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1. UVOD

Celosvétové produkované plodiny jsou neustile ohrozovany mnoha
mikrobialnimi patogeny, které mohou zpusobovat jejich poskozeni pred i po sklizni
(Khetabi ef al., 2021). Pied sklizni plodiny mize ohrozovat obligatné biotrofni pliseri
Pseudoperonospora cubensis z oddéleni Oomycota zpusobujici plisiiové infekce nebo
ektoparaziticka houba Podosphaera xanthii z tadu Erysiphales zpusobujici padli
(Lebeda & Cohen, 2011; Lebeda et al., 2021). Mezi vyznamné poskliziiové patogeny
patii saprofytické invazivni houbové patogeny rodu Alternaria a Fusarium z oddéleni

Ascomycota (Antunes & Cavao, 2010; Karim et al., 2016).

Pro zabranéni snizovani vynosnosti péstovani je tedy nutné rostliny chranit
pted parazity. V minulosti se vyuzivaly pfedev§im syntetické chemické preparaty,
jejichz pouzivani mohlo vést k rozvoji rezistence v populaci patogenu. Jejich rezidua
také mohla predstavovat potencionalni nebezpeci pro lidské zdravi po poziti oSetfenych
plodin. Tyto latky mé&ly rizikovy vliv rovnéz na zivotni prostiedi (Hosseini et al., 2020).
Pro eliminaci téchto nepfiznivych disledkd je nutné hledat a zacit vyuzivat bezpecné
alternativni ochranné prostfedky. Vhodnou nahradu ptedstavuji naptiklad rGzné druhy
zafeni (napf. LED, gamma, UV), dale roztoky soli, pfipravky biologické ochrany
(napt. kvasinky, bakterie) nebo rostlinné extrakty (Rod et al., 2005; Ballester
& Lafuente, 2017; Youssef et al., 2020; Matrose et al., 2021).

Jako velmi slibné alternativni latky v ochrané rostlin se jevi také esencialni oleje
(Khetabi et al., 2021). Neékteré jejich slozky (napt. limonen, karvakrol) jiz prokazaly
své antimikrobidlni, insekticidni a herbicidni uCinky, kterych lze vyuzivat v zemédélstvi
(Fierascu et al., 2020). DalSim benefitem esencialnich oleji je jejich snadna
biodegradabilita, minimalni Ginky na necilové organismy a zpomalovani vyskytu

resistence u Skudca (Janisiewicz & Korsten, 2002; Senthil-Nathan, 2020).



2. CILE PRACE

1.

Vypracovani literarni reSerSe na téma rostlinnych chorob, ochrany rostlin

pred jejich patogeny a o problematice vzniku rezistence.

Testovani a hodnoceni uc¢inku esencialnich oleji vici 2 biotrofnim patogeniim —
vuéi pavodci plisné tykvovitych (Pseudoperonospora cubensis) a padli tykvovitych
(Podosphaera xanthii), na listech okurky seté (Cucumis sativus), kultivaru Perseus

F1. Zhodnoceni ziskanych dat, vyvozeni zavéri a moznosti vyuziti.

Testovani a hodnoceni ucinkd esencialnich oleji na plodu tykve velkoplodé
(Cucurbita maxima) vuci saprofytickym plisnim rodu Fusarium a Alternaria.

Zhodnoceni ziskanych dat, vyvozeni zavérd a moznosti vyuziti.



3. LITERARNI CAST

3.1. Choroby rostlin

Rostliny jsou po celou dobu svého zivota vystavovany rtiznym stresovym
podminkam, které mohou vést k rozvoji chorob (De Oliveira, 2019). Ty mohou byt
zpusobeny biotickymi nebo abiotickymi faktory, pfipadné jejich kombinaci. Mezi
biotické faktory patii predev§im bakterialni, virové a houbové infekce. Biotické faktory
se vzajemné ovliviiyji s faktory abiotickymi (Nazarov er al., 2020). Mezi né patfi
naptiklad svétlo, teplo, chlad, sucho, povétrnostni podminky, salinita pudy nebo
pfitomnost toxickych latek. Environmentalni podminky, tedy abiotické faktory hraji

vyznamnou roli pro rast a spravny vyvoj rostlin (De Oliveira, 2019).

Pro kazdou cCeled’ rostlin jsou idealni podminky pro péstovani rozdilné. Zasadni
roli hraje zasobeni vodou, obsah humusu v pudé, druh pudy a jeji pH. Nadmérma
zavlaha a nemoznost dostatecného osychani rostlin muize vést ke zvySenému
infekénimu tlaku houbovych patogent. Vyznamnou roli hraje také zasobeni zakladnimi
nutrienty. Nevhodny typ pudy vSak nelze nahradit zvySenym hnojenim mineralnimi
hnojivy. Pfehnojeni rostlin ma ¢asto opacny efekt a rostliny se pak stavaji nachylnéjsi
k napadeni patogeny. Pro spravnou vyzivu rostlin je vhodné vyuzivat statkovy hnj
nebo kompost, v nichz jsou obsazeny latky a organismy, které maji schopnost redukovat

choroboplodné zarodky (Rod et al., 2005).

Zménou idealnich environmentalnich podminek muze dochazet k alteracim
fyziologickych procesi a rostliny se tak mohou stavat citlivéjsi vaci infekEénim
faktorim. Snadno rozpoznatelna je napiiklad dysfunkce chloroplasta, které tvoii méné
chlorofylu. Listy rostliny jsou pak mozaikovité zbarvené, nebo trpi chlorézami, tedy
svétlym zbarvenim, po celé plose listu. Typicky se chorobny stav projevuje ztratou
turgoru — vadnutim, dale skvrnitosti, nekrézami, hnilobou, hypertrofii a hyperplazii,
deformacemi, vrasnénim a kroucenim listd a destrukci postizené tkaneé (Nazarov et al.,

2020).

V cCasopise Molecular Plant Pathology byly publikovany 3 vyzkumy (Mansfield
et al, 2012, Scholthof et al., 2011, Dean et al., 2012), ve kterych byly sestaveny
seznamy 10 nejvyznamnéjSich pavodci chorob zfad virovych, bakterialnich

a houbovych patogend. Jednotlivé patogeny byly vybrany na zakladé jejich védeckého



a ekonomického vyznamu. Prvni studie (Mansfield et al., 2012) uvadi nejvyznamnéjsi
bakterialni patogeny. Zaradila mezi né nasledujici bakterie: Pseudomonas syringae
(napada Siroké spektrum hostitelskych rostlin, zpisobuje napt. bakterialni skvrnitost
rajcat nebo krvacivou rakovinu jirovce madalu), Ralstonia solanacearum (predstavuje
druhovy komplex, ktery je pivodcem hnédé hniloby brambor, bakterialniho vadnuti
rajcat a tabaku) a Agrobacterium tumefaciens (zpusobuje neoplastickou transformaci
v misté poranéni rostlin). Druhd studie (Scholthof et al., 2011) se zabyvala virovymi
patogeny. Mezi nejvyznamnéjsi virové puvodce zaradila viry napadajici rostliny tabaku,
raj¢at a okurek — virus tabakové mozaiky, virus bronzovitosti rajcete a virus mozaiky
dynovitych. A tieti studie (Dean et al., 2012) se vénovala houbovym patogenim.
Mezi nejvyznamnéjsi zaradila nasledujici: Magnaporthe oryzae (napada rostliny ryze),
Botrytis cinerea (neboli Seda pliseni, ktera muze napadat Siroké spektrum druht),
Puccinia spp. (zpusobuje rez pSenice) a dva druhy rodu Fusarium — F. graminearum

(napada obiloviny) a F. xysporum (napada raj¢ata, bavlniky a bananovniky).

3.1.1. Prirozené obranné mechanismy rostlin

Rostliny si béhem svého vyvoje vytvorily komplexni obranny systém, ktery je
schopen je efektivné chranit pred biotickymi 1 abiotickymi stresovymi podminkami
z okolniho prostfedi (Ballhorn er al., 2009). Tento systém zahrnuje mechanismy

fyzické, chemické i molekularni povahy (Mostafa et al., 2022).

Fyzické bariéry jsou efektivni predevS§im vaci makroskopickym Skadcim,
napfiklad vici herbivorim a riznym druhiim hmyzu. Tyto bariéry zahrnuji naptiklad
vrstvy epidermis, trny, trichomy nebo kutikulu. Kutikula diky svému slozeni s vysokym
obsahem triterpenoidii tvoii kluzky povrch rostlin, na ktery je obtizné se pfichytit
(Mostafa et al., 2022). Hraje také dilezitou roli v ochrané vici abiotickym stresorim,
kdy zamezuje nadmérnym ztratam vody (Serrano et al., 2014). Vysoka hustota trichomu
a trni podporuje zvySenou obranyschopnost vié¢i napadeni rostliny hmyzovymi Skadci

(Mostafa et al., 2022).

Chemické mechanismy zahrnuji pfedevsim produkty sekundarniho metabolismu
(Mostafa et al., 2022). Sekundarni metabolity, jako jsou alkaloidy, flavonoidy nebo
fenoly. Tyto metabolity nejsou pro rostliny nezbytné, pfinaseji jim ovSem mnoho
vyhodnych vlastnosti, které vedou ke zvySeni zivotaschopnosti a obranyschopnosti viici

patogennim organismim a Skadcim (Zaynab et al., 2018; Agostini-Costa et al., 2012).
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U téchto latek byly prokazany antivirové, antimikrobidlni i antimykotické ucinky,
kterych lze vyuzit v ochrané vici infekcim zpisobenym viry, bakteriemi a houbovymi
organismy (Zaynab et al., 2018). Naptiklad fenoly ptisobi na membranové proteiny
a deformuji jejich stavbu, tim méni permeabilitu membran, coz vede k naruseni zivotné
dulezitych funkci patogenniho organismu (De Oliveira et al., 2011). Fenolické latky
také predstavuji GCinnou ochranu vac¢i nékterym abiotickym  faktorim —
environmentalnim stresovym podminkam v podobé vysoké salinity puady, sucha a UV
zateni (Kumar et al., 2020). Sekundarni metabolity jsou diky svému pavodu zaroven
Setrné k zivotnimu prostiedi 1 lidskému zdravi. V budoucnosti by tedy mohly
predstavovat alternativu k syntetickym pesticidim. Indukce syntézy nékterych
sekundarnich metaboliti je spjata s nepfiznivymi vnéj§imi podminkami a funkci

rostlinného imunitniho systému (Zaynab et al., 2018).

Funkce rostlinného imunitniho systému patfi mezi molekularni mechanismy
obrany rostlin (Hu et al., 2021). Jeho vyvoj probihal miliony let na zakladé interakci
rostlin s riznymi patogeny. Tvori tedy velmi komplexni slozity systém, ktery je
schopen rozeznavat specifické struktury patogend. Specifické struktury jsou
predstavovany molekulami MAMP (microbe associated molecular patterns, z anglictiny
molekularni vzory spojované s mikroby) a PAMP (pathogen associated molecular
patterns, z anglictiny molekularni vzory spojované s patogeny), které jsou specificky
rozpoznavany receptory imunitniho systému (Asai & Shirasu, 2015; Lu & Tsuda,
2021). Molekuly MAMP a PAMP jsou nejCastéji reprezentovany v podobé
lipopolysacharidi, flagelinu, peptidoglykanti, chitinu nebo B-glukant (Hu ez al., 2021).
Imunitni receptory jsou dvojiho typu — extracelularni PRR (pattern recognition receptor,
z anglictiny receptor rozpoznavajici vzor) a intracelularni NLR (nucleotide-binding
leucine-rich repeat receptor, z anglictiny nukleotid vazebny receptor bohaty na leucin).
Tato interakce muiize vyrazné ovlivnit obrannou reakci. Dochazi pak ke zvysenému
influxu Ca?* iontd, které funguji jako druhy posel, dale dochazi ke tvorbé reaktivnich
forem kysliku, aktivaci mitogen-aktivované protein kinazové kaskady, indukci exprese
obrannych gena a biosyntéze jejich produkti — naptiklad nékterych fytohormont (Lu

& Tsuda, 2021).



3.1.2. Cesty a mechanismy patogeneze

Patogen je paraziticky organismus, ktery roste a mnozi se na ukor hostitelského
organismu (rostliny) a zpusobuje jeho chorobny stav. Schopnost patogenu zpusobit
tento stav je spojen s jeho patogenitou — schopnosti napadnout rostlinu a usadit
se na ném (Agrios, 2005). Kli¢ovou roli tedy hraje schopnost piekonani fyzickych
bariér (napf. kutikula, bunécna sténa), manipulace imunitniho systému nebo odebirani
dilezitych nutrientd (Torufio, Stergiopoulos & Coaker, 2016). Odebirani vody
a nutrientd znesnadiuje rostlinam jejich dalsi vyvoj a reprodukci. Dochazi poté k jejich

oslabeni, abnormalnimu vyvoji a rustu (Agrios, 2005).

