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CIiLE PRACE
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Teoreticka ¢ast:

e Vypracovani literd&rniho pfehledu na zakladé studia literatury od naSich
a zahrani¢nich autori se zamétenim pozornosti na patogen Helminthosporium
solani (biologie, vyznam, diagnostika, moZnosti ochrany bramboru proti
patogenu) a vybrané slozky rostlinnych silic (jejich charakteristika, rozdéleni,

vyuziti z hlediska ochrany rostlin pfed patogeny).

r wr

Experimentalni ¢ast:

e Stanoveni u¢innosti vybranych slozek rostlinnych silic na rist H. solani pomoci
experimentl in vitro a in vivo.

e Statistické vyhodnoceni pokusti a porovnani a¢innosti vybranych rostlinnych silic
na rast H. solani, zhodnoceni jejich potencidlu pro ochranu bramboru proti
patogenu.

e Optimalizace detekce H. solani pomoci real-time PCR.



1 UVOD

Lilek brambor (Solanum tuberosum L.) je jednoleta dvoudélozna rostlina, ktera produkuje
jedlé podzemni hlizy. M4 vysoky nutri¢ni index, kratkou vegeta¢ni dobu a vysoky vynos
(Reddy et al., 2018). Diky témto vlastnostem je lilek brambor nejcastéji péstovanou
2016). Muze byt napadan mnoha patogeny, které negativn¢ ovliviiuji vynos a kvalitu
produkce. Jednim z nich je patogenni houba Helminthosporium solani Durier et Mont.,
1849, ktera patii do kmene Ascomycota. H. solani ma hemibiotrofni nebo nektrotrofni
zpusob zivota (Tiwari et al., 2021). ZplGsobuje onemocnénti stiibfitost (silver scurf) slupky
bramboru, které nezplisobuje ztraty na vynosu pii sklizni, ale diky kosmetickym vadam
hliz negativné ovliviiuje prodejnost brambor. Cyklus onemocnéni stiibfitosti slupky
bramboru ma polni a skladovaci fazi (Errampalli et al., 2001). K rozvoji onemocnéni
dochdzi nejcastéji ve skladovaci fazi a pfispivd k nému vysokd vlhkost a teploty
vrozmezi 15-32 °C ve skladu (Heiny & Mclntyre, 1983). Prvnimi pfiznaky tohoto
onemocnéni jsou hnédé az Sedé 1éze na hlizach bramboru. Zralé 1éze jsou nasledné
zbarveny do stfibrna. Zména barvy slupky hliz bramboru je zplisobena ztratou pigmentu

v disledku vysychani bunék a ukladani suberinu (Errampalli et al., 2001).

Zavaznost onemocnéni Ize snizit oSetfenim hliz fungicidy. Ekologickou alternativou
syntetickych fungicidli jsou esencialni oleje (EO, silice, essential oils). EO jsou
komplexni smési bioaktivnich sloucenin syntetizované rostlinami. Jsou to aromatické,
tékaveé, ve vode€ nerozpustné latky, které maji nizkou teplotu varu a nizkou molekulovou
hmotnost. EO obsahuji 20 az 60 sloucenin. Z té€chto sloucenin jsou dvé nebo ti1 hlavni
slozky ve vysoké koncentraci, oproti ostatnim slozkam. Nékteré slozky se v EO mohou
nachazet pouze ve stopovém mnozstvi (Bakkali et al., 2008). EO a jejich sloZzky maji
antivirové, antimykotické, antiparazitalni, insekticidni vlastnosti (Kalemba & Kunicka,
2003; Burt, 2004; Bakkali et al., 2008). Antimikrobidlni G¢inek EO a sloZzek EO zavisi na
jejich hydrofilnim nebo lipofilnim charakteru. Mechanismus ptisobeni EO a slozek EO
rovnéz zavisi na druhu mikroorganismu, konkrétné na struktuie jeho bunécné stény
(Kalemba & Kunicka, 2003). Pisobeni EO a slozek EO na houby se projevuje inhibici
sporulace nebo produkci poskozenych bunék (Swamy et al., 2016). EO a jejich slozky
maji vyuziti v mnoha primyslech, napiiklad v potravinaiském, farmaceutickém,
kosmetickém a zeméd€lském (Kalemba & Kunicka, 2003; Burt, 2004; Bakkali
et al.,2008).



V experimentalni ¢asti diplomové prace byla pomoci in vitro testi zkouména
antifungalni aktivita deseti slozek EO (a-pinen, cinnamaldehyd, D-karvon, eukalyptol,
karvakrol, L-linalool, L-mentol, L-menton, (R)-(+)-limonen a thymol) proti patogenu
H. solani. Nasledné byla antifungalni aktivita nejuc¢innéjsich slozek EO (cinnamaldehyd,
karvakrol a thymol) ovéfena pomoci in vivo testil. Na zavér byla provedena optimalizace

detekce H. solani pomoci Sybr Green real-time PCR a TagMan real-time PCR.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Lilek Brambor (Solanum tuberosum L.)

Lilek brambor (Solanum tuberosum L.) je rostlina, které patii podle védecké klasifikace
do fiSe rostliny (Plantae), oddé€leni krytosemenné (Magnoliopsida), tiidy pravé
dvoudélozné (Asteranae), tadu lilkotvaré (Solanales), Celedi lilkovité (Solanaceae)
a rodu lilek (Solanum) (ITIS). Je to jednoleta, dvoudé€lozna rostlina, ktera produkuje jedlé
podzemni hlizy. Péstuje se v mirnych, subtropickych a tropickych podminkach.
Optimalni teplota piidy pro péstovani brambor je mezi 16—19 °C. Optimalnich vynost
je dosahovdno pii primérnych dennich teplotich 18—20°C. Brambory vyZzaduji
neptetrzity pfisun vody a dostatecné provzdusnovani pudy (Reddy et al., 2018). Jsou
na svéte po pSenici, ryZi a kukufici (De Haan & Rodriguez, 2016) a jsou Siroce rozsifenou
zeleninou. Pouzivaji se také k vyrob& zpracovanych potravin a v primyslu pro vyrobu

Skrobu a lihu (Reddy ef al., 2018).

Brambory jsou hlavni plodinou pro zajisténi potravinové bezpecnosti, protoze 74 %
produkce brambor je v celosvétovém métitku vyuzito pro lidskou spotiebu. Vysoky
nutricni index, kratka vegetacni doba a vysoky vynos znich ¢ini hlavni zeleninu
pro zajisténi potravinové bezpecnosti v rozvojovém svéte. Brambory zabiraji celosvétove
19 miliont hektart plochy s produkei 378 milionil tun ro¢né (Tiwari et al., 2021). V roce
2023 se v Ceské republice brambory péstovaly na plose 27 020 ha. Z toho 20 947 ha
v zemédelském sektoru a 6 073 ha v sektoru domacnosti. Na této plose bylo za rok 2023
sklizeno celkem 703 078 tun brambor, z toho 39 366 tun ranych brambor, 55 384 tun
sadbovych brambor a 608 328 tun ostatnich brambor. V roce 2023 byla pro vyrobu skrobu
pouzita plocha brambor 5 054 ha sprodukci 151 088 tun. Primérmny vynos ¢inil
29,89 t/ha a primérna $krobnatost brambor byla 19,2 % (CSU).

2.2 Helminthosporium solani Durier et Mont., 1849

Helminthosporium solani Durier et Mont., 1849 je houba, ktera podle fylogenetické
klasifikace patfi do kmene Ascomycota, ttidy Dothideomycetes, tadu Pleosporales
a Celedi Massarinaceae. H. solani méa pouze anamorfni (nepohlavni) stadium,
teleomorfni (pohlavni) stddium neni zndmo. Ma hemibiotrofni nebo nektrotrofni zptisob

zivota (Tiwart et al., 2021).



Zpusobuje onemocnéni s nazvem stiibfitost (silver scurf) slupky bramboru (obr. 1).
Stiibfitost slupky bramboru je rozsifené onemocnéni bramboru, které nezpiisobuje ztraty
na vynosu pii sklizni, ale diky kosmetickym vadam hliz negativné ovlivituje prodejnost
brambor jak pro spotiebni trh, tak pro sadbu. Vzhledem k rostouci poptavce po mytych
hlizach (vysoka vlhkost po myti pfispiva ke sporulaci H. solani na infikovanych hlizach)
snizuje choroba trzni hodnotu hliz. Zptsobuje ubytek hmotnosti skladovanych hliz
v disledku zvySené ztraty vody, coz ma za nasledek nadmérnou ztratu hmotnosti hliz.
Stiibfitost slupky bramboru mize mit vyznamny vliv na export, zejména sadbovych hliz,
protoze u certifikované sadby brambor je povolena pouze omezena infekce H. solani.
Hranolky vyrobené z infikovanych hliz maji Casto nepfijatelné spalené okraje, protoze
hlizy s pokrocilou infekci stribfitosti slupky bramboru maji silnéjsi slupku, nez
neinfikované hlizy, kterd se pifed smazenim mechanicky neodstarni (Errampalli et al.,

2001).

Obr. 1 Stiibfitost slupky bramboru na hlize odridy ,,.Belana“.



Houba H. solani tvoii tmavé mycelium, stromata a konidiofory s konidiemi. Hyty jsou
pritomny ve vrstvé felému, felodermu a kortikularni vrstvé (Heiny & Mclntyre, 1983).
Prvnimi pfiznaky stiibfitosti slupky bramboru jsou hnédé az Sedé léze na hlizach,
na kterych probiha hojné sporulace. Zralé 1éze jsou zbarveny do stfibrna. Zména barvy
je zpusobena ztratou pigmentu, vysychdnim bunék a ukladanim suberinu. Mycelium
pronika do epidermis pies lenticely anebo miize napadat periderm, coz zpusobuje ztratu
pigmentace a vede ke vzniku sttibrnych 1ézi (Errampalli er al., 2001). Vysoka vlhkost
a teploty v rozmezi 15-32 °C maji ¢asto za nasledek kli¢eni konidii vedouci k infekci
(Heiny & Mclntyre, 1983). U kultivard brambor s Cervenou slupkou muze byt
pigmentace hliz, zptisobena patogenem H. solani, zcela zakryta (Errampalli et al., 2001).
Patogen nenapadéd zaddnou jinou ¢ast rostliny bramboru kromé hliz (Avis et al., 2010).
Molekulérni analyzy pomoci ribozomalni DNA a vnitini transkribované spacer sekvence,
a Saccharicola bicolor, pivodce onemocnéni cukrové titiny (Olivier et al., 2000). Krom¢
lilku bramboru (S. tuberosum) a lilku hloSinolisté¢ho (Solanum elaeagnifolium) nema

H. solani jiné rostlinné hostitele (Errampalli ef al., 2001).

Patogen H. solani mize byt detekovan konven¢nimi nebo molekuldrnimi technikami.
Konven¢ni techniky zahrnuji rozpoznani symptomi v polni nebo skladovaci fazi, izolaci
patogenu H. solani a jeho pozorovani a urceni pod mikroskopem. Do molekuldrnich
technik fadime detek¢ni systémy na bazi nukleovych kyselin. Tyto techniky maji mnoho
vyhod, a to rychlou detekci, vysokou specificitu a citlivost a patogena lze identifikovat
jak zmycelia, tak zkonidii. Nejcastéji se pouzivaji detekéni systémy zalozené

na polymerazové tetézové reakci (PCR) (Errampalli et al., 2001).

2.2.1 Cyklus onemocnéni a infek¢éni proces
Cyklus onemocnéni stiibfitosti slupky bramboru mé dvé faze, a to polni a skladovaci
(Obr. 2). Primarnim zdrojem inokula H. solani jsou sadbové hlizy brambor infikované

patogenem H. solani (Errampalli et al., 2001).



JiZ prokdzana infekce
(sadbové inokulum)

0Od sadbovych hliz po _a
hlizy potomkti "

Sklizené brambory s infekci

Sekundarni sifeni v ramci skladu

Obr. 2 Cyklus onemocnénti stribfitosti slupky bramboru, zplisobené H. solani, zobrazujici polni a
skladovaci fazi. Upraveno z Tiwari et al. (2021).

Nedavna studie Inglis a Gundersen, (2019) poskytla mnoho fotografickych dikazii
o polycyklickém zplsobu zivota potagena H. solani, ktery ukazuje mnohocetné
sporulacni cykly pod zemi. Jejich studie odhalila, Ze na sadbovych hlizdch pod zemi
dochazi k hojné sporulaci a k milioniim konidii produkovanym v jednom Zivotnim cyklu.
Vytvotfené spory v pudé se mohou dostat do zavlahové a destové vody, coz miize vést
k dalsi infekci a sporulaci na hlizach a kofenech. U infikovanych hliz vykazujicich
pfi sklizni velmi mirné nebo Zadné piiznaky po umisténi do skladl, mize béhem tydne
dojit k rozsahl¢ infekci. Opakované sporulacni cykly jsou zahdjeny na povrchu
infikovanych hliz udrZzovanych pfi vysokeé relativni vlhkosti (85—95 %). Vzniklé konidie

jsou rozsifovany ventilaénim systémem a zpisobuji infekci zdravych hliz. V dasledku



toho je béhem kratké doby infikovana vétSina zdravych hliz (Cunha & Rizzo, 2004).
H. solani je povazovano za patogena prenaSené¢ho hlizami. Muze vSak piezimovat v pade,
ale neni zcela jasné, jak konidie pretrvavaji v pidé nebo na jinych hostitelich.
V epidemiologii onemocnéni stiibfitosti slupky bramboru nehraje zadnou nebo malou roli

preziti patogenu H. solani v ptd¢ (Tiwari et al., 2021).

