 byl zaznamenan 7. den méteni od
zaoCkovani také vétsi riist kolonie pti koncentraci 31,25 pl/l nez u kontrolnich variant.

Signifikantni rozdil ve velikosti kolonii 3. den od zaockovani pti koncentraci 31,25 pl/l
byl zjistén mezi kmeny 506 a 538, 506 a 578, 537 a 538 nebo 537 a 578, zatimco 5. den a 7.
den od zaockovani nebyly nalezeny vyznamné rozdily v koncentraci 62,5 ul/l (u kment 506
537) a 31,25 pl/l mezi zddnymi kmeny.
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Graf 12: Velikost kolonii kmene 537 v prostfedi odpaftujici se silice z citronové travy
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Velikost kolonii kmene 538 v prostredi odparujici
se silice z citronové travy
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Graf 13: Velikost kolonii kmene 538 v prostiedi odpatujici se silice z citronové travy

Velikost kolonii kmene 578 v prostredi odparujici
se silice z citronové travy
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Graf 14: Velikost kolonii kmene 578 v prostfedi odpaftujici se silice z citronové travy

Antifungalni aktivitu silice z citronové travy ukazuje Graf 15. Silice inhibovala rtst
kolonii u vSech kmenii ze 100 % pii koncentracich od 500 pl/l do 83,33 pul/l a u kmene 578 také
pii koncentraci v 62,5 ul/l. Nejvétsi miru inhibice vykazovala silice v koncentraci 31,25 ul/l u
kmene 506, zatimco u kmenti 538 a 578 byla zjisténa zaporna mira inhibice. U téchto kment
doslo k vétSimu ristu kolonii u variant s koncentraci 31,25 ul/l nez u kontrolnich variant.
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Vliv silice z citronové travy na vSechny kmeny B.
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Graf 15: Vliv silice z citronové travy na vSechny kmeny B. cinerea 7. den od zaockovani

Skoricova silice

Skoticova silice patfila k silicim se slabsi antifungélni aktivitou, viz Graf 16-19. Rust
kolonii u kmenil v prostfedi odpatujici se skoficové silice byl 3. den od zaockovani zaznamenan
pii koncentracich 125 pl/l a nizsich a 5. den od zaoCkovani byl zjistén rist vétSiny kment
pii koncentraci 250 pl/l. 7. den od zaockovani byl vyskyt ristu stejny jako predesly den méfeni
a koncentrace 500 pl/l byla jedina, pii které nebyl zaznamenan rist kolonii. U kmenti 506 a 537
byl 3. den od zaockovani zjistén vétsi rist kolonii pii koncentraci 62,5 ul/l nez 31,25 ul/l a
obdobna situace byla zaznamenana i 5. den od zaockovani. 7. den od zaoc¢kovani byla zjiSténa
opacna situace, tedy vetsi rast kolonii pfi koncentraci 31,25 pl/l nez 62,5 pl/l. U vSech kment
byl 7. den od zaockovani také zjistén veétsi rist kolonii pii koncentraci 83,33 pl/l nez 62,5 ul/l.

Byl prokazan signifikantni rozdil ve velikosti kolonii zaznamenanych u v§ech kmenu 3.
den zaockovani u variant s koncentraci 125 ul/l, ale nelze s presnosti fici mezi kterymi kmeny.
U kment 506 a 538 byl také 3. den od zaockovani prokazan vyznamny rozdil ve velikosti
kolonii pfi koncentraci 83,33 pl/l a 62,5 pl/l a stejny den byl zjistén vyznamny rozdil mezi
kmeny 537 a 538. 5. den od zaoc¢kovani byl zaznamenan signifikantni rozdil ve velikosti kolonii
pouze pii koncentraci 83,33 pul/l mezi kmeny 506 a 538, 537 a 538 a 7. den se vSechny kmeny
ve vSech variantach pozorovanych koncentraci signifikantné nelisily.
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Graf 16: Velikost kolonii kmene 506 v prostiedi odpatujici se skoficové silice
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Graf 17: Velikost kolonii kmene 537 v prostiedi odpafujici se skoficové silice
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Velikost kolonii kmene 538 v prostredi odpafrujici
se skoricové silice
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Graf 18: Velikost kolonii kmene 538 v prostiedi odpatujici se skoficové silice

Velikost kolonii kmene 578 v prostredi odparujici
se skoricové silice
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Graf 19: Velikost kolonii kmene 578 v prostiedi odpafujici se skoficové silice

Antifungalni aktivita skoficové silice ukazuje Graf 20. Piikoncentraci 500 ul/l
dosahovala témér u vSech kmenti mira inhibice 100 % a u kmene 537 dosahovala 91,65 %. U
kmene 506 silice vykazovala téméf ve vSech koncentracich nejmensi schopnost inhibovat rist
kolonie a pfi koncentraci 31,25 pl/l dosahovala tato schopnost miry pouze 17,4 %. Nejvetsi
schopnost inhibice miizeme v této koncentraci pozorovat u kmene 538. U kment 506, 537 a
578 byla zaznamena vyssi mira inhibice ristu kolonii pfi koncentraci 62,5 pl/l nez 83,33 pl/l.
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Graf 20: Vliv skoticové silice na vSechny kmeny B. cinerea 7. den od zaockovani

Hiebic¢kova silice

Hiebickova silice také patfila k silicim se slabou antifungalni aktivitou, viz. Graf 21-24.
3. den od zaockovani byl viditelny rast kolonii v koncentraci 125 ul/l téméf u vSech kmenu a
5. den od zaockovani byl zjistén rist kolonii pti koncentraci 250 pl/l u kmene 537. U kmenti
506 a 578 byl zaznamenan viditelny rist kolonii ve stejné koncentraci az 7. den zaoc¢kovani.
Rist kolonii ve vSech koncentracich u kmene 538 nebyl detekovan v zZadny den méfeni a
kontrolni varianta méla velmi slaby rust. 3. a 5. den od zaockovani byl viditelné veétsi rtst
kolonii pii koncentraci 125 pl/l nez 83,33 pl/l u kmenii 506, 537 a 578. U kment 537 a 578 byl
zjiStén 7. den po zaoCkovani vétsi riist kolonii pfi koncentraci 83,33 ul/l, zatimco u kmene 506
byla obdobna situace s viditeln¢ vétsim rustem kolonii pfi koncentraci 125 pl/l.