Neékteré  druhy  plisni  (napt.  Cladosporium  fulvum) a  bakterii
(napt. Pseudomonas syringae) dokazi pro vstup do rostlinnych bunék vyuzit jiz
existujici otvory na povrchu rostlin (disledky poskozeni, rany, pruduchy). Hlavni branu
predstavuji praveé prirozené se vyskytujici praduchy. Proces infekce skrz praduchy
muze byt usnadnén manipulaci imunitniho systému, ktera zahrnuje blokaci procesu
nasledujicich pro interakci imunitnich receptora s MAMP nebo PAMP, které by vedly
k obranné imunitni reakci a eliminaci patogenu (Agrios, 2005; Melotto et al., 2006).
Tato blokace nasledné vede k ovlivnéni hormonalni regulace imunitni reakce. Napftiklad
uzavirani praducht je fyziologicky regulovano hormonalné kyselinou abscisovou
(ABA) nebo kyselinou salicylovou (SA). ABA ovSem hraje v regulaci obranné reakce
hraje minoritni roli. Latka coronatin, ktera je produkovana patogennim organismem
dokaze napodobovat derivat hormonu kyseliny jasmonové, ktera funguje jako
antagonista vi¢i SA. Nasledné pak tedy dochazi k otevirani praduchti (Melotto et al.,

2006; Montillet et al., 2013).

Mezi dalsi strategie patogeneze patii naruSeni struktury povrchu rostlin. Neékteré
patogeny produkuji latky, které specificky posSkozuji bunécné stény a naruSuji tak
celistvost tkani. Tento proces je dilezity pro rozsifeni infekce a urychleni procesu
patogeneze. Patogen se pak z infikovanych rostlin mize snadno §ifit na rostliny zdravé
a muze dochazet az k rozvoji epidemii (Agrios, 2005). Mezi tyto latky patfi oxidativni
enzymy — napiiklad lytické polysacharidové monooxygenazy (LPMO), které jsou
produkovany riznymi viry, bakteriemi i houbovymi organismy. Pro aktivitu LPMO
je nutna pritomnost médi, kterd funguje jako jejich kofaktor. Katalyzuji degradaci

struktury bunécné stény Sté€penim glykosidové vazby polysacharidu lignocelulézy nebo



celulozy (Johansen, 2016). Aktivita enzymu muze byt umocnéna piistupem svétla

a fotosyntetickych pigmentd (Cannella et al., 2016).

Dulezitym cilem patogennich organismi jsou také chloroplasty, které hraji
vyznamnou roli v ¢asnych fazich stfetnuti patogenniho organismu a imunitniho systému
rostlin. Po interakci MAMP a imunitnich receptord dochazi k ovlivnéni exprese genud
kédovanych v chloroplastech. Chloroplasty jsou pak schopny tvofit reaktivni formy
kysliku, které pusobi jako obrana proti infekci. Virulentni bakterie Pseudomonas
syringae produkuji efektorové latky, které ovliviuji expresi téchto gent, coz vede
k destabilizaci fotosystému II, inhibici transportu elektronti a inhibici tvorby reaktivnich

forem kysliku (De Torres Zabala et al., 2015).

3.2. Rostliny ¢eledi tykvovitych a jejich pavodci chorob

Celed tykvovitych (latinsky Cucurbitaceae) piedstavuje velkou a rozmanitou
skupinu plodicich rostlin s celosvétovym vyznamem. Zahrnuje 130 rodi s vice
nez 800 znamymi druhy (Rolnik & Olas, 2020). Do celedi patii globalné rozsitené
typické druhy, jako jsou okurky (napf. okurka nakladacka, salatova polni, salatova
sklenikova), tykve (napf. patyzon, cuketa zlutd, cuketa zelena, okrasné tykve)

a melouny (napf. cukrovy, vodni) (Rod et al., 2005).

Péstovani rostlin celedi tykvovitych pro zajistovani potravy zapocalo jiz
pred 3000 lety v zapadni Asii, avSak v pribéhu Casu si plody té€chto rostlin nasly i rizna
dalsi uplatnéni. Slouzily tfeba jako nadoby nebo hudebni nastroje (Rolnik & Olas,
2020). Byly vyuzivany také kvuli jejich pozitivnimu vlivu na lidské zdravi a jejich
lécivym aCinkiim. Rostliny Celedi tykvovitych jsou bohaté na latky, které vykazuji
farmakologickou aktivitu predevsim glykosidy, steroidy, pryskyfice, polyfenoly, taniny,
kukurbitaciny, karotenoidy, terpenoidy a saponiny. VSeobecné tyto rostliny a jejich
protinadorové, hepatoprotektivné a maji regulacni aktivitu vac¢i imunitnimu
a kardiovaskularnimu systému. Kukurbitaciny obsazené predevS§im v semenech jsou
spojovany s laxativnimi, emetickymi a antihelmintickymi ucinky, dale dokazi pusobit
antifungalné, antivirové a antibakterialné. Rostliny a plody jsou bohaté také
na vlédkninu, coz podporuje stfevni ¢innost. Jsou proto vhodné pii 1écbé stievnich

onemocnéni. V tradicni mediciné nekterych zemi se tykev obecna (Cucurbita pepo)



vyuzivala k 1écbé stfevnich parazitarnich onemocnéni (Cervi, tasemnice) a pii potizich

s ledvinami a mocovym méchyfem (Rolnik & Olas, 2020; Rajasree et al., 2016).

V soucasnosti jsou tykvovité rostliny masivné péstovany pro zaji§téni potravy
produkei jejich plodi. Péstuji se pfedevsim v subtropickych a tropickych &astech Ciny,
Turecka, Indie a Ruské federace. Zde jsou produkovany piedev§im okurky (Cucumis
sativus), dyn€ (Cucurbita spp.) a melouny (Cucumis melo, Cucumis lanatus). Kazda
z téchto plodin je napadana riznymi patogeny virového, bakterialniho i houbového
puvodu, coz vede k poskozeni rostlin i plodd a nasledné€ ke snizeni vynosnosti produkce

pestovani (Grumet et al., 2021; FAOSTAT, 2021).

Okurky se potykaji predevsim s infekcemi zptisobenymi plisni okurkovou (nové
plisen tykvovitych; pavodce Pseudoperonospora cubensis), vlaknitymi houbami rodu
Fusarium, virem mozaiky dyfovitych (CMV) nebo houbou Phytophthora capsici
(Naegele & Wehner, 2016). Tykve celi infekcim zpusobenym predev§im viry
— napiiklad virem zluté mozaiky cukety (ZYMV) nebo virem kadetavosti listi tykve
(CYSDV), dale puvodci padli tykvovitych (Podosphaera xanthii), plisnovymi organismy
(Pseudoperonospora cubensis) a vlaknitymi houbami rodu Fusarium (Martin-
Hernandez & Pico, 2021; Paris, 2016). Melouny jsou ohrozovany rdznymi viry
— napfiiklad Cucurbit chlorotic yellows virus (CCYV) a Squash vein yellowing virus
(SqVYV), dale puvodci padli tykvovitych (Podosphaera xanthii) a plisnémi rodu
Fusarium nebo bakteriemi (Acidovorax citrulli) a viry zluté mozaiky cukety (ZYMV)

(Lebeda, Kiistkova, Sedlakova & McCreight, 2016; Kousik et al., 2018).

Nasledujici podkapitoly (3.2.1., 3.2.2.) se vénuji 2 zastupcim Celedi tykvovitych
— okurce seté (Cucumis sativus) a tykvi velkoplodé (Curcurbita maxima), kterych bylo
vyuzivano pii vypracovani experimentalni ¢asti této diplomové prace. Dalsi podkapitoly
(3.2.3. a 3.24) se budou =zabyvat biotrofnimi (Pseudoperonospora cubensis,
Podosphaera xanthii) a saprofytickymi organismy (r. Fusarium, r. Alternaria), kterych

bylo rovnéz vyuzivano pfi vypracovani experimentalni ¢asti.

3.2.1. Okurka seta

Okurka seta latinsky Cucumis sativus, je jeden z piednich druhi spadajicich
do celedi tykvovitych rostlin. Jedna se o jednoletou poléhavou rostlinu pochézejici
z Indie. Dorusta vysky az 45-180 cm, dle potieby ji lze vyvazovat na konstrukce. Listy

jsou okrouhlé a dlanité clenité. Tvoii zluté zvonkovité kvéty, ze kterych vyristaji
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bobulovité plody se zelenym oplodim a bilou duzinou. Tyto plody se lisi tvarem,
velikosti 1 pfitomnosti riznych pichlavych vyrastki podle odridy. Vhodna puda
pro péstovani je s vysokym obsahem humusu, s Castou a hojnou zalivkou, naopak
okolni klima je vhodné sussi. Vysoka vlhkost souvisi s vy$si pravdépodobnosti vyskytu
houbovych patogent (padli, plisefi okurkova — nové plisen tykvovitych), viéi kterym

jsou rostliny okurky nejvice nachylné (Burnie et al., 2007).

3.2.2. Tykev velkoploda

Tykev velkoploda, latinsky Cucurbita maxima, je vyznamny druh celedi
tykvovitych rostlin pochazejici pravdépodobné ze subtropické casti Jizni Ameriky.
Tvoti rozvétvené poléhavé Slahouny s Giponky, jeji listy jsou okrouhlé, témér bez lalokd.
Na rostlinach rostou plody tvarové, velikostné 1 barevné velmi rozmanité. Existuji
odridy s modroSedym, oranzovym a ruzné€ pravidelné i nepravidelné tvarovanym
oplodim. Plody tedy své vyuziti naleznou jak v tradi¢ni kuchyni, tak jako krmivo
pro zvifata nebo jako dekorace. Jejich péstovani je vhodné ve smésné pude,

s vysokym obsahem zivin, hnoje a kompostu (Burnie et al., 2007).

3.2.3. Biotrofni patogeny

Obligatné biotrofni organismy, mezi které patii napiiklad ptvodci padli
tykvovitych nebo plisné okurkové (nové oznaCovana jako pliseni tykvovitych), pro svij

zivot a uspésnou reprodukci potiebuji zivou hostitelskou tkan (Marine et al., 2016).

Pavodct padli (v anglictiné oznaCovano jako “powdery mildews”) je mnoho.
Tvoii velmi rozsahlou, rozmanitou a celosvétoveé rozsifenou skupinu organismu.
Jednotlivi zastupci se lisi se morfologicky i anatomicky. Taxonomicky se fadi do fiSe
Fungi, oddéleni Ascomycota a tadu Erysiphales. Napadaji krytosemenné rostliny,
a to plané rostouci, zemé&d&lsky vyznamné i okrasné rostouci druhy. Radi se tedy mezi

jedny z nejvyznamnéjSich patogena rostlin vibec (Lebeda et al., 2017).

Podosphaera xanthii (dale jen PX) je jednim z ptivodca choroby nazyvané padli
tykvovitych (Trecate et al., 2019). Patii do rodu Podosphaera. Tyto houbové organismy
tvoti epifytické mycelium, to znamena, ze jeho hyfy rostou na povrchu epidermalnich
bunék hostitele. Dovnitf téchto bunék zasahuji pouze haustoria, které predstavuji organy

slouzici k ziskavani nutrientd. PX je také schopna tvorit velké mnozstvi konidii



(nepohlavnich spoér), coz vede ke snadnému Sifeni infekce vlivem proudéni vzduchu

na dalsi rostliny (Lebeda ef al., 2017; Bandamaravuri et al., 2020).

Napadeni rostlin padlim zpisobenym PX je snadno rozeznatelné od jinych
infekci diky tvorbé charakteristickych bilych povlakid na povrchu rostlin (Sedlafova
et al., 2021). Zpocatku se projevuje bilymi kruhovitymi skvrnami s praskovitou
strukturou na Castech listl, pozd€ji se muaze §ifit na cely list, dale i na fapik a stonek
(Bandamaravuri et al., 2020). PX lze povazovat za teplomilny druh padli, rozvoj
napadeni tedy podporuje vyssi teplota (22-26 °C) zejména pii procesech kliCeni konidii
a pit vyvoji jejich vlaken (Lebeda et al., 2017; Trecate et al., 2019). Infekce padlim
nasledné rostliny oslabuje, odebira rostlindm vodu, odCerpava asimilaty vzniklé
fotosyntézou, coz vede k omezeni jejich ristu, rychlejsimu vysychani listd, opadu listd

a ke snizovani kvality plodi (Trecate et al., 2019; Sedlafova et al., 2021).