Heiny a Mclntyre (1983) popsali pomoci svételné a rastrovaci elektronové
mikroskopie vyvoj H. solani v peridermu hlizy brambory. U kultivarii Norchip prokazali,
ze infekéni cyklus byl dokonfen béhem sedmi az deviti dnid, pfiCemZ penetrace
peridermem byla pozorovana dva dny po inokulaci. Martinez et al., (2004) provedli dalsi
studii infek¢éniho procesu H. solani na hlizdch bramboru pomoci rastrovaci a transmisni
elektronové mikroskopie. V této studii k penetraci peridermem hliz bramboru doslo mezi
Sestou a devatou hodinou po inokulaci H. solani. Také patogen nevytvarel zadné
specializované struktury jako jsou apresoria, nebo zvétSeni hyf. Naopak studie Heiny
a Mclntyre (1983) ukazala, ze H. solani produkovalo apresoria béhem penetrace. Hyfy
H. solani byly po deviti hodinach od inokulace pozorovany v mnoha buiikach peridermu
a v kortexu, ackoli nebyla patrnd Zadnd masivni kolonizace hostitelskych bunék.
Lokalizace H. solani prokézala, ze hyty byly vétSinou intraceluldrni a nebyly obklopeny
obalem. Konidiogeneze byla pozorovana Ctyfi dny po inokulaci, ¢imz byl dokoncen
infekéni cyklus (Martinez et al., 2004). Podle pozorovani popsand Heiny a Mclntyre
(1983) a Martinez et al., (2004) mohou rtizné kmeny H. solani produkovat odlisné
infekéni struktury. Tato pozorovani také naznacCuji, ze Cas potiebny k dokonceni
infekéniho cyklu H. solani se lisi podle kmene houby a kultivaru bramboru (Martinez

et al., 2004).

2.2.2 Ochrana bramboru proti H. solani

H. solani mize byt regulovano fungicidy. NejucinnéjSim fungicidem proti H. solani byl
Sirokospektralni fungicid thiabendazol (TBZ), ktery patii do skupiny fungicidi
benzimidazolii. TBZ se hojn¢ pouzival od pocatku 70. let 20. stoleti k poskliziiovému
oSetfeni hliz brambor. TBZ ma nizkou toxicitu a ma schopnost inhibovat H. solani
po dobu nékolika mésicii bez vlivu na kvalitu nebo retenci rezidui (Errampalli
etal.,2001). TBZ stejné jako kazdy jiny benzimidazolovy fungicid, inhibuje funkci
mikrotubulii vazbou houbového f-tubulinového proteinu. Od roku 1977 se zacala
objevovat rezistence H. solani na fungicid TBZ. Odolnost H. solani na TBZ je zptisobena

bodovou mutaci jedné baze v kodonu 198 z kyseliny glutamové (Glu; GAG) na glutamin

7



(Gln; CAG) nebo mutaci jedné baze v kodonu 200 z fenylalaninu (Phe; TTC) na tyrosin
(Tyr; TAC). VSechny rezistentni kmeny z Ruska, USA a Evropy maji stejné genetické
pozadi a stejnou mutaci (Tiwari et al, 2021). Dalsi fungicidy, které se pouzivaji
k omezovani H. solani jsou imazalil, prochloraz, propikonazol, nebo tolylfluanid

(Errampalli ef al., 2001).

Diky vzniku rezistenci H. solani na chemické fungicidy a k trendu sniZovani pouzivani
syntetickych chemickych fungicidl v zemédélstvi byly zkoumény ke kontrole stfibfitosti
slupky bramboru riizné chemické slouc¢eniny, jako jsou anorganické a organické soli nebo
dezinfekeéni prostfedky. Mezi organické a anorganické soli, které inhibuji rast H. solani,
patfi sorbat draselny, propiondt vapenaty, uhli¢itan sodny, uhli¢itan draselny

a hydrogenuhli¢itan amonny (Olivier ef al., 1998).

Z dezinfekénich prostiedkil jsou ucinnymi biocidy chlor a oxid chloricity, které jsou
relativné bezpecné, levné a predstavuji nizkou hrozbu pro lidské zdravi nebo Zivotni
prostiedi. Chlor, oxid chlori€ity a peroxid vodiku pfi poskliziiovém oSetfeni brambor

snizuji vyskyt a zdvaznost sttibtitosti slupky bramboru (Avis et al., 2010).

Fungicidni slouceniny s aktivni slozkou nanocastice stiibra stabilizované amfoternim
povrchové aktivnim cinidlem, rovnéz zmiriiuji piiznaky po napadeni H. solani.
Nanofungicidy maji Sirokospektralni aktivitu, ale jejich G¢inek na zdravi lidi a zvifat neni

doposud dobie prozkouman (Tiwari et al., 2021).

Biologickd ochrana je atraktivni alternativa k chemickym Ilatkdm pro Uc¢innou,
spolehlivou a ekologicky bezpecnou kontrolu rostlinnych patogenti. Houba Acremonium
nesnizovala vyskyt na jiz infikovanych hlizach. 4. strictum ma schopnost snizit sporulaci,
kli¢eni spor a rist mycelia H. solani (Rivera-Varas et al., 2007). Bakterie Aquaspirillum
autotrophicum, Cellulomonas fimi a Pseudomonas putida inhibuji rist mycelia bez
ovlivnéni kliceni konidii. Naopak bakterie Bacillus cereus, Kocuria rosea a Pseudomonas
fluorescens produkuji antifungalni metabolity (antibiézu) proti kli¢eni konidii, ale
neinhibuji rist mycelia. Bakterie Streptomyces griseus, Pseudomonas chlororaphis
a Alcaligenes piechaudii inhibuji rist mycelia i kliceni konidii. Antagonistické bakterie
vyuzivaji produkci antifungalnich metaboliti (antibiéza) jako potencidlni slozku
v biologické ochrané proti H. solani (Martinez et al., 2006). Také nckteré houby

izolované z piidy po péstovani brambor a z rhizosféry rostlin bramboru inhibuji rast



H. solani. Jedna se naptiklad o Trichoderma hamatum, Trichoderma koningii,

Trichoderma polysporum, Trichoderma harzianum a Trichoderma viride (Kurzawinska,

2006).

Mezi komeréné dostupné biopesticidy, pouzivané k potlaceni stiibfitosti slupky,
bramboru patii piipravek na bazi Bacillus subtilis. Tento ptipravek snizuje vyskyt
1 zavaznost stiibfitosti slupky bramboru pfi nizkém mnozstvi inokula patogenu H. solani
a oddaluje néastup onemocnéni az po dobu péti mésict. V opaéném piipadé biopesticid

zmirnuje pouze priznaky choroby (Avis et al., 2010).

V soucasné dobé je v Ceské republice registrovany pouze jeden piipravek na ochranu
bramboru proti stiibfitosti slupky bramboru, a to piipravek Serenade ASO. Tento

ptipravek ma jako ucinnou latku kmen B. subtilis QST 713 (EAGRI).

Dalsi moznosti zvladani choroby stiibfitosti slupky brambor je stfidani riznych plodin
v osevnim postupu. Naptiklad stfiddni brambor s hoicici s vysokym obsahem
glukosinolatl bylo u€¢inné pro ochranu pted H. solani a dal§im patogenlim pienasenych
pudou u brambor. Také tiileté stiidani jeCmene, jetele Cerveného a brambor prokazalo

vyznamné snizeni vyskytu stiibtitosti slupku bramboru (Tiwari et al., 2021).

Utinnou ochranou hliz bramboru pted H. solani je vyuziti EO ve skladech. Dobré
fungicidni vlastnosti vykazoval EO z maty peprné (Mentha piperita) a tymianu obecného
(Thymus vulgaris). EO z maty inhiboval rist H. solani pii 160 ppm a EO z tymianu
pti 80 ppm (Béang, 2007). Také slozka EO L-karvon vykazoval fungicidni aktivitu proti
H. solani (Errampalli et al., 2001).

2.3 Rostlinné silice

Esencialni oleje (EO, silice, essential oils) jsou aromaticke, té¢kave, ve vod€ nerozpustné
latky s nizkou teplotou varu. Jsou to komplexni smési bioaktivnich slouc¢enin o nizké
molekulové hmotnosti, syntetizované rostlinami. Nachazeji se v listech, stoncich,
trichomech, pupenech, semenech, plodech a kvétech (Bakkali et al., 2008). Tyto
slouceniny jsou syntetizovany v cytoplazmé a plastidech rostlinnych bun¢k ptes kyselinu
malonovou, kyselinu mevalonovou a methyl-D-erythrol-4-fosfat a ukladany v rostlinach
v glanduldrnich trichomech, sekre¢nich dutinidch, pryskyfi¢nych kandlcich nebo
epidermalnich bunikdch (Nazzaro et al., 2013). Bylo identifikovdno pies 3000 EO
produkovanych rostlinami riznych rodd znichz ptiblizné 300 je povaZovano
za komercné diilezité (Bakkali et al., 2008)
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EO a jejich slozky vykazuji antibakterialni, antivirové, antimykotické, antiparazitalni,
vlastnosti. Pouzivaji se v aromaterapii a také v mnoha primyslech, napiiklad
v potravinarském, farmaceutickém, kosmetickém a zemédélském (Kalemba & Kunicka,

2003; Burt, 2004; Bakkali et al., 2008).

EO jsou sekundarni metabolity rostlin. To znamend, Ze nejsou piimo nezbytné
pro zakladni procesy rlstu a vyvoje rostliny (Theis & Lerdau, 2003). V ptfirodé¢ mizou
slouzit k ochrané rostlin pfed patogeny nebo bylozravci. Také maji dillezitou funkci pii

lakéani opylujiciho hmyzu nebo v komunikaci mezi rostlinami (Bakkali et al., 2008).

Neékteré chemické a konzervacni latky maji karcinogenni a teratogenni ucinky
a zanechavaji rezidua. (Kalemba & Kunicka, 2003). Proto EO ptedstavuji G¢inné
alternativy nebo dopliikky k syntetickym a chemickym latkam, naptiklad ve farmacii,

potravinaistvi a zemédélstvi (Bakkali et al., 2008).

2.3.1 Slozeni EO

V jednotlivych EO Ize identifikovat mezi 20 az 60 slouc¢eninami. Z téchto sloucenin jsou
dve nebo tii slozky ve vysoké koncentraci oproti ostatnim. Nekteré slouceniny se mohou
nachéazet pouze ve stopovém mnozstvi. Biologicka aktivita EO je obecné pfipisovana
jedné nebo dvéma z téchto hlavnich sloucenin. Existuje také mozZnost, Ze biologicka
aktivita EO muze byt vysledkem né¢kolika slozek, které plisobi synergicky a maji
vyznamny ucinek (Bakkali et al., 2008). Identifikace a kvantifikace sloucenin v EO
umoznuje studium antimikrobialni aktivity jednotlivych slozek a urcit, zda existuje

interakce s ostatnimi slozkami EO (Burt, 2004).

Vlastnosti EO kazdého rostlinného druhu jsou spojeny se sekundarnimi metabolity
produkovanymi rostlinou, které zahrnuji terpeny, fenylpropanoidy, aldehydy, estery,
alkoholy a ketony, jejichz bioaktivita se méni v zavislosti na strukturni konfiguraci
molekuly (Da Silva et al., 2021). Tyto sekundarni metabolity rozdélujeme na dvé hlavni
skupiny. Prvni skupinu tvofi terpeny a terpenoidy a druhou skupinu aromatické
a alifatické slozky. VSechny tyto slouceniny se vyznacuji nizkou molekulovou hmotnosti

(Bakkali et al., 2008).

Terpeny jsou organické slouceniny sloZené zizoprenovych jednotek, které jsou
tvofeny opakujicimi se fragmenty izoprenu (2-methylbuta-1,3-dien). Mzeme je rozdélit
podle poctu izoprenovych jednotek na né€kolik skupin, a to na hemiterpeny, monoterpeny,
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seskviterpeny, diterpeny, triterpeny, tetraterpeny a polyterpeny (McMurry, 2015). V EO
Monoterpeny jsou tvofeny ze dvou izoprenovych jednotek a mohou se vyskytovat
v linearni (acyklické), monocyklické nebo bicyklické forme¢ (McMurry, 2015).
Do monoterpenii patfi napiiklad limonen, p-cymen, y- terpinen, sabinen a f-myrcen
(Da Silva et al., 2021). Seskviterpeny jsou tvoieny ze tii izoprenovych jednotek a mohou
se vyskytovat v linearni (acyklické), monocyklické, bicyklické nebo tricyklické forme
vytvareji podskupiny jako alkoholy, aldehydy, fenoly, ethery a ketony (De Groot
& Schmidt 2016).

Terpenoidy vznikaji enzymatickou modifikaci terpenti a hydroxylové skupiny, které
jsou zodpovédné za antimikrobidlni ucinky. Strukturni varianty terpenoidi a pozice
hydroxylové skupiny mohou ovlivnit G¢innost slouc¢eniny proti mikroorganismim. Mezi
terpenoidy patii napiiklad karvakrol, thymol, mentol, a-terpineol a geraniol (Gyawali
& Ibrahim, 2014). Fenylpropanoidy jsou skupinou organickych sloucenin
syntetizovanych v rostlinach z fenylalaninu. Tvofi malou ¢ast EO, ale n¢které z jejich
slozek jako jeeugenol, isoeugenol, safrol a cinnamaldehyd, maji vynikajici

antimikrobidlni aktivitu (Bakkali et al., 2008).