V rGstu kolonii zaznamenanych u vSech kment 3. den zaockovani u variant
pii koncentraci 125 pl/l byl prokazan signifikantni rozdil, ale nelze s presnosti fici mezi kterymi
kmeny. Dale 3. den od zaockovani byl zjistén vyznamny rozdil v rastu kolonii pti koncentraci
83,33 ul/l mezi kmeny 538 a 578 a pii koncentraci 31,25 ul/l u kmenti 506 a 538 stejné jako 5.
den po zaockovani. Ve stejny den méteni byl prokazan pii koncentraci 125 pl/l signifikantni
rozdil v rastu kolonii mezi kmeny 506 a 538, 538 a 578. Pti koncentraci 83,33 ul/l byl 5. a 7.
den od zaockovani zjistén vyznamny rozdil mezi kmeny 506 a 538, 537 a 538, 538 a 578. 7.
den od zaockovani byl zjistén vyznamny rozdil v ristu kolonii u kment 506 a 538.
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Graf 21: Velikost kolonii kmene 506 v prostiedi odpatujici se hiebi¢kové silice
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Graf 22: Velikost kolonii kmene 537 v prostfedi odpatujici se hiebickové silice
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Velikost kolonii kmene 538 v prostredi
odparujici se hrebickové silice
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Graf 23: Velikost kolonii kmene 538 v prostfedi odpatujici se hiebi¢kové silice
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Graf 24: Velikost kolonii kmene 578 v prostfedi odpatujici se hiebickové silice

Antifungalni aktivitu hiebickové silice ukazuje Graf 25 a je z néj vidét schopnost silice
inhibovat rust kolonii vSech kment. Konstantni kiivka u kmene 538 se 100% mirou inhibice
znamena zadny narlst kolonii ve vSech testovanych koncentracich. Pti koncentraci 500 pl/l
dosahovala u vSech kmenti mira inhibice 100 %. U kmene 506 byla zaznamendna vétsi
schopnost inhibice pfi koncentraci 83,33 pl/l nez 125 pl/l a u vSech kmenli dile miZzeme
pozorovat obdobny jev pti koncentracich 62,5 pl/l nez 83,33 pl/l.

60



Vliv hrebickové silice na vSechny kmeny B. cinerea
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Graf 25: Vliv hiebi¢kové silice na v§echny kmeny B. cinerea 7. den od zaockovani

Silice z oregana

V prostfedi odpatujici se silice z oregana nedoSlo k jedinému narlGstu kolonii u
pozorovanych kmenl pii vSech testovanych koncentracich silice. Graf 26 ukazuje také
minimalni rdst kolonii u kontrolnich variant. Nejvétsi rust kolonie u kontrolnich variant byl
zaznamenan u kmend 506 a 578, zatimco miniméalni viditelny rast byl zjiStén u kmene 538.

Velikost kolonii hodnocenych kment v prostiedi
odparujici se silice z oregana
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Graf 26: Velikost kolonii hodnocenych kment v prostiedi odpatujici se silice z oregana
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5.3 Vliv odparujicich silic na patogenni ptusobeni B. cinerea na hlavky zeli
pri skladovani

Kmen 506

Primérna mira napadeni zelnych hlavek kmenem 506 u tymianové silice 4., 5. a 6. tyden
od zaockovani byly 1, 2,33 a 3,4. Primérna mira napadeni zelnych hlavek u silice z oregana
byly 4., 5. a 6. tyden od zaockovani byly 0,13, 0,53 a 1,27. Primérnd mira napadeni zelnych
hlavek u silice z citronové travy byly 1,33, 2,2 a 3,2. Nejmén¢ inhibujici silici na rast kolonii
kmene 506 na zelnych hlavkach béhem vSech hodnoceni byla silice z citronové travy, zatimco
oreganova silice potlacovala rust kolonii nejvice. Pfi vSech hodnocenich je z Graf 27 zietelné,
ze velikost kolonii v prostiedi silice z citronové travy je vétsi neZ u kontrolnich variant.
V testovani signifikantnosti rozdili mezi variantami se silici z citronové travy a kontrolnich
variant ve vSech dnech hodnoceni pomoci Kruskal-Wallisovy ANOVY s naslednym post hoc
testem vicendsobného porovnani p hodnot byl zjistén pouze u druhého hodnoceni.

U variant v prostiedi odpatujici se tymidnové silice nebo silice z citronové travy byl
zjistén vyznamny rozdil mezi vSemi hodnocenimi velikosti kolonii na zelnych hlavkéch,
zatimco v prostfedi odparujici se oreganové silice a u kontrolnich variant byl zaznamenan
signifikantni rozdil mezi prvnim a poslednim hodnocenim neboli 4 a 5 tydnt od zaockovani.
Prvni hodnoceni se ve vlivu na rist kolonii se nejvice liSily tymidnova silice a silice z oregana
od silice z citronové travy. Pti druhém terminu hodnoceni se velikost kolonii signifikantné
odliSovala pfi oSetieni silici z citronové travy od kontrolnich variant a pfi poslednim hodnoceni
byly rozdily pfi oSetteni silici z oregana a silici z citronové travy.