Obriazek 1: Projevy intenzivniho napadeni listi tykve obecné (Cucurbita pepo) padlim tykvovitych
(Autorka snimku: Bozena Sedlakova; Lebeda et al., 2017)

Pseudoperonospora cubensis (dale PC) je jednim z ptvodcu plisné tykvovitych
rostlin, konkrétné plisné okurkové (nove plisent tykvovitych) (Rod et al., 2005; Marine
et al., 2016; Bandamaravuri et al., 2020). Patii mezi tzv. houbam podobné organismy.
Taxonomicky se tfadi do fiSe Chromista, oddéleni Oomycota a tadu Peronosporales.
V anglictin€ jsou Peronospory oznaCovany jako “downy mildews” neboli neprava padli.
Morfologicky se totiz podobaji houbovym organismim tim, ze tvoii vlaknité mycelium
a tvori spory ve sporangiich. Maji ovSem 1 jiné vlastnosti nez houby (Fungi). Lisi
se napriklad stavbou bunéné stény, ktera je tvofena predevSim celuldézou

s pritomnosti hydroxyprolinu. Dale se lisi nékterymi rozdilnymi metabolickymi drahami
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— naptiklad zptisobem syntézy aminokyseliny lysinu. Fylogeneticky jsou Peronospory

nejblize piibuzné hnédym fasam a rozsivkam (Sedlarova et al., 2021).

PC zpusobuje predevsim lokalni infekce se specializaci na listy rostlin
Cucurbitaceae (Lebeda et al., 2006; Sedlafova et al., 2021). V Evropé je schopna
napadat rostliny rodu Cucumis a Cucurbita. V Severni a Stfedni Americe je PC schopna
napadat také rod Citrullus (Rod et al., 2005; Pavelkova et al., 2011). Rozmnozuje
se nepohlavné pomoci sporangii, které se snadno S$ifi proudénim vzduchu.
Do rostlinnych bunék pronikaji nepfimou penetraci skrz praduchy. Pfi procesu jejich
kli¢eni je nutna pfitomnost vody. Vliv na kliceni ma také okolni teplota. Optimalni jsou
vys$si teploty okolo 20 °C pies den a nizsi okolo 15 °C v noci (Rod et al., 2005;
Sedlafova er al, 2021). V rostlinnych buiikach PC intenzivné tvoii mycelium
s haustorii, které slouzi k odebirani nutrientd. Béhem 5-14 dni zalinda mycelium
prorustat skrz praduchy na povrch listu, kde tvofi charakteristické pfiznaky infekce
zpusobené PC (Sedlafova et al, 2021). Na vrchni strané listu se objevuji Zluté
ohrani¢ené¢ skvrny a na spodni strané skvrny chlorotické (Marine et al., 2016;
Bandamaravuri ef al., 2020). Déle se na spodni strané listu tvoii tmaveé Sedy az Cerny
povlak, ktery tvofi sporulujici mycelium plisné (Rod et al., 2005). Postupem casu
dochazi k nekroze a opadu listi, az uhynu celé rostliny. Celkové neprospivani rostlin
vede také k produkci menSich nebo deformovanych plodi (Marine et al., 2016;

Bandamaravuri et al., 2020).

Obriazek 2: Napadeni listi okurky seté (Cucumis sativus) patogenem Pseudoperonospora cubensis
(Autor snimku: Jaroslav Rod; Rod, 2008).
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3.2.4. Saprofytické patogeny

Saprofytické organismy jsou schopny ziskavat energii z rozkladajicich se bunék
uhynulych rostlin. Patfi mezi né i rody Alternaria a Fusarium spadajici do tiSe Fungi
a oddéleni Ascomycota. Oba rody jsou typickou soucasti pudni mikroflory,
kde se ucastni rozkladnych procesti. Dale mohou pusobit jako oportunisticky patogenni
organismy, predevSim pii setkdni s oslabenymi rostlinami. Patii také mezi vyznamné
poskliziiové patogeny, které mohou zpusobovat velké ekonomické ztraty (Rod et al.,
2005; Thomma, 2003; Karim et al., 2016). Zastupci té€chto rodd jsou schopni tvofrit
1 nebezpecné mykotoxiny, které mohou predstavovat zdravotni riziko pro cloveka

(Schiro et al., 2018).

Rod Alternaria predstavuje raznorodou skupinu organismi. Zahrnuje druhy
napadajici okrasné i hospodatsky vyznamné rostliny — naptiklad obiloviny nebo nékteré
rostliny plodici zeleninu a ovoce (Thomma, 2003). Mezi hlavni zéastupce patii
A. alternata, A. brassicicola, A. citri, A. alternata, A. cucumerina a A. pluriseptata.
Vseobecné zastupci rodu zpusobuji listové infekce, které se projevuji vznikem
nekrotickych 1ézi s okolni chlorotickou skvrnou tvofenou jejich metabolity
(napf. toxiny). A. cucumerina a A. pluriseptata jsou puvodcem Alternariové skvrnitosti
tykvovitych projevujici se zluto-hnédou skvrnitosti na vrchni strané€ listt i na plodech
(Rod et al., 2005; Thomma, 2003). Ve vlhkém prostiedi (po desti, zavlazovani,
postiiku) se na téchto skvrnach tvoti kyjovité konidie, které se nasledné béhem suchého
obdobi mohou Sifit vlivem vétru (Rod ez al., 2005). Mycelium typicky tvoii melanin,
ktery dava konidiim charakteristické tmavé zbarveni. U Alternarii dosud nebyla
popsana zadna pohlavni stadia, houba je schopna ptezivat ve formé vlaknitého mycelia
nebo spor na rozkladajicich se rostlinach. V neptiznivych podminkach tvoti dormantni
spory, které mohou pfi obnoveni pfiznivych podminek zacit kli¢it a pronikat
do hostitele. Mén¢ virulentni druhy jsou schopny prochazet ranami nebo praduchy.
Virulentngjsi druhy mohou pronikat pfimo, diky schopnosti vyuzivani specializovanych
enzyml (napf. kutinazy, lipazy, galakturonidazy), které Stépi dilezité komponenty
bunécnych stén hostitele (Thomma, 2003). Dalsimi aspekty virulence je tvorba
toxickych latek (alternariol, alternariolmonomethylether, altenuen a kyselina
tenuazonova), které mohou kontaminovat potravu a ohrozovat lidské zdravi (Schiro

et al., 2018).

12



Obrizek 3-4: Projevy hniloby stonku na rostlin¢ kukufice zpusobené napadenim plisni rodu Alternaria
(Agrios, 2005).

Druhy spadajici do rodu Fusarium jsou kosmopolitné rozsifené a patfi mezi
jedny z nejvyznamnéjSich slozek ptdni mikroflory. VétSina druhti tohoto rodu Zije
na odumfelych castech rostlin, blizko povrchu pady. Tvoii charakteristické struktury,
tzv. chlamydospory a rezistentni konidie, které poméahaji pfezit v nepfiznivych
podminkach. Obecné jsou zéastupci rodu Fusarium schopni prezivat v extrémnich
podminkach: pfi nizkych hodnotach pH (2-4), vysoké vlhkosti a pfi nedostatku kysliku
(napt. v raSeliniStich). Jedna se naptiklad o druhy Fusarium oxysporum, F. solani,
F. proliferatum nebo F. verticillioides (Rod et al., 2005; Karim et al., 2016). Vadnuti
rostlin zpasobené infekci F. oxysporum se projevuje hnilobou kofent s naslednym
Sitenim cévnimi svazky do nadzemni ¢asti, kdy pak cela rostlina hnédne a umira.
Infekce F. solani je spojena s hnilobou kotenovych krckti a bazi lodyh. Pti Fusariovych
infekcich se postupem Casu muze objevovat i charakteristicky zabarvené nartzovélé
mycelium (Rod et al., 2005). Vétsina druht rodu Fusarium, predevsim F. graminearum
a F. culmorum, produkuje toxické latky (napf. zearalenon, deoxynivalenol, nivalenol),
které po konzumaci infikované potravy, predstavuji zdravotni riziko v podobé

chronickych mutagennich a karcinogennich ucinkt (Schiro et al., 2018).

Obrazek 5: Projevy hniloby stonku na rostliné¢ kukufice zpuisobené napadenim plisni rodu Fusarium
(Agrios, 2005).
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3.3. Ochrana rostlin

Se vznikem zemédélstvi, ktery je datovan piiblizné do doby neolitu, je uzce
spjata nutnost ochrany rostlin. Clovék tehdy zacal cileng p&stovat rostliny pro zajisténi
hlavniho zdroje potravy, piicemz se potykal s chorobami houbového, bakterialniho
i virového puvodu. Nejvétsi problém predstavovaly predev§im skidci z fad hmyzu
(Pavela, 2020). Tyto skutecnosti vedly ke snizovani vynosnosti péstovani rostlin a také
k potencionalnimu ohrozovani lidského zdravi. Cilem tedy bylo objevit a vyvinout

prostfedky ucinné v ochrané rostlin — pesticidy (Matthews, 2018).

V minulosti bylo v ochrané rostlin pred Skadci a patogeny vyuzivano
nejruzn€jSich latek, a to na zakladé anorganickém i biologickém. Mezi prvni latky
anorganického puvodu pouzivané v ochrané rostlin lze zaradit siru, jeji oxidy a soli,
které se vyuzivaly jiz okolo roku 1000 pred naSim letopoctem k vykufovéani sypek.
Dale se vyuzivaly pfipravky na bazi arzenu v ochrané proti hmyzu (Pavela, 2020).
V Cin& se hojné vyuzivalo hasené vapno pii ochrané semen (Banaszkiewicz, 2010).
Prvni zminky o vyuziti biologické ochrany rostlin a sklizenych plodu se datuji az
do doby starych May (3000 pied nasim letopoctem), kdy byly vyuzivany plody palivé
papricky Capsicum annum L. v ochran¢é urody uskladnéné v sypkach (Pavela, 2020).
Dale se k ochrané rostlin vyuzivalo péstovani smiSenych rostlinnych kultur, kdy lidé
nevédomky uplatiiovali pfirozené ekologické vztahy mezi organismy, jako jsou predace,
parazitismus a kompetice. Cilené byla predace vyuZivana v Cin& okolo roku 300. Tehdy
byly k ochrané citrusovych sadii nasazovani dravi mravenci Oecophylla smaragdina

proti housenkam a sktdciim dieva (Pavela, 2020; Banaszkiewicz, 2010).

V obdobi starovéku byly upfednostiiovany z védeckého hlediska ponekud
pochybné metody zalozené na nabozenstvi a ritudlech. Rovnéz ve stiedovéku
se vyuzivaly metody, které byly zalozeny spiSe na poveérach. Metody z téchto
historickych epoch tedy budou vynechany. Od druhé poloviny 18. stoleti do prvni
poloviny 19. stoleti probihala v Evrop€ revoluce v zemédélstvi, ktera podpoftila
racionalni pfistup v ochrané rostlin (Banaszkiewicz, 2010). V této dob& se vyuzivaly
pfipravky predevsim rostlinného pivodu — odvary z tabakovych listl, extrakty nebo
suSend rozemleta kvétenstvi Chrysantemum cinerariaefolium, dale prasky vyrobené
z korenu tropickych rostlin rodu Derris (Matthews, 2018; Pavela, 2020; Banaszkiewicz,
2010). Jako insekticid byl vyuzivan i1 odvar z routy vonné (Ruta graveolens), ktery
poskytoval velmi neptijemny zapach (Matthews, 2018). Byly ovSem vyuzivany
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1 anorganické a velmi toxické latky — naptiklad chlorid rtutnaty, ktery mél navic
schopnost akumulace v pudé (Banaszkiewicz, 2010). Pro pfipravu pesticidnich
ptipravku byly vyuzivany i kombinace organickych a anorganickych latek — napiiklad
roztoky vytvorené ze smeési kravského hnoje a nehaseného vapna, které byly nasledné
aplikovany injek¢ni strikackou pro regulaci vyskytu msic. V ochrané pred infekci plisni
vinné révy (“downy mildew”) byl vyuzivan postiik roztokem vyrobenym ze smési
siranu méd'natého, vapna a mléka. Béhem 19. stoleti dochéazelo také ke zdokonalovani
technik a postupti aplikace latek vyuzivanych v ochrané rostlin. Byly vyvijeny
nejruzn€j§i nastroje — napiiklad specialni Stétce, kost'ata, postfikovace nebo injekéni

stiikacky, kterymi byly tyto latky na rostliny nanaseny (Matthews, 2018).

