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Vliv esencialnich olejui na rist patogena Phytophthora
infestans

Souhrn

Tato prace je zaméfena na posouzeni u¢inku esencialnich oleji na rist mycelia patogena
Phytophthora infestans, ptivodce onemocnéni plisné bramboru. Byly testovany esencialni oleje
ziskané z rostlin Cymbopogon winterianus, Eucalyptus citriodora, Foeniculum vulgare,
Lavandula angustifolia, Litsea cubeba, Mentha spicata, Pelargonium graveolens, Pimpinella

anisum, Rosmarinus officinalis, Salvia officinalis, Syzygium aromaticum a Thymus vulgaris.

V prvni €asti experimentu byl porovnavan primérny inhibi¢ni ucinek oleji pii 0,1%
koncentraci. Esence, které ze 100 % neinhibovaly mycelium, byly z dalsi casti testovani
vyrazeny. U esenci, které zamezily ristu mycelia, byly vytvofeny koncentracni fady, na jejichz
zaklad¢ byly stanoveny minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) esencidlnich olejt. Nejlepsich
vysledkd dosahl olej ziskany z T. vulgaris, u kterého byla MIC 0,04 %. Olej z P. graveolens
inhiboval mycelium pii 0,08% koncentraci. Minimdlni inhibi¢ni koncentrace se u oleji
ziskanych z rostlin S. aromaticum a L. cubeba ruznila v zavislosti na izolatu patogena P.

infestans. Nejméné se osvédcil olej extrahovany z C. winterianus s MIC 0,1 %.

Na zéklad¢ vysledki ziskanych z piedchozi ¢asti testovani byly provedeny detailnéjsi
koncentraéni fady potfebné k presnéjSimu urceni minimalni inhibice mycelia u jednotlivych
esenci. V této Casti experimentu se potvrdila nejvyssi G¢innost u T. vulgaris. Optimalnich

vysledkt dosahl i olej ziskany z rostliny S. aromaticum.

Soucasti prace byla také determinace pohlavnich typl patogena P. infestans.
Podle vysledkd byla pomoci molekularné biologickych testii potvrzena piitomnost obou
pohlavnich typu. Soucasny vyskyt pohlavniho typu Al a A2 na stanovisti iniciuje vyskyt

odolnych pohlavnich oospor, u kterych miize soucasné€ dochazet k rezistenci vii¢i fungicidim.
Soucasnym trendem je sniZovani chemickych pesticidu, které zaté¢Zuji Zivotni prostedi a
ohrozuji zdravi lidi a testuji se nové alternativni latky na ochranu rostlin, coz bylo také divodem

pro zvoleni tématu diplomové prace.

Kli¢ova slova: Phytophthora infestans, esencialni oleje, patogen, ochrana rostlin, Solanum

tuberosum



The effect of essential oils on growth of Phytophthora
infestans

Summary

This diploma thesis is focused on assessment of the effect of essential oils on the mycelial
growth of the pathogen Phytophthora infestans, the agent of potato mold. Eessential oils which
were tested were abstracted from plants Cymbopogon winterianus, Eucalyptus citriodora,
Foeniculum vulgare, Lavandula angustifolia, Litsea cubeba, spearmint, Pelargonium
graveolens, Pimpinella anisum, Rosmarinus officinalis, Salvia officinalis, Syzygium

aromaticum and Thymus vulgaris.

In the first part of the experiments were used oils at 0.1% concentration. Essences, which
didn’t inhibit the mycelium were excluded from other experiments. These essential oils, which
prevented the growth of mycelium were tested in dilution series and from dilution series have
been found the minimum inhibitory concentration (MIC) of essential oils. Best results were
achieved by essential oil derived from T. vulgaris in this case the MIC was 0,04%. QOil from P.
graveolens inhibited mycelial growth at 0,08% concentration. Minimal inhibitory
concentrations of oils derived from plants S. aromaticum and L. cubeba depended on the isolate
of pathogen P. infestans. Minimal effect showed oil extracted from C. winterianus has got MIC
0,1%.

Based on results obtained from the first part of experiments the test were made more
detailed concentration range. In this part of the experiment was confirmed the highest efficiency

of T. vulgaris. Good results also achieved the essential oil extracted from plant S. aromaticum.

Part of the work was also determination sexual mating types of the pathogen P. infestans.
By using molecular biological assays was confirmed the presence of both genital types.
Occurrence of the both sexual types, Al and A2, initiates the appearance of resistant oospores,

which may have resistance to fungicides.

The current trend is to reduce chemical pesticides that pollute the environment and
endanger human health and test new alternative substances for plant protection, that was also

the reason for selecting the theme of this theses.

Keywords: Phytophthora infestans, essencial oils, pathogen, plant protection, Solanum

tuberosum
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1 Uvod

Brambory patii mezi nejvyznamnéjsi zemédelské komodity svéta. Jejich péstebni plocha
zaujima celosvétové 19 miliontt hektarti. Diky své vyznamné nutriéni hodnoté si rychle
prosadily dulezité misto v obzivé spoleCnosti. Své postaveni si ziskaly i1 jako krmivo
hospodatskych zvifat nebo primyslova surovina pro vyrobu Skrobu a lihu. V 18. stoleti

dokonce ubranily obyvatele pted ni¢ivym hladomorem.

Tyto plodiny jsou vSak ¢asto napadany riznymi ptvodci chorob, ¢i skidci, ktefi znatelné
ovlivituji vynos a kvalitu hliz. Skody zptisobené sanim a Zirem naté §kidci se projevuji ztratou
asimilacni plochy. Savi §ktdci navic ovliviiuji vynos a kvalitu hliz pfenosem virovych chorob.
Brambory jsou také Casto napadany riznymi ptivodci bakteridlnich a houbovych chorob.
Phytophthora infestans. Tento patogen napada jak hlizy, tak nadzemni ¢asti rostlin a jeho

vyskyt je fizen zejména klimatickymi podminkami.

Zdrojem infekce je pfedevSim samotna sadba, kde nejsou projevy na hlizach v prvnich
fazich piili§ patrné. Dal$im moznym zdrojem nékazy jsou plevelné brambory, z nichz se
patogen $ifi pomoci sporangii do okolnich péstebnich ploch. Pii pohlavnim rozmnozovani tvoti
patogen velice odolné oospory, které pietrvavaji v piadé velmi dlouhou dobu a jsou také

moznym zdrojem infekce.

Od 1. 1. 2014 doSlo ze strany Evropské unie k nafizeni o povinnosti vyuZivani
integrované ochrany rostlin, kterd omezuje vyuZivani chemickych ptipravkd. Nejucinnéjsi
ochranou proti patogenu Phytophthora infestans je vSak stale vyuzivani fungicidi. Tyto
pesticidni latky vSak mohou v hlizach zanechéavat skodliva rezidua, kterd mohou mit negativni
vliv na lidské zdravi. V soucasné dob¢ je tak stale vice uplatiiovan trend snizeni pouzivani
téchto pripravkl. Hledaji se nova, alternativni feSeni ochrany proti plisni bramboru. Jednou ze

Setrnych metod ochrany rostlin bramboru je vyuzivani esencialnich oleju (EO).

V praci byl posuzovan vliv éterickych oleju, ziskanych z Cymbopogon winterianus,
Eucalyptus citriodora, Foeniculum vulgare, Lavandula angustifolia, Litsea cubeba, Mentha
spicata, Pelargonium graveolens, Pimpinella anisum, Rosmarinus officinalis, Salvia
officinalis, Syzygium aromaticum a Thymus vulgaris na inhibici mycelia Phytophthora

infestans.



2 Hypotéza a cil prace

Existuji esencialni oleje, které maji inhibi¢ni ucinek na rust patogena Phytophthora
infestans a jsou vyuzitelné jako alternativni latky v ochrané hostitelskych rostlin pfed timto

patogenem.

Cilem této diplomové prace bylo posouzeni vlivu esencialnich oleji ziskanych z
Cymbopogon winterianus, Eucalyptus citriodora, Foeniculum vulgare, Lavandula angustifolia,
Litsea cubeba, Mentha spicata, Pelargonium graveolens, Pimpinella anisum, Rosmarinus
officinalis, Salvia officinalis, Syzygium aromaticum a Thymus vulgaris na rist mycelia patogena
Phytophthora infestans. Vedlejsim cilem prace byla determinace pohlavnich typl patogena u

izolatl, které byly pouzity pro testovani ucinku esencidlnich oleju.



3 Literarni reSerse

3.1 Obecna problematika pesticidnich latek

Do dnesni podoby se zeméd¢lstvi vyvijelo témér 10 000 let a proslo od té€ doby dlouhym
vyvojem. Prvni etapy zemédélstvi se specializovaly zejména na seti smisenych kultur,
postupem casu pak dochézelo ke zlepsovani agrotechnickych postupt, ke stfidani plodin a
zdokonalila se i celkova vyziva a hnojeni rostlin. Vzhledem ke zlepSujicim se zemédélskym
postupiim zaroven rostla i1 potfeba ochranit rostliny pfed Skodlivymi organismy pomoci

pesticidnich ptipravkl (Isman, 2002).

Ve velkém zacaly byt vyuzivany zejména chemické pesticidy, které prodé€laly sviij velky
boom za druhé svétové valky. Nejvetsi pozornost mély hlavné organochlorové pesticidy,

v

Z nichZ nejznamg;jsi je pravdépodobné DDT (Snedeker, 2001).

V soucasné dob€ se péstovani zemédélskych komodit neobejde bez pouzivéani
pesticidnich latek. Pesticid mizeme chapat jako latku, nebo smés latek, ktera se vyuziva
k ovlivnéni Zivotnich procesi u zivych organismi. Je znama cela fada pozitivniho ptsobeni
téchto latek, které ma vliv zejména na regulaci Skodlivych organismu (Vicek a Pohanka, 2011).
Pesticidni latky vSak s sebou nesou i své rizika. Negativné plisobi na necilové organismy,
zatézuji zivotni prostfedi a v neposledni fad¢ zanechavaji v potravinach nebezpecnd rezidua

(Stefan a kol., 2012).

Ke kontaminaci potravin rezidui dochazi bud’ pfimou cestou, nebo cestou nepiimou, a to
pomoci ZivociSnych vektorli, kontaminaci piidy, vzduchu, anebo vody. Je tedy dllezité
dodrZovat urcita pravidla pii aplikaci pesticidnich latek a hlavné dodrZovat jejich stanovenou
davku. Na zékladé spravné manipulace s chemickymi ptipravky na ochranu rostlin by tedy
nemélo dochazet k prekroceni maximalniho limitu rezidui (MLR) v potravinach. Vzorky, které
jsou prokazany, jako nadlimitni, by mély byt nahldSeny a mélo by nésledovat jejich vyfazeni

z ob¢hu (Pepperny, 2015).

Obecné¢ se da fici, ze organismy, které jsou vystaveny syntetickym pesticidnim latkam
béhem prenatalniho, nebo Casné postnatalniho vyvoje zivota, mohou mit vazné zdravotni
problémy. Uéinky téchto latek mohou mit mnohdy trvalé nasledky. Bylo zjisténo, ze maji vliv
zejména na imunitni, endokrinni, ale i reprodukéni systém (Colborn et al., 1993). Hayes (1967)

dodava, Ze zdravi Clovéka mlze byt po pozieni potravin se stopami rezidui ovlivnéno bud’
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akutng, nebo chronicky. Akutni stav nastdvd okamzité pii pozieni dané potraviny, stav

chronicky pak pii dlouhodobé&jsim piijimani Skodlivého rezidua (Hayes, 1967).

Spolecnost stale vice usiluje o snizeni pouzivani béznych pesticidi, které obsahuji
organofosfaty, karbamaty aj., a vytvari se tak nova prilezitost pro alternativni pfipravky na
ochranu rostlin (Isman, 2000). Bajwa et. Sandhu (2014) ve svych pokusech zjistili, Ze témé&f ve
vSech potravinach jsou pfitomna rezidua, ktera se vSak daji snizit jejich vhodnou pted- i

poskliziiovou manipulaci.

3.2 Brambor hliznaty = lilek brambor (Solanum tuberosum L.)

3.2.1 Historie péstovani brambor

Puvod péstovani brambor by se dal hledat v zapadni ¢asti jizni Ameriky. Péstebni oblast
se tahla od dnesni Kolumbie az do Chile na rovinach velehor And. Tato oblast se dala rozd¢lit
na dvé¢ hlavni ¢asti. Prvni z nich byla vysokohorska chladnéjsi ¢ast Peru a Bolivie, druhd se pak
nachazela v oblasti stfedniho Chile, kde se podnebi ptiblizovalo spiSe stfedni Evropé. Zde

bychom tedy mohli patrat po pfedcich brambor (Kutnar, 1963).

V prvni tfetiné 16. stoleti se s nimi poprvé setkali na izemi dneSniho Peru evropsti
moteplavci. Brambory timto okamzikem expandovaly do riiznych ¢asti Evropy a daly tak
evropské oblasti, kterd byla zvykla jen na obilniny, zcela novy hospodarsky rozmér. Zhruba

kolem roku 1620 pronikly brambory i do ¢eskych zemi (Kutnar, 1963).

Od pocatku 18. stoleti prestaly byt péstovany pouze v zahradach pro vyssi vrstvy, ale
rozsifily se také na pole a byly k dispozici 1 chudSimu obyvatelstvu. Kolem roku 1770 propukl
ni¢ivy hladomor a neuroda obili. Tato situace podpofila vys§i péstovani brambor, které

wrve

stanovisté a o péstovani (Vokal a kol., 2013).

Na zacatku 18. stoleti dokonce vyvstaly mySlenky o vyrobé mouky z brambor na peceni
chleba. Zhruba v sedmdesatych letech 18. stoleti zacaly byt ve velkém péstovany jako krmivo
pro dobytek. V roce 1781 dokonce Ignac Bohm prohlasoval, Ze je vyhodné krmit kravy a
pouzivat také pro vyrobu Skrobu, lihu a sirupu. Jiz kolem poloviny 19. stoleti zabiralo Ceské

bramborarstvi 6 % celkové obhospodatované plochy (Kutnar, 1963).

Zakladni péstebni ukony pfi péstovani brambor byly obyvatelstvu zndmy, postupné se

vsak jesté zdokonalovaly. Na podzim se pida zpravidla zorala a na jafe se do ryh sazely hlizy.
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Pole se pak pribézné okopavalo a piida byla pfihrnovana k rostlindm. Velice se také osvédcilo
sit po bramborach Zito ¢i pSenici (Kutnar, 1963). Jejich péstovani se stale vice rozristalo, bylo
velice oblibené a ekonomicky znaéné vyhodné. Ceské bramborafstvi bylo schopné pokryt
potravinovy trh ve méstech a brambory byly dostupné i chudSimu obyvatelstvu (Vokal a kol.,

2013).

Ke konci 18. stoleti vSak postihla brambory prvni epidemie, kterd se projevovala
krabacenim listl a oslabovanim trsii rostlin. Mylné si tehdejsi obyvatelé mysleli, ze se jedna o
virovou chorobu. Do té doby nebyly totiZz choroby ani Skidci brambor pfilis rozsifeny. Dalsi,
avsak ni¢ivejsi epidemie nastala roku 1840, kdy bramboréaistvi postihla sucha a mokra hniloba.
Na hlizach se objevovaly ,,fleky*, kterym se vSak nekladl takovy diiraz. O dva roky pozdéji se
ale projevila hniloba i s fatalnimi nasledky. Epidemie se rozsitila z kontinentu i do Anglie, Irska
a Skotska. Celkové ztraty na vynosech se pohybovaly mezi 50-70 %. Mezi lety 1851-1853
nastala druha vlna hniloby, kterd ohrozila celkovou situaci péstovani brambor a chovu skotu.

V souvislosti s netrodou dochézelo k existenénim obavam chudsiho obyvatelstva.

Jak dnes jiz vime, jednalo se o houbovou chorobu zptisobenou patogenem Phytophthora
infestans, ktera napada hlizy, stonek i listy. Kvuli nedostate¢né osvété tehdejsiho obyvatelstva,
zapocalo zjistovani a shromazd’ovani informaci o ptivodu této choroby a boji proti ni (Kutnar,

1963).

Cepl a kol. (2012) dodavaji, ze zhruba v roce 1992 bylo omezeno péstovani brambor jako

krmiva a snizilo se 1 vyuzivani brambor na vyrobu Skrobu a lihu.

3.2.2 Obecné informace, vyznam a péstovani brambor

Lilek brambor (Solanum tuberosum L.) pattici do celedi Solanaceae je jednou ze
zakladnich potravin obyvatel svéta (Novak, 2007). VyZivove jsou brambory pro ¢lovéka velice
piinosné a nesou v sobé vysoky zdroj energie (Cepl a kol., 2012). Hlizy jsou sloZeny z pomérné
vysokého mnozstvi vody, které dosahuje az 82 %. Zbytek tvofi suSina, pfiCemz nejvyssi
zastoupeni ma zasobni latka Skrob. Mimo Skrobu jsou v hlizach zastoupeny také sacharidy,
dusikaté latky, nepatrné mnozstvi tukt aj. (Vokal a kol., 2013). Pti podrobné&j$im rozboru
bramborové hlizy narazime na pfitomnost latek, které maji velice pfiznivou nutri¢ni hodnotu.
MiuZeme mezi nimi jmenovat vlakninu, antioxidanty a rtizné prvky, jako je vapnik a hoicik.
Jsou zde vSak pfitomny 1 latky s nepfiznivym nutriénim vlivem, mezi které patii t€zké kovy,
dusi¢nany a rezidua pesticidii (Cepl a kol., 2012). Zizka (2015) dodava, Ze v roce 2014 byly

béhem testovani na rezidua chemickych latek nejvice analyzovéany u¢inné latky propamocarb a
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chlorpropham. Déle bylo zji§téno, ze ve vSech testovanych hlizach byla potvrzena pfitomnost

dusi¢nant (Zizka, 2015).

Celosvétove je pestebni plocha brambor odhadovana na 19 miliont hektarti. Brambory
jsou ve svété ¢tvrtou nejpéstovanéjsi plodinou a jejich péstovani ma priznivy vliv na ptdni
urodnost. V soucasné dobé ma jejich produkce stoupajici charakter zejména v rozvojovych
zemich (Vokal a kol., 2013). V Ceské republice byly brambory v roce 2016 péstovany v ramci
zemé&délského sektoru na 23 414 ha (Cesky statisticky Gfad, 2016).

Zakladem spravného péstovani brambor je vybér vhodného pozemku. Obecné se
rostlindm mén¢ daii na kamenitych, zamokienych nebo vlhkych ptudach. Je také dulezité volit
spravny sklon pozemku, na kterém nedochdzi k vodni erozi. Nutné je také dodrzovani
vhodného osevniho sledu plodin (Cepl a kol., 2009). Vokal a kol. (2013) tvrdi, Ze brambory

nejsou naro¢né na predplodinu a sami patii mezi zlepsujici plodiny.