Mira napadeni zelnych hlavek kmenem 506 v
jednotlivych terminech hodnoceni pri oSetreni
vybranymi silicemi
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Graf 27: Mira napadeni zelnych hlavek kmenem 506 v jednotlivych terminech hodnoceni pfi oSetieni vybranymi
silicemi
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Kmen 537

Priimérnd mira napadeni zelnych hlavek kmenem 537 u tymianové silice 4., 5. a 6. tyden
od zaockovani byly 0,67, 1 a 2,4. Praimérna mira napadeni zelnych hlavek u silice z oregana
byly 4., 5. a 6. tyden od zaockovani0,13, 0,53 a 1. Primérna mira napadeni zelnych hlavek u
silice z citronové travy byly 2,27, 3,8 a 4,53. Silici inhibujici nejméné rust kolonii kmene 537
na zelnych hlavkach béhem vsech hodnoceni byla silice z citronové travy, zatimco oreganova
silice potlacovala rust kolonii nejvice. Pti vS§ech hodnocenich je z Grafu 28 patrné, ze vétsi
velikost kolonii v prostiedi silice z citronové travy byla zaznamendna pii druhém a tetim
méfeni nez u kontrolnich variant. Obrazek 7 ukazuje zelné hlavky inokulované kmenem 537 6
tydnti od zaockovani.

Pomoci Kruskal-Wallisovy ANOVY s naslednym post hoc testem vicenasobného
porovnani p hodnot byl zjistén signifikantni rozdil mezi variantami se silici z citronové travy a
kontrolnimi variantami. U hlavek v prostfedi odpafujici se tymianové silice nebo silice
z oregana nebyl zjistén vyznamny rozdil mezi v§emi hodnocenimi velikosti kolonii na zelnych
hlavkach, zatimco v prostfedi odpatujici se silice z citronové travy byl zaznamenan
signifikantni rozdil mezi v§emi hodnocenimi. Pii prvnim hodnoceni se mezi sebou nejvice lisily
varinaty oSetfené silici z citronové travy od silice z oregana a kontrolni varianty od od variant
osetfenych tymidnovou silici nebo silici z oregana. Pfi druhém a poslednim hodnoceni se
signifikantné odliSovaly varianty oSetfené silici z citronové travy nebo kontrolni varianta od
variant oSetfenych silici z oregana nebo tymianovou silici.

Mira napadeni zelnych hlavek kmenem 537 v
jednotlivych terminech hodnoceni pri oSetreni
vybranymi silicemi
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Graf 28: Mira napadeni zelnych hlavek kmenem 537 v jednotlivych terminech hodnoceni pfi oSetfeni vybranymi
silicemi
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Obrazek 7: Hlavky zeli inokulované kmenem 537 v kontrolni varianté 6 tydnt od zaockovani

Kmen 538

Primérna mira napadeni zelnych hlavek kmenem 538 u tymianové silice 4., 5. a 6. tyden
od zaoc¢kovéni byly 0,73, 1,73 a 3,47. Primérna mira napadeni zelnych hlavek u silice z oregana
byly 4., 5. a 6. tyden od zaockovani 0,2, 0,47 a 1,07. Primérnad mira napadeni zelnych hlavek u
silice z citronové travy byly 3,53, 4,33 a 4,8. Silici inhibujici nejméné rist kolonii kmene 537
na zelnych hlavkach béhem vSech hodnoceni byla silice z citronové travy, zatimco oreganova
silice potlacovala rust kolonii nejvice. Pti vSech hodnocenich je z Grafu 29 patrné, ze vétsi
velikost kolonii v prostiedi silice z citronové travy byla zaznamenana pii druhém a tfetim
meéteni nez u kontrolnich variant. Obrazek 8 ukazuje hlavky zeli inokulované kmenem 538 ve
varianté s odparujici se tymianové silice 6 tydnti od zao¢kovani. Obrazek 9 ukazuje napadené
zelné hlavky kmenem 538 v prostfedi odpartujici se silice z oregana 6 tydnli od zaoCkovani.
Obrazek 10 ukazuje napadené zelné hlavky kmenem 538 v kontrolni varianté¢ 6 tydnl od
zaoCkovani.

Pomoci Kruskal-Wallisovy ANOVY s naslednym post hoc testem vicenasobného
porovnani p hodnot byl zjistén signifikantni rozdil mezi variantami se silici z citronové travy a
kontrolnimi variantami. U hlavek v prostfedi odpafujici se tymidnové silice nebo silice
Z oregana nebyl zjistén vyznamny rozdil mezi v§emi hodnocenimi velikosti kolonii na zelnych
hlavkach, zatimco v prostfedi odpatujici se silice zcitronové travy byl zaznamenan
signifikantni rozdil mezi vS§emi hodnocenimi. Pfi prvnim hodnoceni se mezi sebou nejvice lisily
varinaty oSetfené silici z citronové travy od silice z oregana a kontrolni varianty od variant
osetfenych tymidnovou silici nebo silici z oregana. Pfi druhém a poslednim hodnoceni se
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signifikantn¢ odliSovaly varianty oSetfené silici z citronové travy nebo kontrolni varianta od
variant oSetfenych silici z oregana nebo tymianovou silici.