K nejvétsimu rozmachu a vyvoji pesticidnich latek doslo ve 20. stoleti. V prvni
poloving se vyuzivaly stale pomémé toxické slouceniny s dlouhym poloCasem rozpadu,
které mély neptiznivy vliv na zivotni prostiedi. Tento vliv se tehdy nebral v uvahu
(Banaszkiewicz, 2010). Vznikaly anorganické piipravky predevSim na zéaklade siry,
arsenu a medi (Matthews, 2018). S vyvojem techniky (napt. leteckych postiikl)
se pesticidy Casto zbytecné naduzivaly, také se uzivaly nahodile, bez prokazaného
ohrozeni rostlin. Dal§im problémem bylo, Ze tyto pfipravky nebyly pfili§ G¢inné
a nebyly selektivni (Banaszkiewicz, 2010). Ve 40. letech se zacaly syntetizovat
organochlorované a organofosfatové pesticidy, dale karbamaty, rtutnaté nebo organické
meédnaté fungicidy (Matthews, 2018; Pavela, 2020). Klasickym piikladem je také latka
DDT (dichlordifenyltrichlorethan). Tento prasek byl povazovan za zazrak a symbol
lep§i budoucnosti (Banaszkiewicz, 2010). Od druhé poloviny 20. stoleti se zacaly
projevovat zavazné problémy neuvazeného pouzivani pesticidnich latek. Dochazelo
k wvyvoji rezistentnich populaci Skidch a patogent, k nepfiznivému puasobeni
na necilové organismy a na zivotni prostfedi celkové. Na konci 20. stoleti se proto
vyzkum novych pesticidnich latek zaCal ubirat “alternativni” cestou za nalezenim

novych bezpecnéjsich latek pro ochranu rostlin (Pavela, 2020).

3.3.1. Chemicka ochrana rostlin v podobé syntetickych pesticidu

V obdobi po druhé svétové valce se zacaly hojné produkovat a vyuzivat
syntetické chemické latky urcené k ochrané rostlin a uskladnénych plodin, jinak
nazyvané také jako syntetické pesticidy (Stoytcheva, 2011a; Rani et al., 2021). Jak jiz

bylo zminéno v predchozi kapitole — pesticidy predstavuji velkou skupinu latek
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urcenych k ochrané a prevenci pred Sifenim (nejen) chorob rostlin (Stoytcheva, 2011a).
Lze je vyuzivat v riznych odvétvich zivota, za riznymi uCely a cilit jimi na rizné
organismy. Kazdy ptipravek je také charakterizovan svym mechanismem ucinka. Maji

proto velmi Siroké pole ptasobnosti (Rani et al., 2021).

Rozlisujeme pesticidy vyuzivané v zemédélstvi, doméacnostech a v ochrané
vefejného zdravi. Zemedé€lské slouzi k ochrané€ rostlin a plodin. Pesticidy pro uziti
v domacnostech se hubi Skidci, jako jsou napt. hlodavci, hmyz nebo bakterie. Pesticidy
pouzivanymi v ochrané vefejného zdravi se zamezuje Sifeni prenaSeCti onemocnéni
(napt. blech). Dale lze pesticidy délit na zakladé cilového organismu — insekticidy cili
na hmyz, fungicidy na houbové organismy a herbicidy na plevele a dalsi. Dle chemické
struktury rozliSujeme organochloridové a organofosfatové pesticidy, karbamaty,
triaziny, derivaty kyseliny fenoxyoctové a dalsi (Rani et al., 2021). Zastupci
jednotlivych skupin jsou uvedeny v nasledujici tabulce (Tabulka 1), kde je uveden
1 jejich ucel vyuzivani a nepiiznivé ucinky. Tato kapitola bude dale zaméfena pouze

na vyuziti syntetickych pesticidi v ochrané rostlin a jejich plodu.

Syntetické pesticidy se béhem 20. stoleti staly velmi oblibené diky jejich vysoké
ucinnosti, snadné aplikaci a nizké cené (Rani er al., 2021). Tehdy se vyuzivaly
predev§im derivaty kyseliny fenoxyoctové (napf. kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova),
organochlorované (napt. DDT, aldrin, dieldrin) a organofosfatové pesticidy
(naptf. parathion; Banaszkiewicz, 2010; Rani et al., 2021). Je nutno fici, ze lidstvo
s témito latkami v minulosti zachazelo neuvazené. Aplikace probihala casto
nesystematicky, neefektivné, neselektivné a bez zifejmého ohrozeni rostlin. Navic
u téchto latek nebyly dostatecné probadany vsSechny jejich vlastnosti a ucinky
(Banaszkiewicz, 2010). S jejich naduzivanim souvisi mozny vznik rezistence v populaci
patogennich organismu (Villaverde et al., 2016). Pozdéji bylo také dokazano, ze jsou
schopny akumulace a perzistence v zivotnim prostiedi. Velky problém predstavovala
i bioakumulace v organismech, ktera vedla k postupnému zabudovani do celého
potravniho fetézce. Typickym piikladem muze byt pravé latka DDT (Banaszkiewicz,

2010).

Objev pesticidnich uc¢inki DDT, neboli dichlordifenyltrichlorethanu, znamenal
pfichod revoluce v pouzivani pesticidu. Zpocatku byl DDT povazovan za zazrak
v podobé Sirokospektralniho a odolného pripravku, ktery zvySoval celosvétovou

produkci potravin. DDT byl vyuzivan i mimo oblast zemédélstvi. Ve 30. a 40. letech
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20. stoleti byl wvyuzivan pfiregulaci vyskytu komarti prenasejicich malarii
nebo k hubeni vsi (Stoytcheva, 2011a). Pozdé&ji bylo zjisténo, ze vlastnost perzistence
neni pfili§ vyhodna. U organismu jiz dfive vystavenych afinkim DDT, predevs§im
u ryb a ptaku, dochazelo k poskozeni reproduk¢ni schopnosti. U ptaki konkrétné DDT
zasahoval do metabolismu vapniku, kdy nasledné dochazelo k ovlivnéni tloustky

skorapek vajec, které pak praskaly jesté pred vylihnutim ptacat (Banaszkiewicz, 2010).

’

UcCinné latky pesticidnich pfipravkd svymi GCinky cili na zivotné dulezité
procesy cilovych organismua. Blokuji pak napiiklad enzymaticky nebo hormonalni
systém, coz vede k jejich uhynu (Banaszkiewicz, 2010). Pesticidy mohou pusobit
Sirokospektralné nebo selektivn€. Selektivni pesticidy jsou schopny zacilit specificky
vuéi jednomu druhu nebo skupiné organismid a na ty necilové pusobi minimalné
nebo vibec. Naproti tomu Sirokospektralni pusobi nespecificky také na necilové
organismy a celkové na zivotni prostiedi, coz je povazovano za nezadouci (Stoytcheva,
2011a). ZvySena expozice témto latkam muze pusobit az letalné. Obtizné je hodnoceni
subletalnich davek, kdy tyto latky mohou vykazovat teratogenni, mutagenni,

karcinogenni, imunotoxické nebo embryotoxické ucinky (Banaszkiewicz, 2010).

Mnoho v minulosti pouzivanych pesticidnich latek bylo kvili svym nepfiznivym
ucinkiim vuci lidskému zdravi a zivotnimu prostiedi zakazano, nebo alespori omezeno
(viz Tabulka 1; Rani et al., 2021). I kdyz uz se fada z nich mnoho let nepouziva, stale
zustavaji pritomné v nékterych padach. Dukazem jejich perzistence a odolnosti jsou
nekteré vyzkumy z poslednich let. Napiiklad Hofman ez al. (2017) ve svém vyzkumu
uvadi objev rezidui triazinovych herbicidd na tGzemi Ceské republiky, konkrétnd

atrazinu a simazinu, které jsou na tzemi EU zakazany jiz od roku 2004.
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Tabulka 1: Vybrané pesticidni latky, jejich ucel uziti a nepiiznivé ucinky na lidské zdravi
(Banaszkiewicz, 2010; Rani et al., 2021; Alengebawy et al., 2021).

Skupina pesticidu Zastupce Ucel uziti Nepriznivé ucinky
DDT Insekticid Nevolnost, zachvaty tfesu
BHC Insekticid Poskozeni CNS, zichvaty
Organochlorid ické zask
& Y Aldrin Insekticid Myoklon}cke %as uby,
zavrate
Dieldrin Insekticid Zvraceni, svalové poruchy
Malathion Tnsekticid Prujem, rozostieny zrak.
) selhani respirace
Organofosfaty - o .
. Insekticid, Selhani respirace, poruchy
Methyl-parathion
repelent zraku
Karbamaty Karbaryl Insekticid Prijjem, rozostteny zrak
. .. Selhani ledvin, méstnavé
A H
o trazin erbicid srdecni selhani
Triaziny Poruchy plodnosti, selhani
Simazin Herbicid orucly plo n.os - 8¢
ledvin
Derivaty kyseliny Kyselina 2,4- Herbicid Nervozita, bolesti hlavy,
fenoxyoctové dichlorfenoxyoctova zavraté
Benzimidazoly Thiophanate-methyl Fungicid Abnormality u spermil, riziko

vrozenych defekti plodu

Pesticidy vyuzivané v soucasnosti predstavuji v porovnani s pesticidy
vyuzivanymi v minulosti bezpecng&jsi variantu. Jsou UCinngj§i a plsobi selektivné
na cilové organismy, coz umoziiuje jejich vyuzivani v nizsich koncentracich. Vykazuji
také nizsi perzistenci v zivotnim prostfedi. Nékteré z nich ovSem stale pfedstavuji urcité
riziko predev§im pro vodni organismy. Neékteré jsou zafazeny mezi endokrinni
disruptory, mezi kontaminanty spodnich vod, nebo patfi do skupiny latek podezielych
z karcinogenity (Hofman et al., 2017). Vyvoj novych ucinnych a bezpecnéjSich variant

je tedy na misté.

3.3.2. Biologicka ochrana rostlin

Biologickou ochranou se rozumi vyuzivani pfirozenych pfirodnich procesu
a mechanismii pro ochranu rostlin. Zahrnuje mechanismy zalozené na poznatcich
predevsim z oboru fytofarmacie, etologie a ekologie (Blesa ef al., 2020). Tento pfistup
neni novy, piikladem muize byt jiz zminovana aplikace dravych mravencii v boji proti
housenkam v citrusovych sadech starovéké Ciny (Banaszkiewicz, 2010). AZ v prvni
poloving 20. stoleti, kdy se zmeénil pohled na idealni pesticidni pfipravek, se zacal

vyznamné vyvijet védni obor zameéfujici se na tuto oblast ochrany rostlin. Idealni
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pesticidni pfipravek by mél tedy podle poslednich standardd byt vysoce selektivni,
minimalné toxicky pro necilové organismy, vysoce ucinny jiz pii nizkych koncentracich
a méalo perzistentni, ¢imz je minimalizovana akumulace v zivotnim prostfedi a zajiSténa
prevence vzniku rezistence. Dodnes se tento obor zabyva vyvojem technologii
a postuptl biologické ochrany, dale se snazi pochopit principy nutné pro jeji aplikaci

v praxi (Blesa et al., 2020; Villaverde et al., 2016).

Pochopeni vztahti mezi organismy je v oblasti biologické ochrany rostlin klicové
(Stenberg et al., 2021). Narozdil od chemické ochrany, kterd by méla cilit pfimo
na jeden druh nebo skupinu organismid a tim ho z dané biocendzy eliminovat,
biologicka ochrana pusobi komplexn€, systémové a nespecificky. Nedochazi tedy
ke kompletnimu vyhubeni skidce ¢i patogenu, ale pouze k regulaci jeho populace
a omezeni infekCnich forem (Blesa er al., 2020). Vyuziva se zde pfirozenych
ekologickych vztaht, jako jsou kompetice, symbidza, predace, parazitismus nebo
herbivorie, které se objevuji mezi riznymi organismy (Blesa er al., 2020; Stenberg
et al., 2021). Témito organismy mohou byt naptiklad bezobratli (rozto¢i Typhlodromus
pyri nebo vosi¢ky Encarsia formosa), obratlovci (ptaci), nékteré mikroorganismy, viry
a houbové organismy. Jejich pfimym nebo nepfimym zavadénim (napt. poskytovani
ukrytt, domecku) se do prostiedi mistni biocendzy vnasi také diverzita, ktera podporuje
uplatiiovani ekologickych vztahi mezi organismy (Pavela, 2010; Blesa er al.,
2020). Jako obecny priklad 1ze uvést potlacovani rastu patogenu (pfipadné plevele nebo
skiidce) aplikaci jiného organismu, ktery je s nezadoucim patogenem v urCitém vztahu
a je schopen na n¢j pasobit antagonisticky (napf. svymi metabolity; Blesa et al., 2020;

Stenberg et al., 2021).