EO se ziskavaji z rostlinného materialu, a to naptiklad z plodi, kvéta, poupat, semen,
listd, stonkt a kofenil (Burt, 2004). Slozeni EO z riznych Casti stejné rostliny se muze lisit.
Naptiklad EO ze semen koriandru (Coriandrum sativum L.) ma odlisné sloZzeni nez EO
znezralych listi téze rostliny (Delaquis et al., 2002). VétSinou plati, Ze nejsilnéjsi
antimikrobidlni aktivitu maji EO ziskané zrostlin sklizenych béhem kveteni anebo

bezprostiedné po ném (McGimpsey et al., 1994; Marino et al., 1999).

Pii antimikrobialnim ptsobeni slozek EO ma hlavni vyznam lipofilni charakter jejich
uhlovodikového skeletu a hydrofilni charakter jejich funkéni skupiny. Aktivita slozek EO
je nasledujici: fenoly > aldehydy > ketony > alkoholy > ethery > uhlovodiky (Kalemba
& Kunicka, 2003).

2.3.2 Metody extrakce EO

Metody extrakce EO rozdélujeme na konvencni a alternativni. Konvencni extrakéni
metody jsou klasické metody zaloZzené na destilaci EO zahtatim. Jsou pouzivany

k ziskavani EO z olejnatych semen a 1éCivych nebo aromatickych rostlin. Hlavnimi
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konvenénimi metodami jsou parni destilace, hydrodestilace, hydrodifize a extrakce

organickym rozpoustédlem (De Almeida-Couto ef al., 2022).

Alternativni extrak¢ni metody maji oproti konvekénim metoddam mnoho vyhod,
naptiklad zkraceni doby extrakce, snizeni spotfeby energie, zvysSeni vytéznosti extrakce
anebo zlepSeni kvality EO. Hlavnimi alternativni metody extrakce EO jsou extrakce
superkritickou tekutinou, subkritickymi extrakénimi kapalinami (H, a CO3), extrakce
s podkritickym CO», mikrovlnnd extrakce, mikrovlnnd extrakce bez rozpoustédel,
mikrovinna hydrodifuze a gravitace, mikrovlnnd parni destilace a mikrovinna parni

difuze (Asbahani et al., 2015).

Ziskany extrakéni produkt se miize liSit v kvalité, mnoZstvi a slozeni EO v zavislosti
na klimatu, slozeni pid, typu rostlinného organu, ze kterého je extrahovan a stafi
a vegetativni faze rostliny (Masotti ef al., 2003; Angioni et al., 2006). Konstantni sloZeni
EO se nejlépe ziskd za stejnych podminek, a to pii péstovani rostliny na stejné pude,
totoznych klimatickych podminkach, extrakci ve stejném obdobi a ze stejné Casti rostliny.
Nejcastéjsi metoda pouzivana k identifikaci a kvantifikaci slou¢enin v EO je plynova

chromatografie spojena s hmotnostni spektrometrii (Bakkali et al., 2008).

Béhem procesu extrakce muze dojit k oxidaci, hydrolyze a dalSim chemickym
reakcim chemickych slozek, které mohou mit za nasledek zmény ve slozeni EO.
V laboratornim méfitku je nejpouzivanéjsi extrakce hydrodestilaci v modifikovaném
systému Clevenger. V komer¢ni vyrob¢ je nejbéznéjsim typem extrakce parni destilace.
Extrakce rozpoustédlem je také Siroce pouzivana, ale jeji pouziti v potravinafstvi
je omezené kvili vysokému mnozstvi pozadovaného rozpoustédla a jeho toxicité

v procesu extrakce (Da Silva et al., 2021).

2.3.3 Mechanismus pusobeni EO na mikroorganismy

Mechanismus piisobeni EO na mikroorganismy je slozity proces a doposud nebyl plné
popsan (Kalemba & Kunicka, 2003). Vzhledem k velkému poctu sloucenin piitomnych
v EO nelze antimikrobidlni aktivitu pfipsat jednomu specifickému mechanismu (Burt,
2004). Obecné se udava, ze antimikrobialni ¢inek EO zavisi na jejich hydrofilnim nebo
lipofilnim charakteru. Mechanismus ptsobeni také zavisi na druhu mikroorganismd,
predevs§im na struktuie bunécné stény (grampozitivni a gramnegativni bakterie, houby)

(Kalemba & Kunicka, 2003). PoSkozeni strukturnich a funkcnich vlastnosti bunééné

vvvvvv
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EO diky své hydrofobni povaze dokdZou velmi dobie interagovat s bunéénou membranou
a zabudovat se do bunky. Nékteré slozky EO se po priniku do buiiky vazou na hydrofobni
proteinova mista a podporuji zmény v organizaci membrany, coZz ma za nasledek zvyseni
permeability bunééné membrany, ztratu intracelularniho materidlu, inhibici vstiebavani
zivin a bunécnou lyzi (Da Silva et al., 2021). Obecné se udava, ze gramnegativni bakterie
jsou odolng&;jsi vici antimikrobialni aktivit€ EO nez grampozitivni bakterie kvtli rozdilim
vrstvy peptidoglykanu pokrytého vnéjsi membranou z lipopolysacharidu s hydrofilnim
charakterem, ktery funguje jako selektivni permeabilni bariéra. Vn&j$i membrana
omezuje diftizi hydrofobnich sloucenin z EO a zabrafiuje hromadéni bioaktivnich
sloucenin v bunééné membrané (Behbahani ef al., 2019). U grampozitivnich bakterii
je bunécna sténa tvotrena z 90-95 % peptidoglykanem, ktery umoziiuje EO pronikat

bunécnou sténou a plsobit na cytoplazmatickou membranu (Nazzaro et al., 2013).

Pisobeni EO na houby se projevuje inhibici sporulace nebo produkci poskozenych
bunck, coz vede k nevratné koagulaci nebo denaturaci bunéénych slozek. EO jsou
schopny pronikat a naruSovat bunécnou sténu hub a cytoplazmatické membrany
prostiednictvim procesu permeabilizace, coZ muze vést az k rozpadu mitochondrialnich
membran. To je zplsobeno zménami v toku elektroni uvnitf drahy elektronového
transportniho systému. Zmény v propustnosti plazmatické membrany mohou zplsobit
unik elektrolytti nebo bunééného obsahu. EO mohou narusit metabolismus bilkovin, nebo
zménit koncentraci iontl vapniku, obsah proteind, lipida a nukleovych kyselin v bunikach.
Nékter¢é EO mohou naru$it depolarizaci mitochondridlnich membran ovlivnénim
protonové pumpy a zasob ATP (adenosintrifosfatu), coz zptisobuje pokles membranového
potencidlu. Permeabilizace vnitinich a vnéjSich mitochondridlnich membran muize vést

k bunécné apoptdze nebo nekroze vedouci k bunécné smrti (Swamy et al., 2016).

2.4 Slozky EO pouzité v diplomové praci

2.4.1 Karvakrol
Karvakrol (5-isopropyl-2-methylfenol; Obr. 3) je pfirodni monoterpenova fenolicka

slozka mnoha EO, ktera se obvykle vyskytuje v rostlinach spole¢né se svym izomerem
thymolem. Je to vysoce lipofilni bezbarva az naZloutla kapalina se specifickym zapachem.
Karvakrol je nerozpustny ve vod¢, ale velmi dobfe rozpustny v ethanolu, acetonu nebo

v diethyletheru (Can Baser, 2008; Yadav & Kamble, 2009). Je soucéasti EO z mnoha
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rostlin naptiklad z dobromysle obecné (Origanum vulgare), tymianu (7. vulgaris, Thymus
glandulosus), peptovniku (Lepidium flavum), saturejky zahradni (Satureja hortensis),
bergamotu (Citrus aurantium var. bergamia Loisel), a ¢ernuchy seté (Nigella sativa)

(Maczka et al., 2023).

OH

Obr. 3 Chemicka struktura karvakrolu. Vytvofeno v programu BIOVIA Draw 2022.
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Diky své viini a antimikrobidlnim G¢inkiim na mnoho rtiznych druhli bakterii a hub,
se nejcastéji pouziva v potravinaistvi jako piirodni konzervant potravin (Salehi
et al.,2018). Karvakrol ma také insekticidni ucinky a muze byt pouzit jako pfirodni
repelent proti komarim, protoZze ma mnohem vétsi tcinnost nez komeréni ptipravek,
pouzivany jako repelent diethyltoluamid (deet; N,N-diethyl-m-methylbenzamid). Krom¢
toho také snizuje lihnivost vajicek a vyvolava neplodnost u komart (Park et al., 2003).
Dale se karvakrol pouziva také ve stomatologii (Xu ef al., 2006). Karvakrol m4a mnoho
dalsich biologickych ucinkl, napfiklad antioxidantni, protizdnétlivé, antibiofilmové,

protirakovinné, analgetické nebo antidiabetické (Maczka et al., 2023)

V soucasné dobé¢ je zkoumano vyuziti karvakrolu jako aktivni slozky obalii, zejména
pro skladovani potravin. V potravinarstvi je karvakrol vyuZivan v pfipravcich
s postupnym uvolfiovanim, kde mize omezit rist patogennich bakterii v potravinach
atim zpomalit proces jejich kaZzeni. DalS§im zajimavym vyuzitim karvakrolu
je pti vykrmu dribeze pro zachovani senzorické a nutriéni kvality dribeziho masa
inhibici oxidace tkanovych lipidi. Diky antimikrobidlnim vlastnostem karvakrolu
a vznikajicim rezistencim bakterii na antibiotika se zkouma ucCinnost karvakrolu jako
nahrady, nebo doplnéni antibiotik. Omezenim pouziti karvakrolu je jeho tékavost,
nestabilita a nizkd rozpustnost ve vod¢€. Soucasné vyzkumy se zabyvaji vyiesenim téchto
omezeni s pouZzitim specifickych nosi¢i nebo formulaci karvakrolu s postupnym

uvoliiovanim (Maczka et al., 2023).

2.4.2 Thymol

Thymol (2-isopropyl-5-methylfenol; Obr. 4) je pfirodni monoterpenovy fenol.
Je to krystalickd a bezbarva sloucenina s charakteristickym zapachem. Ma velmi nizkou
rozpust ve vod¢, ale je rozpustny v ethanolu a jinych organickych rozpoustédlech.
Thymol je také izomer s karvakrolem a je hlavni aktivni slozkou EO extrahovaného
z tymianu (7. vulgaris). Thymol mtze byt rovnéz extrahovan z dalSich rostlin, naptiklad
z bazalky (Ocimum gratissimum), drsnoplodiku moracovit¢ho (Trachyspermum ammi),
z riznych druht rodu dobromysl (Origanum L.) nebo saturejky (Satureja L.) (Escobar
et al.,2020).
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Obr. 4 Chemicka struktura thymolu. Vytvoteno v programu BIOVIA Draw 2022.

Thymol a thymidnovy EO ma hojné vyuzita ve zdravotnictvi, a to zejména pii 1écbé
hornich cest dychacich. Napiiklad v tradi¢ni medicin€¢ se pouziva jako expektorans,
coz je rostlinné 1é¢ivo, které podporuje uvolnéni a odstranéni hlenu z dychaci soustavy,
atedy podporuje vykasSlavani (Kowalczyk et al., 2020). Thymol ma diky
své antimikrobidlni aktivit¢ hojné vyuziti v potravinafstvi. Naptiklad jako pfirodni
konzervacni prostfedek, protoze muze inhibovat razné mikroorganismy, které kazi
potraviny. Také prodluzuje trvanlivost potravin, aniz by ohrozil zdravi spotiebitele
(Escobar ef al., 2020). Dalsi vyuziti ma thymol jako krmna pfisada pro ryby, zvySujici
traveni, metabolismus a vstfebavani zivin. Déle zlepSuje kvalitu rybiho masa, a snizuje
peroxidaci lipidd v rybim mase (Alagawany et al., 2020). Thymol mé& mnoho

biologickych vlastnosti, naptiklad antibakterialni, antifungélni, antivirové, antisepticke,

-----

V soucasné dobé se oblasti vyzkumu zabyvaji naptiklad vyrobou biologicky
rozlozitelnych obalti obsahujici thymol a EO s thymolem, nebo kombinace hlavnich
slozek EO jako antimikrobidlnich latek (Escobar et al., 2020). Diky mnoha
polyfarmakologickym vlastnostem thymolu, se studuje jeho pouziti jako preventivni
a terapeutické latky proti mnoha rlznym patogeniim clov€ka (Nagoor Meeran

etal.,2017).
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2.4.3 Cinnamaldehyd
Cinnamaldehyd ((2E)-3-fenylprop-2-enal; Obr. 5) je piirodni aromaticky aldehyd. Je to

naZloutld olejovitd kapalina s charakteristickou vini skofice. Je témét nerozpustny ve
vod¢, ale je dobie rozpustny v ethanolu. Cinnamaldehyd je dilezita bioaktivni slozka
vyskytujici se v EO zrostlin rodu skotfice (Cinnamomum) (Friedman, 2017).
Cinnamaldehyd se pouziva v potravinafstvi jako pfichut’ a koteni, ddle v kosmetice
a lékarstvi. M4 mnoho biologickych uc¢inki jako jsou antibakteridlni, antifungalni,
antidiabetické a protirakovinné (Friedman, 2017). EO ze skofice a jeho hlavni slozka
cinnamaldehyd vykazuje antimikrobidlni u¢inky proti ustnim patogentim a mohly by byt
prospeésné pii prevenci zubniho kazu (Yanakiev, 2020). Cinnamaldehyd ma piiznivé

ucinky v prevenci a 1é€bé diabetu (Zhu et al., 2017).