Mira napadeni zelnych hlavek kmenem 538 v jednotlivych
terminech hodnoceni pri oSetfeni vybranymi silicemi

1 mésic 1,25 mésice 1,5 mésice

N w o

[N

Stupen napadeni zelnych hlavék

o

B Tymian M Oregano mCitr.trdva & Kontrola

Graf 29: Mira napadeni zelnych hlavek kmenem 538 v jednotlivych terminech hodnoceni pfi oSetieni vybranymi
silicemi
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Obrazek 8: Hlavky zeli inokulované kmenem 538 ve variant¢ s odpafujici se tymidnové silice 6 tydnti od
zaockovani
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Obrazek 9: Napadené hlavky zeli kmenem 538 v prostiedi odpatujici silice z oregana 6 tydnd od zao¢kovani
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Obrazek 10: Hlavky zeli inokulované kmenem 538 v kontrolni varianté 6 tydnii od zao¢kovani. U hlavky vpravo
pravdépodobné nedoslo k uchyceni kmene a rozvoji infekce

Kmen 578

Primérna mira napadeni zelnych hlavek kmenem 538 u tymianové silice 4., 5. a 6. tyden
od zaoc¢kovéni byly 1,07, 2,27 a 3,33. Primérna mira napadeni zelnych hlavek u silice z oregana
byly 4., 5. a 6. tyden od zaockovani 0,27, 1,4 a 3,07. Primérnd mira napadeni zelnych hlavek u
silice z citronové travy byly 1,2, 3 a 4,27. Silici nejmén¢ inhibujici rust kolonii kmene 578 na
zelnych hlavkach béhem vsech hodnoceni byla silice z citronové travy, zatimco oreganova
silice potlacovala rust kolonii nejvice. Pii vSech hodnocenich je z Grafu 30 patrné, ze zietelné
veétsi velikost kolonii na hlavkach v prostiedi silice z citronové travy byl zaznamenan pfi
druhém a tfetim méfeni nez u kontrolnich variant. Velikost kolonii u kontrolnich variant byla
celkem mala, protoze v poslednim terminu hodnoceni napadeni hlavky dosahlo primérné
hodnoty 2,13. Obrazek 11 ukazuje napadené zelné hlavky kmenem 538 v prostiedi odpatujici
se silice z citronové travy 6 tydnt od zaoCkovani.

Pomoci Kruskal-Wallisovy ANOVY s naslednym post hoc testem vicenasobného
porovnani p hodnot byl zjistén signifikantni rozdil mezi variantami se silici z citronové travy a
kontrolnimi variantami. V prostiedi odpafujici se silice z oregana a byla zjisténa vyznamna
odliSnost prvniho a druhého od posledniho hodnoceni velikosti kolonii na zelnych hlavkach. U
hlavek v prostiedi odpatujici se silice z citronové travy byla zaznamenana signifikantni
odliSnost prvniho hodnoceni od druhého a tietiho hodnoceni. U hlavek v prostiedi odpaiujici
se tymidnové silice byl zjistén vyznamny rozdil mezi prvnim a poslednim hodnocenim. U
kontrolnich variant nebyl zji§tény vyznamné rozdily mezi prvnim a poslednim hodnocenim.
Prvni hodnoceni se ve vlivu na rast kolonii nejvice lisily silice oreganova silice od tymidnové
silice a silice z citronové travy. Pii druhém a poslednim hodnoceni se ve vlivu na rist kolonii
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signifikantné lisily hlavky oSetfené silice z oregana od citronové travy a silice z citronové travy
od kontrolnich variant.

Mira napadeni zelnych hlavek kmenem 578 v
jednotlivych terminech hodnoceni pfi oSetreni
vybranymi silicemi
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Graf 30: Mira napadeni zelnych hlavek kmenem 578 v jednotlivych terminech hodnoceni pii oSetieni vybranymi
silicemi
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Obrazek 11: Hlavky zeli inokulované kmenem 538 ve varianté s odpafujici se silici z z citronové travy 6 tydnt od
zaockovani
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Graf 31 ukazuje vliv odpatujicich se silic na rast kolonii jednotlivych kment na zelnych
hlavkach. Graf ptesnéji ukazuje miru inhibice vypocitanou na zakladé pomeéru velikosti
narostlych kolonii a velikosti hlavek oSetfenych a neoSetfenych silicemi. Nejvétsi schopnost
inhibice méla silice z oregana. Déle graf znazorfiuje i negativni schopnost inhibice silice,
zejména u silice z citronové travy a tymianové silice.

Mira inhibice z poméru velikosti narostlych kolonii a
velikosti hlavek osetrenych a neosSetfenych vybranymi
druhy silice

578
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Graf 31: Mira inhibice z poméru velikosti narostlych kolonii a velikosti hlavek oSetfenych a neoSetfenych
vybranymi druhy silice

5.4 Vliv odparujicich se silic na patogenni piisobeni B. cinerea na listové
disky z krouharenského zeli pri skladovani silic

Béhem experimentu byl zaznamenam rust mycelia pouze v kontrolnich variantach. v
ostatnich variantach se silicemi nebyl zpozorovan zadny rist mycelia v zadné zobou
hodnocenych koncentraci 31,25 pl/l a 62,5 pl/l. Graf 32 ukazuje rtst kolonii na discich ze
zelnych listh pfi ptisobeni vybranych silic 19. den od zalozeni experimentu. Obrazek 12-13
ukazuji kolonie B. cinerea na listovych discich v kontrolnich variantich po 19. dnech od
zalozeni experimentu.
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Rust kolonii na discich ze zelnych listl pti plisobeni
vybranych silic 19. den od zalozeni pokusu
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Graf 32: Rust kolonii na discich ze zelnych listi pti pisobeni vybranych silic 19. den od zaloZeni experimentu

f—

Obrazek 12: Kolonie B. cinerea (kmen 537 — vlevo; kmen 578 - vpravo) na listovych discich v kontrolnich
variantach po 19. dnech od zaloZeni experimentu
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Obrazek 13: K0|0nireiB. cinerea (kmen 538 — vlevo; kmen 506 - vpravo) na listovych discich v kontrolnich
variantach po 19. dnech od zalozeni experimentu
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6 Diskuze