Dal§i strategii biologické ochrany je aplikace pfirozené se vyskytujicich
bioaktivnich latek, jinak nazyvané taky jako biopesticidy. Biopesticidy jsou definovany
jako latky biologického pliivodu s pesticidnimi Ucinky, které byly ziskany z pfirodnich
zdrojt, jako jsou rostliny, bakterie, houby nebo zvifata (Laxmishree & Nandita, 2017).
Konkrétné se pak muze jednat o latky vzniklé napiiklad sekundarnim metabolismem

rostlin nebo fermenta¢nimi procesy mikroorganismu (Blesa et al., 2020).
Mezi bakterie syntetizujici latky, kterych se vyuziva jako biopesticida patii rody
Streptomyces, Pseudomonas a Saccharopolyspora. Spinosyny produkované bakteriemi

Saccharopolyspora spinosa a Saccharopolyspora pogona pusobi insekticidné, jako

alosterické aktivatory nikotinovych acetylcholinovych receptorti. Polyoxiny tvorené

19



Streptomyces cacaoi funguji antimykoticky jako inhibitory syntazy chitinu.
Rhamnolipidy bakterie Pseudomonas aeruginosa pusobi antibakterialné, kdy zptsobuji

lyzu bunék (Villaverde et al., 2016).

Biopesticidy botanického ptvodu jsou rostlinami produkovany v ramci
sekundarniho metabolismu za ucelem jejich ochrany pred napadenim patogeny nebo
herbivory. Na zakladé chemické struktury mezi sekundarnimi metabolity rozliSujeme
saponiny, alkaloidy, terpeny, fenoly, peptidy a dalsi latky (Laxmishree & Nandita,
2017; Blesa et al., 2020). Od téchto latek jsou odvozeny nékteré komeréné dostupné
ptipravky. Jsou zalozeny pifedevSim na extraktech z chryzantém (Chrysanthemum
cinerariifolium), zederachu indického (Azadirachta indica), Cesneku, tabaku (rod
Nicotiana), koznatct (rod Derris) nebo dalSich bobovitych rostlin obsahujici rotenony
a mnoha dalSich. Vyznamnou skupinu tvoii také aromatické rostliny (napt. eukalyptus,
mata, rozmaryn), které tvoiri komplexni smési sekundarnich metaboliti — aromatické
esencialni oleje (Pavela, 2020; Laxmishree & Nandita, 2017). Z davodu jejich
vyuzivani pii experimentalni casti této diplomové prace jim bude vénovana samostatna
kapitola (3.3.3.). U né&kterych téchto latek zatim nebyly zcela objasnény mechanismy
ucinku, naopak u nékterych bylo popsano ucinka vice (Villaverde et al., 2016). Nékteré
z téchto Gc¢inku jsou shrnuty v nasledujici tabulce (Tabulka 2).

Tabulka 2: Vybrané biopesticidni uc¢inné latky, jejich pivod, uCinky a n€které komerén¢ dostupné

piipravky, jejichz zdkladem jsou tyto latky, které jsou dostupné na evropském trhu (Pavela, 2020;
Villaverde et al., 2016; Laxmishree & Nandita, 2017).

Biopesticid Pivod Utinky Komer¢ni pripravky
Insekticid NeemAzal-T/S (Trifoli
Azadirachtin Azadirachta indica Pfevsny mech’anis’mus ;ZrémztfH_., Némzlcl(zol)o ]
ucinku neni znadm
h h -
C, rysan.t. jmum Insekticid Organihum protex,
nerar m,
Pyrethrin cnerartiont Modulator sodikového Naturforte EC (Garden
Chrysanthemum C Gy
. kanalu Ché, Span¢lsko)
coccineum
Insekticid V Evropé¢ se nevyuzivaji,
. . Inhibitor elektronového kvuli nedostupnosti
rody Derris, Tephrosia, , . .
Rotenon transportu v vychodzich rostlin.
Lonchocarpus . et e
mitochondrialnim Vyuzivaji se v USA,
komplexu 1. Indii, Cin¢, Malajsii.
Insekticid o1s 1y
Aoni ot ch Kwviili nové legislative
Nikotin rod Nicotiana gomstlaltlul.otmc?virlc EU jsou piipravky z trhu
acety'cho 1n(1vyc postupné stahovany.
receptorii
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Soucasna biologickd ochrana by méla predstavovat plnohodnotny alternativni
zpusob v ochrané rostlin, navic ji lze povazovat za udrzitelngjsi a bezpecnéjsi diky
snadné biodegradabilité, nizké perzistenci, ¢imz se také predchazi vyvoji rezistence.
I pfesto se zatim vyuziva predevsim v mensim ekologickém zemédélstvi, v konvencnim
se objevuje méne. VSechny ucinky téchto latek dosud nejsou prozkoumany, coz
znamena piilezitost pro jejich testovani a nové cesty ve vyzkumu (Blesa et al., 2020;

Laxmishree & Nandita, 2017).

3.3.3. Esencialni oleje v ochrané rostlin

Esencialni oleje rovnéz patfi mezi prostfedky biologické ochrany. Jelikoz je
jejich vyuziti soucasti této diplomové prace, je jim tedy veénovana tato samostatna

kapitola, kde budou popsany podrobnéji.

Esencialni oleje neboli rostlinné silice, jsou komplexni slouCeniny tvorené
v ramci sekundarniho metabolismu rostlin (Stoycheva, 2011b). Jedna se o hydrofobni,
tékavé, razné zbarvené a Ciré kapaliny (Mani-Lopez er al., 2021). Jsou ziskavany
z vonnych rostlin Celedi Myrtaceae, Lauraceae, Astraceae a Apiaceae, které je tvoii
ve svych silicnych kanalcich nebo zlaznatych trichomech (Blesa e al., 2020; Pavela,
2020; Stoycheva, 2011b). Odtud jsou extrahovany pomoci metod hydrodestilace nebo
parni destilace, pfipadné superkritickou extrakei s vyuzitim oxidu uhli¢itého (Pavela,
2020; Stoycheva, 2011b). Sestavaji z mnoha biologicky aktivnich slozek, predevsim
z terpend, terpenoidi a aromatickych uhlovodikd. U mnoha téchto slozek jiz bylo
prokazano, ze pusobi baktericidné, fungicidné, insekticidné a proti okusu herbivory
(Blesa et al., 2020; Mani-Lopez et al., 2021; Stoycheva, 2011b). Téchto vlastnosti je
vyuzivano naptiklad v lékafstvi, kosmetice, parfumerii, potravinaistvi a zemedélstvi.
Tradi¢né se nékteré vonné rostliny (napt. Origanum compactum, Coriandrum sativum,
Rosmarinus officinalis, Syzigium aromaticum nebo Mentha piperita) vyuzivaly jiz
v minulosti v nékterych stfedomotskych a asijskych statech pro ochranu uskladnénych

plodin (Pavela, 2020).

Celkové chemické slozeni kazdého esencialniho oleje je unikatni. Je ovlivnéno
prostfedim a technikami péstovani, dale samoziejmé i metodami vyuzitymi pii jejich
zpracovani a vychozim materidlem pro jejich extrakci (listy, kura, semena, kofeny,
atp.). Podrobné je pak jejich slozeni zkoumano pomoci GC-MS metod (spojenim

plynové chromatografie a hmotnostni spektrometrie; De-Montijo-Prieto et al., 2021).
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Jedna se o heterogenni smési slozené z terpend, terpenoidi, monocyklickych alkohold,
bicyklickych alkoholi, acyklickych monoterpenovych alkohold, alifatickych aldehydd,
kyselin, monocyklickych ketont, estert a ketonti (Mostafa et al., 2021). Kazdy druh
esencialniho oleje je tvofen desitkami téchto latek, avSak pouze nékolik (vétSinou 1-3)
z nich tvofi majoritni podil. Rizné poméry majoritnich a minoritnich latek se pak podili
na tvorbé charakteristické vuné (Blesa ef al., 2020). Jednotlivé slozky se mohou také
vzajemné ovliviiovat a umocriovat tak biologickou aktivitu (Pavela, 2020).
Komplexnost smési pak vede k efektivnéjsimu ptusobeni a pfedchazeni vzniku adaptace

a rezistence u patogennich a nepfizniveé pasobicich organismu (Villaverde et al., 2016).

Esencialni oleje jsou schopny puasobit viuci Sirokému spektru patogent. Jsou
vhodné pro regulaci infekci a napadeni rostlin zpasobenych bakteriemi, houbovymi
organismy i hmyzem (De-Montijo-Prieto er al., 2021). Vici hmyzu nékteré pusobi
neurotoxicky, jiné jsou schopny modifikovat chloridové kanaly, coz nasledné vede
k vy§si propustnosti pro neurotransmiter GABA. Vici mikrobialnim patogenim dokazi
pusobit i v relativné nizkych davkach, kdy inhibuji jejich rist nebo rozmnozovani
(Pavela, 2020). Mezi nejbéznéjsi mechanismy ucinku esencialnich olejii patfi zmény
na membranach patogennich organisml, které vedou ke zméné jejich dynamiky,
nasledné ke zméné jejich permeability pro rizné molekuly a nakonec k lyze celé buriky
(De-Montijo-Prieto et al., 2021). Konkrétni piiklad 1ze uvést u houbovych patogent:
esencialni oleje jsou schopny narusit bunécnou sténu, proniknout dovnitf bunék,
kde nasledné moduluji funkce membran (i téch mitochondridlnich). Dochéazi pak
k poruseni zivotné dulezitych funkci: rovnovaha elektrolytd, zmény v metabolismu
proteinti, zmény v koncentracich vapenatych iontl, naruseni funkce protonové pumpy
v mitochondriich, coz zastavuje ziskavani ATP. NaruSenim mitochondrialnich membran
dochazi také k tniku cytochormu c, coz nasledné vede k aktivaci apoptotické nebo
nekrotické bunécné smrti. Tyto ucCinky lze studovat transmisni elektronovou
mikroskopii, testy pro pfitomnost nékterych enzymu (superoxiddismutaza, glutathion
peroxidaza), nebo polymerazova fetézova reakce v redlném case (Mani-Lopez et al.,

2021).

V soucasnosti jsou esencialni oleje a jejich bioaktivni slozky intenzivné
studovany s cilem vyvinout efektivni alternativni pfipravky (napf. pesticidy, repelenty,
insekticidy), které by ve srovnani s chemickymi prostfedky predstavovaly ekologicté)si

variantu. Jejich ucinky jsou zkoumany zejména pro ucely zemédélstvi a potravinafstvi,
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kde by mohlo byt vyuzivano jejich mikrobicidnich a antioxida¢nich G¢inka v ochrané
uskladnénych ploda a potravin pred patogeny a predéasnym zkazenim. Dalsi vyhodnou
vlastnosti esencialnich olejii je nizka toxicita pro savce, ptaky, ryby a pro Zivotni
prostfedi celkove, diky jejich tékavosti maji totiz nizkou perzistenci. Nevyhodou
esencialnich oleji muze predstavovat jejich hydrofobni charakter, ktery lze obejit
nove¢jsi technikou — enkapsulaci, neboli zapouzdienim (Pavela, 2020; De-Montijo-

Prieto et al., 2021).

Tabulka 3: Tabulka uCinnych latek v ochran¢ rostlin, které jsou soucasti nékterych esencialnich oleju
(Gwynn, 2014).

Pavod Utinn4 latka Uziti Cilovy organismus
ROSt;::Z gassta Cinnamaldehyd Fungicid Rhizoctonia spp., Verticillum spp.
Citronelovy olej
Rod rostlin (obs. Citronellal, .. .
Cymbopogon geraniol, citronellal, Herbicid Jacobaea vulgaris
geranyl acetat)
l}ostllny Cesnekovy extraki Nematicid Tylenchorhynchus spp., Pratylenchus
Cesneku spp.
Semena Fungicid, }
Azadirachta Neemovy olej akaricid, Siroka skala cilovych organismi
indica insekticid
Rostliny Citrus o ranovy olej Fungicid, Padli, téasnokiidli, molice
auratium insekticid
Riizné rostlinné . .
zdroje Thymol Fungicid Botrytis spp.
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3.4. Rezistence

V predchozich kapitolach byla zminéna dulezitost ochrany rostlin ped patogeny
a skddci, predevsim za uCelem zajisténi potravy a ochrany uskladnénych plodin
pred pfedCasnym zkazenim. Vyznamnou roli zde hraje také vznik rezistence (zvySena
odolnost), na kterou lze pohlizet z riznych uhli. Rostliny jsou schopny vytvorit
si rezistenci vici pusobeni patogent a Skudca. Naopak i patogenni organismy a skudci
se mohou stat rezistentni vi¢i ochrannym pesticidnim prostfedkiim (Rimbaud et al.,
2021). Mechanismy rezistence mohou byt tedy vnimany jako nezadouci, nebo jich maze
byt vyuzivano v na§ prospéch. V nasledujicich podkapitolach (3.4.1. a 3.4.2.) budou
popsany tyto 2 uhly pohledu, jak je mozné vnimat a pohlizet na problematiku

rezistence.