Zpracovani pidy je dilezitym krokem pii péstovani brambor. Podstatné je dbat na
provzdusnéni pudy kolem kotfent rostlin (Vokal a kol., 2013). Na podzim se po piedchozi
plodiné realizuje mélké kypteni pudy, které ma za cil zapravit poskliziiové zbytky a omezit
ztraty vody. Déle se pozemek uvlaci a zaseje se meziplodina, kterd je i nasledné vhodnd pro
zelené hnojeni. Meziplodina je poté zapravena a zhruba v poloving fijna je pole vyhnojeno
organickym hnojivem a hnojivem s podilem P, K a Mg. Bezprostiedn¢ poté nasleduje stiedni

orba, ktera zmin&na hnojiva zapravi a cely pozemek se tim vyzivi (Cepl a kol., 2009).

Volék a kol. (2013) tvrdi, Ze k rozruSeni pidnich hrud by mélo byt na jafe realizovano
nejprve urovnani ptidniho povrchu. Dale je v tomto obdobi provadéno prokypteni piidy idedlné
do hloubky 20 cm. Je také velice dilezité sazet brambory do odkamenéné ptidy. Tento postup
je mozné provadét metodou separace, anebo ryhovanim. Odkamenéni piidy pfinasi vyssi kvalitu

hliz, zvySeni vynost a nedochdzi k utuzeni ptid (Vokal a kol., 2013).

Cepl a kol. (2009) uvadgji, ze po celou dobu vegetace by mélo dochazet k odnimani Zivin
rostlinami. Na 10 t hliz s nadzemni ¢asti roslin a kofeny jsou pak hodnoty odbéru zivin
nasledujici: 40-50 kg N, 8,8 kg P, 70 kg K, 22 kg Ca a 8,4 kg Mg. Kasal a kol. (2010) dodavaji,
ze velice vyznamné jsou pro brambory samotné Ziviny, které jsou obsazeny Vv pude. Obecné je
tato pudni zdsoba spojovana s nazvem stara pudni sila. VyZziva rostlin je tedy ve vétsi mife

zavisla na staré plidni sile, nez na samotném pribézném hnojeni.

Klicem uspéchu kazdého péstovani brambor je vyuzivani certifikované sadby. DalSim

vyznamnym krokem je pfiprava sadbového materidlu. Jiz pfi sklizeni brambor se provadi
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mechanické prottidéni sadby, které vylouci ponicené a nahnilé hlizy. Sadbové hlizy se navic
nechdvaji narasit, a to pii teploté kolem 10 °C. Pfi péstovani ranych konzumnich brambor se
pak dava sadba predklicovat, a to piiblizn¢ 6 tydni pied samotnym sdzenim. U menSich
pestitell se nechava sadba jesté zhruba 20 dni pied sazenim zakofenit. Je také vhodné pouzit

suché, & mokré moteni proti pavodctim chorob a $ktidectim (Cepl a kol., 2009).

Pfi samotném sdzeni brambor dbdme na jejich spravny spon, ktery je dan meziradkovou
vzdalenosti stanovenou vétSinou na 750 mm (Hamouz, 1994). Na zakladé jednotlivych
pestebnich smért je volena vzdalenost trsii v fadku. Mezi vnéjSimi hribky je naptiklad na
odkamenénych pudach vzdéalenost zhruba 1050 mm a vzdalenost v fadku nésledné
ptizptisobena vychozimu mnozstvi kust na hektar. Zpravidla se vSak hlizy sazeji ve vzdalenosti
+ 300 mm od sebe. Umist'uji se do hloubky, ktera je totoZna s velikosti bramborové hlizy a jsou
pokryty az 150 mm ornice. N&které sézeci stroje obsahuji zafizeni, které je soucasné schopno
aplikovat do zemé kapalna nebo tuha hnojiva, ¢i obsahuji mechanismus umoznujici moteni

(Vokal a kol., 2013).

3.2.3 Nejvyznamnéjsi choroby a Skiidci brambor

Existuje fada skodlivych Cinitelti, ktefi napadaji brambory a vyrazné tak snizuji jejich
kvalitu a wvynos. VétSiné znich Ize vSak predejit preventivnim opatienim. Mezi
nejvyznamnéj$imi mizeme jmenovat houbové, virové a bakteridlni choroby, Skidce a také

abionozy (Juzl a Elzner, 2014).

MsSice se na bramborach nevyskytuji ve velkém poctu a je proto velice snadné je na
rostlinach prehlédnout. Na napadeném porostu nevznikaji pfimé Skody, mSice jsou vSak
hlavnimi pfenase¢i virti v porostech brambor — zejména vira S, M, A, X a Y. Cilena ochrana
proti mSicim by méla byt provedena zejména na mnozitelskych porostech. Insekticidné by méla
byt sadba oSetfovana jiz pied zaloZenim porostu a néasledné by mél byt fungicidni postiik

opakovan po zhruba 10 tydnech (Kazda, 2014).

Ve formé cyst se v ramci pozemku 1 mezi pozemky mohou §ifit cystotvornd had’atka
bramborova (Globodera rostochiensis, G. pallida). Tyto druhy had’atek napadaji kofeny rostlin
bramboru, napadené rostliny omezuji sviij vzrist a jejich nat' Zloutne. V boji proti témto

organismiim by méla byt uplatiiovana karanténni opatieni (Pekarkova a Razicka, 2013).

Rostliny brambor a zejména jejich hlizy je nutno chranit pred Skiidci, kteti zptasobuji
jejich poskozeni. Dratovci mohou v hlizdch zanechavat hnédé chodbicky a pfi jejich

pfemnoZeni mize dochéazet k zavaznym ztratam na vynosech. Povrchové Ziry, které se spolu
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Casto zaménuji, zpusobuji osenice a hlodavci. Silny zir hliz zplGsobuji také slimacci, kteti

napadaji i nadzemni ¢asti rostlin (Kazda, 2014).

Nejvice diskutovanym Skiidcem na bramborach je mandelinka bramborova (Leptinotarsa
decemlineata Say, 1824), ktera poskozuje rostliny bramboru okusem nadzemni ¢asti rostliny a
Zasto i hliz. Pii silném vyskytu miize zptisobit devastaci celého porostu. Skody mohou piisobit
jak larvy, tak dospélci, pficemz larvy zpusobuji poSkozeni daleko vétsiho rozsahu. Ochranou
proti mandelince bramborové je kombinace preventivnich opatfeni a chemické ochrany

(Hausvater a Dolezal, 2013).

Velice heterogennimi ptiznaky se projevuji virové choroby brambor. NejvyznamnéjSimi
puvodci téchto chorob jsou viry X, M, A, S a Y, jeZ jsou pfendSeny zejména msici feSetlakovou
a mSici broskvonovou, infikovanou sadbou, ale také pies mechanické poranéni. Infekci Ize
ptedejit preventivnimi opatfenimi, které zahrnuji zejména vyrovnany porost a vyvazené hnojeni

dusikem (Dédic, 2014).

Vlockovitost hliz bramboru je zpisobena patogenem Rhizoctonia solani. Tato houba
napada Siroké spektrum rostlinnych druhtl a je pfenosnd ptes ptidu a rostlinné zbytky. Infekénim
zdrojem jsou sklerocia, z nichz kli¢i mycelium napadajici hlizy a ocka. Pivodce choroby
narusuje cévni svazky, coz ma také dopad na poSkozeni baze stonkid. Rostliny poté rychleji
Zloutnou a odumiraji. Za vhodného pocasi se miize na stoncich objevit bily povlak mycelia. Na
hlizach se infekce projevuje riznymi prasklinami a deformacemi, na slupce jsou pak patrné
korovité povlaky. U¢innym opatienim proti vlo&kovitosti bramboru je fungicidni osetieni hliz,

ptipadné pudy a spravna agrotechnika (Hausvater a kol., 2011b).

Karanténni organismus Synchytrium endobioticum, zptsobujici rakovinu brambor, se
vyznacuje tvorbou nadort pfevazné na hlizach. Jako prevence proti této chorobé¢, by mély byt
voleny odoIné odridy. Tento patogen viak v poslednich letech nebyl v Ceské republice hlagen

(Prokinova, 2014).

Bakterialni krouzkovitost bramboru, kterou zpusobuje Clavibacter michiganensis ssp.
sepedonicus predstavuje pomémé vysoké nebezpedi, zejména pro sadbové brambory. Radi se
do EPPO A2 karanténnich organismi. Pfiznaky projevujici se vadnutim je mozné sledovat jiz
od pocatku kveteni. Patrnéjsi je vSak vadnuti od konce srpna, kde je moZzné pozorovat na
pficném fezu stonkem tmavnuti pletiva. Na hlizach se pii podélném tezu vyskytuji typické

ptiznaky pro tuto chorobu. Mozné je pozorovat sklovité pletivo, dale pak tmaveé hnédy prstenec,
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ktery se nachdzi tésn¢ pod slupkou. Chemickd ani biologick4 ochrana proti tomuto patogenu

neni prozatim k dispozici (Matouskova a Taborska, 2007).

Mezi dal$imi chorobami muiZeme jmenovat aktinobakterialni obecnou strupovitost
bramboru (puvodce: Streptomyces scabiei), stiibfitost slupky bramboru (ptivodce:
Helminthosporium solani), bakterialni cernani stonki a mékkou hnilobu (ptvodce:
Pectobacterium atrosepticum, P. carotovorum subsp. carotovorum, Erwinia chrysanthemi) a
V neposledni fad¢ plisenn bramboru, ktera je detailnéji popsana v nasledujicich kapitolach

(Prokinova, 2014).

3.3 Phytophthora infestans (Mont.) de Bary (1876)

Jednou z neobavanéjsich chorob bramboru je pliseii bramboru zplisobena patogenem
Phytophthora infestans. S chorobou se setkame zejména na podmacenych pudach, za destivého
a mirného pocasi. V roce 1840 dokonce zpisobila v Irsku hladomor. Hostitelské spektrum P.
infestans zahrnuje, kromé& brambor, i jiné rostliny z celedi Solanaceae spp. (Solanum
lycopersicum L.). Bylo zjisténo, ze v USA a Kanad¢ patii mezi hostitelské rostliny také Petunia

X Hybrida, Solanum dulcamara a S. sarrachoides (Stevenson et al., 2001).

3.3.1 Taxonomické zaiazeni Phytophthora infestans

Phytophthora infestans je dle Index Fungorum (2017) fazena z taxonomického hlediska

do téchto skupin:
fiSe: Chromista
oddéleni: Oomycota
tiida: Peronosporea
fad: Peronosporales
celed: Peronosporaceae

rod: Phytophthora de Bary 1876

3.3.2 Pivod patogena Phytophthora infestans

Existuji dva zdroje dikaz, které se zabyvaji pivodem patogena P. infestans. Prvni z nich
je podloZen historickymi zpravami, které se vénuji pocateCnimu propuknuti infekce. Dalsi je
zaloZen na znacich patogena z hlediska molekularni trovné, které se 1i$i v ramci riznych oblasti

svéta. Na zakladé téchto podkladi byly stanoveny dvé mozné teorie pivodu P. infestans —
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andské a mexicka. Teorie andska tvrdi, Ze patogen pivodné pochdzi z Jizni Ameriky, tedy ze
stejné oblasti odkud pochazi i jeho hlavni hostitel. Toto tvrzeni bylo vSak pozdéji vyvraceno
teorii mexickou, kterd uznava jako centrum piivodu patogena stiedni Mexiko. Bylo tak ucinéno
podrobnou analyzou, kde byly také poprvé stanoveny oba pohlavni typy Al a A2 (Andrivon,
1996).

V roce 1956 byl ve sttednim Mexiku poprvé nalezen pohlavni typ A2. Zatimco byl vyskyt
tohoto pohlavniho typu hlasen do roku 1980 pouze v Mexiku, pohlavni typ Al byl jiz rozsifen
i jinde ve svétd. V roce 1980 byl pohlavni typ A2 zjistén i ve Svycarsku a v sou¢asné dobé byl

jeho vyskyt potvrzen i v jinych ¢astech svéta (Ristaino, 2002).

3.3.3 Biologie patogena

P. infestans je hemibiotrofni organismus, ktery béhem svého zivotniho cyklu prochazi
fazi biotrofni, nasledné nekrotrofni a na zavér fazi saprofytickou (Pieterse et al., 1992). Stélka
patogena je predstavovana hyfou bez piehradek utvarejici neptehradkované mycelium (Kalina
a Vana, 2005). Patogen se dale vyznacuje absenci chitinu ve sténach bunék (Fry et Goodwin,
1997). Kalina a Vana (2005) dopliuji, ze se v bunéénych sténach vyskytuje zejména celuldza,
polyglukany a jiné latky. Pro patogena je také typicka ptitomnost dvou heterokontnich bi¢ika
u zoospor. P. infestans patii mezi druhy heterothalické, tedy druhy, jejichz pohlavni

rozmnozovani je podminéno ptitomnosti rozdilnych pohlavnich typt (Fry et Goodwin, 1997).

3.3.4 RozmnoZovani

3.3.4.1 Nepohlavni rozmnoZovani

Infekce porostl brambor je zplsobena piedev§sim nepohlavnim zplisobem rozmnozovani
a k asexudlnim cyklim muaze u tohoto polycyklického patogena dochazet opakované
(Stevenson et al., 2001). Na primarn€ infikovanych rostlindch se na vrcholovych listcich
formuji sporangiofory, které vyriistaji z listovych priiduchi. Utvary sporangiofort se tvoii bud’
jednotlivé nebo po 2—5 ve svazku a na konci se vétvi (Juroch, 2011). Na konci sporangioforti
se tvofi a nasledn¢ odSkrcuji utvary citronkovitého tvaru, zvané sporangia (ptiloha €. 5).
Sporangia jsou typicka velikosti 21-23 x 21-38 um a pfitomnosti apikalniho poru (Stevenson
et al, 2001), dale maji hladky povrch a na jejich bazi se nachéazi stopecka (Juroch,
2011). Optimalni podminky pro tvorbu sporangii jsou teplota kolem 20 °C a vlhkost nad 90 %.
Sporangia jsou rozSifovdna prevazné v rannich hodinach, a to bud’ za pomoci vétru, nebo

destém (Andersson, 2007). Pokud nastanou nizs$i teploty (8—18 °C) zacinaji se ve sporangiu
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formovat zoospory. Tyto pohyblivé spory jsou opatfeny dvéma biCiky a jsou zpravidla
jednojaderné. Svou pohyblivost vSak zoospory ztraceji po né€kolika minutach, kdy encystuji.
Zoospory nasledné na ptislusné rostlin€ klici v hyfu a pronikaji do téla hostitele (Stevenson et
al., 2001). K piimému kli¢eni sporangii v kli¢ici hyfu dochazi za vyssich teplot v rozmezi od
18 do 24 °C (Juroch, 2011). Kli¢eni zoospor a sporangii doprovazi nasledna tvorba apresoria a
penetracniho hrotu, coZ umoziuje patogenu lepsi prinik do pletiva hostitele. Po proniknuti hyf
do pletiva hostitele se patogen rychle §iii rozristanim hyf. Zaroven vytvaii haustoria, pomoci
nichz odjima ziviny hostitele, pfi¢emz nasledné dochazi i k destrukci pletiva (Grenville-Briggs
et van West, 2005). Po né€kolika dnech se znovu vytvareji sporangiofory se sporangii, ktera
mohou opét zpiisobit sekundarni infekci dalSich rostlin (Andersson, 2007). Agrios (1997) navic
dopliyje, Ze teploty kolem 30 °C zabranuji Sifeni infekce, avSak patogena zcela neznici. Za

vhodnych podminek dochazi k opétovné aktivaci spor (Agrios, 1997)

Pokud se nepodstoupi piislusnd opatfeni, mize dochazet i k infekci hliz. Nékaza je
zpusobena smyvem sporangii z listii do pudy, kde dochazi k jejich kontaktu s hlizou. K infekci
dochazi i beéhem sklizné hliz nebo pfi jejich manipulaci. MoZnost nédkazy je vSak ro¢nikova
zalezitost a je 1 znacné ovlivnéna vybérem odrid, velikosti hribkil, chemickou ochranou a
predasnym nicenim naté (Stevenson et al., 2001, Hausvater,2014). Klicici sporangia a
zoospory infikuji hlizy, v nichz se dale rozrusta mycelium. Takovéto hlizy se stavaji zdrojem
primarni infekce v nésledujicim roce. Rostliny vSak nejprve vykli¢i bez jakychkoli ptiznaki a

choroba se projevi az za ptiznivych podminek (Vokal a kol., 2013).

3.3.4.2 Pohlavni rozmnoZovani

Oproti nepohlavnimu zplsobu rozmnoZovani, u kterého se infekéni cyklus opakuje
vicekrat za vegetacni obdobi, je cyklus u pohlavniho rozmnozovani P. infestans dokoncen

pouze jedenkrat za vegetaci (Kessel et Forch, 2006).

Do 80. let 20. stoleti, se pfedpokladala moZnost pouze nepohlavniho typu rozmnoZzovani.
Detekovan byl pouze vyskyt pohlavniho typu Al. Jednim z mist, kde byly prokazany oba
pohlavni typy, a mohlo tedy dochazet k pohlavnimu rozmnoZovani, bylo Mexiko (Fry et
Goodwin, 1997). Z Mexika byl patogen dovezen nejprve do Evropy, odkud byl nasledné
roz$ifen 1 do jinych ¢asti svéta. Pritomnost obou pohlavnich typt nebyla tedy vazéna pouze na
Mexiko (Stevenson et al., 2001). Vyskyt obou pohlavnich typt byl v roce 2003 prokazan také
v Ceské republice (Mazakova et al., 2006).
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Specifikem pohlavniho rozmnoZovéani je ptitomnost dvou pohlavnich typt, a to typu Al
a A2. Pokud se setkaji hyfy obou pohlavnich typt, dochazi k tvorbé oospor, které¢ vznikaji
spojenim antheridii a oogonii (Juroch, 2011). Pfi této interakci obou typt dochazi k tvorb¢
specifickych feromont, které vyskyt téchto gametangii podpoii (Mazakova a Taborsky, 2005).
Oospory jsou diky velice silné bunécné sténé schopny piezit nepiiznivé podminky, jako je
sucho a mraz. Mohou v pid¢ preckavat i n€kolik let (Stevenson et al., 2001). Bylo dokazano,
ze oospory mohou po dobu 2 dnti piezit jak velice nizké teploty (do -80 °C), tak i teploty do 35
°C (Drenth et al., 1995).

U tohoto patogena byla dokonce prokazana polyploidie. Bylo zjisténo, ze izolaty ziskané
Z Britanie obsahovaly vys§i mnozstvi DNA, nez tomu bylo u izolath z Mexika. Tento vyssi
pocet chomozomovych sad, konkrétn¢ tetraploidie, umoznuje britskym izolatim snadnéjsi

ptizplisobeni se chladnéj$im podminkdm (Sansome, 1977).