Obr. 5 Chemicka struktura cinnamaldehydu. Vytvoteno v programu BIOVIA Draw 2022.
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2.4.4 Karvon

Karvon (2-methyl-5-(prop-l-en-2-yl)cyklohex-2-enon; Obr. 6) je monocyklicky
monoterpenovy keton, ktery se v pfirodé vyskytuje enantiomerech a to jako L-karvon
((R)-karvon, (-)-karvon) a D-karvon ((S)-karvon, (+)-karvon) (Bouyahya et al., 2021).
Karvon je bezbarva az nazloutld kapalina, specifického zapachu, je nerozpustny ve vodé
a dobfe rozpustny v ethanolu. Enantiomery D-karvon a L-karvon maji odlisné aroma.
D-karvon se nachazi v EO naptiklad z kminu kotenné¢ho (Carum carvi) nebo kopru
vonného (Anethum graveolens). L-karvon se nachazi v EO naptiklad v maté klasnaté

(Mentha spicata) (Morcia et al., 2016).

Obr. 6 Chemicka struktura L-karvonu a D-karvonu. Vytvoteno v programu BIOVIA Draw 2022.

18



Karvon se diky své vlni pouzZiva v parfumerii, kosmetice nebo v aromaterapii.
V potravinaistvi se pouzivd jako dochucovadlo naptiklad v kofeni, cukrovinkach
a napojich (Morcia et al., 2016). V zeméd€lstvi ma karvon vyuziti jako inhibitor kliceni
brambor. K pred¢asnému nakliceni brambor dochazi béhem skladovani a je odpovédné
za sniZeni prodejnosti brambor a za sniZeni hmotnosti hliz disledku odpatovani vody
z povrchu klickti. Karvon ma srovnatelnou u¢innost jako inhibitor kli¢eni (De Carvalho
& Da Fonseca, 2006). Karvon ma mnoho biologickych u€inkt, naptiklad antimikrobidlni,

antiparazitalni, antioxidacni, protizanétliveé, protirakovinné, neurologické

a antidiabetické (Bouyahya et al., 2021).

2.4.5 Linalool

Linalool (3,7-dimethylokta-1,6-dien-3-o0l; Obr.7) je monoterpenovy acyklicky tercidlni
alkohol, ktery se v ptirodé vyskytuje ve dvou enantiomerech, jako L-linalool ((R)-linalool,
(-)-linalool, licareol) a  D-linalool ((S)-linalool, (+)-linalool, koriandrol).
Oba enantiomery maji rozdilné viné. L-linalool mé dievité levandulové aroma
a D-linalool mé sladké, kvétinové, bylinné aroma s citrusovymi a ovocnymi tony.
Linalool miize existovat v racemické formé (Aprotosoaie ef al., 2014). Také je Spatné
rozpustny ve vodé, ale dobie rozpustny v ethanolu, mé vysokou té€kavost a nizkou
stabilitu. Nachazi se v EO z mnoha rostlin, naptiklad z levandule Sirokolisté (Lavandula
latifolia), levandule 1ékatské (Lavandula angustifolia), koriandru setého (Coriandrum
sativum L.), bazalky pravé (Ocimum basilicum L.), anebo yzopu lékaiského (Hyssopus

officinalis) (Maczka et al., 2022).
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Obr. 7 Chemicka struktura L-linaloolu a D-linaloolu. Vytvoteno v programu BIOVIA Draw 2022.

Linalool se diky své vlini hojné€ pouziva v parfumerii, kosmetickych ptipravcich jako
jsou télova mléka, Sampony, sprchové gely, mydla, krémy a antiperspiranty. Dale
se ptidava do Cisticich prostiedkli pro domacnost, vyrobkl pro pé¢i o nabytek a voski.
Diky své vini se také pouziva i v potravinafstvi jako vonné a ochucovaci ¢inidlo
v napojich a zpracovanych potravinach (Cal & Krzyzaniak, 2006). V poslednich letech
se linalool vyuziva v potravinafstvi jako aktivni obalova slozka, naptiklad aplikaci
na potravinaiské obaly a folie. Problémem linaloolu je jeho tékavost a vliv na obsah
baleni. Tento problém lze vyteSit zapouzdienim linaloolu do mikro- nebo nanoemulzi.
Ve farmaceutickém primyslu se pouziva jako prekurzor pro syntézu vitaminu E. Déle
se pouziva k vyrobég vitaminu A, farnesolu, ionot a citronelolu. Dalsi vyuziti ma linalool
jako insekticid pro kontrolu ektoparaziti domécich zvitat. Predev§im v kosmetickém
pramyslu se pouziva synteticky linalool (Derbassi et al., 2020). Linalool ma mnoho
anxiolytické, analgetické, antikonvulzivni, kardioprotektivni, neuroprotektivni

a predevsim antimikrobialni (Maczka et al., 2022).

V soucasné dob¢ se vyzkum linaloolu soustiedi na biotechnologické metody vyroby
pomoci geneticky transformovanych mikroorganismi. BohuZel je stale velkym
problémem nestabilita konstrukti DNA dréhy a udrzeni pln€¢ funkéni metabolické drahy
v mikroorganismech. Diky jeho antibakteridlnim vlastnostem a vznikajicim rezistencim
bakterii na antibiotika se vyzkum zabyva moznosti pouziti v kombinaci s antibiotiky pfi
terapiich, kde se soucasné s antibiotikem podava piirodni slouceninou (Maczka

et al., 2022).
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2.4.6 Mentol
Mentol (2-isopropyl-5-methylcyklohexanol; Obr.8) je monocyklicky monoterpenovy

alkohol. Je to bild pevna krystalicka latka s jemnou chladivou matovou vini, Spatné
rozpustna ve vodg, ale dobie rozpustna v ethanolu. Vyskytuje se ve dvou enantiomerech
a to L-mentol ((R)-mentol, (-)-mentol) a D-mentol ((S)-mentol, (+)-mentol). Hlavni
formou mentolu v pfirodé je forma L-mentol (Kamatou et al., 2013). Mentol je hlavni
slozkou EO z maty peprné (Mentha x piperita) (Malekmohammad et al., 2019) maty
poleje (Mentha pulegium) (Domingues & Santos, 2019).

OH “0H

Obr. 8 Chemicka struktura L-mentolu a D-mentolu. Vytvoteno v programu BIOVIA Draw 2022.

21



Mentol se pouziva diky svym vlastnostem v riznych produktech, a to od cukrovinek,
jako je Cokolada a Zzvykacky az po vyrobky pro péci o stni dutinu, jakou jsou zubni pasty.
Dale se vyuziva ve voln¢ prodejnych 1é¢ivych pripravcich pro své chladivé a biologické
ucinky. Mentol je soucasti kosmetickych ptipravkl, napiiklad masti nebo balzami.
Pridava se také do cigaret. Mentol m& mnoho biologickych ucinkd, naptiklad