Diplomova prace se zabyvala studiem citlivosti kment B. cinerea vaci vybranym
rostlinnym silicim v in vitro a in vivo podminkach na skladovaném hlavkovém zeli. V in vitro
podminkach byla citlivost zjisStovana jednak pfti pfidani silic do agarového Zzivného media
Vv Petriho miskach a také v prostfedi odpatujicich se silic v Petriho miskach, zatimco in vivo
experimenty zahrnovaly aplikaci kment na zelné hlavky a disky ze zelnych listh v prostfedi
odpaiujicich se silic. Kmeny B. cinerea pochazely ze Kolekce kultur mikroorganismét VURV
Sbirka zemédé€lsky vyznamnych hub ve Vyzkumném ustavu rostlinné vyroby.

Kontrola a ochrana rostlin proti infekcim zptsobenych B. cinerea je predmétem
zkoumani v ochrané rostlin, protoze zptsobuji infekce ve vSech technologickych stadii rostlin.
Syntetické fungicidy jsou standardnim feSenim, jak tuto problematiku feSit. Od pouZiti
syntetickych fungicidi se ustupuje pfedevsim z diivodu ochrany Zivotniho prostfedi a zdravi
¢loveéka. Hlavnim diivodem zkoumadni je, jejich niz§i toxicita silic vii€i prostiedi a lidskému
zdravi (Tripathi et al. 2008).

6.1 Antifungalni aktivita silic

Vysledky této diplomové prace ukazuji, Ze schopnost jednotlivych silic inhibovat rust
kolonii se 1isi u jednotlivych kment B. cinerea. Na zaklad¢ vysledki z in vitro experimentt
byly vybrany silice k dal$imu testovani v in vivo experimentech. V in vitro i in vivo podminkach
byla nejucinnéjsi silice z oregana. In vivo experimenty naznacuji, ze silice mély v simulovaném
skladovacim experimentu fungicidni vliv na rast kolonii kmenti B. cinerea.

6.1.1 In vitro experimenty

Metoda hodnoceni citlivosti kmenti B. cinerea pii rozpusténi silic do agarového zivného
média je uc¢innou a bézné pouZivanou metodou. Ze statistického testovani dat (p=0,05) jsou
patrné rozdily v testovanych koncentracich (250, 125, 83,33, 62,5 a 31,25 ul/l) v ramci ur¢itého
kmene a urcité silice a také pifi vzdjemném porovnani vSech kmenti v urcitych koncentracich
v ramci urCité silice. Byla zjiSténa ucinnost silic k potlaceni ristu kolonii vSech kment.
Nejsilngji piisobici silici se ukéazala silice z oregana, ktera tpln¢ inhibovala rtst kolonii témef
vSech kmenti i v koncentraci 125 pl/l a byl zjistén omezeny rast pii koncentraci 83,33 pl/l.
Almasaudi et al. 2022 také referuji ve svém experimentu s B. cinerea na Petriho miskach o
silném ucinku silice z oregana. Autofi této studie vSak uvadéji efektivni inhibi¢ni schopnost
této silice v o poznani vétSich koncentracich, tj. 800 pl/l a 1000 pl/l a pti koncentracich 400 a
600 pl/l prokazatelné potlacovani ristu kolonii. Dal$i i¢inné ptsobici silici proti rist kolonii B.
cinerea byla tymianova silice, jez v koncentraci 250 pl/l ukazala Gplnou inhibi¢ni schopnost.
Vitoratos et al. 2013 ve svém experimentu s B. cinerea a dal$imi druhy hub na Petriho miskach
uvadéji vyznamnou inhibi¢ni schopnost tymianové silice uz v koncentraci 130 pul/l
(ptepoctenych 0,13 pl/ml).

Silice z citronové travy vykazovala slabsi antifungalni aktivitu nez vySe zminéné silice,
ale stale potlacujici rist kolonii. V koncentraci 250 pl/l bylo zaznamenano u nékterych kment
vyznamné potlaceni ristu kolonii. Kamsu et al. 2019 ve své studii uvadéji, ze silice z citronové
travy méla vyznamné fungicidni ucinky ve vétsi koncentraci 500 pl/l. Tento rozdil mlize byt
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zapti¢inén odlisSnosti mezi druhy zkoumanych hub (B. cinerea x Colletotrichum
musae, Fusarium incarnatum and F. verticillioides).

Skoficova a hiebickova silice vykazovaly podobné antifungalni Gc¢inky proti ristu
kolonii B. cinerea. Vliv na rust kolonii u vSech zkoumanych kment byl ziejmy ve vSech
koncentracich a vyznamnou antifungalni aktivitu bylo mozné sledovat v koncentraci 250 ul/1.
Z vysledkl experimentu vyplyvaji urcité antifungalni u¢inky u obou silic, ale tyto Gc¢inky se
lisily mezi jednotlivymi kmeny a koncentracemi silic. Vy$e zminéna studie Almasaudi et al.
2022 uvadi supresivni vlastnosti skoficové silice v koncentracich 400 a 600 pl/l a nejlepsi
koncentrace potfebné k inhibici ristu 800 ul/l @ 1000 pl/l. Jedna se pomérné vyssi koncentrace
oproti koncentracim testovanych v piedlozené praci. Sernaité et al. 2020 uvadgji ve svém
diskovém experimentu s B. cinerea zjahodniku fungicidni vlastnosti hiebickové silice
v koncentracich 200-1000 pl/1 a 100% potlaceni ristu v koncentracich nad 1200 pl/l. Opét se
jednd o mnohem vyssi koncentrace oproti koncentracim testovanych v naSem experimentu.