K pohlavnimu rozmnozovani muze dojit tehdy, jsou-li vytvoteny vhodné podminky pro
rozvoj choroby. Spodni listy jsou infikovany oosporami, a jsou tak chranény pted fungicidnim
postiikem. Oospory jsou poté schopny pietrvavat na rostlin€ i za nepfiznivych podminek,
dokud se vhodné podminky nevytvoii (Drenth et al., 1995). Pfi tomto typu rozmnozovani
dochazi k tvorbé geneticky variabilnich populaci P. infestans, které jsou schopny pickonavat

rezistenci hostitele (Cooke et al., 2003).

Zivotni cyklus patogena P. infestans je znazornén v pfiloze ¢. 1 této prace.

3.3.5 Priznaky napadeni a zdroj infekce

Zdrojem infekce je predevsim infikovana sadba. Dal§im diskutovatelnym zdrojem jsou

odolné oospory prezivajici v pud¢€, a v potaz musime brat i plevelné brambory (Hausvater a
kol., 2011a).

Ptiznaky choroby zptisobené P. infestans se mohou rozvinout na celé rostliné bramboru
(Stevenson et al., 2001). Je-li primarné napadena sadba, $ifi se patogen z hlizy do rostliny
systémove. Nejprve dochazi k projeviim choroby na vegetacnich vrcholech, poté se infekce $iti
ptfes fapiky k listim a i na stonek. Skvrny na listech zpiisobené sekundarni infekci jsou
zpravidla vodnaté, Sedo-Cerné, mohou i nekrotizovat a za ptiznivych vlhkych podminek se
vytvaii na spodni strang listu, na rozhrani zdravého a napadeného pletiva, vrstva sporangiofort

(Juroch, 2011). Vyskyt 1ézi se méni v zavislosti na stafi rostliny a na klimatickych podminkach.
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Patogen muze sporulovat i na stonku. Ke sporulaci v§ak dochazi pouze za ptihodnych
podminek, jako jsou vysoka relativni vlhkost (100 %) nebo vysoka vlhkost povrchu rostlin a
teplota, ktera se pohybuje mezi 12—24 °C. Tyto podminky by mély setrvat minimalné po dobu
8 hodin. Projevy infekce se objevuji nejprve na apikalnich ¢astech rostliny nebo na rozmezi

fapiku a stonku (Stevenson et al., 2001).

Ptiznaky choroby mizeme zpoc¢atku zaznamenat pouze lokalné, kdy se infekce $iii pouze
Vv okoli rostlin pochazejicich z infikované sadby, teprve nasledné se setkavame s rozsahlejSim
vyskytem (Juroch, 2011). Stevenson et al. (2001) dodavaji, Ze je na rostlinach rajcete snadné

zejména po zaschnuti skvrn zaménit chorobu s pfiznaky zptisobené Botrytis spp.

V ptipad¢ infekce hliz se ptiznaky choroby zpocatku objevuji jako tmavé skvrny
(Prokinové, 2014). Léze jsou na hlizach zprvu nepatrné a maji olovnatou barvu, pozdé&ji se
mohou propadat (Juroch, 2011). Pfechod mezi zdravym a napadenym pletivem je na prvni
pohled patrny. Napadené pletivo neni hladké a patogen mtize pronikat do riznych hloubek hlizy
(Stevenson, 2001). Pti rozkrojeni hlizy jsou patrné ptrevazné po okrajich hnédo-Cervené skvrny
(Prokinova, 2014). Sekundarné mohou byt hlizy napadany dal§imi houbovymi patogeny, mezi

kterymi muZeme jmenovat Fusarium spp. a Phytophthora erythroseptica (Stevenson, 2001).

Pro lepsi ptfedstavu jsou pak v pfiloze €. 3 a 4 fotografie typickych piiznakti na listech

bramboru.

3.4 Metody ochrany proti Phytophthora infestans

V dnesni dobé je nejvice pouzivana integrovana ochrana proti Phytophthora infestans,
kterad se zabyva zejména preventivnimi opatfenimi proti patogenu, pouzivanim fungicidnich
pripravkli a ukoncovanim vegetace pomoci likvidace nat¢ (Hausvater a Dolezal, 2014).
Fungicidni ptipravky se prozatim nepodafilo eliminovat a jsou tak diileZitou soucasti ochrany.
Ochrana by vSak méla byt vzdy cilend s ptihlédnutim na prabeh pocasi a odradu (Vokal a kol.,

2013).

Podrobny ptehled pfipravkll na ochranu rostlin vcetné biopesticidi je k dispozici
Vv piiloze €. 2 této prace.
3.4.1 Rezistentni Slechténi

Haverkort et al. (2008) tvrdi, ze vydaje spojené s ochranou proti P. infestans jsou zna¢né
vysoké. V Nizozemsku byly dokonce néklady na samotné chemikalie stanoveny zhruba na 330

EUR na hektar za jedno vegetacni obdobi (Haverkort et al., 2008). Pocet vstupti do porostu,
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spojenych s aplikaci chemickych pfipravkd na ochranu rostlin, se u péstitelti ze severni Evropy
pohybuje mezi 1015 za vegetaci. Je proto velice vyhodné Slechtit rezistentni rostliny vaci P.
infestans. Omezi se tak pocet nutnych chemickych zasaht proti chorobé a zmirni se tak i dopady

na zivotni prostiedi (Jones et al., 2014).

Existuji dva druhy rezistence bramboru vici P. infestans (Sedlak a kol., 2005). Prvni
z nich je vertikalni rasove specifickd rezistence, ktera je charakteristicka specifitou pouze proti
uréité rase. Rizeni tohoto typu rezistence je podminéno majorgenem, tedy genem velkého
ucinku. Tento typ rezistence je zalozen na teorii ,,gen proti genu®, kde je gen rezistence hostitele
aktivovan genem avirulence patogena (Vé&chet, 2012). Druh Solanum demissum Lindl.
poslouzil pro ucely Slechténi Solanum tuberosum ssp. tuberosum, jako zdroj vertikalni
rezistence proti P. infestans (Wastie, 1991). Na majorgenem fizenou rezistenci nemaji vliv
vnéjs$i podminky (Chloupek, 2008). Na zdkladé této rezistence bylo klasifikovano 11 R-gent
(Malcolmson et Black, 1966).

Dale existuje rasove nespecifickd horizontalni rezistence, ktera je fizena vétSim poctem
genll (Ross, 1986). Rostliny jsou schopny reagovat na vSechny rasy patogena. Tento typ
rezistence je vSak slozity, protoze je ovliviiovan vngj§imi podminkami (Véchet, 2012).
Chloupek (2008) dodava, ze uroven této rezistence je nizsi, avSak pokud dojde ke vzniku

novych ras, nedochazi z pravidla k jejimu pfekonavani.

Podle Jurocha (2011) nejsou momentalng v Ceské republice p&stovany odridy brambor,

které by byly zamérn¢ $lechtény na rezistenci vuci P. infestans.

3.4.2 Nechemické metody

3.4.2.1 Preventivni opatfeni

Spravné zvolena péstitelska opatieni zarucuji omezeni vyskytu P. infestans. Jedna se

zejména o preventivni zdsahy a nasledné vhodné volenou poskliziiovou manipulaci.

Vybér odridy je pro zacatek péstovani velice dulezity. MéEli by byt vybirany kvalitni
odolné odrudy proti P. infestans, které jsou zaroven vhodné pro danou péstitelskou plochu.
Neni vSak pravidlem, ze jsou vysoce kvalitni odridy i ty nejodolnéjsi. Dilezité je také rozlisit,
ktera odriida je nachylngjsi k napadeni nati, a kterd k napadeni hliz, a volit dle toho fungicidni

ochranu (Hausvater a Dolezal, 2014).
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Dalsim dulezitym aspektem je volba pozemku, ktera je velmi podstatna v prevenci proti
danému patogenu. Mély by byt voleny pozemky, které nejsou zastinéné, vlhké a utuzené.
Zvlaste citlivé odrady by mély byt péstovany ve vhodném prostiedi (Vokal a kol., 2013).

Biologicka ptiprava sadby zahrnuje procesy, které urychluji jeji vzchazeni. Touto ¢innosti

vvvvv

plodiny (Hausvater a Dolezal, 2014).

Podstatnym prvkem zapojeného a silného porostu je spravnd vyziva. Rostliny, které
nejsou dostatecné vyziveny, nebo naopak maji nékterych prvka prebytek, snadnéji odolavaji
napadeni (Hausvater a Dolezal, 2014). Podle Vokala a kol. (2013) je klicova i pfitomnost
pfijatelné¢ho hoiciku.

Uprava hriibkii mé zasadni tlohu pii ochrang hliz. Je diileZité jejich spravné a dostateéné

nahrnuti. Piida zde pusobi, jako ochrana ptfed kontaktem spor a hliz (Vokal a kol., 2013).

Predskliznova opatfeni zahrnuji desikaci, nebo poruseni naté. Ke kontaminaci hliz maze
dochazet kontaktem s infikovanou nati nebo ptimo ze sklizeciho stroje. Mechanické poskozeni
hliz navic zvySuje riziko napadeni. Pokud se pied sklizni zjisti, Ze jsou napadeny hlizy, posune
se termin sklizné. Silné€ napadené hlizy se pak skladuji na mistech pro n€ uréenych a nasledn¢

se tfidi. Bramborové hlizy by se mély ukladat do vétranych skladti (Hausvater a Dolezal, 2014).

3.4.2.2 Ukonceni vegetace likvidaci naté

Utinnou ochranou pred napadenim hliz je likvidace naté, a to bud’ mechanicky, nebo
chemicky. Je tak ukoncena vegetace a snizeno riziko napadeni hliz. Obecné se rozhoduje o
ukonceni vegetace likvidaci naté, jeli napadeno 5-20 % nadzemnich ¢asti rostlin. K ukonéeni

vegetace se viak pfistupuje s piihlédnutim na oéekavany priibéh pocasi (Cepl a kol., 2009).

3.4.3 Chemické metody

Fungicidni ochrana proti P. infestans si klade za cil zabranit infekci naté a rozsiteni
puvodce choroby dale v porostu. Snahou je také zamezit infekci hliz. V soucasné dobé¢ je na
trhu k dispozici 50 piipravka (aktualné dle Eagri (2017) = 78) na ochranu proti P. infestans,
které¢ obsahuji kolem 21 (aktudln¢ dle Eagri (2017) = 17) Gc¢innych latek. Je vSak dilezité
dodrZovat antirezistentni strategii a stfidat tedy ptisluSné u€inné latky (Hausvater a Dolezal,
2014).
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Termin prvni aplikace fungicidu se stanovuje dle prognézy vyskytu patogena, nebo na
zaklad¢€ vyvoje porostu. OSetfeni se opakuje na zakladé doporuceni na etikete. Je vSak dilezité
sledovat prubéh pocasi a za chladnéjsiho a destivéjSiho prabehu aplikovat piipravek Castéji.

Ziedéni piipravku vodou by mélo byt 400 1/ha a vice (Hausvater a kol., 2011a).

Prvni aplikace fungicidu se provadi jako prevence proti dané chorobé a vyuzivaji se
zpravidla kontaktni fungicidy naptiklad na bazi metiramu nebo mancozebu. Nasledujici postiik
se provani pied a na poc¢atku propuknuti infekce. NejucinnéjSimi piipravky pro toto obdobi jsou
kontaktni fungicidy, dale pak fungicidy systémové a lokalné systémové. Posledni aplikace
fungicidi by méla probihat ke konci vegetace, kdy by se ochrana mé¢la cilit pfedev§im na hlizy

(Vokal a kol., 2013).

3.4.4 Prognoza a signalizace vyskytu

Prognéza vyskytu choroby zahrnuje prvni v€asné oSetieni, které by mélo byt v prvni fadé
preventivni. Zakladem pro urceni pocate¢niho oSetfeni je vyuziti negativni prognodzy, nebo

ruznych prognostickych metod (Juroch, 2011).

Metoda negativni prognozy bere v tivahu data spojena s klimatickymi podminkami ve
vztahu k P. infestans. Urcuje obdobi, kdy by se choroba neméla v porostu objevit (Iglesias et
al., 2010). Dalsi metodou spojenou se sledovanim prvniho vyskytu choroby je pocitacovy
model BLITECAST, ktery umoznuje 1 stanoveni jejiho nasledného Sifeni. Zohlediuje data
tykajici se srazek, teploty, vlhkosti a uddva 1 moZznost vhodné volby a terminu aplikace
fungicidniho oSetteni (Téborsky a Dolezal, 2006). V neposledni fadé€ je moZzné jmenovat model
zvany LATEBLIGHT, ktery umoziiuje sledovat vyvoj pocasi, vyvojové stadium hostitelské
rostliny a simuluje aplikaci fungicidniho postiiku (Andrade-Piedra et al., 2005).

Na zéklad¢ negativni prognozy vyskytu patogena se provadi signalizace prvniho oSetieni.
Prvni oSetfeni na zakladé signalizace se provadi, dosahne-li hodnota kritického ¢isla 150. Jedna
se zejména o oSetfeni porostll v mistech nachylnych ke vzniku infekce a u méné odolnych
odrtd, a to bud’ na zaklad¢ prognostickych metod, nebo v zavislosti na vyvojové fazi rostliny

(Juroch, 2011).

Na obrazku &. 1 je znazornén vyskyt patogena P. infestans na bramboru v Ceské
republice. Je zde zobrazena sezéna 2015-2016, tj. obdobi od 1. 10. 2015 do 30. 9. 2016.
Skodlivy vyskyt byl zaznamenan v Plzefiském, Usteckém a Jihoeském kraji. Déle byl $kodlivy

vyskyt registrovan v okresech BeneSov, Ptibram, Usti nad Orlici, Pardubice, Karvina, Vsetin,

23



Uherské Hradist€, Jihlava, Pelhfimov, Tabor a BeneSov. Bez vyskytu pak byl naptiklad
Karlovarsky kraj.

Obrazek ¢. 1: Mapa vyskytu P. infestans za obdobi 2015-2016
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(Zdroj: http://eagri.cz/public/app/srsmapa/krok1-3.jsf)
3.5 Botanické pesticidy

Nejvetsi vyznam na snizeni produkce maji plevele, které mohou zplsobit ztraty na
vynosech az 34 %. Ztraty zpisobené sklidci se pohybuji okolo 18 % a nejméné s 16 % ovliviuji

produkci ostatni patogeny (Oerke, 2006).

Zelena revoluce odstartovala pouzivani syntetickych ptipravka na ochranu rostlin (Gupta
et al., 2011). Navzdory tomu, Ze bylo jejich pouZivani G¢inné a jednoduché, mély a maji tyto
latky 1 své Skodlivé ucinky. V soucasné dobé vyplyvaji na povrch obavy z pouZivani
chemickych ptipravkl, coz davd novou pfilezitost vzniku novych botanickych pesticidi

(Dewhurst, 2001).

Oproti chemickym pesticidiim se pesticidy botanické odliSuji celou fadou vyhod. Nejvétsi
ptrednosti je, Ze vykazuji velice nizkou toxicitu pro savce a jsou tak velice Setrné ke zdravi
a zivotnimu prostfedi. Neprokazal se také Zadny vznik rezistence organismi k témto
pripravkiim. Jsou velice Setrné k necilovym organismtiim a neovliviiuji naslednou kvalitu semen
(Prakash et Rao, 1997). Botanické pesticidy se tak mohou jednoduSe aplikovat nejen
v rozvojovych zemich jako nahrada pesticidt syntetickych (Gupta et al., 2011). Pavela (2011)

vSak dodava, Ze pouzivani botanickych pesticidl je pomérné finanéné naro¢né.
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3.5.1 Rozdéleni botanickych pesticidi
a) Botanické pesticidy prvni generace:

Jedna se o neselektivni latky s insekticidnim uc¢inkem pouzivané k ochrané rostlin.
Prevazné se tyto latky pouZzivaji v uzavienych prostorach, kde nehrozi zasazeni necilovych
druhli organismii. Tyto latky jsou jedny z nejstarSich a také velice ucinnych pesticidi.
(ucinné latky: Pyretrum, Nikotin, Rotenon, Ryanodine, Veratrin, Quassin, rostlinné oleje a

mydla)
b) Botanické pesticidy druhé generace:

Patii mezi selektivni pesticidni pfipravky na ochranu rostlin se Sirokym spektrem
ucinku. Vyvoj téchto ptipravki zapocal od poloviny 20. stoleti a sousttedil se zejména na
sniZzeni zatéze Zivotniho prostfedi a vlivu na zdravi ¢lovéka. Pozornost byla vénovéna 1
univerzalnosti ptipravku, a to hlavné s pfihlédnutim na jejich G¢innost jak proti houbovym,
bakterialnim, tak i hmyzim Skidcim. (G¢inné latky: Azadirachtin, Karanjin, Tymol,

Kuraridin aj.)
c) Botanické pesticidy tieti generace:

Jsou to nové latky pfevazné s preventivnim charakterem ucinku. Zatim jsou vsak jen

ve fazi vyvoje. (G¢inné latky: kyselina salicylova, extrakt z Urtica urens aj.)

(Pavela, 2011)

3.6 Esencialni oleje

Z aromatickych rostlin se ziskava celd fada ucinnych latek, mezi kterymi mizeme
jmenovat polyfenoly, terpeny i alkaloidy. Nejvyznamnéjsi skupinou jsou vSak aromatické
uhlovodiky, které mizeme obecné nazyvat esencidlnimi oleji (Pavela, 2011).

V poslednich letech se stale vice mluvi o esencialnich olejich, a to zejména diky jejich
antimikrobidlnim, insekticidnim a fungicidnim w¢inkim. Oproti chemickym ptipravkim
nezatézuji Zivotni prostiedi a jsou Setrné ke zdravi ¢loveéka (Pavela, 2011). Uplatiuji se také

v kosmetickém, potravinaiském a farmaceutickém primyslu (Bacilkova a Paulusova, 2012).

3.6.1 Ziskavani esencialnich oleju

Izolace esencidlnich olejil je moZna z vonnych rostlin, které obvykle pochédzeji ze zemi
S mirnym aZ teplym klimatem. Hustota esencidlnich oleji je obecné niZs§i nez u vody, ale je

mozné je rozpoustét v tucich a organickych rozpoustédlech. Ziskavani oleji mize probihat
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prakticky ze vSech rostlinnych ¢asti — listy, kvéty, plody, kiira aj. (Bakkali et al., 2008).
Bacilkova a Paulusova (2012) dodévaji, Ze smysl silic v rostlinach nebyl jesté zcela popsan,
jsou vSak povazovany jako ldkadla hmyzu, rovnéz usmérmuji vydej vody rostlinou a ptsobi

proti nepfiznivym organismum.

Metody ziskavani olejii se voli dle ucelu jejich nasledného vyuziti. Obvykle se vSak
extrahuji destilaci (hydrodestilaci, destilaci vodni parou, empyreumatickou destilaci), extrakei

pomoci tukil, extrakci pomoci nepolarnich rozpoustédel a lisovanim (Bacilkova a Paulusova,

2012).