3.4.1. Vznik nezadouci rezistence

Utinnost ochrany rostlin, stejné tak i skladovanych plodin, prostfednictvim
ochrannych pesticidnich prostiedkt (napf. insekticidy, fungicidy) je ohrozena vznikem
rezistence v populaci patogenu (Hawkins et al., 2018). Patogenni organismy maji
schopnost se velmi rychle adaptovat novym podminkdm (Rimbaud et al., 2021).
Soucasn€ vyuzivané pesticidy se navic snazi pusobit cilené, coz sice snizuje riziko
ohrozovani necilovych organismd, ale muze usnadfiovat proces vzniku rezistence
(Hawkins et al., 2018). Sifeni genl zodpovédnych za vznik rezistence také piispiva
pretrvavani pesticidnich pripravki v zivotnim prostiedi v subtoxickych davkach
(Agathokleous et al., 2023). Jejich aplikaci se v prostfedi vytvari velky selekcni tlak,
kterym dochazi ke zméné frekvence vyskytu urcitych genovych alel v dané populaci
patogenu. Dfive neutralni nebo Skodlivé alely se mohou stat v novych podminkach

vyhodné a tak frekventovanéjsi (Hawkins et al., 2018).

Mnoho studii se zaméfuje pouze na biochemické mechanismy patogennich
organismu, které vedou ke snizené citlivosti vici pesticidim. Mezi tyto mechanismy
patii predev§im vznik mutaci v cilovém misté pusobeni pesticidu, zvySeni exprese
urcitého genu, zvySeni metabolické pfemény pesticidu nebo jeho eflux. Hawkins ef al.
(2018) ovSem tvrdi, ze mechanismy souvisejici se vznikem a Sifenim rezistence maji
Sirsi evolucni kontext a jejich podrobnéjsi pochopeni je zadkladem uspé$né prevence
vzniku rezistence (Hawkins et al., 2018). Pravdépodobnost vzniku rezistence lze

predpokladat na zakladé genetické struktury. Ta je charakterizovana mirou a rozlozenim
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genetické diverzity. V oblasti genové diverzity je vhodné rozliSovat genovou
a genotypovou diverzitu. Genova diverzita je urCovana poctem a frekvenci
zastoupenych alel v urCitych lokusech. Genotypova diverzita je dana poctem a frekvenci
multilokusovych genotypt nebo geneticky odlisnymi jedinci v dané populaci. Druhy typ
diverzity je pro rostlinné patogeny s Castym nepohlavnim rozmnozovanim velmi

dilezitym jevem (McDonald & Linde, 2002).

Geneticka vybava uzce souvisi také s evolu¢nim potencialem populace. Pokud je
evoluéni potencial vysoky, pak je pro danou populaci snadné€j§i vznik rezistence,
na rozdil od populace s nizkym evolu¢nim potencidlem, kdy je vznik rezistence méné
pravdépodobny (McDonald & Linde, 2002; Lebeda et al., 2010). Evolu¢ni potencial je
ovlivnén nékolika parametry — Cetnosti vzniku mutaci, velikosti populace,
reprodukénim systémem a genovym a genotypovym tokem (McDonald & Linde, 2002).
Pfi zméné prostiedi (napf. aplikaci pesticidu), mohou vznikat de novo mutace, které
jsou ve zménéném prostiedi vyhodné (napt. mutace vedouci k rezistenci vic¢i danému
pesticidu; Hawkins et al., 2018). Mutacemi pak dochazi ke zménam piimo v sekvenci
DNA jednotlivych geni (McDonald & Linde, 2002). Tyto zmény mohou vznikat
izolované u jednoho, nebo nezavisle na sobé u vice jedinci v populaci a nasledné
se dale sifit danou populaci (prostiednictvim ktizeni) nebo do dalSich (prostfednictvim
horizontalniho prenosu). Cetnost vzniku této mutace musi byt tak vysoka,
aby nedochazelo k jejim ztratdm prostfednictvim genetického driftu (Hawkins et al.,
2018). Velikost dané populace je dilezita predevsim z divodu lepsi uspéSnosti preziti
a lepSi pfizpusobivosti jedinci. ZvySuje se také pravdépodobnost piitomnosti
mutantnich jedinci. Typ reprodukéniho systému ovliviuje distribuci diverzity uvnitf
dané populace. Existuje sexualni (pifibuzensky a nepfibuzensky), asexualni a smisSeny
systém reprodukce. U asexualnich patogenti je vyznamna piedev§im genotypova
diverzita, jejich geny pfili§ diverzifikované nejsou, protoze jsou Sifeny klonalnimi
liniemi. Naopak je tomu u sexualnich a smiSenych patogend, které pravidelné prochazi
procesem rekombinace genetické informace (napf. konjugace, kiizeni). Zde dochazi
k novym kombinacim alel, proto tedy sexualni a smisené patogeny piedstavuji vetsi
riziko nez ty asexualni. Genovy a genotypovy tok je proces, béhem néhoz dochazi
k vyméné gent nebo celych genotypt (u pfisn€ asexualnich populaci) mezi oddélenymi

populacemi. Témito procesy je opét zvySovana diverzita populaci. Nékteré populace
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vytvari specialni Castice — propagule, které slouzi k Sifeni svych gent nebo celych

genotypu na velkou vzdalenost (McDonald & Linde, 2002).

Nejvyssi evolucni potencial pak tedy maji velké populace se smiSenym
reprodukénim systémem, vysokym migracnim potencialem a vysokou ¢etnosti vzniku
mutaci (McDonald & Linde, 2002). Prikladem populace patogeni s vysokym
evolu¢nim potencialem mohou byt tieba pivodci padli tykvovitych (Golovinomyces
cichoracearum a Podosphaera xanthii), které jsou velmi variabilni po strankach
své patogenity a virulence, coz dokazuje také existence velkého poctu popsanych
patotypu a ras. Rezistence vuci karbamatovym fungicidim byla u téchto patogent
prokazana jiz v 60. letech 20. stoleti. Postupem Casu byla prokazana rezistence i vuci
dalsim fungicidnim pfipravkiim — napfiklad vici demetylacnim inhibitoraim (DMI),
vngjSim inhibitorim chinonu (Qol) a fungicidim na bazi karboximidu (Lebeda et al.,

2010).

Mechanismy vzniku rezistence zavisi také na povaze vyuzitého pesticidniho
pfipravku, konkrétné vaci jakym cilovym organismim je zaméfen (napf. insekticidy
vuéi hmyzu, fungicidy vici houbovym organismim). Rezistence vuci insekticidim je
zprosttedkovana vétSinou metabolickymi procesy, prostfednictvim monooxygenaz
CYP 450 nebo hydrolytickych esteraz, které rychle detoxikuji insekticidni pfipravky.
Dalsi vyznamny mechanismus je modifikace cilového mista plisobeni insekticidu,
kdy dochazi ke zmeéné struktury receptoru, coz zamezuje interakci insekticidu
a receptoru. Nejcastéji jsou takto modifikovany selektivni GABA receptory pro ionty
chloru, coz vede k rezistenci vici DDT, pyrethroidim nebo karbamatim. Dochazi také
k alteraci toxikokinetiky insekticidii, kdy dochazi k jejich snizené absorpci nebo zvyseni
rychlosti exkrece. Vuci fungicidnim piipravkiim jsou vyuzivany obdobné mechanismy
vzniku rezistence. Mezi nejb&€znéjsi patii alterace cilového mista (receptoru) mutaci,
¢imz je znemoznéno pusobeni fungicidu, dale zvySeny metabolismus, ktery vede
k detoxikaci, nebo volba alternativni metabolické drahy, ktera se vyhyba cilovému
receptoru. Houbové organismy jsou schopny fungicid vypudit z bun¢k efluxem. Dobfte
popsany jsou rezistence vucCi benzimidazolim, difenylamidim a fosforothiolatim

(Clark & Yamaguchi, 2002).
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3.4.2. Indukovana rezistence rostlin

Fenomén rezistence (odolnosti) Ize vnimat také v pozitivnim smyslu. Vyuziva
se ho v procesu tzv. indukované rezistence rostlin, ktera se vyuziva k jejich ochrané
pred napadenim patogeny a k ochrané¢ sklizenych plodin pfed predCasnym nezadoucim
znehodnocenim. Pusobeni indukované rezistence bylo popsano pred vice nez 20 lety.
Tehdy byly dokéazany ptiznivé ucinky ultrafialového zateni C (UV-C) ve vytvoreni
rostlinné odolnosti vu¢i urCitym patogenim a chladu. Mechanismy indukované
rezistence lze tedy vyuzivat v ochrané vaci biotickym 1 abiotickym stresovym
podminkam (Romanazzi et al., 2016). Indukovana rezistence rostlin navic predstavuje
jednu z ekologicky pfijatelnych alternativ chemickych pfipravka (Burketova er al.,
2015). Existuje ve dvou typech, bud’ jako ziskand systémova rezistence (SAR), nebo
jako indukovana systémova rezistence (ISR). Oba typy jsou v rostlinach
zprosttedkovany fytohormony (kyselina salicylova, kyselina jasmonova a etylen)
a vyvolavaji dlouhodobou ochranu pfed mnoha druhy patogennich organismu

(Romanazzi et al., 2016).

Vznik indukované rezistence spociva ve stimulaci imunitniho systému rostlin
raznymi vnéjs$imi vlivy biotického i abiotického ptivodu, coz nasledné vede k posileni
pfirozenych imunitnich reakci a obranyschopnosti rostlin (Romanazzi et al., 2016;
Burketova et al., 2015). Posileni imunitnich odpovédi je zprostfedkovano na urovni
fyziologickych, transkripcnich, metabolickych nebo epigenetickych mechanismi.
Fyziologické zmény zahrnuji napf. zvySeni intracelularni hladiny vapniku, ktera spousti
toky iontd pfes membrany, které vedou k depolarizaci membrany, membranova
depolarizace spousti elektrickou signalizaci, kterd umoziiuje vnimat lokéalni poranéni.
Transkripéni zmény zahrnuji zmény na urovni exprese transkripcnich faktort spojenych
s mechanismy obranné reakce. Metabolické zmény jsou vyuzivany pii tvorbé
symbiotickych procesi mykorhizy. A v posledni tadé epigenetické zmény zahrnuji
zmeény ve struktuie chromatinu (napf. imprinting, paramutace, transpozony a umlc¢ovani
genu), které mohou ovlivilovat expresi gent souvisejicich s obrannou reakci (Mauch-

Mani et al., 2017).

Mechanismus indukované rezistence lze tedy popsat jako soubor oSetfeni rostlin,
které zesiluji a zefektiviiyji imunitni reakce rostlin (Romanazzi et al., 2016). Nejprve
jsou tedy rostliny vystaveny urcitému neSkodnému induktoru, ktery stimuluje aktivaci
imunitniho systému a zvySené vnimavosti viaci dalsim vnéjsim vlivim. Pfi této aktivaci
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dochazi k vySe zminénym zmeénam na fyziologické, transkripéni, metabolické nebo
epigenetické urovni (Romanazzi et al., 2016; Mauch-Mani et al., 2017). Aktivace muze
probihat v ramci sekund az hodin po stimulaci imunitniho systému a mize trvat pouze
docasné nebo 1 cely zivot rostliny. Tyto zmény mohou byt dokonce dédény do dalSich
generaci. Reakce vici témto vnéjSim podnétim mohou byt velmi podobné nebo naopak
se muze jednat o reakce velmi specifické. Jako konkrétni ptiklad l1ze uvést rostliny
vystavené lipopolysacharidovym molekulam mikrobialniho pavodu jako induktoru
imunitni reakce, coz vede ke zménam na urovni transkripce v podobé prechodné
indukce THT gent, a na urovni metabolické v podobé prechodného zvyseni TyDC
enzymatické aktivity. Poté byly rostliny vystaveny bakteridlnimu patogenu
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria, kdy doslo ke zvySené transkripci genti PRI,
PR2 a THT, dale ke zvySené TyDC enzymatické aktivité a zvySené syntéze
antibakterialnich konjugatii hydroxycinnamoylu a tyraminu (Mauch-Mani et al., 2017).
U PR proteini (z anglictiny pathogenesis related) koédovanych geny PRI a PR2

se predpoklada, ze pfispivaji k vyvoji rezistence (Romanazzi et al., 2016).