antibakterialni, antifungdlni, antivirové, protisvédivé, chladivé, analgetické,

~~~~~

2.4.7 Menton
Menton (2-isopropyl-5-methylcyklohexanon; Obr. 9) je monocyklicky monoterpenovy

keton. Je to bezbarva kapalina s jemnym zapachem maty peprné, Spatné rozpustna
ve vodé, ale dobie rozpustna v ethanolu. Menton se vyskytuje ve dvou enantiomerech
ato L-menton ((R)-menton, (-)-menton) a D-menton ((S)-menton, (+)-menton).
Je soucasti EO z maty peprné (M. x piperita) (Malekmohammad et al., 2019) a maty
poleje (M. pulegium). Ma silné pesticidni a antioxida¢ni vlastnosti (Domingues & Santos,

2019).

Obr. 9 Chemicka struktura L-mentonu a D-mentonu. Vytvotfeno v programu BIOVIA Draw 2022.
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EO z maty obsahuje kromé& mentonu také mentol, neomentol a iso-mentol. Tento EO
antibakterialni, antivirové, imunomodula¢ni, protinddorové, neuroprotektivni
a antioxidani  vlastnosti. 'V soucasné dobé se EO zmaty Siroce vyuziva
pro gastrointestindlni a dermatologickd onemocnéni, pooperac¢ni adjuvantni terapii,

nutraceutika, kosmeticky priimysl a dalsi obory (Zhao et al., 2022).

2.4.8 Eukalyptol

Eukalyptol (1,8-cineol, 1,3,3-trimethyl-2-oxabicyklo(2.2.2)oktan; Obr.10) je bicyklicky
terpenoid, ktery je soucasti EO ziskavanych z riznych rostlinnych druht. Je hlavni
slozkou EO ziskanych z listd eukalyptu, naptiklad Eucalyptus smithii, E. globulus Labill,
E. maidenii, E. bicostata, E. sideroxylon, E. cinerea a E. leucoxylon. Eukalyptol je také
dialezitou slozkou EO zjinych rostlin, naptiklad z ¢ajovniku (Melaleuca alternifolia
(Maiden et Betche) Cheel), rozmarynu Iékaiského (Rosmarinus officinalis L.), Salvéje
1€katské (Salvia officinalis), pelyiku afrického (Artemisia afra Willd.), vaviinu
vzneseného (Laurus nobilis L) a levandule klasnaté (Lavandula stoechas L.) Eukalyptol

je bezbarvd kapalina se specifickym aroma, nerozpustnd ve vodé¢, ale rozpustna

v ethanolu (Maczka et al., 2021).

Obr. 10 Chemicka struktura eukalyptu. Vytvofeno v programu BIOVIA Draw 2022
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Diky svym vlastnostem se pouziva v parfumerii, kosmetice, potravinarstvi, zubnich
pastach a tstnich vodach a v prostifedcich pro domacnost (Maczka et al., 2021). Pro své
mnoha léka pouzivanych pfi riznych onemocnénich. Napiiklad pii 1écbé bronchitidy,
sinusitidy, nebo rymy. Eukalyptol a EO, které ho obsahuji méji mnoho biologickych

a antiseptické (Maczka et al., 2021).

V soucasné dobé, kdy je ¢im dal Castéjsi rezistence bakterii na antibiotika, se vyzkumy
zamé&fuji na jejich nahrazeni nebo doplnéni. Eukalyptol mé diky svym antibakteridlnim
vlastnostem potencidl nahradit nebo doplnit antibiotika v kombinovanych lécbach

(Maczka et al., 2021).

2.4.9 Limonen

Limonen (4-isopropenyl-1-methylcyklohexen; Obr. 11) je monocyklicky monoterpen.
Je to enantiomer a vyskytuje se ve dvou formach L-limonen ((R)-limonen, (-)-limonen
a D-limonen ((S)-limonen, (+)-limonen). Déle se limonen muze vyskytovat jako
racemickd smés dipenten. D-limonen je hlavni aktivni formou limonenu (Anandakumar
et al., 2021). Je to bezbarva kapalina s citronovou vini. Je mirné rozpustny ve vodé
a dobie rozpustny v ethanolu, benzenu nebo tteba v dimethylsulfoxidu. Limonen se také
oxiduje pti kontaktu se vzduchem a vytvaii rizné oxidacni produkty jako je karvon, oxidy
limonenu, karveol a hydroperoxidy limonenu. D-limonen se vyskytuje v EO z kliry
citrust (Citrus spp.), jako je citron, pomerang, grapefruit, limetka a mandarinka (Gupta
et al., 2021). L-limonen se vyskytuje v EO z jehlic borovice (Pinus) nebo z maty klasné

(Mentha) (Erasto & Viljoen, 2008)
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Obr. 11 Chemicka struktura L-limonenu a D-limonenu. Vytvofeno v programu BIOVIA
Draw 2022.

Limonen se diky svym vlastnostem pouziva v parfémech, mydlech, Cdisticich
prostfedcich do domdcnosti, v potravinach jako jsou zmrzliny, cukrovinky, zvykacky,
pudinky, a také v ndpojich. Dale se pouziva v petrolejaiském primyslu jako rozpoustédlo
a Cistici latka. V transdermaélnich aplikaci 1éCiv se pouziva jako pfisada ke zvySeni
priniku u¢inné latky. Také se pouziva jako odmastovaci prostiedek pied lakovanim
primyslovych vyrobki, nebo jako soucast repelentii (Gupta et al., 2021). Diky své
bezpecnosti se pouziva jako vychozi material pro syntézu riiznych ptirodnich produktt.
Ma Sesti¢lenny kruh, ktery lze snadno aromatizovat, coz z n¢j ¢ini vhodnou ndhradu
toxickych aromatickych meziprodukti jako je benzen a toulen. Limonen je vychozi
materidl napiiklad pro syntézu p-cymenu (Erasto & Viljoen, 2008). Ma mnoho
biologickych ucinkt, naptiklad antibakteridlni, antifungalni, antivirové, antibiofilmové

-----

antiglykacéni, antigenotoxicky a gastroprotektivni (Anandakumar et al., 2021).

2.4.10 a-pinen

a-pinen (2,6,6-trimethylbicyklo(3.1.1)hept-2-en; Obr. 12) je bicyklicky monoterpen.
Je to bezbarva kapalina s vliini borovice, nerozpustnd vodé, ale rozpustnd v ethanolu.
U pinenu jsou popsadny 3 izomery: o-, f- a o-pinen. Kazdy ztéchto izomeri
ma enantiomerni formy. U a-pinenu to jsou L-a-pinen ((R)-a-pinen, (-)-a-pinen)
a D- a-pinen ((S)-a-pinen, (+)-a-pinen). a-pinen je hlavnim sekundarnim metabolitem
mnoha EO z jehli¢nand, naptiklad z borovice lesni (Pinus sylvestris L), borovice limby

(Pinus cembra L), borovice kleCe (Pinus mugo TURRA) a borovice ¢erné (Pinus nigra
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J. F. ARNOLD). Dal8imi rostlinnymi zdroji obsahujici a-pinen jsou EO ziskané z pepie
¢ern¢ho (Piper nigrum), jalovce (Juniperus spp.) a z konopi setého (Cannabis sativa L.)
(Allenspach & Steuer, 2021). V primyslu se o-pinen pouziva pii syntéze dalSich
sloucenin, jako je mentol, linalool, geraniol a citronel (Vespermann et al., 2017). a-pinen
antioxidacni, = neuroprotektivni,  gastroprotektivni,  protinddorové, insekticidni

a nematocidni (Allenspach & Steuer, 2021).

Obr. 12 Chemickéd struktura L-a-pinenu a D-a-pinenu. Vytvoieno v programu BIOVIA
Draw 2022.
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material
3.1.1 In vitro testy antifungalni aktivity slozek EO

3.1.1.1 Pouzité chemikalie

D-Glukosa bezvoda (Ing. Petr Svec - PENTA s.r.0., Ceska republika)
Ethanol 96 %, p.a. (Ing. Petr Svec - PENTA s.r.0., Ceska republika)
Sabouraud maltose agar (SMA; HiMedia, Indie)

TWEEN 20 (Sigma-Aldrich, Némecko)

a-pinen (98% Cistota; Sigma-Aldrich, Némecko)

cinnamaldehyd (=95%, Sigma-Aldrich, Némecko)

D- karvon (>96 %, Sigma-Aldrich, Némecko)

eukalyptol (=99 %; Sigma-Aldrich, Némecko)

karvakrol (99%, Sigma-Aldrich, Némecko)

L-linalool (>95 %, Sigma-Aldrich, Némecko)

L-mentol (>99 %; Sigma-Aldrich, Némecko)

L-menton (>96 %; Sigma-Aldrich, Némecko)

(R)-(+)-limonen (97 %; Sigma-Aldrich, Némecko)

thymol (>98,5 %; Sigma-Aldrich, Némecko)

3.1.1.2 Roztoky a média
SMA médium

e 065 g/l SMA média
e 20 g/l glukosa

e Doplnit vodou

Z4sobni roztoky slozek EO

e 100 pl slozky EO na 1 ml 96% ethanolu (1:10) + par kapek smacidla TWEEN 20
(0,01 % [v/v]).
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3.1.1.3 Pouzité pristroje
Autoklav (Biobase, 0T032; Cina)

Flowbox (Telstar MH-100; Spanélsko)
Fotoaparat Olympus TG-6 (Olympus, Japonsko).
Laboratorni analytické vahy (Mettler AE 160)

MikrovInna trouba (ETA; Ceska republika)

3.1.1.4 Software pro zpracovani vysledki

Program Statistica (TIBCO Software Inc, Velka Britanie)

3.1.1.5 Biologicky material

Helminthosporium solani (CCM F-511; Ceska sbirka mikroorganismt, Brno)

3.1.2 In vivo testy antifungalni aktivity slozek EO

3.1.2.1 Pouzité chemikalie

2% cinnamaldehyd navazany na biopolymer dle patentu Matusinsky et al. (2020
2% karvakrol navazany na biopolymer dle patentu Matusinsky et al. (2020)
cinnamaldehyd (= 95%, Sigma-Aldrich, Némecko)

karvakrol (99%, Sigma-Aldrich, Némecko)

thymol (>98,5 %; Sigma-Aldrich, Némecko)

Destilovana voda — piiprava pomoci pfistroje Demiwa 5 ros (WATEK s.r.o., Ceska

republika)

3.1.2.2 Pouzité pristroje

Exsikatory (Super-Star-Desiccator, Sicco, Némecko)
Fotoaparat Olympus TG-6 (Olympus, Japonsko).

3.1.2.3 Software pro zpracovani vysledki

Program ImagelJ 1.53¢ (freeware, https://imagej.net//software/imagej/)

3.1.2.4 Biologicky material

Solanum tuberosum odrida ,,Belana“ (Ceska republika)
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3.1.3 Optimalizace detekce H. solani pomoci real-time PCR

3.1.3.1 Pouzité chemikalie

DNase/RNase Free dH>O (Sigma Aldrich; Némecko)

Ethanol 96 % (Sigma-Aldrich, Némecko)

FastStart Universal Probe Master (ROX; Roche Diagnostics; Némecko)
FastStart Universal SYBR Green Master (ROX; Roche Diagnostics; Némecko)
GenElute™ Plant Genomic DNA Minipert Kit (Sigma Aldrich; Némecko)
Forward primer HsTqF1 (Generi Biotech,s.r.o0.; Ceské republika)

Reverse primer HsTqR1 (Generi Biotech,s.r.o.; Ceska republika)

TaqMan sonda HsTqP1 (Generi Biotech,s.r.o.; Ceska republika)

RNase A Solution (Sigma Aldrich; Némecko)

Tekuty dusik (Messer Technogas s. . 0., Ceska republika)

3.1.3.2 Pouzité pristroje
Centrifuga (HETTICH EBA 12R; Némecko)

Inkubétor pro suchou lazen (Major Science; Tchaj-wan)
Minicentrifuga (Biosan Multi-Spin MSC-6000; Lotyssko)
Spektrofotometr (Perkin ElImer MBA 2000; USA)
Termocykler Mx3005P ™ (STRATAGENE; USA)

Vortex TK3S (Techno Kartell; Italie)

3.1.3.3 Biologicky material

Helminthosporium solani (CCM F-511; Ceska sbirka mikroorganismii, Brno)

DNA vyizolovana z Rhizoctonia solani (Cista kultura z hlizy se sklerocii, odriida ,,Red

Anna*) — negativni kontrola
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3.2 Metody
3.2.1 In vitro testy antifungalni aktivity slozek EO
3.2.1.1 Diskovy difazni test

S houbou Helminthosporium solani bylo zachazeno ve sterilnich podminkach
ve flowboxu. Antifungélni aktivita jednotlivych slozek EO byla hodnocena in vitro
pomoci diskového difuzniho testu. U testovanych slozek EO byly piipraveny zasobni
roztoky a to zfedénim 96% ethanolem (1:10) a pfiddnim nékolika kapek TWEEN
20 (0,01 % [v/v]). Takto ptipravené zasobni roztoky byly v ptislusnych objemech (tab. 1)
pfidany do sterilizovaného SMA média pii teploté v rozmezi 40—45 °C. Pro hodnoceni
ucinnosti slozek EO byly pouzity koncentrace 0, 100, 200, 400, 800 a 1600 ppm.
Nasledné byly roztoky SMA dtkladné promichany a nality na Petriho misky o priiméru
90 mm (20ml/miska). Inokulum bylo ziskdno ze tfi tydna starych kultur H. solani.
Z téchto kultur byly pomoci sterilniho korkovrtu vyfiznuty 6 mm disky s inokulem
H. solani, a pieneseny do stfedu pfipravenych Petriho misek a nasledn¢ utésnény
parafilmem. U kazdé koncentrace byly pfipraveny tfi opakovani a jako kontroly byly
pouzity Petriho misky pouze s médiem SMA. Takto pfipravené Petriho misky

byly inkubovény po dobu tii tydnt pfi teploté 25 + 1 °C.

Tab. 1 Objem (ul) zasobnich roztokli a-pinenu, cinnamaldehydu, D-karvonu, eukalyptolu,
karvakrolu, L-linaloolu, L-mentolu, L-mentonu, (R)-(+)-limonen a thymolu pfidanych do SMA
média pro koncentrace 100, 200, 400 800 a 1600 ppm.

100 200 400 800 1600
o-pinen 102 204 408 816 1633
Cinnamaldehyd 105 211 421 842 1684
D- karvon 104 208 417 833 1667
Eukalyptol 101 202 404 808 1616
Karvakrol 101 202 404 808 1616
L-linalool 101 202 404 808 1616
L-mentol 101 202 404 808 1616