3.6.1.1 Lisovani

Lisovani je metoda extrakce olejii, ktera je provadéna stlaCenim rostlinné c¢ésti.
Nejucinngj$im piipadem extrakce je, kdyz je uéinna latka pfitomna v povrchovych ¢astech
rostlinného materialu. Z takto ziskané silice se poté odstiedivou silou odd¢li esencidlni olej

(Lawrence, 1995).

3.6.1.2 Extrakce pomoci tukii

Tento typ izolace silic se provadi pfevazné u rostlin, kde je koncentrace silic pfili§ mala.
Extrakce se provadi tak, ze se nasbiraji kvéty rostlin, které se rozprostiou na sklenénou tabuli
pokrytou vrstvou tuku. Po 1-3 dnech se kvéty vymeéni za nové a tuk, ktery je nasyceny silicemi,
je extrahovan alkoholem. DalSi mozZnosti je smichani rostlinnych ¢asti s tukem a nésledné
postupné zahfivani smési. Po vylouhovani se odstrani ¢asti rostlin a obsaZené silice se pfesunou

do alkoholu, kde dochazi i k celkovému zahusténi smési (Bacilkova a Paulusova, 2012).

3.6.1.3 Extrakce nepolarnimi rozpoustédly

Pro tento typ izolace se uplatiiuje isohexan, petrolether, nebo benzen. K extrakci silic
dochazi pomoci teplého alkoholu. Tento typ izolace je vSak velice financné€ naro¢ny a vyuziva
se pomérné ziidka. Uplatiiuje se pfedevsim u rostlin s nizkym obsahem vonnych latek, zejména

pfi vyrobé parfému (Bacilkova a Paulusova, 2012).

3.6.1.4 Hydrodestilace

Hydrodestilace je jednou z nejstarSich a ¢asto vyuzivanych metod ziskavani rostlinnych
silic. Jde o ponofeni rostlinné ¢asti do vody a piivedeni této smési k varu. Olej je dale
extrahovan vodni parou a nésledné je zkondenzovan zpét do vody, kde je snadno odd¢litelny

od vodné faze. Problémem jsou vSak oleje rozpustné ve vodé, které musi byt z destilatu
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pfevedeny dal§imi kroky (Salvador et Chisvert, 2007). Bacilkové a Paulusova (2012) dodavaji,

zZe je tento zptsob velice Setrny, nebot’ teplota neptesahuje 100 °C.

3.6.1.5 Destilace vodni parou

Tento typ extrakce esencialnich oleji patii mezi velice Setrné zpusoby a je zvlasté
vyhodny pro extrakci tepelné odolnych silic (Salvador et Chisvert, 2007). K ziskavani oleje
slouzi destila¢ni zafizeni. V prvnim kroku se pfipravi rostlinny material, ktery se vlozi do
nadrze. Do jiné ¢asti nadrze se nalije voda. Nasledné¢ se zacne zafizeni zahtivat, dokud
nevznikne vodni péra. Para pronika k rostlinnému materidlu a uvolnuje silice. Takto vznikla
sm¢s silic dale unika spolu s parou do chladiciho zafizeni a ob¢ latky se ptirozen¢ oddéluji tak,
ze je ziskan Cisty esencidlni olej. Olej musi byt nasledné skladovéan v tmavé nadobé (Baser, et

al., 2010).

3.6.1.6 Empyreumaticka destilace

K tepelnému rozkladu dochazi pti zahtivani dieva nebo pryskytice bez ptistupu vzduchu.
U nékterych produktt tepelného rozkladu dochazi k vytékani a po nasledné kondenzaci se
slozky odd¢€luji, jako vodna vrstva (spolu s methanolem, kyselinou octovou aj.) a dehet
(quajakol, kresoly, xyleny a jiné). Slozeni empyreumatického oleje (dehtu) se méni v zavislosti

na destilované suroviné. Pouziti olej naléza zejména v dermatologii (Moravcova, 2006).

3.6.2 Mechanismus uc¢inku

Podstatnym znakem esencialnich olejii je jejich hydrofobnost. Tato vlastnost jim
umoznuje zaclenit se do lipidovych struktur mitochondrii eukaryotickych organismi a
bakterialnich bunéénych membran. V nich esencialni oleje narusuji membranovou strukturu a
zvySuji bunécnou propustnost (Knobloch et al., 1986). Bacilkova a Paulusova (2012) dopliuji,
Ze mechanismus U¢inku ptsobeni silic na mikroorganismy neni jesté pln€ znam. Nékteré latky,
které jsou rozpustné v tucich, ovliviiuji enzymy v membranach a narusuji dychaci fetézec. Jiné
ucinné latky navic interferuji s bunéénym metabolismem a to tak, Ze poskozuji syntézu

nukleovych kyselin, bilkovin a cukri (Bakkali et al., 2008).

3.6.3 Biologicky efekt esencialnich oleju

3.6.3.1 Cytotoxicita

Lipofilni charakter esencidlnim olejim umoznuje prochazet cytoplazmatickou

membranou a bunécnou sténou. Pti prichodu ¢asto dochazi k poruSeni vrstev polysacharida,
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fosfolipidii a mastnych kyselin, coZ zptisobuje vys§i propustnost membran. Casto tak dochazi

ke ztrat€ iontl, ¢i dokonce k rozpadu celé bunky (Turina et al., 2006).

Nékteré esencidlni oleje zpusobuji srazeni cytoplazmy nebo dokonce destrukci

samotnych lipidovych nebo proteinovych struktur (Burt, 2004; Gustafson et al., 1998).

3.6.3.2 Fototoxicita

Byla zjisténa existence esencialnich oleju, ve kterych jsou pfitomny fotoaktivni molekuly
(napt. fotokumariny). Pod UVA svétlem muaze napiiklad dochazet k navazani psoralenti na
DNA za vzniku nebezpecnych mutagennich a cytotoxickych adukti. K této situaci v§ak ve tmé
nedochazi. Oleje do bunék pronikaji bez naruseni membréan, coz je rozdil oproti olejim
cytotoxickym. V ptipad¢ vystaveni téchto bunck svétlu vSak dochazi k radikalové reakei, ktera

ma za nasledek vznik volnych radikald, které jsou pro bunku letalni (Bakkali et al., 2008).

3.6.3.3 Jaderna mutagenita

Byly provedeny studie vlivu silic na rizné organismy, které se tykaji jaderné mutageneze.
U zadného esencialniho oleje vsak nebyl ucinek jaderné mutagenity potvrzen. Existuje vSak
fada vyjimek, mezi nimiZ mizeme jmenovat olej z Artemisia dracunculus, jez mél mutagenni
vliv na Bacillus subtilis. Genotoxicky vliv byl také zaznamenan u Mentha spicata a Anethum
graveolens ve vztahu k Drosophila melanogaster. Dale vykazovaly slabsi mutagenni efekt

latky carvacrol, thymol a carvon (Bakkali et al., 2008).

3.6.3.4 Karcinogenita

U vétSiny esencialnich oleju se predpoklada jejich bezpecnost z hlediska karcinogenity.
Bylo vsak zjisténo, ze nekteré slozky esencidlnich olejii mohou sekundarné vyvolat rakovinné

bujeni (Guba, 2001).

3.6.3.5 Specificnost

Specificnost ucinku jednotlivych esencidlnich oleji je zavisla na individudlnim sloZeni
oleji. Dale se specifita tc¢inku odviji od miry propustnosti membran a ve zptsobu vazby na

bunécné receptory (Bakkali et al., 2005).

3.6.4 Vybrané druhy aromatickych rostlin

NiZe popsané druhy aromatickych rostlin byly nésledné vyuzity v rdmci metodické ¢asti

prace.
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3.6.4.1 Cymbopogon winterianus Jowitt ex Bor

C. winterianus je vysoka trava z ¢eledi Poaceae, ptivodem pochazejici z Indie a Asie. Ma
znaéné insekticidni a repelentni ucinky (Singh, 2014). Aromaticky olej se ziskava parni nebo
vodni destilaci z listii rostliny (Pavela, 2011). U¢innymi latkami, které jsou v oleji zastoupeny
V nejvyssim poméru, jsou: limonene (3,77 %), B-citronellal (34,17 %), citronellol (11,80 %),
geraniol (18,51 %) a elemol (4,30 %) aj. (Adams, 2007). V pokusech byl zjistén vliv oleje C.

winterianus na inhibici klic¢eni spor Fusarium solani (da Cruz et al., 2015).

Soucasné také probihaji pokusy vlivu vytazkl z této rostliny proti houbovym chorobam,

bakterialnim chorobam a ostatnim Skodlivym organismim (Pavela, 2011).

3.6.4.2 Mata klasnata (Mentha spicata L.)

Tato rostlina z ¢eledi Lamiaceae je atraktivni pro svou charakteristickou chut’ a viini. M.
spicata je 1é¢iva rostlina, ktera nachazi $iroké uplatnéni pti pomoci proti zalude¢nim potizim.
Ma blahodarné ucinky i na nervovy systém (Pavela, 2011). Dhifi et al. (2013) zjistili, ze olej
Z rostliny piuisobil inhibi¢né proti grampozitivnim a gramnegativnim bakteriim. Pozitivné se

osvéd¢il napiiklad u rodu Salmonella sp. (Dhifi et al., 2013).

Mimo to byly také zjiStény jeji insekticidni a fungicidni G¢inky (Pavela, 2011). Hlavnimi
slozkami silice jsou carvone (70,72 %), limonene (15,27 %), menthol (1,65 %) aj. (Adams,
2007), které nachézeji uplatnéni v ochrané rostlin. Usp&né se olej pouziva napiiklad proti

padli, fusariozam a plisnim (Pavela, 2011).

3.6.4.3 Matetidouska obecna (Thymus vulgaris L.)

Jedna se o aromatickou rostlinu z ¢eledi Lamiaceae, jejiz esencialni olej se ziskava
hydrodestilaci. Druh T. vulgaris pochazi zejména ze Stiedomofi, ale expandoval i do jinych
&asti Evropy. Casto je vefejnosti pouzivan jako bylinny &aj, kofeni a také jako 16¢iva rostlina.
Silice ziskané z T. vulgaris se jiz velmi dlouho pouzivaji jako pfirodni konzervaéni prostfedek
potravin, ale také k pfirodnim aromaterapiim (Imelouane et al., 2009). Uginnymi slozkami jsou
zejména thymol (48,07 %), p-cymene (16,40 %), y-terpinene (5,74 %), a linalool (4,68 %) aj.
(Adams, 2007). Tyto latky maji antimikrobialni G€inky pfevazné proti bakterialnim patogeniim

(Imelouane et al., 2009).

Hoyos et al. (2012) ve svych studiich zjistili, ze Thymus vulgaris ma pozitivni vliv

na eliminaci patogena Pseudocercospora griseola. T. vulgaris pusobi také uGc¢inné proti
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houbovému patogenu Phytophthora infestans, ktery zptisobuje plisent bramboru na rajcatech a
bramborach (Soylu et al., 2006).

3.6.4.4 Pelargonie vonna (Pelargonium graveolens (Thunb.) L’Hér.)

Piivod tohoto kefe bychom hledali nejspise v severni Africe, odkud se dale rozsitil do
jinych ¢asti svéta. Nejvice je druh P. graveolens znamy jako dekora¢ni kvétina (Blerot et al.,
2016). Listy kefe jsou pokryty zlaznatymi chloupky a pronikavé voni po riizich. Ve velké mite
je diky svym aromatickym ucinkiim ket vyuzivan v kosmetickém primyslu a slouzi i k vyrobé
parfému (Peterson et al., 2006). Nejvice zastoupenymi uc¢innymi latkami v P. graveolens jsou
s 32,56 % citronellol, 14,92 % geraniol a 5,38 % isomethone (Adams, 2007).

Diive byly extrakty hojn¢ vyuzivany k lé€bé uplavice, hemeroidl, riznych zanéth a
dokonce i proti rakoviné. Dnes ma Siroké uplatnéni naptiklad pfi 1écbé cukrovky, zaludecnich
problémi, Zloutenky aj. (Peterson et al., 2006). San Aye et Matsumoto (2011) dodavaji, ze
kromé¢ ptiznivého vlivu P. graveolens na lidské zdravi se extrakty z této rostliny osvédgéily i

proti Rhizoctonia solani.

3.6.4.5 Litsea cubeba (Lour.) Pers.

Jedna se o rostlinu z ¢eledi Lauraceae (Yang et al., 2010). Jeji esencialni olej obsahuje
ucinnou latku geranial (40,05 %), neral (31,44 %), limonene (11,58 %) aj. (Adams, 2007). Silice
se pouzivaji pro svoji vuni napiiklad v kosmetice. Mimo jiné se olej osvédCil pro své
antimikrobidlni a insekticidni Gc¢inky.

Pozitivni vliv silice zL. cubeba byl prokazan proti Botrytis cinerea, Sclerotinia

sclerotiorum, P. infestans aj. (Yang et al., 2010).

3.6.4.6 Hiebickovec kotenny (Syzygium aromaticum (L.) Merr. & Perry)

Rostlina hiebicku se fadi do ¢eledi Myrtaceae a je péstovana v mnoha tropickych zemich.

Nejvyssi procentudlni zastoupeni G€inné latky oleje ma eugenol (Zheng, 1992).

Eterické oleje ziskavané z rostliny S. aromaticum jsou jiz velice dlouhou dobu vyuzivané
jak v potravinafstvi, tak i v kosmetickém a lékarském prumyslu. Maji velice Siroké uplatnéni
V boji proti celé fadé mikroorganisml (Park et al., 2007). Olej lze vyuzit jako dochucovadlo
nebo jako ingredience pro vyrobu parfémii (Zheng et al., 1992). Vyuziti ale také naléza

Vv Iékatském primyslu jako 1€k proti astmatu nebo jako antisepticky ptipravek v dentistickych
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ordinacich (Cai et Wu, 1996). Rana et al. (2011) ve svych pokusech zjistili, Ze esenciélni olej
pusobi kurativné i proti Candida albicans, Cryptococcus neoformans a Aspergillus fumigates.

Nana et al.(2015) zjistili, Ze olej ziskany z S. aromaticum disponuje fungicidni aktivitou
proti houbovému patogenu Phytophthora megakarya, ktery skodi na kokosovych ofesich.
Huang et Ho (1998) doplnuji, Ze ma ptiznivy vliv i na potlaceni Sitophilus zeamais, Tribolium

castaneum aj.

3.6.4.7 Blahovi¢nik citronikovy (Eucalyptus citriodora (Hook.) In T. L. Mitchell)

Rostlina Eucalyptus citriodora je vonny strom, ktery patii do ¢eledi Myrtaceae. Olej se
ziskava z Cerstvych nebo susenych listli a ma velice Siroké uplatnéni (Barbosa et al., 2016).
Prokéazalo se, ze esencialni olej obsahuje 80,11 % B-citronellalu, 5,90 % citronellolu aj. (Adams,
2007).

Pouzivani citronellalu se osvédcilo proti houbovym a bakterialnim chorobam (Pattnaik et
al., 1995). Ve svych pokusech Silva et al. (2003) dokazali, ze esencialni olej ziskany z
Eucalyptus ssp. ma piiznivy vliv na respiracni a zanétlivé stavy a Gcinkuje dokonce i proti
bolesti. Dalsi vyuziti naléza v kosmetickém a potravinaiském primyslu (Silva et al., 2003).
Mulyaningsih et al. (2011) provedli studii E. citriodora proti MDR (multidrugresistant) gram-
negativnim bakteriim (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa), kterd se potvrdila jako
ucinna.

Maciel et al. (2010) dodavaji, ze esencialni olej ma vliv i na hmyziho sktidce Lutzomyia
longipalpis. Olej z E. citriorora se osvéd¢il i proti houbovym patogenum Phytophthora

cactorum a Cryponectria parasitica (Lee et al., 2008).

3.6.4.8 Fenykl obecny (Foeniculum vulgare Mill.)

Rostlina Foeniculum vulgare spadajici do ¢eledi Apiaceae patii mezi 1é¢ivé a aromatické
druhy. Pivodnim aredlem vyskytu je Stredomoii, ale rozsifila se i do ostatnich ¢ésti svéta.
Plodem jsou sucha semena sladké chuti, ktera nachazeji Siroké uplatnéni (Rather et al., 2012).
Nejvice zastoupenou ucinnou latkou je anethol (76,48 %), déale esencialni olej obsahuje

limonene (5,68 %), fenchone (5,51 %), estragole (4,75 %) aj. (Adams, 2007).

Nejvétsi uplatnéni maji semena F. vulgare jako dochucovadlo a koteni (Rather et al.,
2012). Pouzivaji se Casto 1 v humanni medicing, kde se uplatiuji zejména jako deflatulencia.
Byly dokonce provedeny studie na zvitatech, kde byl sledovan vliv vytazkt z F. vulgare.

Potvrdil se také vliv na 1écbu zeleného zakalu a potencionalni vyuziti maji vytazky i jako
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diuretikum nebo 1€k na snizeni hypertenze (Agarwal et al., 2008). Bylo vSak zjiSténo, ze

dlouhodobé pouzivani latky estragolu muze vyvolat kancerogenni u¢inky (Rather et al., 2012).

Olej zF. vulgare ma akaricidni aktivitu proti Dermatophagoides farinae a
Dermatophagoides pteronyssinus (Lee, 2004). Ve své studii potvrdili Soylu et al. (2007) také
ucinnost tohoto esencialniho oleje proti ristu patogena Sclerotinia sclerotiorum. Zaroven doslo
K inhibici sklerocii a hyf v pidé (Soylu et al., 2007). Pouziti oleje se také osvédcilo k inhibici
rastu mycelia Aspergillus niger, A. flavus, Fusarium graminearum a F. moniliforme (Singh et
al., 2006).

3.6.4.9 Levandule lékaiska (Lavandula angustifolia Mill.)

Trvalka Lavandula angustifolia pochazi puvodné zjizni Evropy a spada do celedi
Lamiaceae (Shawl et Kumar, 2000). Pozitivnich G&inkt si v8imli jiZ staii Rekové a Rimané a
obliba této rostliny pietrvala dodnes (Cavanagh et Wilkinson, 2002). Nejvice zastoupenymi

sloZkami oleje jsou linalool (32,65 %) a linalylacetat (36,72 %) aj. (Adams, 2007).

Nejvétsi vyuziti ma tato rostlina v kosmetickém priimyslu a pii vyrobé parfémi. Casto je
olej vyuzivan i pro své blahodarné terapeutické ucely. Silice je mozno ziskat jak z kvétt, tak
listi, pfi¢emz je jeho ziskani mozné pievazné parni destilaci. Dale tento esencidlni olej vynika
Wilkinson, 2002). Lis-Balchin et Hart (1999) potvrzuji téz aktivitu proti kie¢im hladkého

svalstva.
Olej ziskany z L. angustifolia je vyznamny i pro své akaricidni G¢inky (Perrucci et al.,
1996). Ve svych vysledcich pak D’Auria et al. (2005) zjistili, ze po aplikaci esencialniho oleje

dochazi k inhibici mycelia Candida albicans, a to od 0,125% koncentrace.