Béhem experimentu bylo mozné pozorovat vétsi rist kolonii ve vétSich kolonii nez u
mensich koncentraci. Tento jev se v naSem experimentu objevil téméf u vSech silic kromé silice
zoregana. Sernait¢ et al. 2020 se ve svém experimentu setkali sobdobnym jevem
v koncentracich mezi 600 pl/l a 1000 pl/l (Graf 33). Bohuzel vSak neuvadéji mozné duvody
tohoto jevu. Dlivody tohoto chovani v naSem experimentu mohou byt vétsi stimulace ristu
kolonii pii vyssich koncentracich, slozeni silice a vliv jejich slozek na rast kolonii, odliSnost
mezi zkoumanymi kmeny hub a jejich specifické pozadavky na ristové podminky nebo také
nedostate¢né proudéni vzduchu v termostatu béhem kultivace.
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Graf 33: Uginnost hiebickové silice v riznych koncentracich na rtst kolonii B. cinerea (pievzato z Sernaité et al.
2020)

Antifungalni pasobeni silic na rust kmenu B. cinerea v prostiedi odpatujicich se silic bylo
ucinnéjsi nez v pripad¢ silic rozpusténych v agaru. Je nutné podotknout, ze jednotlivé kmeny
reagovaly na urcité koncentrace (500, 250, 125, 83,33, 62,5 a 31,25 ul/l) silice rozdilné.
Piikladem je rust kolonii u kment 506, 537 a 538 u silice z oregana byl zaznamenan az
v koncentraci 31,25 pl/l, zatimco u kmene 578 byl zaznamenan rast kolonii v koncentraci 62,5
ul/l. VySe zminénd silice z oregana projevila nejveétsi schopnost inhibovat rtst kolonii a
Vv zavésu byly velmi G€innymi silicemi tymidnova a silice z citronové travy, které inhibovaly
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rast kolonii v koncentraci 31,25 ul/l a 62,5 ul/l po celou dobu méfeni. Obdobnych vysledkt
dosahl i experiment Stfelkova et al. 2021, Ti testovali citlivost u poskliziovych patogent
(Aspergillus flavus Link, Aspergillus niger Tiegh. Penicillium ochrochloron Biourge, Fusarium
sporotrichioides Sherb. a Neocosmospora solani (Mart.)) k v prostfedi odpafujicich se silic
V koncentracich 250, 125 a 62,5 ul/l. Uvadéji, ze v jejich 17 dni dlouhém experimentu prvni
dv¢ koncentrace silic vykazovaly uplnou schopnost inhibice, zatimco koncentrace 62,5 ul/l
tymidnové silice, silice z oregana a citronové travy rust kolonii vyznamné inhibovala. Tato
rozdilnost mtize byt vysvétlena rozdilnosti pouzitych druhti hub k experimentu.

Plynna faze skoficova silice patfila opét k t¢ém mén¢ ucinnym, protoze viditelny rast
kolonii byl zaznamenan uz 5. den od zaockovani v koncentraci 250 pl/l u kment 506 a 537.
S timto poznatkem jsou v rozporu vysledky prace Kloucek et al. 2012, ktefi zjistovali citlivost
vybranych druht bakterii (Staphylococcus aureus, Salmonella enteritidis, Pseudomonas
aeruginosa) a hub (Alternaria alternata, Aspergillus niger, Penicillium digitatum) Kk silicim
Vv plynné fazi. Experiment probihal obdobnym zpiisobem jako v pfedlozené préci v odpatujicim
se prostiedi silic. V experimentu oznacili skoficovou silici za jednu z nejucinnéjSich uz ve
velmi nizkych koncentracich 31,25 ul/l a 62,5 pl/l. Tato rozdilnost miize byt vysvétlena
rozdilnosti pouzitych druh mikroorganismii k experimentu. Hiebi¢kova silice ukazala slabou
antifungélni aktivitu, jelikoz viditelny rist kolonii byl zaznamenan u kmene 537 5. den od
zaoCkovani v koncentraci 250 ul/l. VySe zminény experiment Stielkova et al. 2021 potvrdil také
slaby ucinek hiebi¢kové silice v koncentraci 62,5 ul/l, ale vyssich koncentracich rist kolonii
pln€ inhibovala. V ramci testovani antifungalni aktivity hiebickové silice nebyl zaznamenan
jediny rist kolonii v Zadné z testovanych koncentraci. Tato skute¢nost mlize byt disledkem
velkého mnozstvi kondenzované vody v pouZitych Petriho miskdch nebo horsi vitality
startovaci kultury houby.