Induktory rezistence neboli molekuly stimulace imunitniho systému, mohou byt
biotického 1 abiotického charakteru. Mezi biotické induktory patii molekuly odvozené
od houbovych organismi, bakterii, viri a hmyzu. Abiotické induktory zahrnuji
chemické a fyzikalni prosttedky (Romanazzi et al., 2016; Burketova et al., 2015;
Mauch-Mani et al., 2017). Vycet a zafazeni nejvyznamnéjSich induktord je uveden

v nasledujici tabulce (Tabulka 4).
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Tabulka 4: Vybrané induktory imunitniho systému rostlin, jejich pivod, G¢inky a moznosti vyuziti
(Romanazzi et al., 2016; Burketova et al., 2015).

Typ induktoru Pivod Induktory Vyuziti, uinky
. . - . Nespecifické
Houbové organismy Chitin, chitosan antimikrobialni tcinky
- Ulvany, fukany, Antivirové, houbové
Rasy y y
karagenany, laminariny organismy, plisné
T Peptidoglykany, s r]?nakc:z;l:l n;ig;)vé
Biotické Bakterie lipopolysacharidy, Y oiemocflém
flageliny, O-antigeny (Fusarium)
Extrakty (Reynoutria
s . sacchalinensis, o 4o
VyS$si rostliny Azadirachta indica) Riizné ucinky
esencidlni oleje
Proti bakterialnim,
Benzothiadiazol plisfiovym a virovym
onemocné¢nim
Chemické latky Probenazol Bakteridlni a plisiiova
Lo onemocnéni ryze
Abiotické Kvseli
mni}lrf:&gzsle[;é Sirokospektralni
Ochrana uskladnénych
Fyzikélni jevy Uv-C plodin pted chladem a
patogeny

P. syringae — Pseudomonas syringae

Mechanismy indukované rezistence byly dosud prokazany v kontrolovanych
podminkach (skleniky, péstebni komory) (Burketova et al., 2015). Byla prokazana
naptiklad rezistence viCi Pseudomonas syringae, ktera byla zafazena na seznam
nejvyznamnéjsich bakterialnich patogent (Mansfield er al., 2012; Burketova et al.,
2015). V budoucnosti by mohly byt mechanismy indukované rezistence vyuzivany
ve veét§im meéfitku, avSak je nutné znat pomeérné slozité vztahy mezi patogeny
a rostlinami navzajem. Poté by bylo mozné nadesignovat model, ktery by mohl byt
aplikovan na polich, pfipadné na celou krajinu (Rimbaud et al., 2021; Burketova et al.,
2015). I kdyz v této problematice existuje stale mnoho nejasnosti (napf. zptisob vyroby
ve velkém, efektivita UcCinnosti, naslednd vynosnost rezistentnich rostlin),
1 tak predstavuje udrzitelnou a perspektivni alternativu ochrany rostlin. Jeji vyhodou
je navic ochrana 1 pred abiotickymi stresory, kterou soucasna komeréni ochrana rostlin

nemuze nabidnout (Burketova et al., 2015).
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4. EXPERIMENTALNI CAST

Experimentalni Cast diplomové prace byla vypracovana na Katedfe botaniky

Univerzity Palackého v Olomouci.

4.1. Material

4.1.1. Pomicky, pristroje a chemikalie

Pomiicky: automatické pipety (10-100 upl, 100-1000 pl), buniCina, dfevéné
prkénko, filtraéni papir, gumovy balonek, kadinky (25 ml), kahan, korkovrt, kvétinace,
ntizky, ockovaci klicka, odmérné bariky (100 ml), perlit, Petriho misky (100 mm),
pinzety, plastové krabiCky, plastové misky, plastovy rozprasovac, sacky, sklenény

rozprasovac, stficka, zapalky, zatky
Pristroje: svételny mikroskop (Olympus, model CHK-G, Japonsko)

Chemikalie: ethanol (96%), destilovana voda

4.1.2. Rostlinny material

Pro vypracovani experimentalni ¢asti diplomové prace byly vyuzivany 2 druhy
rostlin a jejich razné Casti — listy okurky seté (Cucumis sativus L.) a plody tykve
velkoplodé (Cucurbita maxima, typ Hokkaido).

Rostliny okurky seté byly vypéstovany ze semen tohoto druhu, kultivaru Perseus
F1, nemofeného osiva, od dodavatele Semo a.s. (Smrzice, Ceska republika). Semena
byla vyseta do kvétinacu se substratem perlitem, nasledn€ po asi mésici rustu presazeny
do substratu pro balkonové rostliny 0018 FLORCOM SB a péstovany

ve skleniku Univerzity Palackého v Olomouci na Katedfe botaniky.

Rostliny tykve velkoplodé byly vypéstovany na experimentalnim pozemku
UPOL z neofetienych semen tohoto druhu od dodavatele Semo a.s. (Smrzice, Ceska
republika). Na nich byly vypéstovany tykve v ramci polniho pokusu se zastupci celedi
Cucurbitaceae, kde byly zastoupeny vsSechny hlavni rody z této Celedi (Cucumis,
Cucurbita, Citrullus). Tyto tykve byly nasledné vyuzity pro vypracovani experimentalni

Casti této diplomové prace.
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4.1.3. Patogenni organismy

Pii testovani u¢inki emulzi esencialnich oleju (dale jen EO) vuci biotrofnim
patogennim organismum Pseudoperonospora cubensis (dale jen PC) a Podosphaera
xanthii (dale jen PX) byly vyuzity 2 izolaty od kazdého tohoto patogenu (PC 28/18 2,
OL PC 7/21, 26/21 Px, 22/21 Px). Tyto izolaty jsou soucasti pracovni kolekce
udrzované Dr. Bozenou Sedldkovou ve Fytopatologické laboratofi Katedry botaniky

Ptirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci.

Pii testovani ucinkd emulzi EO vaéi saprofytickym patogennim organismim
(plisné rodu Fusarium a Alternaria) byl vyuzit pouze 1 izolat od kazdého tohoto
patogenu. Tyto izolaty byly izolovany Dr. Pavlem Matusinskym z infikovanych plodu
tykvi velkoplodych (Cucurbita maxima) na experimentalnim pozemku Katedry

botaniky Pfirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci.

V nasledujici tabulce (Tabulka 5) jsou uvedeny pouzité izolaty piislusnych
patogennich organismd, jejich ptivod a datum sbéru z hostitelského organismu (pokud

bylo blize specifikovano).

Tabulka 5: Specifikace patogennich organismi a jejich izolati.

Hostlte.:lska Patogennl Tzolaty Pavod Datvum
rostlina organismus sbéru
PC 28/18 2 CR 2018
Pseudoperonospora CR, QlomQucf—Holice,
cubensis OL PC 7/21 experimentalni pozemek 25. 8.

UPOL, hostitelska rostlina 2021
Cucumis sativus
CR, Olomouc-Holice,
experimentalni pozemek 15. 8.
UPOL, hostitelska rostlina 2021
Cucurbita maxima

Cucumis sativus
26/21 Px

Podosphaera
xanthii

CR, Novy Ji¢in-Kojetin,
22/21 Px zahrada, hostitelska rostlina
Cucurbita pepo

CR, Olomouc-Holice,
experimentalni pozemek
Alternaria nespecifikovano UPOL, hostitelskd rostlina 2021
Cucurbita maxima (typ
Cucurbita Hokkaido)
maxima CR, Olomouc-Holice,
experimentalni pozemek
Fusarium nespecifikovano UPOL, hostitelskd rostlina 2021
Cucurbita maxima (typ
Hokkaido)

14. 8.
2021
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4.1.4. Esencialni oleje

Testované esencialni oleje (EO) pochazi z pracovni kolekce Katedry kvality
a bezpetnosti potravin Fakulty agrobiologie, potravinovych a pfirodnich zdroji Ceské
zemédélské univerzity v Praze. Jejich vycet, rostlinny pivod a vyrobce (pokud bylo

blize specifikovano poskytovatelem EO) je uveden v nasledujici tabulce (Tabulka 6).

Tabulka 6: Seznam testovanych esencialnich oleji, puvod a vyrobce.

Esencialni olej Pavod Vyrobce

Vonatka citronova .
Saloos naturcosmetic s.r.o.,

Citronelovy (Cymbopogon vyl{aterlanus), Brnénska 2430/21b. Blansko, CR
Indonésie
Hiebickovy Hiebickovec korgnny (Syzygium nespecifikovano
aromaticum)
. , Kajeput stiidavolisty e
Kajeputovy (Melaleuca alternifolia) nespecifikovano
Mitovy Mata kadefava (Mentha Saloos naturcosmetic s.r.o.,
y spicata), Cina Brnénsk4 2430/21b, Blansko, CR
SkoFicovy . Skoficovnik pravy nespecifikovano
(Cinnamomum zeylanicum)
Tvmidnoy+ Tymian obecny (Thymus Saloos naturcosmetic s.r.o.,
y y vulgaris), Spanélsko Brnénska 2430/21b, Blansko, CR

4.1.5. Fungicidni pripravky

Pii testovani ucinku esencialnich oleji (EO) vici saprofytickym organismim
(rodu Alternaria a Fusarium) byly jako pozitivni kontrola vyuzivany komercné

dostupné fungicidni ptipravky Bumper 25 EC a Topas 100 EC.

Bumper 25 EC je systémovy fungicidni pfipravek ve form& emulgovatelného
koncentratu s protektivnimi i kurativnimi acinky. Vyuziva se k ochrané listi a klast
rostlin pSenice, zita, jeCmene a trav vici napadeni napf. nasledujicimi patogeny: padli
travni (Erysiphe graminis), rez plevova (Puccinia glumarum), rez je¢na (Puccinia
triticina) a dalsi. Uginnou latkou je Propiconazol (238 g/1). Piipravek je vysoce toxicky

pro vodni organismy s dlouhodobymi t¢inky (ADAMA Irvita N. V., 2014).

Topas 100 EC je systémovy fungicidni pfipravek ve formé& emulgovatelného
koncentratu s protektivnimi 1 kurativnimi tcinky. Je urcen k ochrané jadrovin, vinné
révy, jahod, Cerného rybizu a zeleniny vuci chorobam zpusobenym houbovymi
patogeny. Uginna latka je Penkonazol (100 g/l), ktery brzdi syntézu ergosterolu, &imz

brzdi funkci bunéfnych membran. Pfipravek je toxicky pro vodni organismy,
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s dlouhodobymi ucinky. Predstavuje i mozné ohrozeni lidského zdravi v podobé

vazného podrazdéni oci nebo poskozeni plodu v téle matky (Syngenta, 2019).

Tabulka 7: Vyuzité fungicidni prostfedky, jejich i¢innd latka a vyrobce.

Fungicid Utinn4 latka Vyrobce
. ADAMA Irvita Plant Protection
Bumper 25 EC Propiconazol N. V., Curacao, Nizozemské Antily
Topas 100 EC Penconazol Syngenta Crop Protection AG, Basel,

Svycarsko

4.2. Metodika

V nasledujicich podkapitolach budou popsany nékteré spolecné postupy, které
byly vyuzivany pfi testovani ucinkii EO vici véem 3 typum patogend (4.2.1.) nebo
pouze vuci biotrofnim patogenim (4.2.2.). V dalSich podkapitolach (4.2.3., 4.2.4.,
4.2.5.) jsou popsany jednotlivé metody, jejich upravy a vyvoj, podle kterych byla
vypracovana experimentalni ¢ast diplomové prace. Kazda podkapitola se vénuje

postupu testovani uc¢inka EO vici jednomu piislusnému patogennimu organismu.

4.2.1. Priprava emulzi esencialnich oleju a roztoku fungicidi

Emulze EO byly pfipravovany pro vSechny patogenni organismy stejnym
zpusobem. Pro kazdou koncentraci kazdého EO byla pfipravena a popsana odmérna
baitka o objemu 100 ml. V digestofi do ni bylo napipetovano piislu§né mnozstvi
prislusného EO. Nasledné byl objem doplnén destilovanou vodou po rysku. Poté byla
banka uzaviena zatkou pro zabranéni nadmérnému vytékavani EO. Pied aplikaci byly
emulze vzdy dobfe protiepany pro ziskdni co nejrovnomeérnégj§i distribuce EO.
Jako negativni kontrola pii testovani slouzila destilovand voda. V nasledujici tabulce
(Tabulka 8) jsou uvedeny vSechny koncentrace emulzi EO pouzité pii testovani

vuéi vSem testovanym patogentim a objemy latek potiebnych pro jejich pfipravu.
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Tabulka 8: Priprava emulzi EO v piislusnych koncentracich.