3.6.4.10 Bedrnik anyz (Pimpinella anisum L.)

Rostlina Pimpinella anisum pochazi piivodem z teplych oblasti Indie, Turecka a franu.
Esencialni olej je ziskavan ze semen a je Casto vyuzivan, jak pii vyrobé¢ parfémd, tak v medicing

(Giilgin et al., 2003). Nejvice (88,55 %) zastoupenou latkou je anethole (Adams, 2007).

Pourgholami et al. (1999) potvrdili ve svych studiich vliv esencidlniho oleje ziskaného
z P. anisum na snizeni kie¢i. Mimo jiné ma tento olej vliv na gynekologické problémy, pfiznivé

pusobi proti astmatu a ulevuje od potizi spojenych s travenim (Giilgin et al., 2003).
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Studie Tung et al. (2000) dokonce potvrdily 100% tucinnost oleje proti potemnikovi

skladistnimu (Tribolium confusum) a zavije¢i mou¢nému (Ephestia kuehniella).

3.6.4.11 Rozmaryn lékaisky (Rosmarinus officinalis L.)

Evropska rostlina z ¢eledi Lamiaceae pochazi z Evropy a ma fadu pozitivnich u¢inkti na
lidské zdravi (Takayama et al., 2016). Dale se d& naptiklad vyuzit v kosmetickém i
potravinaiském primyslu nebo pfi vyrobé parfémii (Miguel et al., 2007). Nejvyssi zastoupeni

maji latky eucalyptol (27,29 %), camphor (20,40 %) a a-pinene (17,76 %) (Adams, 2007).

Byla zjisténa antimikrobidlni aktivita esencidlniho oleje proti patogeniim na potravinach.
Pozitivni vliv byl shledan proti Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus, Escherichia
coli aj. (Burt, 2004).

Isman et al. (2008) potvrdili insekticidni uc¢inek proti Pseudaletia unipuncta a
Trichoplusia ni. Da Silva Bomfim et al. (2015) zjistili, ze ma tento esencialni olej mimo jiné
zna¢né fungicidni G¢inky na rist mycelia Fusarium verticillioides, pti¢emz narusuje bunéénou

sténu patogena.

3.6.4.12 Salvgj 1ékatska (Salvia officinalis L.)

Tato aromaticka rostlina z ¢eledi Lamiaceae ma S$iroké uplatnéni v potravinaiském,
kosmetickém i Iékafském primyslu (Chalchat et al., 1998). Ptiprava esencialniho oleje je
mozna hydrodestilaci (Delamare et al., 2007). Nejvice zastoupenymi slozkami v oleji jsou
camphene (6,25 %), eucalyptol (10,48 %), a-thujone (21,44 %) a camphor (17,76 %) aj.
(Adams, 2007).

rrrrr

na potlaceni Escherichia coli, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus aj.

Byl prokazan i fungistaticky vliv na Verticillium dahlie a obdobné tc¢inky mél olej i na
Penicillium aurantiogriseum. Jako G¢inna se ovéfila koncentrace 5 mg/l. Obdobné testy byly

provedeny i proti patogenu Alternaria alternata (Rus et al., 2015).
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4 Metodika

4.1 Sbér vzorku

V roce 2014 a 2016 byly v pribéhu vyskytu patogena na hostitelskych rostlinach
bramboru nasbirany vzorky pletiva listli s typickymi pfiznaky plisn¢ bramboru — Sedohnédé
skvrny, povlak sporangioforii na spodni strané listu. Sbér infikovanych vzorkl rostlin byl
proveden ve 4 krajich a ve 14 lokalitach. Lichozpetené listy byly vlozeny do mikrotenovych
sackl, oznaceny a po pievozu ihned zpracovany, ptipadné do druhého dne uchovany v lednici

pii teploté 4 °C.

4.2 Priprava média

K ptipravé zitného agaru bylo pouzito 60 g zitnych obilek, které byly nejprve povrchove
desinfikovany pomoci 70% ethanolu a 20% Sava. Obilky byly poté dikladné proplachnuty
destilovanou vodou (ddH20) a nasypany do misky, kam bylo pfidano dostate¢né mnozstvi
ddH20 potiebné k jejich kli¢eni. Kapalina byla po 36 hodinach slita a ponechana pro dalsi kroky
piipravy média. Nakli¢ené obilky byly spolu s 350 ml ddH2O rozmixovany a po dobu 3 hodin
inkubovany ve vodni ldzni (Memmert) pii teplot¢ 50 °C. Takto piipravend smés byla
ptefiltrovana pres dvojvrstvou gazu a ke vzniklému filtratu byla pftilita uschovana tekutina. Dale
byl objem doplnén do 1 1 destilovanou vodou a ke ziedénému filtratu bylo pfisypano 15 g agaru
a 20 g sachardzy (oboje Dr. Kulich Prarma). Zavérem byl agar sterilizovan pfti teploté 121 °C
po dobu 20 minut v autoklavu (MLS 3780 Sanyo). Takto pfipraveny agar bylo mozné rozlit ve
sterilnich podminkach flowboxu (Labculture Esco Class Il Type A2) do Petriho misek (Gama).

4.3 Sporulace P. infestans na listu

Z infikovanych rostlin byly vystfihnuty casti listd, které byly vloZeny do sklenénych
Petriho misek (vlhkych komirek). Misky (primér 90 mm) byly opatfeny 3 kruhovymi
filtra¢nimi papiry ovlhéenymi ddH20. Sporulace patogena byla podpofena inkubaci ve tmé pti
teploté¢ 16-18 °C v termostatu (Lovibond). Z dostatetn¢ rozrostlych sporangioforii byla

sporangia nasledné pfeoCkovana na zivné médium.

4.4 lzolace patogena

Z listu infikovanych patogenem P. infestans, jehoZ sporulace byla podpofena umisténim

do vlihké komirky, byla pomoci stereomikroskopu (Leica Zoom 2000) a sterilni jehly pfenesena
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sporangia patogena na zivné médium v Petriho misce. Sporangia byla umisténa na agar
Vv Petriho misce tfikrat, ve tvaru trojahelniku, aby byla zvySena Gspesnost izolace. Misky byly
nasledn¢ oznaceny a diikladné zabaleny parafilmem. Zhruba po 10—14 dnech inkubace ve tm¢é
pii teploté¢ 16—18 °C (termostat) bylo rozrostlé mycelium pouzito k dalSimu pfeockovani na
noveé zivné médium.

Misky s narostlym myceliem byly z termostatu pfeneseny do podminek flow boxu, kde
byly pomoci sterilniho skalpelu vytiznuty Spalicky (5 x 5 mm) z okraje aktivné rostouci kultury
patogena. Spali¢ky s myceliem byly vloZeny na nové Zivné médium a misky byly opatfeny opét
parafilmem. Petriho misky byly inkubovany v termostatu a zhruba po 14 dnech bylo mozné
sledovat narist mycelia. Timto zpisobem byly vzorky uchovavany a v ptipad¢ dalsi potieby

mohly byt znovu pfeockovany.

4.5 Stanoveni fungicidni aktivity esencialnich oleji

Vliv esencialnich oleji na rist mycelia patogena P. infestans byl zkouman pomoci in

Vitro testu na agaru. Pro testovani byly pouzity esencialni oleje ziskané z nasledujicich rostlin:

esencialni olej z: zkratka
Cymbopogon winterianus| cw
Eucalyptus citriodora EC
Foeniculum vulgare FV
Lavandula angustifolia LA
Litsea cubeba LC
Mentha spicata MS
Pelargonium graveolens PG
Pimpinella anisum PA
Rosmarinus officinalis RO
Salvia officinalis SO
Syzygium aromaticum SA
Thymus vulgaris TV

Vyse zminéné éterické oleje byly zakoupeny od firmy Saloos. Pro zvySeni jejich
rozpustnosti v agaru byl K olejim ptidan v poméru 1:1 dimethylsulfoxid = DMSO (Sigma-
Aldrich). Do zivného meédia (Zitny agar) byl po zchlazeni pomoci pipety aplikovan roztok
esencialniho oleje spolu s DMSO. Test byl proveden ve tiech opakovanich. Pro kazdy izolat

byla realizovana kontrolni varianta, u které byl do agaru ptidan pouze DMSO (0,1%). Agar byl
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spolu s dikladné rozpusténym esencialnim olejem rozlit do jednotlivych Petriho misek o

priméru 90 mm.

Z aktivné rostoucich kultur jednotlivych izolath byly korkovrtem (9 mm) vyfiznuty
terCiky, které byly vlozeny do stiedu Petriho misek na agar. Zhruba po tiech tydnech inkubace
(tma, 16-18 °C), kdy mycelim izolatu na kontrolni varianté¢ dosahlo okraje misky, byl zméten
rist mycelia i u varianty s esencialnim olejem. Narostlé mycelium bylo méfeno pomoci
digitalniho posuvného méfitka ve dvou smérech na sobé kolmych. Inhibice riistu mycelia u
varianty obsahujici esencialni olej byla vypocitana na zakladé porovnavani rustu mycelia

na kontrolni varianté bez obsahu esencialniho oleje.

Inhibice ristu mycelia byla stanovena podle nésledujiciho vzorce:
Inhibice ristu [%] = 100-[( 1’:—1’; )x100]

mT ..o nardst mycelia na testované varianté s esencialnim olejem [¢ V mmy]
mK........... nartst mycelia na kontrolni varianté [¢ v mm]

V prvni fazi pokusu byla pouzita 0,1 % (1000 pl/ml) koncentrace esencialnich oleju.

Oleje, které 100% neinhibovali rist mycelia P. infestans, byly vylouceny z dalsiho testovani.

4.6 Stanoveni MIC

Utinné esencialni oleje, které vykazovaly 100% inhibiéni uéinek na rtist mycelia izolati
patogena P. infestans pii 0,1% koncentraci, byly podrobeny dal§imu testovani s cilem stanovit
minimalni inhibi¢ni koncentraci (MIC). Pro stanoveni minimdlni inhibi¢ni koncentrace byla
vytvofena koncentra¢ni fada esencialnich oleju. Ptislusny EO byl rozpustén v DMSO tak, aby
po jeho rozpusténi v agaru byla vytvorena ptislusné koncentrace: 0,1% (1000 pl/1), 0,08% (800
pl/1), 0,06% (600 pl/1), 0,04% (400 pl/l) a 0,02% (200 pl/l). Kontrolni varianty obsahovaly
pouze DMSO a testy byly opét provedeny ve tfech opakovanich. Po inkubaci byl u vSech variant

vyhodnocen rist mycelia.

Pro vyhodnoceni ziskanych dat byl pouzit program Statistika — statisticky test
jednofaktorovdi ANOVA. Tento test znazornil zavislost naristu mycelia P. infestans, na
koncentraci esencialniho oleje. Pro porovnani vSech esencialnich oleji a MIC, byla pouzita

parametrickd ANOVA s interakcemi.
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Po ziskani vysledkl byly u ¢tyt esencidlnich oleji provedeny detailnéj$i koncentracni

fady k uréeni piesné&jsi MIC. EO byl smichan s DMSO tak, aby vznikly koncentrace, které jsou

znazornény v tabulce €. 1.

Tabulka ¢. 1: Koncentra¢ni fady ¢tyt esencialnich oleji

TV PG CW SA

0,02% | 200/l | 006% | 600 I/ 01% | 10001 | 0,02% | 200 /1
0,025% | 250 ul/l | 0065% | 650/l | 0,105% | 1050w/l | 0,04% | 400 pl/l
0,03% | 300u1 | 007% | 700w/ | 011% | 11001 | 006% | 600 pul/
0,035% | 350w/l | 0,075% | 750w/l | 0,115% | 1150 i/l | 0,08% | 800 i/
0,04% | 400ull | 008% | 800w/l | 012% | 1200/l | 01% | 1000 ul

Ziskané hodnoty byly opét zpracovany pomoci analyzy rozptylu, kde byla pouzita
jednofaktorova ANOVA.

4.7 Determinace pohlavnich typi P. infestans

4.7.1 Izolace genomické DNA

Postup potiebny k ziskani dostatecného mnozstvi nukleové kyseliny v pfislusné Cistote
zahrnuje jeji izolaci z ptirozeného materidlu. V prvni fazi byla provedena homogenizace
mycelia pfislusného izolatu P. infestans. Nejprve byla zchlazena tfeci miska a tfeci tloucek
pomoci tekutého dusiku. Dale byl tekuty dusik pouzit i pro zmrazeni mycelia P. infestans, které

bylo nasledné seskrabano z povrchu agaru, pievedeno do treci misky a dostatecné rozdrceno.

Genomickd DNA byla extrahovana pomoci GenElute™ Plant Genomic DNA Miniprep
Kit (Sigma-Aldrich) dle postupu vyrobcee. K jesté zmrzlému homogenizovanému biologickému
materidlu bylo pfidano 375 pl lyza¢niho pufru [LA]. Po smichani s LA pufrem byl homogenat
preveden do mikrozkumavky a bylo k nému ptipipetovano 50 pl lyzacniho pufru [LB]. Obsah
mikrozkumavky byl pe€livé promichdn a mikrozkumavka byla vloZena na 10 minut do suchého
termostatu (Biosan), kde byla inkubovéna pfi teploté 65 °C. Nasledné bylo ke smési ptidano
130 pl precipitaéniho pufru [PPT] a smé&s byla kratce promichana otd¢enim v ruce a pfendana
na 5 minut na led. Mikrozkumavka se smési byla centrifugovana (Schoeller Universal 320R
Hettich) 5 minut pti 14 000 x g. Centrifugaci byla smés rozd¢lena na faze, z cehoZz byl opatrné
odpipetovan horni supernatant do nové mikrozkumavky s modrou filtraéni kolonkou.
Nasledovala centrifugace 1 minutu pii 14 000 x g, kdy modra kolonka zachytila nepotiebné
bunécné zbytky. Modra kolonka byla odstranéna a k filtratu bylo pfidano 700 pl binding pufru
[BIND] a vSe bylo pipetou dikladné promichano.
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Mezitim byla pfipravena novd mikrozkumavka s ¢ervenou kolonkou, do které bylo
napipetovano 500 pl column preparation solution [CPS], ktery slouzi pro navazani DNA na
povrch kolonky. Tato zkumavka byla centrifugovana pii 14 000 x g 1 minutu. Obsah

mikrozkumavky byl po centrifugaci vylit.

V dalsim kroku bylo napipetovano 700 pl smési s binding pufrem do mikrozkumavky
s cervenou kolonkou. Mikrozkumavka byla centrifugovana 1 minutu a nasledné byl roztok
profiltrovany pies Cervenou kolonku vylit. Déale se postup opakoval i se zbytkem roztoku.
Nasledné¢ byla ¢ervena kolonka ptfevedena do nové mikrozkumavky a bylo pfipipetovano 500
ul promyvaciho pufru [WASH]. Nésledovala centrifugace pti 14 000 x g, po dobu 1 minuty.
Roztok WASH pufru, profiltrovaného na dno mikrozkumavky, byl vylit. Tento krok byl
zopakovan s tim rozdilem, Ze centrifugace trvala 3 minuty. Kolonka byla nasledné pfendana do
nové mikrozkumavky. Déle bylo pfipipetovano 120 pl (ptedehiatého na 65 °C) elu¢niho pufru
[ES]. Po 5 minutach inkubace pii pokojové teploté byla v nasledujicim kroku provedena
centrifugace 1 minutu pii 14 000 x g. V poslednim kroku byla ¢ervena kolonka odstranéna.

Mikrozkumavka byla pec¢livé popsana a ulozena pfi teploté — 20 °C na pozdé&jsi pouziti.

Tento postup byl soufasné proveden pro vSechny zkoumané izolaty patogena

Phytophthora infestans.

4.7.2 PCR - polymerazova retézova reakce

DNA ziskana pfi izolaci z mycelia patogena P. infestans byla pouzita pro amplifikaci
useku DNA specifického pro oba pohlavni typy Al a A2 pomoci PCR. Nejprve byla pfipravena

rekéni smés o celkovém objemu 25 pl:

latka (zdsobni koncentrace) objem (finadlni koncentrace)
AAH20 s 19,15 pl

pufr pro Taq polymerazu (10 x) (Thermo Fisher Scientific) 2,5 ul (1%)

MgCl2 (25 mM) (Thermo Fisher Scientific) .........cccocvvviniiieiennnn 1,5 ul (2,5 mM)

dNTP (25 mM) (Thermo Fisher Scientific).........ccocevcvveneniininnne. 0,25ul (0,25 mM kazdého)
primer mix (25 uM) (Sigma-Aldrich)........cccovviiiiiiinice 0,4 ul (0,4 uM kazdého)
Taq polymeraza (5 U/ul) (Thermo Fisher Scientific)...........cceeuee. 0,2 ul (1 U)

temPlAtova DINA .....ooiiiiiiiie e 1 ul (cca 10-100 ng)

38



Tento postup byl zopakovan pro vSechny vzorky DNA. Mikrozkumavky byly néasledné
pfendany do termocykleru (Thermal cycler C1000).

Program PCR reakce zapocal pocatecni denaturaci, neboli rozvolnénim dvoufetézcové
DNA, ktera trvala 5 minut pii 94 °C. Nasledovalo 29 cykli, ptfi¢emz se kazdy skladal z 3 fazi.
Stiidala se zde denaturace (pii 94 °C, po dobu 1 min), déle annealing, neboli nasedani
specifickych primert komplementarné na vldkno DNA (pfi 53 °C, po dobu 1 min) a
polymerace, coz je prodluzovani komplementarniho fetézce (72 °C, po dobu 1 min). Po
dokonceni vSech cykli byla PCR reakce zakoncena konecnou polymeraci, ktera trvala 4 min

pfi 72 °C.