L-menton 104 208 417 833 1667
(R)-(+)-limonen 103 206 412 825 1649
Thymol 102 203 406 812 1624
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Nasledné byly zméfeny priméry kolonii hub (cm) pfi rlznych koncentracich
jednotlivych slozek EO a byla stanovena inhibi¢ni koncentrace (IC). IC se podle
Albuquerque et al. (2006) vypocita: IC = [(CFc - CFt) / CFc] x 100, kde CFc je pramér
kontrolni neoSetiené houbové kolonie a CFt je priimér houbové kolonie oSetfené slozkou
EO. IC se udava v procentech. Také byla stanovena polovina maximalni inhibic¢ni
koncentrace (ICso). ICso je hodnota koncentrace vytvérejici 50% inhibi¢ni ti¢inek. Podle
Chang et al., (2008) se ICso graficky odvozuje z davkovych kiivek a z odezvy na zakladé
méfeni s riznymi koncentracemi. Déle byl uréen fungistaticky a fungicidni i€¢inek slozky
EO na H. solani a to hodnotami minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) a minimalni

fungicidni koncentrace (MFC). Podle Plodpai et al. (2013) se hodnoty MIC urcuji jako

v

A4

zaznamenan zadny rist kolonii houby na Cerstvém SMA médiu po subkultivaci. MFC
bylo stanoveno pfenesenim inhibované houby H. solani na agarovych discich (v Petriho
miskach oSetfenych koncentracemi slozek EO vysSimi nez MIC) do cerstvého SMA
média bez slozek EO. Subkultivované H solani bylo inkubovano tfi tydny pfi teploté

25 + 1 °C a nasledné bylo vyhodnoceno obnoveni rastu H. solani a ur¢ena hodnota MFC.

Dale byly pfipraveny doplikové koncentrace k jednotlivym slozkdm EO (tab.2—7).
Tyto doplikové koncentrace slozek EO byly uréeny podle jejich inhibi¢niho U¢inku
na rast H. solani. Také byla provedena kombinace nejucinnéjsich slozek EO (tab.8-9).
Byl kombinovan thymol s karvakrolem v koncentracich 12,5 ppm thymol s 37,5 ppm
karvakrolem, 12,5 ppm karvakrolu s 37,5 ppm thymolem, 25 ppm thymol s 25 ppm
karvakrolem a 50 ppm thymol s 50 ppm karvakrolem. Nésledn€ byl kombinovan thymol
s cinnamaldehydem a to v koncentracich 50 ppm thymolu s 50 ppm cinnamaldehydu,
25 ppm thymolu s 75 ppm cinnamaldehydu a 75 ppm thymolu s 25 ppm cinnalaldehydu.
A jako posledni byla provedena kombinace karvakrolu a cinnamladehydu
a to v koncentracich 50 ppm karvakrolu s 50 ppm cinnamaldehydu, 25 ppm karvakrolu
s 75 ppm cinnamaldehydu a 75 ppm karvakrolu s 25 ppm cinnalaldehydu.
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Tab. 2 Objem (ul) zasobniho roztoku thymolu a karvakrolu pfidaného do SMA média pro
koncentrace 20, 40, 60, 80 a 100 ppm.

20 40 60 80 100
Thymol 20 41 61 81 102
Karvakrol 20 40 61 81 101

Tab. 3 Objem (ul) zdsobniho roztoku cinnamaldehydu ptidaného do SMA média pro koncentrace
100, 120, 140, 160 a 180 ppm.

100 120 140 160 180
Cinnamaldehyd 105 126 147 168 190

Tab. 4 Objem (ul) zdsobniho roztoku L-linaloolu, D-karvonu a L-mentolu pfidaného do SMA
média pro koncentrace 200, 300, 350, 400 a 450 ppm.

200 300 350 400 450
L-linalool 202 303 354 404 455
D-karvon 208 313 365 417 469
L-mentol 202 303 354 404 455

Tab. 5 Objem (ul) zadsobniho roztoku L-mentonu ptidaného do SMA média pro koncentrace 400,
500, 600, 700 a 800 ppm.

400 500 600 700 800
L-menton 417 521 625 729 833

Tab. 6 Objem (ul) zdsobniho roztoku eukalyptolu pfidaného do SMA média pro koncentrace 800,
1000, 1200, 1400 a 1600 ppm.

800 1000 1200 1400 1600
Eukalyptol 808 1010 1212 1414 1616

Tab. 7 Objem (ul) zasobniho roztoku (R)-(+)-limonenu a a-pinenu pfidaného do SMA média pro
koncentrace 3200, 4500, 5500, 6000 a 6400 ppm.

3200 4500 5500 6000 6400
(R)-(+)- 3299 4639 5670 6186 6598
limonen
o-pinen 3265 4592 5612 6122 6531

32



Tab. 8 Objem (ul) zasobnich roztokd thymolu a karvakrolu pti kombinaci slozek EO.

12,5 25 37,5 50
Thymol 12,7 25,4 38,1 51,0
Karvakrol 12,6 253 379 51,0

Tab. 9 Objem (ul) zasobnich roztokd thymolu a karvakrolu a cinnamaldehu pti kombinaci slozek
EO.

25 50 75
Thymeol 254 51,0 76,1
Karvakrol 253 51,0 75,8
Cinnamldehyd 26,3 52,6 78,9

3.2.2 In vivo testy antifungalni aktivity slozek EO
3.2.2.1 Fumigace hliz slozZkami EO

Pomoci in vivo testu fumigace (vliv par slozek EO) byla ovéfena antifungalni aktivita
karvakrolu, thymolu a cinnamaldehydu. Tento experiment probihal v exsikatorech
s vyuzitelny objemem 42 1 a celkovym objemem 45 1. Do téchto exsikatort byly umistény
plata na vajicka, do kterych se nasledn¢ vlozila hliza. Fumiga¢ni ucinek na H. solani
téchto tii slozek EO byl provadén na hlizach bramboru (n = 7) o velikosti 35—45 mm
odridy ,,Belana®. Jedna se o ranou konzumni odrtidu. Hlizy pro pokus byly zakoupeny
v supermarketu. Vykazovaly mirné ptiznaky stiibfitosti slupky bramboru (pfirozena
infekce). Pred aplikaci slozek EO byly pofizeny fotografie (Olympus TG-6).
Do exsikatoru byly rovhomérné rozlezeny plata od vajicek, do kterych se nasledné
umistili hlizy. Nasledn€ byly do exsikéatoru umistény Petriho misky s celuldzou, na kterou
bylo naneseno 4,2 ml ¢isté slozky EO. Thymol se nachazi v krystalické formé, proto bylo
pozito 4,2 g (100 ml/m?). Pro ziskani pozadované vlhkosti byly plata a filtraéni papir pod
Petriho miskami navlh¢en destilovanou vodou. Kazda varianta byla provedena ve tfech
opakovanich. V experimentu byla také zahrnuta kontrola bez aplikace slozek EO.
Experiment probihal 60 dni pfi teploté 10—15 °C a relativni vlhkosti 99 %. Po 60 dnech
inkubace byly tyto hlizy znovu vyfoceny a experiment byl vyhodnocen. Intenzita infekce
hliz byla nasledné vyhodnocena pomoci programu ImageJ 1.53e. Uéinnost thymolu,
karvakrolu a cinnamladehydu byla stanovena jako rozdil v intenzité infekce hliz pred

a po jejich aplikaci.
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3.2.2.2 Mof¥eni hliz slozkami EO

Pomoci in vivo testu moieni hliz slozkami EO byl studovén rast H. solani. Pfi tomto
experimentu byly opét pouzity hlizy (n = 7) odridy ,,Belana* o velikosti 35—45 mm
s mirnymi ptiznaky sttibfitosti slupek bramboru (pfirozena infekce). Pro tento pokus byl
pouzit cinnamaldehyd a karvakrol. Tyto slozky EO byly pro vétsi ucinnost a stabilitu
navazany na biolpolymer dle patentu MatuSinsky ef al. (2020). Podstatou patentu
je, ze vytvoteny fungicidni prostfedek obsahuje stabilni formu EO v podobé
mikrokapicek EO (slozek EO). Tyto mikrokapic¢ky jsou uzavieny v obalu tvofeném
biopolymerem. Biopolymer obsahuje zelatinu a chitosan v poméru 3:10. Ve sto
mililitrech fungicidniho ptipravku je obsazeno 0,5—1,5 ml EO (slozky EO), 9,5—8,5 ml
fepkového oleje na fedéni EO (slozek EO), 0,2 ml polyethylenglykol sorbitanu
monooledtu, 13,3 ml biopolymeru vytvarejictho obal mikrokapicek a 76,5 ml
0,5% hmotnostniho roztoku trypolyfosfatu sodného. Hlizy bramboru byly na 2 sekundy
ponofeny do 2% roztoku slozek EO. Tyto hliz byly umistény na filtrani papir nasyceny
destilovanou vodou (150 ml) v uzaviratelnych plastovych boxech o objemu 30 1. Kazda
experimentalni varianta byla provedena ve tfech opakovéani a do experimentu byla
zahrnuta kontrola neboli varianta bez osSetieni slozkami EO. Plastové boxy byly uzavieny
a umistény do skladu pfi teplot¢ 10—15 °C a relativni vlhkosti 99 %. In vivo pokus
probihal 60 dni. Na zacatku a na konci pokusu byly pofizeny fotografie pro néasledné
stanoveni rozsahu intenzity infekce hliz (zdvaZnost onemocnéni). Rozsah infekce byl
hodnocen pomoci programu ImageJ 1.53e. Uinnost pouZitych slozek EO byla stanovena

jako rozdil v intenzité infekce hliz pted a po jejich aplikaci.

3.2.3 Optimalizace detekce H. solani pomoci real-time PCR

3.2.3.1 1zolace DNA

Izolace DNA H. solani byla provedena pomoci kitu GenElute™ Plant Genomic DNA
Miniprep. Nejprve byly odebrany vzorky ze slupky hliz brambor (odrida ,,Belana®)
a z mycelia standardu H. solani (tab. 10). Tyto vzorky byly pfeneseny do tfeci misky
nachlazené¢ tekutym dusikem a rozetfeny tlouCkem, nachlazenym tekutym dusikem,
na jemny praSek. Homogenat byl ptenesen do mikrozkumavky s 350 pl lyza¢niho roztoku
(¢ast A), 50 ul lyzacniho roztoku (¢ast B) a 1,5 ul RNase (40U). Smés byla dukladné
promichana na vortexu. Smés byla dale inkubovana pti 75 °C po dobu 30 minut, béhem
inkubace byl pelet rozvoliiovan pomoci pipety a obasnym prevracenim. Po inkubaci bylo

piidano 130 pl srazeciho roztoku, tato smés byla néasledné promichéna ptfevracenim
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mikrozkumavky a umisténa na led po dobu 5 minut. Nasledné byla smés centrifugovana
5 minut pfi otdCkach 16000 x g pro vytvofeni pelety zbytkli bunék, proteini
a polysacharidd. Supernatant byl opatrné pielit do filtraéni kolonky (GenElute filtration
column) a nasledné byl centrifugovéan 1 minutu pfi otdc¢kach 16000 x g. Filtracni kolonka
byla vyhozena a k filtratu bylo pfidano 700 pl vazebného roztoku a doslo k promichani
smési otdCenim mikrozkumavky. Déle byla ptipravena vazebna kolonka, a to vlozenim
GenElute Miniprep Binding Column do mikrozkumavky, pfidanim 500 pl roztoku pro
ptipravu kolonky, centrifugaci pti otackach 12 000 x g po dobu 1 minuty a vylitim filtratu.
Polovina filtratu s vazebnym roztokem byla opatrné pfepipetovana na vazebnou kolonku
a centrifugovan pii otackach 16 000 x g po dobu 1 minuty, filtrat byl ndsledné vylit. Druha
polovina filtratu s vazebnym roztokem byla také opatrné piepipetovana do stejné vazebné
kolonky. Dale byla smés centrifugovana pti otdckach 16 000 x g po dobu 1 minuty a filtrat
byl opét vylit. Nasledné bylo pfidano 500 pl promyvaci roztoku na kolonku. Promyvaci
roztok byl pfipraven pfidanim 96 % ethanolu do koncentratu promyvaci roztoku
v poméru 1,03 (96 % ethanol):0,43 (koncentrat promyvaciho roztoku) na jeden vzorek.
Tato smés byla centrifugovana pti otd¢kach 16 000 x g po dobu 1 minuty a filtrat byl vylit.
Na kolonku s navazanou DNA byl opét pfidan promyvaci roztok a centrifugovan pii
otackach 16 000 x g po dobu 3 minut, aby doslo k vysuSeni kolonky. Filtrat byl poté
opatrné vylit, aby se nedostal do kontaktu s kolonkou, déle byl setfen filtrat na vnéjsi
strané¢ kolonky. Poté byla kolonka s membranou pifenesena do nové sterilni
mikrozkumavky, ke které bylo nasledné ptidano 100 pl ptedehiatého (65 °C) eluc¢niho
pufru (Elution Solution) pfimo na stfed membrany a centrifugovano pii otaCkach
16 000 x g po dobu 1 minuty. Kolonka s membranou byla vyhozena a vyizolovana DNA

byla uschovana pro dalsi pouziti.

Tab. 10 Vzorky pro izolaci DNA z H. solani

Vzorek

Vzorek ¢. 1 Mycelium H. solani standart (CCM F-511)
Vzorek ¢. 2 Mycelium H. solani standart (CCM F-511)
Vzorek ¢. 3 H. solani z hlizy (odriida ,,Belana®)
Vzorek ¢. 4 H. solani z hlizy (odrida ,,Belana®)
Vzorek ¢. 5 H. solani z hlizy (odriida ,,Belana®)
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3.2.3.2 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a €istoty vyizolované

DNA

Koncentrace a Ccistota vyizolované DNA H. solani byla stanovena pomoci
spektrofotometru Perkin Elmer MBA 2000. Jako slepy vzorek byla pouzita DNase/RNase
Free dH20. Kazdy vzorek vyizolované DNA byl pro méteni na spektrofotometru naredén
desetkrat. U kazdého vzorku byla zmétena koncentrace vyizolované DNA H. solani a byl
stanoven pomer Aaso/Azgo pro posouzeni Cistoty jednotlivych vzorkl vyizolované DNA

H. solani.

3.2.3.3 Detekce H. solani pomoci real-time PCR

Pouzivané chemikalie a vzorky DNA byly rozmrazeny té€sné pfed pouzitim a uchovavany