6.1.2 Invivo experimenty

Pfi testovani antifungalni aktivity silic proti rGstu kolonii kmend B. cinerea
v koncentraci 62,5 pl/1 na zeli byla prokazana schopnost inhibovat rist téchto hub. Pfi ptisobeni
jednotlivych silic na jednotlivé kmeny ve vSech terminech hodnoceni byl ve vétsin€ ptipada
prokdzan vyznamny rozdil. Pfi porovnani uéinkd vsech silic s kontrolou v ramci jednoho
kmene v uréitych dnech hodnoceni byl zjistén signifikantni rozdil. Ze statistického testovani
dat (p=0,05) jsou patrné rozdily v pusobeni silic na jednotlivé kmeny. Negativni ucinek silic na
rust kolonii potvrzuji ve svém experimentu Bishop & Reagan 1998, ktefi testovali antifungalni
ucinky tea tree silice proti B. cinerea na discich z listi z holandského bilého zeli (Brassica
oleracea var. capitata) ve srovnani s komeréné pouzivanymi fungicidy. Disky byly ponofeny
do roztokd tea tree silice s Tweenem 80 a ethanolem v koncentracich 0,05, 0,1, 0,2, 0,4, 0,8,
1,6 a 3,2 %, které byly kultivovany 7 dni na Petriho miskach. Koncentrace 1,6 % a 3,2 %
roztoku tea tree silice mély vyznamny negativni vliv na rist kolonii B. cinerea a jejich G¢inek
byl srovnatelny i s u¢inkem fungicida.

Silice z oregana vykazovala nejsilngjsi antifungalni aktivitu ze vSech testovanych silic
u vSech kmenti ve vSech dnech hodnoceni. U kmene 578 byl pi#i poslednim hodnoceni
zaznamenan témet vyrovnany ucinek jako u tymianové silice. Diivodem mitize byt vyprchani
silic v dusledku dlouhého trvani experimentu. Soylu et al. 2010 provedli in vitro a in vivo studii,
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ve které se mimo jiné zabyvali u¢inkem silice z oregana na rajc¢atech infikovanych B. cinerea
v prostiedi skleniku. Testovana rajcata byla den pfed inokulaci postiikand roztoky silic
v koncentracich 25, 50, 75, a 100 mg/1 a kultivovana 10 dni. S nartstajici koncentraci silice byl
rast kolonii vice potlac¢en. Vyznamny vliv na rust kolonii méla silice v koncentraci 75 mg/I.
Studie shledava uziti silice z oregana ucinné v in vivo podminkach na raj¢atech ve skleniku.
Podminky experimentu se sice od experimentu v predlozené praci lisily, ale u¢inek oreganové
silice je z obou experimentd ziejmy.

Tymianova silice vykazovala také fungicidni ucinky proti ristu kolonii kment B.
cinerea. U¢inek tymidnové silice v in vivo podminkach doklada studie Jahani et al. 2020
zkoumajici mimo jiné ucinek tymianové silice vuci Aspergillus niger in vivo na granatovém
jablku (Punica granatum). Granatova jablka byla postiikana suspenzi A. niger a destilované
vody a po 2 hodindch uzaviena do uzaviratelnych pytlikdi, kam byla stiiknuta silice
V koncentracich 0, 200, 400, 600, a 800 ul/I. Experiment probihal po dobu 10 dni. Studie uvadi,
granatovych jablek, ale nezmifiuje, ve které koncentraci tymidnova silice inhibovala rst
kolonii. Zavér studie vSak shledava tymianovou silici jako potencidlni biofungicid a alternativu
k syntetickym fungicidim. V piipadé experimentu V piedlozené praci byly simulovany
skladovaci podminky u bilého zeli pfi osetfeni silicemi, kde tymianova silice ur¢itou fungicidni
aktivitu vykazala. Nicméné je nezbytné ud¢lat dalsi in vivo experimenty na bilém zeli a také na
dalsich ovocnych nebo zeleninovych substratech k lep§imu porozuméni chovani silic k ur¢itym
typlim patogennich hub ve skladovacich podminkéch.

Silice z citronové travy vykazovala nejslabsi fungicidni G¢inky proti ristu kolonii B.
cinerea na zeli v odpafujici se fazi. U vSech kmenl v poslednim terminu hodnoceni byl
zaznamenan vyssi rist kolonii nez u kontrolnich variant. MiZe se jednat o fytotoxicky ucinek.
Bohuzel dosud nebyly provedeny in vivo studie souvisejici s oSetienim plodin kontaktnim
zpisobem nebo v prostiedi odpatujicich se silice z citronové travy po zaockovani uréitymi
druhy patogennich hub. Je tedy Zadouci provést dalsi experimenty se silici z citronové travy za
obdobnych podminek s jinymi koncentracemi silice. V piipad¢ experimentu v predloZené praci
byly simulovany skladovaci podminky u bilého zeli pii oSetfeni touto silici a ofekavany
pfipadné projevy inhibi¢nich vlastnosti silic.

DalSim zplisobem zjiStovani antifungélni aktivity silic byl méfeni nariistu kolonii
kmenti B. cinerea na discich zelnych listd v prostiedi plynnych fazi silic v koncentracich 31,25
ul/l a 62,5 pl/l vzavatovacich sklenicich. Méfeni probéhlo po 19 dnech od zaloZeni
experimentu. Béhem kultiva¢ni doby byl zaznamenan rst mycelia pouze na kontrolnich
variantach. Z tohoto hlediska experiment naznacuje fungicidnich vlastnosti silic, protoze rast
kolonii na zelnych discich ovlivnénych silicemi byl mensi neZ u kontrolnich variant. Pro
ovéteni vysledkd by bylo uzite¢né experiment zopakovat, ale je tieba zvazit jiné podminky
experimentu.
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6.2 Fytotoxicita silic