Pouzité primery (Judelson et al., 1995):

Vedoucti W16-1 5-AACACGCACAAGGCATATAAATGTA-3

Reverzni W16-2 5-GCGTAATGTAGCGTAACAGCTCTC-3'

4.7.3 Gelova elektroforéza

K potvrzeni pfitomnosti DNA fragmentl byla pouzita horizontalni gelova elektroforéza
(Cleaver). Pro tyto ucely byl ptfipraven 1% agarozovy gel. Gel byl pfipraven tak, Ze byl smichan
Tris-Borat-EDTA = TBE pufr (Sigma-Aldrich) (1x) s potfebnym mnozstvim agardzy (Serva).
K rozpusténi agardzy v pufru byla pouzita mikrovlnna trouba. Po nasledném zchlazeni byl pro
ucely vizualizace fragmentl DNA pfidan do gelu roztok ethidium bromidu (0.5 pg/ml).
Dtkladné rozmichany roztok byl nalit do elektroforetické vanicky, kam byl poté vloZzen 1
tvarujici hiebinek tvofici po zaschnuti jamky. Takto pfipraveny gel se nechal minimaln¢ 30
minut zatuhnout. Po ztuhnuti gelu byl hiebinek vyjmut a vanicka s gelem byla pfendana do
elektroforetické cely (Cleaver Scientific). VSe bylo zalito TBE pufrem (1x). Do jamek bylo
vzdy aplikovéano 5 pl PCR produktu spolu s 2 pl barviva (6x DNA Loading Dye, Thermo Fisher
Scientific). Pro snadné&j$i urceni velikosti produktu byl vzdy na zacatek a konec aplikovan do
jamek hmotnostni standard (MassRulerTM DNA Ladder Low Range, Thermo Fisher
Scientific). Elektroforeticka cela byla nakonec uzaviena a separace DNA probihala pii napéti
5-8 V/em. Pritomnost DNA fragmentd bylo mozné pozorovat zhruba po 15 minutach pomoci

UV transiluminatoru.
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4.7.4 Restrik¢ni Stépeni

Jelikoz jsou primery pouzité pro PCR specifické pro oba pohlavni typy, bylo jesté potfeba

provést restrikcni Stépeni namnozenych usekti DNA. Restrikéni smés byla piipravena

smichanim:

latka (zasobni koncentrace) objem (findlni koncentrace)
PCR PrOUUKL ...t 10 pl

Y*/tango pufru (10 x) (Thermo Fisher Scientific)...........cccccevevennene. 1,2 pl (1x)

enzym Haelll (BsuRI) (10 U/ul) (Thermo Fisher Scientific) .......... 1 ul (10 U)

Takto pfipravena smés byla vortexovana (IKA-Genius 3), nasledn¢ kratce odstfedéna a
inkubovana ptes noc pii teploté¢ 37 °C. Restrikéni produkty byly separovany pomoci

horizontélni elektroforézy s 1,5% agarézovym gelem.
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5 Vysledky

5.1 Sbér vzorku a izolace patogena Phytophthora infestans

Vzorky infikovanych pletiv pochazely ze Ctyt krajii. V roce 2014 se jednalo o 10 izolata
z kraje Vyso&ina (Vesely Zd’ar, Nové Dvory, Pohled, Valedov) a Stiedoteského kraje
(Celakovice, Semice). Vzorky byly oznadeny jako: VZ 13/14, VZ 14/14, ND 2/14, P 1/14, V1
1/14, V3 1/14,C 1/14, C 3/14, S 1/14 a S 11/14. V roce 2016 bylo ziskéno dalsich 10 vzorkd,
a to z Plzeiiského kraje (Velhartice, Maly Bor), kraje Vyso¢ina (Domaninek, Lukavec, Zeliv,
Lipa, Valetov, Vesely Zd’ar), Stiedo¢eského kraje (Unétice) a z Hlavniho mésta Prahy (Praha-
Suchdol). Tyto vzorky byly oznageny, jako MB 1/16, D 5/16, S 1/16, Lu 7/16, Z 2/16, L 16/16,
V13/16, VZ 1/16, Ve 5/16 a U 2/16.

Tabulka ¢. 2: Pavod vzorku P. infestans

izolat lokalita/kraj C:zgi:? rostlina/odruda 1I; l::;;,:)t?l po‘:;/?)vni
VZ13/14 Vesely Zd'ar, kraj Vysoéina 21.7.2014 B/N list Al
VZ 14/14 Vesely Zd'ar, kraj Vyso&ina 21.7.2014 B/N list Al
ND 2/14 Nové Dvory, kraj Vysocina 21.7.2014 B/N list A2
P 1/14 Pohled, kraj Vysocina 21.7.2014 B/N list A2
V11/14 Valecov, kraj Vysocina 21.7.2014 B / Flavia list Al
V3 1/14 Valecov, kraj Vysocina 18.8.2014 B/ Zofie list A2
C1/14 Celakovice, Stiedodesky kraj 3.11.2014 | B (vydrol)/N list A2
C3/14 Celakovice, Stiedodesky kraj 3.11.2014 B/N list A2
S1/14 Semice, StiedocCesky kraj 3.11.2014 | B (vydrol) /N list A2
S 11/14 Semice, Stiedocesky kraj 3.11.2014 | B (vydrol)/N list A2
MB 1/16 Maly Bor, Plzensky kraj 27.6.2016 | B/ Eurogrande list A2
D 5/16 Domaninek, kraj Vysocina 1.7.2016 B / Alice list Al
S 1/16 | Praha-Suchdol, hlavni mésto Praha | 4.7.2016 B / Berber list Al
Lu 7/16 Lukavec, kraj Vysoc¢ina 20.7.2016 | B/ Antoaneta list A2
7.2/16 Zeliv, kraj Vysocina 20.7.2016 | B/ Carrera list A2
L 16/16 Lipa, kraj Vyso¢ina 20.7.2016 B / Granola list A2
V13/16 Valecov, kraj Vysocina 20.7.2016 B / Finka list Al
VZ1/16 Vesely Zdar, kraj Vyso&ina 7.8.2016 B/N list Al
Ve 5/16 Velhartice, Plzenisky kraj 9.8.2016 B / Bionta list A2
U 2/16 Unétice, Stiedocesky kraj 1.9.2016 R/N list Al

Z tabulky €. 2 je patrné, Ze vétSina vzorkt byla ziskana z infikovanych rostlin bramboru
mimo izolatu U2/16, ktery byl ziskan z infikované rostliny rajcete. Veskeré izolaty pochéazely

z listli napadenych rostlin a u nékterych z nich byla znana i odrtda.
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5.2 Stanoveni aktivity esencidlnich oleji

V prvni fazi pokusu byl stanoven primérny inhibi¢ni €inek esencidlnich olejt pii 0,1%
koncentraci. Pro testovani bylo vyuzito 10 izolatt ziskanych v roce 2014 a testy byly provedeny
vzdy ve tiech opakovanich. Esencidlni oleje, které inhibovaly mycelium ze 100 %, byly vyuzity
v dalsi ¢asti experimentu. Oleje, které hranice 100 % nedosahly, byly z nasledujiciho testovani
vyfazeny. Primérny inhibi¢ni u¢inek jednotlivych esencidlnich oleju pti 0,1% koncentraci je

znazornén v grafu ¢. 1.

Graf ¢. 1: Primémy inhibi¢ni G¢inek esencidlnich olejii

Primérny inhibi¢ni ucinek esencidlnich oleji pti 0,1%
koncentraci v (%)

100
a0
80
70
60
50
40
30
20
3 ]} )} )
0

TV PG LC Cw SA RO FV LA PA SO EC
% 100 100 100 100 100 10,10 14,16 23,67 833 11,73 2598

Z vysledkd vyplyva, Ze nejicinngji inhibovaly mycelium P. infestans esencialni oleje
ziskané z Thymus vulgaris (TV), Pelargonium graveolens (PG), Litsea cubeba (LC),
Cymbopogon winterianus (CW) a Syzygium aromaticum (SA). Primérny inhibi¢ni t¢inek byl
u vSech zminénych 100% (pfiloha ¢. 7). Esencialni olej z Eucalyptus citriodora (EC) inhiboval
mycelium z 25,98 %. Primérny inhibiéni G¢inek esencialniho oleje z Lavandula angustigolia
(LA) dosahl pouze 23,67 %. Nejmensi antifungalni vliv mély oleje z Foeniculum vulgare (FV)
(14,16 %), Salvia officinalis (SO) (11,73 %), Rormarinus officinalis (RO) (10,10 %) a
Pimpinella anisum (PA) (8,33 %).

Esencialni oleje z E. citriodora, L. angustigolia, F. vulgare, S. officinalis, R. officinalis a
P. anisum byly z dalSich testl, tykajicich se stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace,

vyrazeny. Narlist mycelia je pii pouziti téchto olejii znazornén v piiloze €. 6.
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5.3 Stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace esencialnich oleji

V dalsi ¢asti experimentu byly u u¢innych esencialnich oleji vytvoieny koncentracni
fady, slouzici k ur¢eni minimalni inhibi¢ni koncentrace jednotlivych oleji. Olej byl vzdy
smichan s DMSO tak, aby vznikla koncentrace: 0,1% (1000 pl/1), 0,08% (800 nl/1), 0,06% (600
ul/1), 0,04% (400 pl/1) a 0,02% (200 pl/1). Testy byly provedeny na izolatech ziskanych z roku
2014. Do experimentu byl také navic zafazen EO ziskany z Mentha spicata, kvili jeho
potencialni ucinnosti, zjisténé na zakladé soubézné probihajicich pokust. Pro testovani vlivu
M. spicata na inhibici mycelia byly pouzity izolaty zroku 2016. Minimalni inhibi¢ni
koncentrace esencialnich oleju jsou pro kazky izolat (2014) znazornény v tabulce ¢. 3. Vysledné

MIC pro M. spicata jsou poté znazornény v tabulce ¢. 4.

Tabulka ¢. 3: Minimalni inhibi¢ni koncentrace jednotlivych esencialnich oleji

minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) — [ul/1]
izolat TV PG CW SA LC
VZ 13/14 400 800 1000 600 400
ND 2/14 400 800 1000 400 400
S 11/14 400 800 1000 600 600
C1/14 400 800 1000 600 1000
VZ 14/14 400 800 1000 600 1000
P 1/14 400 800 1000 800 600
S1/14 400 800 1000 600 400
C 3/14 400 800 1000 400 600
V3 1/14 400 800 1000 600 1000
V 11/14 400 800 1000 600 600
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a) Thymus vulgaris

Jak vyplyva z grafu ¢. 2, esencialni olej z T. vulgaris vykazoval silnou fungicidni aktivitu.
Narust mycelia byl zpozorovan az u 0,02% koncentrace. U oleje z T. vulgaris byla tedy MIC
stanovena na 0,04 % u vSech izolatu P. infestans. Piiklad koncentra¢ni fady u izolatu ND 2/14

je znazornén v priloze €. 8.

Graf ¢. 2: Koncentra¢ni fada u esence z T. vulgaris

koncentrace; Praméry MNC
Soucasny efekt: F(5, 54)=198,95, p=0,0000
Dekompozice efektivni hy potézy
Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti
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b) Pelargonium graveolens

V testech provedenych na esencialnim oleji z P. graveolens byl registrovan narast
mycelia P. infestans u 0,06% koncentrace. Z grafu ¢. 3 je ziejmé, ze olej z P. graveolens
vykazoval minimalni inhibi¢ni aktivitu pii 0,08% koncentraci. Pro lepsi pfedstavu je v piiloze

¢. 9 znazornéna koncentradni fada izolatu VZ 13/14.

Graf ¢. 3: Koncentraéni fada u esence z P. graveolens

koncentrace; Priméry MNC
Soucasny efekt: F(5, 54)=69,622, p=0,0000
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti
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c) Litsea cubeba

U oleje ziskaného z L. cubeba vysly MIC rozdiln€ v ramci jednotlivych izolata (viz graf
&.4). U L. cubeba nastala minimalni inhibice mycelia pii 0,04% koncentraci u izolatt VZ 13/14,
ND 2/14 a S 1/14 (S1/14 — viz piiloha ¢. 12). U izolatt C 1/14, VZ 14/14 a V3 1/14 byla viak
MIC 0,1%. U zbytku izolath byla stanovena MIC na 0,06% (graf ¢. 4).

Graf ¢. 4: Koncentra¢ni fada u esence z L. cubeba

koncentrace; Priméry MNC
Soucasny efekt: F(5, 54)=19,823, p=,00000
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti
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d) Cymbopogon winterianus

Nejméné G¢inny byl z této faze testovani olej ziskany z C. winterianus. Jeho MIC, proti
P. infestans, byla u vSech testovanych izolat 0,1%. Nartust mycelia v zavislosti na koncentraci
je pro piedstavu znazornén v grafu ¢. 5. V pfiloze ¢. 10 této prace, je pak mozno shlédnout

koncentra¢ni fadu izolatu VZ3 1/14.

Graf ¢. 5: Koncentraéni fada u esence z C. winterianus

koncentrace; Priméry MNC
Soucasny efekt: F(5, 54)=33,614, p=,00000
Dekompozice efektivni hy potézy
Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti
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e) Syzygium aromaticum

v

izolat ND 2/14 a C 3/14. U izolatu P 1/14 (piiloha &. 11) byla MIC 0,08 % a u ostatnich 0,06
%. MIC se tedy pohybuje mezi 0,04-0,06 % v zavislosti na izolatu. U¢innost esencialniho oleje

je znazornéna v grafu €. 6.

Graf ¢. 6: Koncentraéni fada u esence z S. aromaticum

koncentrace; Praméry MNC
Soucasny efekt: F(5, 54)=78,194, p=0,0000
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti
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f) Mentha spicata

Testovani Gcinnosti oleje z M. spicata prob¢hlo na izolatech ziskanych z roku 2016.
Minimalni inhibi¢ni koncentrace byla u izolata V 3/16, Ve 5/16 a Lu 7/16 0,1%. U izolatu
S 1/16 0,06% a u zbyvajicich 0,08%. Z grafu €. 7 je patrné, ze se MIC pohybovala mezi 0,08-

0,1 %. Koncentracni fada izolatu D 5/16 je znazornéna v ptiloze ¢. 13.

Graf ¢. 7: Koncentra¢ni fada u esence z M. spicata

koncentrace; Priméry MNC
Soudasny efekt: F(5, 54)=121,18, p=0,0000
Dekompozice efektivni hypotézy
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Graf ¢. 8: Porovnani jednotlivych esenci i¢innych proti P. infestans

G&inna latka*koncentrace; Praméry MNC
Soucasny efekt: F(20, 870)=16,201, p=0,0000
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti
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V grafu €. 8 je zobrazena ucinnost vSech esencialnich olejti a jejich vlivu na rist mycelia

patogena P. infestans. Nejlepsich vysledkd dosahl olej z T. vulgaris a naopak olej z C.

winterianus se osvedcil az pii vyssich koncentracich.

Podrobné vysledky, které znazornuji nariist mycelia P. infestans v zavislosti na pouzité

-0 (i¢inna latka
TV

-8 (¢inna latka
PG

—6— (¢inna latka
LC

—— Uginna latka
Cw

—4— (ginna latka
SA

—#— (&inna latka
MS

koncentraci urcitého esencialniho oleje, jsou k dispozici v pfilohach ¢. 14-18 této prace.

Pro lepSi predstavu je vgrafu ¢ 9 zobrazena minimalni inhibi¢ni koncentrace

jednotlivych olejh.
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Graf ¢. 9: MIC jednotlivych esencidlnich oleji

Uginna latka; Praméry MNC
Soucasny efekt: F(5, 870)=144,96, p=0,0000
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznaduii 0,95 intervaly spolehlivosti
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Nejvyssi narust mycelia byl zaznamenan po aplikaci oleje z Cymbopogon winterianus
(CW). Obdobna antifungalni u¢innost byla pak registrovana u oleji z Pelargonium graveolens
(PG), Litsea cubeba (LC) a Mentha spicata (MS). Nejlepsich vysledkt dosahovaly oleje
z Thymus vulgaris (TV) a Syzygium aromaticum (SA).

5.4 Detailnéjsi stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace esencialnich

oleju

V dalsi casti experimentu bylo provedeno konkrétnéjsi stanoveni minimalni inhibi¢ni
koncentrace esencialnich olejii. Koncentra¢ni fady byly sestaveny dle tabulky ¢. 1. a pro tyto
ucely byly vyuzity Petriho misky s primérem 80 mm. Testovani probéhlo na izolatech
ziskanych z roku 2016 a byly vyuzity esencialni oleje z rostlin T. vulgaris, P. graveolens, C.
winterianus a S. aromaticum. Esencialni olej z L. cubeba byl, kvili riznorodym vysledkiim,
z této faze testovani vyrazen. Vysledné minimalni inhibicni koncentrace jsou zndzornény

V tabulce ¢. 4.
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Tabulka ¢. 4: Minimalni inhibi¢ni koncentrace esencialnich olejti

minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) — [pl/l]
izolat TV PG MS CW SA
D 5/16 350 750 800 1000 400
V 3/16 250 750 1000 1000 400
M B1/16 250 600 800 1000 400
Ve 5/16 250 600 1000 1000 200
7.2/16 250 650 800 1000 400
S 1/16 350 700 600 1000 400
U 2/16 350 600 800 1000 200
Lu 7/16 400 600 1000 1000 400
VZ1/16 350 800 800 1000 200
L 16/16 300 650 800 1000 400

a) Thymus vulgaris

U oleje z T. vulgaris byla nakonec MIC stanovena na 0,025 — konkrétné u izolati V 3/16,
M B1/16, Ve 5/16 a Z 2/16. U izolata D 5/16, S 1/16, U 2/16 aVZ 1/16 byla stanovena 0,035%
MIC, u izolatu L 16/16 byla inhibi¢ni koncentrace 0,03% a u Lu 7/16 0,04%. V grafu ¢. 10 je

znazornén narast mycelia pti pouziti ptislusné koncentrace esencialniho oleje.

Graf ¢. 10: Detailngjsi koncentra¢ni fada esence z T. vulgaris

koncentrace; Pramé&ry MNC
Soucasny efekt: F(5, 54)=82,921, p=0,0000
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b) Pelargonium graveolens

U oleje z P. graveolens byla inhibice mycelia nejnizsi (0,06 %) u izolati M B1/16, Ve
5/16, U 2/16 a Lu 7/16. U izolatd Z 2/16 a L 16/16 byla MIC 0,065 %, u S 1/16 0,07 %, u D
5/16 aV 3/16 0,075 % au VZ 1/16 0,08 % (graf &. 11).

Graf ¢. 11: Detailng&jsi koncentracni fada esence z P. graveolens

koncentrace; Praméry MNC
Soucasny efekt: F(5, 54)=138,53, p=0,0000
Dekompozice efektivni hypotézy
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c) Cymbopogon winterianus

MIC esencialniho oleje z C. winterianus byla potvrzena z piedchoziho testovani a byla

stanovena na 0,1 % u vSech izolath (graf ¢. 12).

Graf ¢. 12: Detailngjsi koncentra¢ni fada esence z C. winterianus

koncentrace; Praméry MNC
Soucasny efekt: F(5, 54)=--, p= --
Dekompozice efektivni hypotézy
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d) Syzygium aromaticum

Olej ziskany ze S. aromaticum vykazoval nejnizsi inhibi¢ni aktivitu 0,02 % u izolati Ve
5/16, U 2/16 a VZ 1/16. U ostatnich izolatt byla MIC 0,04 % (graf &. 13).

Graf ¢. 13: Detailng&jsi koncentra¢ni fada esence z S. aromaticum

koncentrace; Praméry MNC
Soucasny efekt: F(5, 54)=504,69, p=0,0000
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti
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Kvili variabilité¢ vysledkti u esencialniho oleje z L. cubeba, nebyla u této esence

provedena detailnéjsi koncentracni fada.

Podrobné vysledky, tykajici se detailniho zji$téni minimalni inhibi¢ni koncentrace, jsou
znazornény v piilohach ¢. 19-23 této prace.
5.5 Determinace pohlavnich typi patogena P. infestans

5.5.1 Potvrzeni pritomnosti DNA fragmentu

V prvni fazi byla provedena u vsech izolatii pochazejicich z roku 2014 a 2016, pro ucely
molekularné-biologickych testl, izolace genomické DNA. Ziskand DNA byla vyuzita k
amplifikaci sekvence DNA s vyuzitim metody PCR a primert W16-1 a W16-2.