na ledu pfi 0 °C. Pfed pouzitim byly promichdny zvortexovanim a bylo s nimi
manipulovano za sterilnich podminek. Primery a sonda byly nafedény na pracovni
koncentraci 10 uM pomoci RNase-free dH>O. Sekvence pouzitych primert (tab. 11)
pro detekci H. solani pomoci Sybr Green a TagMan real-time PCR byla prevzata
od Cullen et al. (2001). Sekvence sondy (tab. 12) pro TagMan real-time PCR byla také
ptevzata od Cullen ef al. (2001).

Tab. 11 Sekvence primera pouzitych pfi real-time PCR dle Cullen et al. (2001).

Primer Sekvence primeru (5°-3")
HsTqF1 GTTTCAGCGGCCGCAAG
HsTqR1 TTCAGATACAAGGGTTTAAGGGATTC

Tab. 12 Sekvence sondy pouzita pii TagMan real-time PCR dle Cullen et al. (2001).

Sonda Sekvence sondy (5°-3°)
HsTqP1 TCGGAACCCTCTGTCTACCTGTA CCACTTGTT
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3.2.3.4 Detekce H. solani pomoci Sybr Green real-time PCR

Detekce H. solani byla provedena pomoci kitu FastStart Universal SYBR Green Master
pro Sybr Green real-time PCR. Nejprve byl pfipraven reakéni mix (tab. 13) pro Sybr
Green real-time PCR. Tento reak¢ni mix byl dale napipetovan do jamky na destiCku
(96 jamek). K této reakéni smési bylo ptidano 2 pl nafedéné DNA hodnoceného vzorku.
Také byl ptipraven slepy vzorek (NTC), kde bylo k premixu ptidano 2 pl DNase/RNase
Free dH>O. Nasledné byla pfipravena i negativni kontrola, kde bylo k premixu ptiddno
2 wl DNA Rhizoctonia solani. Nakonec byly nastaveny podminky Sybr Green real-time
PCR (tab. 14). Pro vzorek €. 2 byla ptipravena fedici fada. DNA H. solani z mycelia byla
nafedéna nasledovné: 1:1, 1:10, 1:102, 1:10%, 1:10% 1:0°, 1:106.

Tab. 13 Reakéni mix pro jednu Sybr Green real-time PCR reakci (25 pl).

Slozka Objem (pl)
FastStart Universal SYBR Green Master (ROX) 12,5

Primer HsTqF1 (10 pM) 0,75 (300 nM)
Primer HsTqR1 (10 pM) 0,75 (300 nM)
PCR-grade dH,O 9,0

DNA (ng/pnl) 2,0

Tab. 14 Program termocykleru pro Sybr Green real-time PCR.

Krok Pocet cykli Teplota [°C] Cas

1. Poéate¢ni denaturace 1 95 10 min

2. Denaturace 95 15s

3. ,,Annealing“ 40 60 60 s

4. Elongace 72 5s
95 30s

5. Melting analyza 1 60 60 s
95 30s
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3.2.3.5 Detekce H. solani pomoci TagMan real-time PCR

Detekce H. solani byla provedena pomoci kitu FastStart Universal Probe Master
pro TagMan real-time PCR. Nejprve byl piipraven reakéni mix (tab. 15) pro TagMan
real-time PCR. Tento reak¢ni mix byl dale napipetovan do jamky na desticku (96 jamek).
K této reakéni smési bylo pfidano 2 pl nafedéné DNA hodnoceného vzorku. Také byl
ptipraven slepy vzorek (NTC), kde bylo misto DNA vzorku pfidano 2 pl DNase/RNase
Free dH>O. Nasledné byla pfipravena i negativni kontrola, kde bylo misto DNA vzorku
pridano 2 ul DNA R. solani. Nakonec byly nastaveny podminky TagMan real-time PCR
(tab. 16). Pro vzorek ¢. 2 byla pfipravena fedici fada. DNA H. solani z mycelia byla
nafedéna nasledovné: 1:1, 1:10, 1:10%, 1:10%, 1:10%, 1:0°, 1:106.

Tab. 15 Reakéni mix pro jednu TagMan real-time PCR reakci (25 pl).

Slozka Objem (pl)
FastStart Universal SYBR Green Master (ROX) 12,5

Primer HsTqF1 (10 pM) 0,75 (300 nM)
Primer HsTqR1 (10 pM) 0,75 (300 nM)
Sonda HsTqP1 (10 pM) 0,5 (200 nM)
PCR-grade dH,O 6,75

DNA (ng/pl) 2,0

Tab. 16 Program termocykleru pro TagMan real-time PCR.

Krok Pocet cykli Teplota [°C] Cas
1. Poc¢atecni denaturace 1 95 15 min
2. Denaturace 95 15s
3. ,,Annealing“ 40 60 60 s
4. Elongace 72 10s
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4 VYSLEDKY
4.1.1 In vitro testy antifungalni aktivity slozek EO
4.1.1.1 Diskovy difazni test

Pro jednotlivé slozky EO byl zméfen a uréen pramér kultur H. solani ze tii nezavislych
opakovani (tab. 17). Dale byly vypocitany a stanoveny hodnoty IC, ICso, MIC a MFC
(tab. 18). Z vysledk vypliva, ze vSechny pouzité slozky EO byly schopny inhibovat rist
H. solani. Napftiklad pii koncentraci 100 ppm slozky EO inhibovaly rast H. solani
v rozmezi od 3,1 % do 100 % (tab. 19). Nejvyssi inhibi¢ni ucinek na patogenni houbu
H. solani byl pozorovan u thymolu (obr. 13; tab. 20), karvakrolu (obr. 14; tab. 20)
a cinnamaldehydu (obr. 15; tab. 21). Diky nejlepsSim inhibi¢nim G¢inkiim byly tyto tfi
slozky EO vybrany pro dalsi in vivo pokusy. Dale mél dobry inhibi¢ni ucinek L-mentol
(obr. 16; tab. 22) a D-karvon (obr. 17; tab. 22). Horsi inhibici H. solani vykézal L-linalool
(obr. 18; tab. 22), L-menton (obr. 19; tab. 23) a eukalyptol (obr. 20; tab. 24). Nejnizsi
inhibi¢ni u¢inek na patogenni houbu H. solani byl pozorovan u a-pinenu (obr. 21; tab. 25)
a (R)-(+)-limonenu (obr. 22; tab. 25). Kombinace thymolu a karvakrolu, thymolu
a cinnamaldehydu, karvakrolu cinnamaldehydu (tab. 26) neméla synergicky

ani antagonisticky ucinek.

Tab. 17 Praméry kultur H. solani (cm) pti koncentracich slozek OE 0-100 ppm. Hodnoty jsou
praméry ze tiech opakovani pro kazdou koncentraci slozky EO.

0 100 200 400 800 1600
a-pinen 4,43 4,10 3,77 3,63 3,13 2,00
Cinnamaldehyd 3,83 0,50 0 0 0 0
D- karvon 3,47 2,63 2,10 0 0 0
Eukalyptol 3,90 3,63 2,66 2,53 1,57 0
Karvakrol 4,00 0 0 0 0 0
L-linalool 3,63 2,13 1,83 0,27 0 0
L-mentol 1,73 1,07 0,63 0 0 0
L-menton 2,30 2,07 1,97 1,13 0 0
(R)-(+)-limonen 4,23 4,10 3,93 3,63 2,90 2,07
Thymol 2,83 0 0 0 0 0
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Tab. 18 Antifungalni aktivita slozek EO: EO IC50, MIC a MFC (ppm).

IC50 MIC MFC
a-pinen 1600 3200 3400
cinnamaldehyd 60 120 120
D- karvon 175 350 350
eukalyptol 700 1400 1700
karvakrol 40 80 100
L-linalool 225 450 500
L-mentol 125 250 250
L-menton 300 600 600
(R)-(+)-limonen 1600 3200 3300
thymol 40 80 80

Tab. 19 Hodnoty IC pro kazdou koncentraci slozky EO (ppm). Hodnoty IC jsou v procentech.
Primémé hodnoty ve sloupci sdilejici stejny horni index se na zékladé¢ Tukeyho HSD testu
vzajemné vyznamné nelisi (p < 0,01).

0 100 200 400 800 1600
a-pinen 0 7,4 14,99 18,1¢ 29,3° 54,9°
cinnamaldehyd 0 86,9° 100° 1007 1007 1007
D- karvon 0 24,2%¢ 39,5° 100? 100? 100?
eukalyptol 0 6,9 31,8% 35,1¢ 59,7° 100°
karvakrol 0 1002 1002 100? 100? 100?
L-linalool 0 41,3° 49,6 92,6 1007 1007
L-mentol 0 38,2° 63,6° 100? 100? 100?
L-menton 0 10 14,3% 50,9% 100° 100°
(R)-(+)-limonen 0 3,14 7,1¢ 14,2° 31,4° 51,1°
thymol 0 100° 100° 100° 100° 100?

Tab. 20 Priméry kultur H. solani (cm). Hodnoty jsou priiméry ze ttech opakovani pro koncentrace
thymolu a karvakrolu (ppm).

0 20 40 60 80 100
Thymol 3,60 3,53 1,43 0,47 0 0
Karvakrol 3,50 3.37 2,50 1,10 0 0

Tab. 21 Prameéry kultur H. solani (cm). Hodnoty jsou priméry ze tfech opakovani pro koncentrace
cinnamaldehydu (ppm).

0 100 120 140 160 180
Cinnamaldehyd 3,80 0 0 0 0 0
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Tab. 22 Praméry kultur H. solani (cm). Hodnoty jsou priméry ze tfech opakovani pro koncentrace
L-linaloolu, D-karvonu a L-mentolu (ppm).

0 200 300 350 400 450
L-linalool 4,36 3,83 2,10 1,00 0 0
D-karvon 3,80 2,10 1,47 0 0 0
L-mentol 3,93 0,63 0 0 0 0

Tab. 23 Praméry kultur H. solani (cm). Hodnoty jsou priméry ze tfech opakovani pro koncentrace
L-mentonu (ppm).

0 400 500 600 700 800
L-menton 3,83 2,22 0,53 0 0 0

Tab. 24 Praméry kultur H. solani (cm). Hodnoty jsou priméry ze tfech opakovani pro koncentrace
eukalyptu (ppm).

0 800 1000 1200 1400 1600
Eukalyptol 3,83 1,60 0,73 0,50 0 0

Tab. 25 Praméry kultur H. solani (cm). Hodnoty jsou priméry ze tfech opakovani pro koncentrace
(R)-(+)-limonen a a-pinenu (ppm).

0 3200 4500 5500 6000 6400
(R)-(+)-limonen 2,53 0 0 0 0 0
o-pinen 2,53 0 0 0 0 0

Tab. 26 Priméry kultur H. solani (cm). Hodnoty jsou priméry ze tii opakovani pro kazdou
kombinaci koncentraci slozek EO (ppm).

Kombinace koncentraci slozek EO (cm)
12,5 thymol+ 37,5 karvakrol 0,7
37,5 thymol + 12,5 karvakrol 1,5
25 thymol + 25 karvakrol 1,1
50 thymol + 50 karvakrol

0
50 thymol + 50 cinnamaldehyd 0
25 thymol + 75 cinnamaldehyd 0
75 thymol + 25 cinnamladehd 0
50 karvakrol + 50 cinnamaldehyd 0
25 karvakrol + 75 cinnamaldehyd 0
75 karvakrol + 25 cinnamaldehyd 0
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Obr. 13 H. solani na SMA médiu s ptfidavkem thymolu o koncentraci 0-100-200-400-800-1600
ppm. Méfitko je 2 cm.

Obr. 14 H. solani na SMA médiu s ptidavkem karvakrolu o koncentraci 0-100-200-400-800-1600
ppm. Méfitko je 2 cm.
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Obr. 15 H. solani na SMA médiu s ptidavkem cinnamaldehydu o koncentraci 0-100-200-400-
800-1600 ppm. Méftitko je 2 cm.

Obr. 16 H. solani na SMA médiu s ptidavkem L-mentolu o koncentraci 0-100-200-400-800-1600
ppm. Méfitko je 2 cm.
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Obr. 17 H. solani na SMA médiu s pfidavkem D-karvonu o koncentraci 0-100-200-400-800-1600
ppm. M¢fitko je 2 cm.

Obr. 18 H. solani na SMA médiu s ptidavkem L-linaloolu o koncentraci 0-100-200-400-800-
1600 ppm. Méftitko je 2 cm.
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Obr. 19 H. solani na SMA médiu s pridavkem L-mentonu o koncentraci 0-100-200-400-800-
1600 ppm. Méfitko je 2 cm.

Obr. 20 H. solani na SMA médiu s pfidavkem eukalyptolu o koncentraci 0-100-200-400-800-
1600 ppm. Méfitko je 2 cm.
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Obr. 21 H. solani na SMA médiu s ptidavkem a-pinenu o koncentraci 0-100-200-400-800-1600
ppm. Méftitko je 2 cm.

Obr. 22 H. solani na SMA médiu s pridavkem (R)-(+)-limonenu o koncentraci 0-100-200-400-
800-1600 ppm. M¢titko je 2 cm.
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Statistické vyhodnoceni jednotlivych slozek EO bylo provedeno pomoci Tukeyho
HSD testu v programu Statistica (tab. 19). Mezi jednotlivymi slozkami EO byly
v antimykotické aktivité zjistény vyznamné rozdily. Statisticky vyznamné rozdily nebyly
pozorovany mezi nejucinngjSimi slozkami EO a to thymolem, karvakrolem
a cinnamaldehydem. RovnéZ mezi slozkami EO s nejniZ§im inhibi¢nim u¢inkem nebyly
pozorovany statisticky vyznamné rozdily. Naopak mezi nejucinnéjsi a nejméné ucinnou

sloZzkou EO byl pozorovan vyznamny statisticky rozdil.

4.1.2 In vivo testy antifungalni aktivity slozek EO

Ucinnost slozek EO, které nejvice inhibovali rist H. solani pii in vitro experimentech,
byla ovétena pomoci in vivo experimentt, a to konkrétné metodou fumigace hliz slozkami

EO a moteni hliz slozkami EO.

4.1.2.1 Fumigace hliz slozZkami EO

Po fumigaci byla u hliz bramboru pozorovana vyznamné niZ$i intenzita infekce H. solani
ve srovnani s neoSetfenymi kontrolami pro vsSechny testované slozky EO (obr. 23).
Z téchto tfi slozek EO byl nejucinngjsi thymol u kterého bylo ucinnost 99,90 %

Sv v

intenzity infekce bylo zaznamenéno u karvakrolu a to o 66,55 %.
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Obr. 23 Primérn4 intenzita infekce hliz (% plochy 1€zi) 60 dni po aplikaci karvakrolu, thymolu
a cinnamaldehydu metodou fumigace hliz. VSechna data jsou priméry ze tii replikaci a kazda
replikace je reprezentovana sedmi hlizami.

4.1.2.2 Moreni hliz slozkami EO

Po oSetteni hliz metodou mofteni hliz byla pozorovana vyznamné niZsi intenzita infekce
H. solani ve srovnani s neoSetfenymi kontrolami pro cinnamaldehyd a karvakrol (obr. 24).
Cinnamaldehyd a karvakrol mély srovnatelnou u¢innost. U karvakrolu bylo pozorovano
snizeni intenzity infekce 0 99,77 % a u cinnamaldehydu o 99,79 %. Metoda moteni hliz

byla u€inné€jsi nez metoda fumigace hliz.