Béhem skladovaciho pokusu s poranénymi hlavkami zeli v prostiedi odpatujicich se silic
pravdépodobné doslo k fytotoxicité pouzitych silic vuci pletivaim skladovanych hlavek zeli.
Werrie et al. 2020 definuji fytotoxicitu jako negativni dopad chemikalii na rust, fyziologické
pochody a rostlinné tkan¢. Sharifi-Rad et al. 2017 uvadi, ze silice jsou v rostlinach produkovany
zldznatymi trichomy a dal§imi sekre¢nimi strukturami, jez se vyskytuji zejména na povrchu
rostlinnych organti. Poté jsou ulozeny ve zlazach rostlin. To je pravdépodobné diivodem, pro¢
silice nezpiisobi mate¢né rostliné toxikozu. Ptipad fytotoxicity uvadi i vySe zminéna studie
Bishop & Reagan 1998 v nizsich koncentracich tea tree silice, viz Graf 34.
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Graf 34: Rast B. cinerea na Brassica oleracea ovlinény pusobenim tea tree silice a fungicidi s negativni mirou
inhibice, které je ptisuzovan fytochemicky Géinek (pfevzato z Bishop & Reagan 1998)

Poonpaiboonpipat et al. 2013 zkoumali fytotoxické Gc¢inky této silice a jeji vliv na
fyziologické mechanismy jezatky kuifi nohy (Echinochloa crus-galli). Silice v této studii v in
vitro podminkach zpomalila kli¢ivost semen jezatky kufi nohy na Petriho miskach
Vv koncentracich 1, 2, 4 a 8 pl/l. Dale byly semenacktm 7. den od zacatku experimentu zméieny
vyhonky a kotinky. U koncentraci 1 a 2 pl/l nebyly zaznamenéany vyznamné rozdily na délku
vyhonkti a kofinkl. Pti vysSich koncentracich se zkratila semenackiim délka vyhonkl a
kotinku. Pfi jedné z dalSich casti experimentu 6 hodin po aplikaci silice z citronové travy byl
zjiStén snizeny obsah chlorofylu a, b a karotenoidd, tudiz tento fakt vypovida o negativnim
vlivu silice na fotosynteticky metabolismus rostliny.

Plotto et al. 2003 se zabyvali ochranou rajcat (Lycopersicon esculentum) proti
poskliziiovym chorobam pomoci rostlinnych silic. Jednim ze zptsobu testovani antifungélni
aktivity silic, vCetné silice z citronové travy, bylo ponofenim rajat nékolikrat do vody
s emulgovanou silici polysorbatem v urcitych pomérech o koncentracich 0, 100, 500, 1 000, 5
000 a 10 000 mg/l. Objevil se zde piipad fytotoxicity silic v koncentraci 10 000 mg/l a z nich
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vysokou koncentraci silice pisobici toxicky v misté poranéni rajcat a tim ulehceni vstupu spor
do tkéni.

Fytotoxicita je z hlediska vyskytu komplexnim problémem, kterou ovliviiuje mnoho
ruznych faktort jako citlivost plodiny na danou silice, chemické slozeni silice a jeji obsahové
mnozstvi hlavnich komponentii nebo zptsob aplikace silice. Z téchto diivodu miize nastat
fytotoxicky ucinek 1 pfi niz§ich koncentracich silice. Pro minimalizaci fytotoxického ucinku je
dobré provést dalSi experimenty, diky kterym se zjisti piesné podminky pro minimalizaci
nasledki fytotoxického piisobeni.
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[ Zavér

Cilem této diplomové prace bylo zhodnoceni antifungélni aktivity vybranych
rostlinnych silic proti kmeniim Botrytis cinerea v in vitro a in vivo podminkach. V in vitro
experimentech byla zjiStovana antifungalni aktivita tymidnové, skoticové, hiebickové silice,
silice z oregana a z citronové travy. Na zakladé vysledku z in vitro experimentd byly vybrany
silice k dalsimu studiu v in vivo experimentech — tymianova silice, silice z oregana a citronové
travy. V ramci in vivo experimentt byly hodnoceny fungicidni vlastnosti silic na skladovaném
hlavkovém zeli.

Vysledky diplomové prace poukazuji na antifungélni aktivitu silic, kterd byla nejvétsi u
silice z oregana. Ta inhibovala rast kolonii kmend B. cinerea ve vSech provedenych
experimentech. U skladovanych zelnych hlavek 6 tydnl po inokulaci byl zaznamenéan maly rist
testovanych kmenti B. cinerea. Tymianovéa silice také G&inn& inhibovala riist. Uginky
tymianové silice dokladaji i nékteré studie, o které se obecné tvrzeni o ucinnosti této silice opira.
Silice z oregana a tymianova silice tedy mohou byt uc¢innym prostiedkem k regulaci vyskytu
houby ve skladovacich podminkéch plodin, které vSak vyzaduji dalsi experimenty ke zlepSeni
podminek pouziti.

Hypotéza o antifungalnich vlastnostech rostlinnych silic vici patogenu B. cinerea byla
potvrzena. Vysledky diplomové prace mimo jiné ukazuji rozdilnost mezi jednotlivymi silicemi
v antifungalnim piasobeni na kmeny B. cinerea a pravdépodobny vyskyt fytotoxicity vuéi
skladovanym zelnym hlavkam. Pro minimalizaci vyskytu fytotoxicity je dobré provést dalsi
experimenty, diky kterym se zjisti pfesné¢ podminky pro minimalizaci nasledkl fytotoxického
pusobeni.

Tato diplomova prace muze byt dobrym podkladem pro dalsi vyzkum vyuziti
fungicidnich vlastnosti silic pfi skladovani dalSich plodin a vysledky mohou byt vyuzity
v praxi. Dale by mohla pfispét k dalsSi experimentalni praci v oblasti vyvoje alternativnich
postuptl pii ochrané rostlin bez pouziti syntetickych fungicidu.
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