Vizualizace molekul DNA je zndzornéna na obrazku €. 2 na 1% agardézovém gelu

smichaném s ethidium bromidem. Do jamek v gelu byl aplikovan PCR produkt spolu s nanaseci
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barvou. Pro spravné urCeni velikosti byl na zacatek a konec gelu aplikovan do jamky
molekularni marker (M). Na pozici 1 je pak pro lepsi piedstavu nanesena pozitivni kontrola.
DNA fragmenty byly vizualizovany pomoci UV transiluminatoru. U obou pohlavnich typt byly
amplifikovany DNA useky o velikosti ptiblizn€ 557 bp.

Obrazek ¢. 2: Priklad elektroforeogramu amplifikovanych DNA fragmenti patogena P. infestans na
1% agar6zovém gelu

K amplifikaci DNA segmentd doslo u vSech testovanych variant 2-11. Vzorky PCR

produktt bylo poté mozné podrobit restrikénimu Stépeni.

5.5.2 Restrikéni Stépeni

K restrik¢nimu $tépeni byla zapotiebi ptfiprava restrikéni smési, ktera se skladala z PCR
produktu, Y*/tango pufru a restrik¢niho enzymu BsuRI. Na obrazku ¢. 3 jsou znazornény
separované DNA fragmenty na 1,5% agar6zovém gelu. Po restrikéni analyze a elektroforetické
separaci byla velikost fragmentti pohlavniho typu Al 557, 457 a 100 bp nebo PCR produkt
zustal nestépeny. U pohlavniho typu A2 jsou na elektroforeogramu viditelné dva fragmenty o
velikosti 457 bp a100 bp.

Obrazek ¢. 3: Ptiklad elektroforeogramu restrikéné stépenych fragmenti DNA patogena P. infestans
na 1,5% agar6zovém gelu

Z obrazku ¢. 3 je patrna prevaha pohlavnich typti A2 u izolath ziskanych v roce 2014.
Pohlavni typ A2 by zaznamenan na pozici 1 (C 1/14), 2 (ND 2/14), 3 (S 11/14), 4 (C 3/14), 7
(S 1/14),9 (P1/14) a 10 (V3 1/14). Pohlavni typ A1 byl potvrzen na pozici 5 (VZ 14/14), 6 (VZ
13/14) a8 (V1 1/14).V tabulce ¢. 1 jsou uvedené pohlavni typy u jednotlivych izolati pouzitych
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pfi testovani esencialnich latek. Pritomnost obou pohlavnich typd P. infestans v porostu

brambor ddva moznost vzniku odolnych oospor.
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6 Diskuze

Medializace informaci o negativnich UCincich pesticidnich latek, tykajicich se rizik
spojenych s diabetem, rakovinou, Parkinsonovou chorobou, demenci aj., podnitila spolecnost
Kk upfednostiiovani bezrezidualnich potravin. Mimo jiné muze také nasledkem chemickych
pfipravki na ochranu rostlin dochazet k negativnim dopadiim na Zivotni prostfedi. Nazory
znalcl se vSak ohledné omezeni pesticidli rozchéazeji. Kritici tvrdi, Ze by se jejich pouzivani
mélo okamzité zastavit, druha strana tvrdi, Ze je jejich Gplné omezeni nemozné. Resenim je
vyvoj alternativnich latek na ochranu rostlin bez nezadoucich vedlejsich u¢inkt (Eyhorn et al.,

2015).

Koul et al. (2008) tvrdi, ze vhodnou alternativou je bud’ produkce vysoce selektivnich
odbouratelnych pesticidi, nebo aplikace esencidlnich oleji. Vyuzivani esencidlnich oleji na
ochranu rostlin zacalo byt v Evropé rozsifovano jiz od pocatku 16. stoleti (Burt, 2004).
Vyhodou je, Ze nepodléhaji zdlouhavému registra¢nimu fizeni, nedochazi u nich ke vzniku
rezistence a jsou bezpecné pro necilové organismy. Velky potencidl maji zejména
Vv rozvojovych zemich, odkud vétSina aromatickych rostlin potiebna pro jejich extrakci pochazi

(Koul et al., 2008).

Obecné se da fici, Ze esencialni oleje obsahuji kolem 20 riznych slozek v rtuzné
koncentraci. Nejvice zastoupené jsou monoterpeny a seskviterpeny (Sharifi-Rad et al., 2017).
Kalemba et Kunicka (2003) doplnuji, Ze se sloZeni esencidlniho oleje mize ménit i v ramci
stejného druhu uréité aromatické rostliny. Casto je chemické sloZeni ovliviiovano vné&j§imi
podminkami, zpiisobem extrakce ¢i tim, z které ¢asti rostliny byl olej extrahovéan (Kalemba et

Kunicka, 2003).

V testech provadénych tymem Quintanilla et al. (2002) byl sledovan vliv 4 esencialnich
olejui na rist mycelia P. infestans. Byly porovnavany ucinky silic ziskanych z Thymus vulgaris,
Origanum vulgaris, Melissa officinalis a Mentha x piperita L. Primérny nartist mycelia se v in
vitro podminkach pohyboval mezi 63-89 %, pfi¢emz mycelium nejméné inhiboval olej z O.
vulgaris. Nejvyssi primérna inhibice byla zaznamenana u T. vulgaris (89%), kde byl nartst
mycelia registrovan pii 6,25 pl/250 ml (Quintanilla et al., 2002). V této praci se olej z T.
vulgaris rovnéz velice osvedcil, pficemz byla primérna inhibice mycelia 100% pii 0,1%
koncentraci a nartst mycelia byl zaznamendn pii prvni fazi testovani u 0,02% koncentrace.
Minimalni inhibi¢ni koncentrace byla tedy stanovena na 0,04 %. V druhé fazi testovani byla u
izolatl V 3/16, M B1/16, Ve 5/16 a Z 2/16 stanovena MIC dokonce na 0,025 %. Soylu et al.
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(2006) potvrdil uc¢innost tekavych slozek z T. vulgaris na inhibici rstu pii koncentraci 0,3 pg/1
ml, tedy 0,03 %.

Vyuziti oleje z Pelargonium graveolens na potlaceni P. infestans nebylo prozatim
zaznamenano. Preedy (2015) vSak tvrdi, ze ma olej z pelargonie znacny vliv na potlaceni
Sclerotium rolfsii na Mentha spp. a také se osvédcil pro své insekticidni ucinky. V prvni fazi
této prace byl zaznamenan minimalni inhibi¢ni uc¢inek P. graveolens u 0,08% koncentrace.
V druhé ¢asti prace byla MIC u nekterych izolati (M B1/16, Ve 5/16, U 2/16, Lu 7/16) 1 0,06
%.

Minimalni inhibi¢ni koncentrace u oleje z Cymbopogon winterianus byla v pokusech
prvni i druhé ¢asti této prace stanovena na 0,1 %. Pavela (2011) dopliuje, Ze se oleje ziskané
z rodu Cymbopogon spp. pouzivaji hlavné pro své insekticidni u¢inky. Byly dokonce vyrobeny
obojky pro psy, obsahujici olej proti v§im, blecham a jinému hmyzu (Pavela, 2011). Olej vSak
také ucinné pusobil proti Rhizoctonia solani a Fusarium oxysporum (Hajieghrari et al., 2005).
Vliv oleje C. winterianus na rast P. infestans vsak nebyl ve védecké literatufe zaznamenan.

Neni proto mozné provést porovnani s vysledky této prace.

V pokusu byl stanoven primérny inhibi¢ni G¢inek Syzygium aromaticum pii 0,1%
koncentraci na 100%. MIC byla u izolati ND 2/14 a C 3/14 0,04%, u izolatu P1/14 dokonce
0,08% au zbytku 0,06%. U tfech izolatd z roku 2016 byla MIC stanovena na 0,02 % - konkrétné
Ve 5/16, U 2/16 a VZ 1/16. Bowers et Locke (2004) vsak potvrdili Gi¢inek oleje z hiebicku

pouze na Phytophthora nicotians.

Soylu et al. (2006) zminuji, Ze oleje z fenyklu (Foeniculum wvulgare), levandule
(Lavandula stoechas subsp. stoechas), rozmarynu (Rosmarinus officinalis) a vaviinu (Laurus
nobilis) se prokazaly jako u¢inné proti P. infestans. V praci byl také zkouman vliv vaviinu, ale
z Litsea cubeba a MIC byla u tfech izolatli 0,04% - konkrétné u VZ 13/14, ND 2/14 a S1/14. U
izolati C 1/14, VZ 14/14 a V3 1/14 byla viak MIC 0,1%. V tomto ptipadé tedy zilezi na
konkrétnim izolatu P. infestans, avsak urcity vliv, byl stejné¢ jako u Soylu et al. (2006) také

zaznamenan.

Antifungalni efekt byl také pozorovan u esencialnich oleji ziskanych z Rosmarinus
officinalis, Salvia officinalis, Artemisia spp., Hedera helix a Xanthium strumarium.
Fungistaticky efekt byl registrovan u R. officinalis, kde bylo pouzito 20 pl esence na 1 ml agaru.
Mezi prvnim a devadtym dnem byl pfirGstek mycelia pouze 9 mm. Pfi tomto testovani byla

pouzita radialni méfici metoda (Rodino et al., 2013). Primérny inhibic¢ni u¢inek byl v této praci
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pti 0,1% koncentraci pouze 10,10 %. Je zifejmé, ze Rodino et al. (2013) pouzili vyssi
koncentraci esencialniho oleje, a také mohl mit EO jiné chemické slozeni. Inhibici kli¢eni spor
P. infestans zkoumal ve své studii Wang et al. (2001) s pozitivnim vysledkem u Foeniculum
vulgare. Rostlinny prasek byl macerovan spolu s 80% etanolem a poté byl zfedén 500x. Pro
kontrolu byl pouzit 0,1% etanol a metalaxyl-mancozeb, jako fungicidni kontrola. Po 1,5 hodiné
od oSetfeni se zoospory neobjevily a stejné tak tomu bylo po 3 hodinach, kde byl vyskyt rovnéz
0%. Pro zjisténi u¢inku F. vulgare bylo pouzito 500 pl latky na 100 ml zitného agaru. F. vulgare
inhiboval mycelium v tomto poméru ze 100 % (Wang et al., 2001). V naSich pokusech byla
vSak zaznamendna primérnd inhibice mycelia pfi 1000 pl/1 pouze 14,16 %, coz je opét
zalozeno na pouziti niz§i koncentrace, nez u vysledki Wang et al. (2001). Ve vyzkumu Olanya
et Larkin (2006) byla dosazena u Lavandula angustifolia inhibice ristu patogena P. infestans
pfi 100 ppm necelych 20 %. Toto tvrzeni se shoduje s naSimi vysledky, nebot” primérna
inhibice mycelia pii 0,1% koncentraci byla 23,67 %. Dle testi Abayhne et Chauhan (2016) bylo
abyssinica. Nejvétsi efekt byl naopak prokazan u Datura stramonium a Rhamnus prinoides
(Abayhne et Chauhan, 2016). V praci byl sice posuzovan vliv Eucalyptus citriodora, avsak také
s velice nizkym inhibi¢nim ucinkem. Yanar et al. (2011) provedly vyzkum vlivu rGznych
esencialnich olejii na rust mycelia P. infestans. Bylo zjisténo, ze Salvia officinalis uplné
inhibuje rist mycelia pfi 4% koncentraci. Nejlépe se osvédcil olej z Xanthium strumarium,
ktery inhiboval mycelium jiZ pfi 2% koncentraci (Yanar et al., 2011). V praci byl posuzovan

ucinek pii 0,1% koncentraci, ktery se vSak pfili§ neosveédcil.

Mimo jiné existuje fada alternativnich latek, které maji fungicidni efekt na riist mycelia
P. infestans. Dle Tiilikkala et Segerstedt (2009) byl zjistén inhibiéni efekt biezového oleje proti
tomuto patogenu. Dalsi alternativou, kterou ve studii zjistili Son et al. (2008), je vyuziti
Fusarium oxysporum. Nepatogenni forma EF119 ma potencialni inhibi¢ni aktivitu vaci P.
infestans (Son et al., 2008). V testech provedenych Zegeye et al. (2011) byl zjistén potencialni
ucinek rodu Trichoderma. Dr N. Arnold dokonce vypozoroval, ze u hub S$tavnatek
(Hygrophorus spp.) nedochazi k napadeni Zadnymi patogeny. Se svym tymem pfisel po
podrobném rozboru k zavéru, Ze tyto houby obsahuji vysoky obsah antibiotickych latek. Tyto
latky se fadi mezi oxokrotonové kyseliny, jeZ maji vliv na inhibici hub z oddéleni Oomycota,
mezi které patii i P. infestans (Koubova, 2010). Ve své studii potvrdili Olanya et Larkin (2006)
ucinnost biologického ptipravku Serenade, ktery je pfipraven na bazi Bacillus subtilis (kmen

QST 713). Déle Koubova (2003) zminuje, ze byl zkouman vliv extraktii z ¢inskych 1é¢ivych
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bylin na P. infestans. Pozitivné se na inhibici mycelia osvédc¢il extrakt ziskany z Terminalia
chebula a Anemarrhena asphodeloides (Koubova, 2003). Esencialni olej z Laurus nobilis se
v pokusu Soylu et al. (2006) osvédgil proti P. infestans. Uplna inhibice mycelia viak nastala az
pii 51,2 pg/ml, tedy pii nejvyssi testované koncentraci. Olej ziskany z Piper nigrum je vSak do
budoucna vhodnou alternativou boje proti tomuto patogenu. V soucasné dobé je vétSina
esencialnich oleji, potencialné vyuzitelnych v ochrané rostlin, pouze ve fazi vyvoje. Vzhledem
K jejich Sirokému spektru pfiznivych G¢inkt, mezi kterymi miZeme jmenovat netoxi¢nost,
Siroké spektrum ucinnosti, dostupnost materialu, zabranéni vzniku rezistentnich odrtid, snadné
zachazeni aj., existuji i nevyhody esencialnich oleji. Mezi nimi mtizeme jmenovat pracnost
vyroby, nutnost dobrych znalosti, omezena vyroba, vysoka cena a nutnost opakovani aplikace
ptipravku (Pavela, 2011). Diskutovanym prvkem je 1 jejich rychlé vytékani do prostredi po
aplikaci do vnégjSich podminek. Je tedy velice dileZité zvolit spravnou formulaci ptipravku a

vyuzit napiiklad enkapsulace aromatickych latek.

Tomasek a Dvorak (2009) také zminuji, ze je vyhodné pouzivat biostimulatory, které
podporuji rist rostlin. Naptiklad Sulzberger (1998) tvrdi, Ze je vhodné pouzit pro stimulaci

ristu a podporu obranyschopnosti rostlin brambor vymésky z kalifornskych zizal.

V pokusu byla potvrzena pritomnost obou pohlavnich typti — Al i A2. Je tedy zvySena
pravdépodobnost vzniku odolnych oospor, a to zejména v okrese ValeCov. Mazdkova a
Rysanek (2005) zjistili v Ceské republice mezi roky 2003-2005 prvni vyskyt pohlavniho typu
A2. Ve svych pokusech také zjistili, Ze miZze u oospor dochazet ke vzniku rezistentnich
genotypt k chemickym fungicidim (Mazakova a Rysanek, 2005). Drenth et al. (1995) ve svych
pokusech zkoumali ptezivani oospor pfi velmi vysokych a naopak pti velmi nizkych teplotach.
Nakonec dosli k zavéru, ze pii vystaveni oospor extrémnim podminkam, nedochazi k jejich
usmrceji, ale pouze k pozastaveni infek¢nost. Schopnost infikovat porost se vsak vrati, jakmile

jsou vytvoteny vhodné podminky (Drenth et al., 1995).
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[ Zavér

Cilem této diplomové prace bylo otestovat vliv vybranych esencidlnich oleji na
Phytophthora infestans, zptisobujici plisenn bramboru. V prvni ¢asti prace byla provedena
primérnd inhibice ristu mycelia pti 0,1% koncentraci. Ze 100 % inhibovaly myelium patogena
oleje ziskané z Thymus vulgaris, Pelargonium graveolens, Litsea cubeba, Cymbopogon
winterianus a Syzygium aromaticum. Esencialni oleje ziskané z rostlin Eucalyptus citriodora,
Lavandula angustigolia, Foeniculum vulgare, Salvia officinalis, Rosmarinus officinalis a
Pimpinella anisum se pii této koncentraci projevily jako neti¢inné. Z dalsiho testovani byly tedy

tyto oleje vyrazeny.

Na zaklad¢ vysledka ziskanych z prvni faze testovani byly sestaveny koncentracni fady
esencidlnich oleji. Pomoci téchto fad byla stanovena minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC)
jednotlivych esencialnich oleji. Testy byly provedeny na izolatech ziskanych z roku 2014 a
navic byla pro porovnani pfidana esence z Mentha spicata, testovana na izolatech z roku 2016.
V experimentu se osveédCily vSechny testované oleje, avSak v rozdilnych koncentracich.
Nejlépe inhiboval mycelium esencialni olej z T. vulgaris, kde byla MIC stanovena na 0,04 % u
vSech izolatt P. infestans. Nejhorsich vysledkd dosahl olej z C. winterianum. Jehoz MIC proti
P. infestans byla 0,1%.

Pro konkrétnéj$i ureni minimalni inhibi¢ni koncentrace esencidlnich oleji byly u
nekterych esenci vytvoteny detailnéjsi koncentracni fady. Pro tyto ucely byly pouZity izolaty
ziskané v roce 2016. U oleje z T. vulgaris se MIC nakonec pohybovala mezi 0,025-0,035 %, a
u tif izolatt dosahla 0,04% koncentrace. U oleje z P. graveolens nastala u nékterych izolatt
inhibice mycelia pti 0,06% koncentraci, u n¢kterych vsak az pii 0,08 %. Minimalni inhibi¢ni
koncentrace esencialniho oleje z C. winterianus se potvrdila z pfedchoziho testovani a byla
stanovena na 0,1 % u vSech izolati. Olej ziskany ze S. aromaticum vykazoval nejniz$i inhibi¢ni
aktivitu u trech izolatu jiz pii 0,02% koncentraci. U ostatnich byla stanovena na 0,04 %. Kvili
variabilité vysledki u esencialniho oleje z L. cubeba, nebyla u této esence provedena detailngjsi

koncentra¢ni fada.

Hypotéza prace, zda existuji esencialni oleje inhibujici mycelium Phytophthora infestans,
byla potvrzena. Nejlépe se v boji proti P. infestans tedy osvédcily EO ziskané z T. vulgaris a S.

aromaticum.