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0,23
0,21

KARVAKROL CINNAMALDEHYD KONTROLA
SLOZKY EO

Obr. 24 Primérna intenzita infekce hliz (% plochy 1ézi) 60 dni po aplikaci karvakrolu,
a cinnamaldehydu metodou moteni hliz. VSechna data jsou priméry ze tfi replikaci a kazda
replikace je reprezentovana sedmi hlizami.

4.1.3 Optimalizace detekce H. solani pomoci real-time PCR

4.1.3.1 Spektrofotometrické stanoveni kvality a kvantity vyizolované

DNA
U jednotlivych vzorkil byla stanovena koncentrace a Cistota vyizolované DNA. U ¢isté
DNA by mé¢la byt hodnota poméru Azeo/Azgo 1,7—1,9 (¢im vys$si hodnota tim Cistsi DNA).
Niz8i hodnota poméru Azso/Azso nez 1,7 znamena kontaminaci pravdépodobné proteiny.
Hodnoty pomérti Azs0/Azso (tab. 27) ukazuji, ze vzorky ¢. 1-4 méli hodnotu o néco nizsi
nez 1,7 coZz znamena Ze byly lehce kontaminovany. Nej€istsi byl vzorek €. 5, ktery mél

hodnotu poméru Azso/Azgo 1,72.
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Tab. 27 Kvalita a kvantita vyizolované DNA H. solani pro jednotlivé vzorky.

Vzorek ¢ (ng/pl) Az0/Azso
1 19,00 1,41
2 26,67 1,62
3 20,00 1,57
4 29,83 1,48
5 33,16 1,72

4.1.3.2 Detekce H. solani pomoci Sybr Green real-time PCR

Optimalizace detekce H. solani pomoci Sybr Green real-time PCR byla vyhodnocena
na zaklad¢ hodnot Ct (Threshold cycle). U vSech péti vzorkl byly hodnoty Ct (tab. 28)
nizsi nez 35, a proto byly tyto vzorky povazovany za pozitivni (obr. 25). Diky nejnizsi
hodnoté Ct (tab. 29) byl pro vytvoteni fedici fady vybran vzorek ¢. 2. U vzorku €. 2 pfi
nafedéni 1:10° byla hodnota Ct nizs$i nez 35 a takto nafedény vzorek byl povaZzovan

za pozitivni (obr. 26).

Tab. 28 Hodnoty Ct pro Sybr Green a TagMan real-time PCR pro jednotlivé vzorky.

Sybr Green real time PCR  TagMan real-time PCR

Vzorek ¢. 1 18,43 21,00
Vzorek ¢. 2 13,65 15,58
Vzorek ¢. 3 20,02 227

Vzorek ¢. 4 19,67 21,24
Vzorek ¢. 5 17,69 19,44
Premix + H,O No Ct No Ct
Negativni kontrola No Ct No Ct

Tab. 29 Hodnoty Ct pro Sybr Green a TagMan real-time PCR pro fedici fadu vzorku ¢. 2.

Sybr Green real time PCR  TagMan real-time PCR

Vzorek ¢. 2 1:1 13,05 16,03
Vzorek ¢.21:10 16,39 19,9

Vzorek ¢&. 2 1:10% 19,98 22,83
Vzorek ¢&. 2 1:10° 23,41 27,79
Vzorek & 2 1:10¢ 26,73 32,84
Vzorek ¢&. 2 1:10° 31,03 36,32
Vzorek & 2 1:10° 33,07 38,28
Premix + H,O No Ct No Ct
Negativni kontrola No Ct No Ct
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1 = DNA z mycelia H. solani
standard (vzorek 1)

2 = DNA 7 mycelia H. solani
standard (vzorek 2)

3 = DNA H. solani z hlizy
(vzorek 3)

4 = DNA H. solani z hlizy
(vzorek 4)

5 = DNA H. solani z hlizy
(vzorek 5)

6 = Premix + H,0

7 = Negativni kontrola (DNA
Rhizoctonia solani)

Fluorescence (dR)

2 4 & 8 10 12 14 16 1@ 0 2 24 26 2% 3 32 34 3W 38

Cyklus

&

Obr. 25 Amplifikacni ktivky detekce H. solani pomoci Sybr Green real-time PCR pro vzorky
¢. 1-5.

1 = vzorek 2 fedény 1:1

2 = vzorek 2 Fedény 1:10

3 = vzorek 2 fedény 1:102

4 = vzorck 2 fedény 1:10°

5 = vzorek 2 fedény 1:10%

6= vzorek 2 fedény 1:10°

7 = vzorek 2 fedény 1:10°

8 = Premix + H,0

9 = Negativni kontrola (DNA
Rhizoctonia solani)

Fluorescence (dR)

2 4 6 8 W 12 14 18 18 20 22 24 26 28 30 32 34 3B\ 3B/ 40
Cyklus

Obr. 26 Amplifikacni kiivky fedici fady detekce H. solani pomoci Sybr Green real-time PCR pro
vzorek ¢. 2 (fedény 1:1, 1:10, 1:102, 1:10%, 1:10%, 1:10°, 1:10°).
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4.1.3.3 Detekce H. solani pomoci TagMan real-time PCR

Optimalizace detekce H. solani pomoci TagMan real-time PCR byla vyhodnocena

na zaklad¢ hodnot Ct. U vSech vzorki byly hodnoty Ct (tab. 28) niz$i nez 35, a proto byly

tyto vzorky povazovany za pozitivni (obr. 27). Také u TagMan real-time PCR mél vzorek

¢. 2 nejnizsi hodnotu Ct, a proto byl vybran k vytvoreni tfedici fady. U vzorku ¢. 2

pii nafedéni 1:10° a 1:10° byla hodnota Ct (tab. 29) vyssi nez 35 a proto takto nafedéné

vzorky nebyly povazovany za pozitivni (obr. 28).

U metod Sybr Green a TagMan real-time PCR byl patogen H. solani spolehlivé

detekovan ve vsech testovanych vzorcich. Vysledky fedicich fad dale prokazaly velmi

vysokou citlivost obou metod.

Fluorescence (dR)

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Cyklus

1 =DNA z mycclia H. solani
standard (vzorek 1)

2 = DNA z mycelia H. solani
standard (vzorek 2)

3 = DNA H. solani z hlizy
(vzorek 3)

4 = DNA H. solani 7 hlizy
(vzorek 6)

5= DNA H. solani 7 hlizy
(vzorek 5)

6= Premix + H,0

7 = Negativni kontrola (DNA
Rhizoctonia solani)

Obr. 27 Amplifikacni kiivky detekce H. solani pomoci TagMan real-time PCR pro vzorky ¢. 1 5.
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1 = Vzorek 2 fedény 1:1

2 =Vzorek 2 fedény 1:10

3 = Vzorek 2 fedény 1:10%

4 = Vzorck 2 fedény 1:10°

5= Vzorek 2 fedény 1:10%

6= Vzorek 2 fedény 1:10°

7 = Vzorek 2 Fedény 1:10¢

8 = Premix + H,0

9 = Negativni kontrola (DNA
Rhizoctonia solani)

Fluorescence (dR)

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 I I8 4
Cyklus

Obr. 28 Amplifikaéni kiivky fedici fady detekce H. solani pomoci TagMan real-time PCR pro
vzorek €. 2 (fedény 1:1, 1:10, 1:102, 1:10%, 1:10%, 1:10°, 1:10°).
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S DISKUSE

V diplomové praci byla zjiSténa antifungalni aktivita deseti slozek EO (a-pinen,
cinnamaldehyd, D-karvon, eukalyptol, karvakrol, L-linalool, L-mentol, L-menton,
(R)-(+)-limonen a thymol) proti patogenu H. solani zpusobujici stfibfitost slupky
bramboru pomoci in vitro a in vivo experimenti. VSechny hodnocené slozky EO mély
vin vitro experimentu inhibi¢ni uinek proti H. solani. Antifungélni aktivita
u jednotlivych slozek EO se vyznamné liSila. Nejvyssi inhibi¢ni u¢inek mél thymol,
karvakrol a cinnamaldehyd, naopak nejnizsi inhibi¢ni uc¢inek prokazal (R)-(+)-limonen
a a-pinen. Utinnost cinnamaldehydu, karvakrolu a thymolu byla potvrzena v in vivo
experimentech, ve kterych byly hlizy bramboru oSetfeny metodou fumigace a mofeni. EO
a slozky EO jsou tékavé latky, proto byly pro pouziti pfi metodé moteni hliz, navazany
na biopolymer dle patentu MatuSinsky et al. (2020). Zaclenéni slozek EO na biopolymer
ovlivituje jejich fyzikdlné—chemické vlastnosti, a to predevSim zlepSeni jejich

antimikrobidlnich a antioxidacnich vlastnosti (Zubair et al., 2022).

Kalemba a Kunicka (2003) uvadéji, ze aktivita slozek EO proti mikroorganismim
zavisi na jejich funkéni skuping a to nasledovné: fenoly > aldehydy > ketony > alkoholy
> ethery > uhlovodiky. Vysledky in vitro experimentu mé diplomové prace urcujici
aktivitu slozek EO proti patogenu H. solani odpovidaji uvedenému potadi. Vyjimku tvori
L-mentol, ktery je alkohol, ale ma vys§i uc¢innost nez ketony D-karvon a L-menton.
L-linalool je také alkohol s vyssi ti€¢innosti nez keton L-menton. Naopak se neda z in vitro
experimentu usuzovat, ze alkoholy maji vyssi Gi¢innost nez ketony, protoze D-karvon

je keton a ma vyssi ti¢innost nez alkohol L-linalool.

Nékolik ¢lanki se zabyvalo pouZitim EO nebo sloZek EO jako antifungélniho ¢inidla
proti patogenu H. solani zpusobujici stiibfitost slupky bramboru. Hartmans et al. (1995)
prokdzal v in vitro a in situ experimentech antifungalni aktivitu D-karvonu extrahovaného
zkminu (C. carvi L.) proti H. solani. Al-Mughrabi et al. (2013) pomoci in vitro
experimentu také prokéazal u¢innost D-karvonu a L-mentonu proti H. solani. Kromé&
téchto dvou slozek EO prokazal v in vitro podminkach antifungalni aktivitu EO z maty
peprné (M. x piperita) a maty klasnaté (M. spicata L.). Sharma et al. (2015) zkoumal
inhibi¢ni uc¢inek EO extrahovanych z Ageratum conyzoides, Lantana camara, Litsea
cubeba a Piper mullesua proti patogenu H. solani v in vitro podminkach. Nejvyssi
inhibi¢ni U¢inky poskytly EO z A. conyzoides a P. mullesua. Tripathi et al. (2021)

studoval také inhibi¢ni ¢inek EO z 4. conyzoides, L. camara, L. cubeba a Piper mullesua
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proti H. solani v in vitro podminkach. Nejvyssi antifungalni aktivitu vykazovaly EO
z L. cubeba a P. mullesua. Béng (2007) zkoumal vliv EO z mnoha rostlin na H. solani
v in vitro a in vivo podminkach. Tyto EO inhibovaly rist H. solani za ptedpokladu, ze
koncentrace byly dostatecné vysoké a doba vystaveni EO dostate¢né dlouhd. V in vitro
experimentu vykazoval nejvys$i antifungédlni aktivitu EO z tymianu (7. vulgaris).
V invivo experimentu byl nejucinn€j$i pro kontrolu onemocnéni stiibfitosti slupky

bramboru EO z Salvéje obecné (S. officinalis).

Slozky z EO, ptedevsim cinnamaldehyd, karvakrol a thymol, by mohly byt dobrou
ekologickou alternativou k syntetickym fungicidiim pro snizeni infekce hliz brambor
H. solani béhem skladovéani. Béhem skladovani dochéazi k nejvyssimu narustu infekce
a dale pak konidie z infikovanych hliz mohou byt rozSifovany ventilacnim systémem

na zdravé hlizy, které jim mohou byt infikovany.
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6 ZAVER

Stiibtitost slupky bramboru, zplisobena houbou Helminthosporium solani Durieu
et Mont., (1849), je v posledni dobou dilezita sklddkova choroba bramboru (Solanum
tuberosum L.) snizujici predevsim trzni hodnotu hliz. V teoretické ¢asti diplomové prace
byla vypracovana literarni reSerSe na patogen H. solani. Byla shrnuta obecna
charakterizace jeho biologie, vyznamu, diagnostiky a moznosti ochrany brambor proti
tomuto patogenu. Déle byla vytvofena literarni reSerSe na EO a slozky EO, jejich

rozdéleni a vyuziti z hlediska ochrany rostlin pted patogeny.

V praktické casti této diplomové prace byl zkouman vliv deseti slozek EO (a-pinen,
cinnamaldehyd, D-karvon, eukalyptol, karvakrol, L-linalool, L-mentol, L-menton,
(R)-(+)-limonen a thymol) na rist patogena H. solani. Byly provedeny in vitro a in vivo
testy antifungélni aktivity slozek EO. V in vitro experimentech antifungalni aktivity
slozek EO prokazal diskovy difuzni test nejvy$$i antifungalni aktivitu thymolu,
karvakrolu acinnamaldehydu. Nejniz§i antifungalni aktivitu mél a-pinen
a (R)-(+)-limonen. V in vivo testech antifungdlni aktivity slozek EO byly pouzity dvé
metody, a to fumigace hliz a mofeni hliz, kde byly sloZky EO pro vy§si uc¢innost a stabilitu
navazany na biopolymer. Po oSetfeni hliz v§emi testovanymi slozkami EO bylo zjisténo
vysoce prukazné snizeni rozsahu infekce hliz. U metody fumigace hliz byl nejucinnéjsim
thymol. U metody moteni hliz byla i¢innost karvakrolu a cinnamaldehydu stejna. Metoda
moteni hliz byla u¢innéjsi nez metoda fumigace hliz. EO mohou predstavovat
ekologickou alternativu ke snizovéani napadeni hliz H. solani brambor béhem skladovani.
Také byla uspésné provedena optimalizace detekce H. solani pomoci Sybr Green
real-time PCR a TagMan real-time PCR. Vysledky ukazaly velmi vysokou citlivost
pouzitych metod. H. solani bylo ve vSech testovanych vzorcich spolehlivé detekovano

obéma metodami.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

Ct

EO

IC

ICso

MEFC

MIC

PCR

SMA

TBZ

Threshold cycle

esencialni oleje, silice

inhibi¢ni koncentrace

polovina maximalni inhibi¢ni koncentrace
minimalni fungicidni koncentrace
minimalni inhibi¢ni koncentrace
polymerazova fetézova reakce

Sabouraud maltose agar

thiabendazol
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