V dalsi ¢asti prace byly u vSech izolati ziskanych v roce 2014 a 2016 urcéeny pohlavni

typy P. infestans. Pomoci molekularné biologickych metod byla potvrzena piitomnost obou
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typli — A1 i A2. Soucasny vyskyt obou pohlavnich typl na jednom stanovisti tedy umoznuje

vznik odolnych oospor.
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10 P¥ilohy

Piiloha ¢. 1: Zivotni cyklus patogena Phytophthora infestans
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Zivotni cyklus patogena Phytophthora infestans (podle Agrios, G. N. (1997): Plant pathology. Fourth edition, Academic Press, 635 p.)

(ptevzato z Agrios, G. N. 1997. Plant pathology. Fourth edition. Academic Press. p. 635)

Piiloha €. 2: Seznam registrovanych ptipravku proti P. infestans (akt. k roku 2017)

Nazev piipravku Nazev ucinné latky Davka
Acrobat MZ WG Dimethomorf (CS), Mankozeb (K) 2 kg/ha 300-600 | vody/ha
Airone SC Hydroxid méd’naty (K), Oxichlorid méd’naty (K) 3,1 I/ha 600-800 | vody/ha
Altima 500 SC Fluazinam (S) 0,3-0,4 I/ha
Antre 70 WG Propineb (K) 25 g /4-6 | vody/100 m2
Badge WG Hydroxid méd’naty (K), Oxichlorid méd’naty (K) 3 kg/ha 600-800 | vody/ha
Banjo Forte Dimethomorf (CS), Fluazinam (S) 1 I/ha 300-600 I vody/ha
Banko 500 SC Chlorthalonil (K) 2 1/ha 200-400 I vody/ha
Carial Flex Cymoxanil (CS), Mandipropamid (K, CS) 0,6 kg/ha 200-600 I vody/ha
Cobran Hydroxid méd’naty (K) 2 kg/ha 400 | vody/ha
Consento Propamokarb-hydrochlorid (S), Fenamidon (S) 1,6-2 I/ha 200-600 | vody/ha
Coprantol Duo Hydroxid méd’naty (K), Oxichlorid méd’naty (K) 3 kg/ha 600-800 | vody/ha
Criterium Mankozeb (K), Benalaxyl (S) 2,5 kg/ha 200 - 600 | vody/ha
Cuproxat SC Siran méd’naty zasadity 5,3 I/ha 300-600 | vody/ha
Cuprozin Progress Hydroxid méd’naty (K) 2 1/ha
Curzate Gold Cymoxanil (CS), Mankozeb (K) 2,3 kg/ha 300-400 I vody/ha
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Curzate M WG

Cymoxanil (CS), Mankozeb (K)

2,3 kg/ha 300-400 | vody/ha

Cymbal Flow Cymoxanil (CS) 0,5 I/ha 200-600 I vody/ha
. 0,2-0,25 kg/ha + Dithane DG
Cymbal Cymoxanil (CS) gNeotec
Danso Flow Cymoxanil (CS) 0,5 I/ha 200-600 I vody/ha
. . 0,22 kg/ha + Dithane DG
Dauphin 45 Cymoxanil (CS) gNeotec-TM
Defender Dry Hydroxid méd’naty (K) 2 kg/ha 400 | vody/ha
Defender Hydroxid méd’naty (K) 2 l/ha
Dithane DG Neotec Mankozeb (K) 2 kg/ha 200-600 | vody/ha
Dithane M 45 Mankozeb (K) 2 kg/ha 200-600 | vody/ha
Drago Cymoxanil (CS), Mankozeb (K) 2 kg/ha 350-600 | vody/ha
Drum Flow Cymoxanil (CS) 0,5 I/ha 200-600 I vody/ha
Emendo M Mankozeb (K), valifenalat (S) 2,5 kg/ha
Fantic M Mankozeb (K), Benalaxyl-M (S) 2,5 kg/ha 200-600 | vody/ha
Flowbrix Oxichlorid méd’naty (K) 2,7-3,3 I/ha
Frowncide Fluazinam (S) 0,3-0,4 I/ha
Funguran progress Hydroxid méd’naty (K) 2 kg/ha 400 | vody/ha
Funguran-OH 50 Hydroxid méd'naty (K) 4-5 kg/ha

WP

Galben M

Benalaxyl (S), Mancozeb (K)

2,5 kg/ha 200 - 600 | vody/ha

Grecale

Cymoxanil (CS), Fluazinam (S)

0,6 I/ha 200-600 | vody/ha

Green Doctor

Pythium oligandrum M1

100-200 g/ha

Champion 50 WG Hydroxid méd’naty (K) 2 kg/ha 300-600 I vody/ha
Infinito Propamokarb-hydrochlorid (S), Fluopikolid (S) 12-16 ml 2-6 | vody /100 m2
Kocide 2000 Hydroxid méd’naty (K) 3,75 kg/ha

Kunshi Cymoxanil (CS), Fluazinam (S) 0,4 - 0,5 kg/ha
Kuprikol 250 SC Oxichlorid méd’naty (K) 0,6-0,8 % (60-80 ml/10 I vody )
Kuprikol 50 Oxichlorid méd’naty (K) 0,8 -1 % (40 - 50 g/5 | vody)
Manfil 75 WG Mankozeb (K) 2,1 kg/ha

Manfil 80 WP Mankozeb (K) 2 kg/ha 200-600 | vody/ha
Manzate 75 WG Mankozeb (K) 2 kg/ha

Mastana SC Mankozeb (K) 3,2 1/ha

Mixanil Chlorthalonil (K), Cymoxanil (CS) 2 I/ha

Moximate 725 WG

Cymoxanil (CS), Mankozeb (K)

2,5 kg/ha 300-500 I vody/ha

Moximate 725 WP

Cymoxanil (CS), Mankozeb (K)

2,5 kg/ha 300-500 | vody/ha

Nando 500 SC Fluazinam (S) 0,3-0,4I/ha
Nautile DG Cymoxanil (CS), Mankozeb (K) 2 kg/ha 200-600 | vody/ha
Nautile WP Cymoxanil (CS), Mankozeb (K) 2,25 kg/ha 200-600 | vody/ha

NOVOZIR MN 80
NEW

Mankozeb (K)

2 kg/ha 200-600 | vody/ha

Ohayo Fluazinam (S) 0,3-0,4 I/ha
Palmas Cymoxanil (CS), Mankozeb (K) 2,2 kg/ha 200-600 | vody/ha
Penncozeb 75 DG Mankozeb (K) 2 kg/ha

Polydresser

Pythium oligandrum M1

100-200 g/ha

Polyram WG Metiram (K) 20 g/100 m2 (20 g/10 | vody)
Polyversum — . .

Biogarden Pythium oligandrum M1 100-200 g/ha 300-800 | vody/ha
Polyversum — . .

Polygandron Pythium oligandrum M1 100-200 g/ha 300-800 | vody/ha
Polyversum Pythium oligandrum M1 100-200 g/ha
Presidium Dimethomorf (CS), Zoxamid (K) 1 I/ha 200-600 | vody/ha
Profilux Cymoxanil (CS), Mankozeb (K) 2-2,5 kg/ha
PROXANIL Cymoxanil (CS), Propamokarb (S) 2,5 1/ha 200-400 | vody/ha
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Ranman Top Kyazofamid (K) 0,5 I/ha
Revus MZ Mandipropamid (K,CS), Mankozeb (K) 2-2,5 kg/ha 200-600 | vody/ha
Revus Top Difenokonazol (S), Mandipropamid (K,CS) 0,6 1/ha 200-600 I vody/ha
Revus Mandipropamid (K,CS) 0,6 1/ha 200-600 I vody/ha
gg;%?" Gold Mz Mankozeb (K), Metalaxyl-M (S) 25 g /2-6 | vody /100 m2

. 0,22 kg/ha + Dithane DG
Sacron WG Cymaoxanil (CS) gNeotec—TM
Sereno Mankozeb (K), Fenamidon (S) 1,5 kg/ha 200 - 600 | vody/ha
Tanos 50 WG Cymaoxanil (CS), Famoxadon (K) 0,6 - 0,7 kg/ha 300-400 I vody/ha
Valbon Mankozeb (K), Benthiavalikarb (S) 1,6 kg/ha 200-400 | vody/ha
Valis M Mankozeb (K), valifenalat (S) 2,5 kg/ha
Vendetta Fluazinam (S), Azoxystrobin (S) 0,5 I/ha 200-500 I vody/ha
Winby Fluazinam (S) 0,3-0,4 I/ha
Zampro Duo Mankozeb (K), Ametoktradin (K) 2,5 kg/ha 100-500 I vody/ha
Zetanil WG Cymoxanil (CS), Mankozeb (K) 2-2,4 kg/ha
Zignal 500 SC Fluazinam (S) 0,3-0,4 1/ha 300-400 I vody/ha

(dostupné z: www.eagri.cz)

Ptiloha ¢. 3: Pocate¢ni pfiznaky napadeni patogenem P. infestans
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Piiloha ¢. 4: Pokrocilé stadium infekce patogenem P. infestans

Ptiloha ¢. 5: Sporangiofor se sporangiemi patogena P. infestans
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(Rosmarinus officinalis (RO), Foeniculum vulgare (FV), Lavandula angustifolia (LA), Pimpinella anisum (PA),
Salvia officinalis (SO), Eucalyptus citriodora (EC))
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Piiloha &. 7: Uinné esencialni oleje pii 0,1% koncentraci

(Thymus vulgaris (TV), Pelargonium graveolens (PG), Litsea cubeba (LC), Cymbopogon winterianus (CW) a
Syzygium aromaticum (SA))

Ptiloha ¢. 8: Koncentraéni fada u esence z Thymus vulgaris (izolat: ND 2/14)

0,04 %
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Piiloha &. 9: Koncentra¢ni fada u esence z Pelargonium graveolens (izolat: VZ 13/14)

0,06 %

0,08 %

0,04 % 0,08 %
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Priloha ¢. 11: Koncentra¢ni fada u esence z Syzygium aromaticum (izolat: P 1/14)

0,06 % 0,08 %

0,1 %
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Ptiloha ¢. 13: Koncentra¢ni fada u esence z Mentha spicata (izolat: D 5/16)

0,02 %

0,06 % 0,08 %
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Priloha ¢. 14: Nartust mycelia P. infestans [mm] po aplikaci esencidlniho oleje z Thymus vulgaris

IZOLAT TV 200 TV 400 TV 600 TV 800 TV 1000
VZ13/14| 635 54,8 56,4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ND 2/14 | 7,3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S11/14 7,65 9,9 9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C1/14 7,7 8,75 10,75 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
VZ14/14 | 40,75 | 42,9 42,9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
P1/14 42,35 | 51,65 | 28,6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S1/14 7,95 8,75 7,9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C3/14 9,7 10,05 8,8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
V31/14 12,4 9,25 5,8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
V11/14 | 8,95 7,15 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Ptiloha ¢. 15: Nartst mycelia P. infestans [mm] po aplikaci esencialniho oleje z Pelargonium graveolens

IZOLAT PG 200 PG 400 PG 600 PG 800 PG 1000
VZ13/14| 90 90 90 63,25 | 7355 | 714 39 56,65 | 42,5 0 0 0 0 0 0
ND 2/14 90 90 90 71,15 | 737 90 20,95 | 20,7 | 26,85 0 0 0 0 0 0
S11/14 90 90 875 | 59,25 | 50,3 | 61,75 | 13,05 | 1555 | 22,45 0 0 0 0 0 0
C1/14 90 90 90 90 90 85,05 28,2 36 43,75 0 0 0 0 0 0
VZ14/14 90 90 90 90 90 90 90 90 90 0 0 0 0 0 0
P1/14 90 85 90 156 | 20,35 16 11,75 | 12,95 0 0 0 0 0 0 0
S1/14 90 90 90 49,05 | 40,75 | 57,85 | 13,65 11,4 0 0 0 0 0 0 0
C3/14 90 90 90 80,6 | 61,05 90 18,65 0 0 0 0 0 0 0 0
V31/14 90 90 90 55,25 69 37,8 | 40,25 | 28,4 | 44,95 0 0 0 0 0 0
V11/14 90 90 52,3 9 12,35 | 10,9 11,7 0 9,05 0 0 0 0 0 0
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Pfiloha ¢. 16: Nartst mycelia P. infestans [mm] po aplikaci esencialniho oleje z Litsea cubeba

IZOLAT LC 200 LC 400 LC 600 LC 800 LC 1000
VZ13/14| 90 90 90 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ND 2/14 90 90 90 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S11/14 90 90 90 52,3 27,8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C1/14 90 90 90 58,85 90 90 90 90 48,95 90 85 56,6 0 0 0
VZ14/14 90 90 90 90 90 90 90 90 90 80,05 | 38,45 | 66,9 0 0 0
P1/14 75,65 90 90 20,85 7,95 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S1/14 90 90 90 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C3/14 90 90 90 64,35 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
V31/14 90 90 90 90 90 90 90 90 90 74,25 | 56,85 | 55,25 0 0 0
V11/14 90 90 42,95 0 41,7 | 20,63 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Ptiloha ¢. 17: Nartst mycelia P. infestans [mm] po aplikaci esencialniho oleje z Cymbopogon winterianus

IZOLAT CW 200 CW 400 CW 600 CW 800 CW 1000
VZ13/14| 90 90 90 83,9 81,6 90 43,25 | 62,55 | 69,9 68,8 42,2 59,25 0 0 0
ND 2/14 90 90 90 90 90 90 30,3 59,35 | 4555 | 25,75 | 21,85 20,7 0 0 0
S11/14 90 90 90 90 90 90 68 72,15 | 42,49 | 27,05 | 32,45 29,3 0 0 0
C1/14 90 90 90 90 90 90 78,25 | 73,65 78 71,8 90 90 0 0 0
VZ14/14 90 90 90 90 90 90 83,6 90 90 90 90 90 0 0 0
P1/14 90 90 90 60,4 | 32,65 | 3295 | 28,05 | 51,15 | 37,1 14,2 13,25 12,2 0 0 0
S1/14 90 90 90 90 90 90 33,6 24,85 | 22,09 20,1 0 11,85 0 0 0
C3/14 90 90 90 90 90 90 63,7 67,1 39,4 | 11,45 | 12,35 29,8 0 0 0
V31/14 90 90 90 90 90 90 90 80,95 | 80,1 | 67,65 | 40,35 | 62,45 0 0 0
V11/14 79,6 90 90 19,35 | 21,75 | 21,15 [ 8,95 12,8 17,35 7 0 0 0 0 0
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Pfiloha ¢. 18: Narast mycelia P. infestans [mm] po aplikaci esencialniho oleje z Syzygium aromaticum

IZOLAT SA 200 SA 400 SA 600 SA 800 SA 1000

VZ 13/14| 47,97 | 29,91 | 46,82 | 22,64 | 12,17 7,61 0 0 0 0 0 0 0 0 0

ND 2/14 | 71,14 | 75,08 | 66,63 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S11/14 7,91 0 7,35 0 7,24 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C1/14 60,6 72,04 | 76,17 | 33,38 | 54,09 | 11,92 0 0 0 0 0 0 0 0 0

VZ14/14 | 59,31 | 62,39 | 65,83 | 22,67 | 30,87 | 22,67 0 0 0 0 0 0 0 0 0
P1/14 59,14 68,3 54,38 | 18,22 | 20,55 | 36,96 5,13 0 0 0 0 0 0 0 0
S1/14 59,14 68,3 54,38 | 18,22 | 20,55 | 36,96 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C3/14 9,66 8,05 8,01 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

V31/14 9,25 0 6,79 6,23 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
V11/14 9,51 8,99 15,38 7,72 8,22 7,3 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Pfiloha ¢. 19: Nartst mycelia P. infestans [mm] po aplikaci esencialniho oleje z Thymus vulgaris (detailni koncentra¢ni fada)

IZOLAT TV 200 TV 250 TV 300 TV 350 TV 400
D5/16 38 35 20 34 13 16 48 36 13 0 0 0 0 0 0
V3/16 15 35 35 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

MB1/16 24 23 22 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Veb/16 20 20 25 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
72/16 20 15 13 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S1/16 61 49 63 15 38 19 50 0 14 0 0 0 0 0 0
U2/16 14 29 0 30 14 0 14 12 15 0 0 0 0 0 0
Lu7/16 7 3 62 26 41 21 20 0 24 13 13 13 0 0 0

VZ1/16 40 50 80 52 36 63 47 0 0 0 0 0 0 0 0
L16/16 35 14 40 25 11 19 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Pfiloha ¢. 20: Narust mycelia P. infestans [mm] po aplikaci esencialniho oleje z Pelargonium graveolens (detailni koncentraéni fada)

IZOLAT PG 600 PG 650 PG 700 PG 750 PG 800
D5/16 22 22 20 21 20 21 22 0 0 0 0 0 0 0 0
V3/16 0 30 15 22 23 10 18 0 17 0 0 0 0 0 0

MB1/16 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Ve5/16 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
72/16 19 18 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S1/16 47 58 22 17 31 16 0 0 0 0 0 0 0 0 0
U2/16 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Lu7/16 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

VZ1/16 26 0 26 16 19 21 23 21 21 23 21 23 0 0 0
L16/16 30 32 17 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Ptiloha ¢. 21: Nartst mycelia P. infestans [mm] po aplikaci esencialniho oleje z Mentha spicata (detailni koncentra¢ni fada)

IZOLAT MS 200 MS 400 MS 600 MS 800 MS 1000
D5/16 80 80 80 80 80 80 80 80 40 0 0 0 0 0 0
V3/16 80 80 80 80 80 80 0 0 54 28 0 64 0 0 0

MB1/16 80 80 80 80 80 80 65 54 22 0 0 0 0 0 0
Ve5/16 80 80 80 80 80 80 0 44 34 0 53 0 0 0 0
72/16 80 80 80 80 80 70 31 47 43 0 0 0 0 0 0
S1/16 80 80 80 80 80 80 0 0 0 0 0 0 0 0 0
U2/16 80 80 80 80 80 34 0 32 16 0 0 0 0 0 0
Lu7/16 80 80 80 80 71 56 80 45 33 30 39 18 0 0 0

VZ1/16 80 80 80 69 49 47 48 50 49 0 0 0 0 0 0
L16/16 80 80 80 51 80 80 0 80 70 0 0 0 0 0 0
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Pfiloha ¢. 22: Narast mycelia P. infestans [mm] po aplikaci esencialniho oleje z Cymbopogon winterianus (detailni koncentraéni fada)

IZOLAT CW 1000 CW 1050 CW 1100 CW 1150 CW 1200
D5/16 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
V3/16 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

MB1/16 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Ve5/16 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
72/16 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S1/16 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
U2/16 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Lu7/16 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

VZ1/16 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
L16/16 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Piiloha ¢. 23: Nartst mycelia P. infestans [mm] po aplikaci esencialniho oleje z Syzygium aromaticum (detailni koncentra¢ni fada)

IZOLAT SA 200 SA 400 SA 600 SA 800 SA 1000
D5/16 5 5 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
V3/16 20 16 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

MB1/16 18 20 18 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Ve5/16 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
72/16 23 16 30 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S1/16 19 15 19 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
uU2/16 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Lu7/16 29 40 27 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

VZ1/16 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
L16/16 19 14 17 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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