Koncentrace emulze [ %] Objem EO [pl] Objem destilované vody [ml]
0 - negativni kontrola 0 100
0,025 25 99,975
0,05 50 99,950
0,075 75 99,925
0,1 100 99,900
0,2 200 99,800
0,3 300 99,700
0,4 400 99,600
0,5 500 99,500
0,6 600 99,400
1,5 1500 98,500

Pii testovani u¢inkti emulzi EO vuci saprofytickym plisnim rodu Alternaria a
Fusarium byly jako pozitivni kontrola vyuzity komeréné dostupné fungicidni piipravky
Bumper 25 EC (uc¢inna latka Propiconazol) a Topas 100 EC (u¢inna latka Penkonazol).
Jejich roztoky byly pfipraveny taktéz do 100 ml odmémych banék
v koncentracich doporucenych vyrobcem. V nasledujici tabulce (Tabulka 9) jsou
uvedeny objemy jednotlivych fungicidi a destilované vody potiebnych pro piipravu

roztokill o pfislusné koncentraci.

Tabulka 9: Piiprava roztoku fungicidu.

Koncentrace roztoku Objem destilované

Fungicid (%] Objem fungicidu [pl] vody [ml]
Bumper 25 EC 0,166 166 99,834
Topas 100 EC 0,030 30 99,970

4.2.2. Vyhotoveni listovych disku

Listové disky byly zhototovany pro ucely testovani ucinkd emulzi EO vici
patogenim Pseudoperonospora cubensis a Podosphaera xanthii. Pro jejich zhotoveni
byly vybirany starsi a pevnéjsi listy rostlin okurky seté. Cely proces probihal
co nejrychleji a nejopatrnéji, aby nedochazelo k nezadoucim ucinkim znehodnocovani
listd (vadnuti, deformace). List byl ustfihnut, polozen Zilnatinou nahoru na dievéné
prkénko a pomoci korkovrtu byly tvotfeny disky v mnozstvi potfebném na 1 Petriho
misku (pro PX 15 kust, pro PC 12 kust). Mista na listu byla volena mezi nejsilnéjsimi
zilkami tak, aby vysledné disky byly co nejrovnéjsi. Nasledné byly tyto disky ihned

vyuzity pro experiment.

34



4.2.3. Postup prace s patogenem Podosphaera xanthii

Kultivace

Pro kultivaci obou izolath Podosphaera xanthii (dale jen PX; izolaty 22/21 Px,
26/21 Px) byly vyuzivany piiblizn€ mésic staré rostliny okurky seté kultivaru Perseus
F1, zasazené po 3-4 kusech (dle jejich velikosti) v kvétinaci se substratem perlitem.
Tyto rostliny byly inokulovany PX otérem listu o list jiz napadené rostliny okurky seté.
Inkubace probihala ve fytotronu pii teploté 17-20 °C, po dobu 7-10 dni. Poté byl
patogen pfipraven pro vyuziti pii testovani ucinkt EO.

Metoda 1: Testovani ucinku emulzi EO (0,2-0,6 %) metodou postriku, kultivace
v plastovych krabic¢kach (Loubova, 2022)

Byly pfipraveny emulze EO o koncentracich 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 a 0,6 %. Nasledné
byla pfislusnad koncentrace EO aplikovana plastovym rozpraSovatem na 2-3 listy
okurky seté. Poté byly listy zabaleny do igelitového sacku po dobu 30 minut tak,
aby byly maximalizovany ucinky EO a bylo zabranéno jejich vytékani do okoli.
V mezicase byly pfipraveny plastové krabicky: Byly do nich vlozeny 4 vrstvy buni¢iny
a 1 vrstva filtracniho papiru. VSechny vrstvy byly nésledné navlhéeny destilovanou
vodou pomoci stficky. Po 30 minutach inkubace byly listy odstfizeny a byly z nich
zhotoveny listové disky (dle podkapitoly 4.2.2.). Disky byly umistény do pfipravenych
krabicek po 15 kusech (3 opakovani po 5 discich), vzdy 2 koncentrace do jedné
krabicky (viz schéma usporadani na Obrazku 6). Takto pripravené disky byly nasledné
naockovany piislusnym izolatem PX otérem listu o list jiz napadené rostliny okurky
seté. Inkubace probihala ve fytotronu pii teploté 17-20 °C, po dobu 11 dni,
kdy probihalo pravidelné hodnoceni vysledk.

Koncentrace A

QOO0
OO00O
OOO00O

Koncentrace B

00000,
OOO00O
OO00O

Obrazek 6: Schéma uspotadani disku v plastové krabi¢ce. V horni ¢asti jsou disky oSetiené koncentraci
A, v dolni Casti disky oSetfené koncentraci B.
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Metoda 2: Testovani ucinku emulzi EO (0,2-0,6 %) metodou namaceni disku
a kultivace v plastovych krabickach dle modifikované metody listovych disku
(Sedlakova & Lebeda, 2008)

Byly pfipraveny emulze EO o koncentracich 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 a 0,6 %. Listy
okurky seté byly tedy nejprve ustfizeny a nasledné z nich byly vyhotoveny listové disky
(dle podkapitoly 4.2.2.). Prislusna emulze EO byla vzdy nejprve dobie protiepan a vylit
do plastové misky. Poté do né byly pomoci pinzety na kratky okamzik (cca 1 s)
ponofeny disky v potfebném pocCtu. OsSetfené disky byly umistény do pfipravenych
plastovych krabi¢ek (navlhcené 4 vrstvy buniCiny a 1 vrstva filtracniho papiru)
dle schématu vyobrazeného na Obrazku 6. Nasledné byly disky inokulovany piislusnym
izolatem PX otérem listu o list jiz napadené rostliny okurky seté. Inkubace probihala
ve fytotronu pfi teploté 17-20 °C, po dobu 11 dni, kdy probihalo pravidelné hodnoceni
vysledka.

Metoda 3: Testovani ucinku emulzi EO (0,025-0,075 %), kultivace v Petriho
miskach dle modifikované metody listovych diski (Sedlakova & Lebeda, 2008)

Byly ptipraveny emulze EO o koncentracich 0,025; 0,05 a 0,075 %. Listy
okurky byly odstfizeny, byly z nich vyhotoveny disky (dle podkapitoly 4.2.2.), které
byly na kratkou dobu (cca 1 s) ponofeny do piislusné emulze EO. OSetiené disky byly
nasledné vlozeny do pfipravenych Petriho misek (navlhéené 4 vrstvy buniciny
a 1 vrstva filtracniho papiru) — kazdd koncentrace zvlast (viz schéma usporadani
na Obrazku 7). Nasledné byly disky inokulovany pfislusnym izolatem PX otérem listu
o list jiz napadené rostliny okurky seté. Inkubace probihala ve fytotronu pfi teploté

17-20 °C, po dobu 11 dni, kdy probihalo pravidelné hodnoceni vysledki.

Obriazek 7: Schéma uspofadani listovych diskti na Petriho misce pii testovani PX.
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Zpusob hodnoceni

Oba izolaty PX byly hodnoceny zvlast stejnym zpusobem. Experiment byl
zalozen 1. den, nasledné probihala 7 dni inkubace v idealnich podminkach, pii nichz PX
méla moznost rast. Nasledné¢ 7. den probihalo 1. hodnoceni, 9. den probihalo 2.
hodnoceni a 11. den posledni 3. hodnoceni. Pfi téchto pravidelnych hodnocenich bylo
provedeno kvantitativni hodnoceni dle Lebedovy metody (1986). Vizualné bylo
hodnoceno procentualni zasazeni plochy kazdého listového disku okurky seté. Byla tedy
hodnocena plocha, kde narostla PX. Tato metoda predstavuje pétibodovou stupnici (0-4)
popisujici stuperi napadeni patogenem (viz Tabulka 10). Tyto hodnoty byly zaneseny
do protokolu (viz Pfiloha 1).
Tabulka 10: Stupnice pro hodnoceni pokryti listového disku narostlou PX (Lebeda, 1986).

Stupei intenzity napadeni (sporulace) Mira pokryti listového disku [%]
0 0
1 <25 %
2 25-50 %
3 50-75 %
4 >T5 %

Kvantitativni hodnoceni zahrnuje vypocet celkového stupné napadeni (P)
dle Townsenda & Heubergera (1943), kde byly vyuzita data ziskana z prabéznych
kontrol a zanesenych v protokolech. Vypocet byl proveden dle nasledujiciho vzorce:

% (n-v)-100

P==——— ikde

n = pocet diskd v kazdé kategorii napadent,
v = stupen napadeni,

X = maximalni stupen napadeni

N = celkovy pocet hodnocenych diskt

Kvalitativni hodnoceni citlivosti patogenti vici emulzim EO bylo provedeno
dle Urbana a Lebedy (2006), kdy byly rozliSovany 3 typy reakci: senzitivni reakce
(oznacovana jako ,-), kdy byl stupeni napadeni < 10 %. Dale tolerantni reakce,
kdy byl stupenl napadeni 10,1-34,9 % (oznafovana jako ,(-)*) a rezistentni reakce,
kdy byl stupenl napadeni > 35 % (oznac¢ovana ,,+).

Byla stanovena také hodnota EDso, tedy hodnota efektivni koncentrace kazdé

emulze EO, ktera inhibovala sporulaci u 50 % PX.
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4.2.4. Postup prace s patogenem Pseudoperonospora cubensis

Kultivace a uchovavani

Pseudoperonospora cubensis (dale jen PC) byla kultivovana na Petriho miskach
se 4 vrstvami buniCiny a 1 vrstvou filtracniho papiru. VSechny vrstvy byly nasledné
navlhCeny optimalnim objemem destilované vody pomoci stiicky. Do takto ptipravené
Petriho misky byla vlozena Cast listu okurky seté zilnatinou nahoru, tak aby pokryla
co nejvetsi plochu filtraéniho papiru. Nasledné byl pripraven ocCkovaci roztok
prislusného izolatu PC: list okurky seté, na kterém byl narostly pfislusny izolat,
byl pinzetou premistén do kadinky s destilovanou vodou a dobfe vyméachan tak,
aby se do vody uvolnilo co nejvice sporganii. Pro kontrolu pfitomnosti sporangii byl
ptipraveny ockovaci roztok prohlédnut pod mikroskopem pod stonasobnym zvétSenim.
Ockovani bylo provedeno pomoci sklenéného rozpraSovace s jemnym nastiikem
na plochu celého listu v Petriho misce. Uzaviené Petriho misky byly inkubovany
5-7 dni ve fytotronu pii teplot¢ 17-20°C. Prvnich 24 hodin byly zakryty cernym
igelitem, aby na n¢€ nesvitilo svétlo a sporangia tak mohla lépe klicit.

Po 5 dnech kultivace bylo s PC mozné provést experiment, nebo
ji bylo mozné skladovat v mrazni¢ce az 6 mésict pii teploté - 80 °C. Zmrazeny vzorek
bylo také mozné vyuzit pro dalsi kultivaci a opakovani celého procesu.

Metoda 1: Testovani ucinka emulzi EO (0,025-0,2 %) v jamkové desticce
dle modifikované metodiky plovoucich listovych disku (Urban & Lebeda, 2006)

Byly pfipraveny emulze EO o koncentracich 0,025; 0,05; 0,075; 0,1 a 0,2 %.
Jejich ucinky byly testovany v jamkové destiCce o 24 jamkach. Do pfislusné jamky byl
napipetovana piislusna emulze EO asi do % objemu jamky. Na kazdé desticce pak tedy
byly 2 koncentrace emulzi, kazdému pfisluselo 12 jamek (3 opakovani po 4 discich —
viz schéma usporadani desticky na Obrazku 8). Nasledné byly vyhotoveny listové disky
a umistény do kazdé jamky, tak aby plavaly na hladiné¢ emulze. Ockovani listovych
diskti o¢kovacim roztokem se sporangii piislusného izolatu PC a inkubace probihaly
stejnym zpusobem jako v predchozi Casti s nazvem ,,Kultivace a uchovavani“. Pribézné

bylo provadéno hodnoceni vysledki.
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Obrazek 8: Schéma uspotradani 24-jamkové destiCky. Ve sloupcich 1-3 se nachdzi 3 opakovani (A1-A3)
po 4 discich pro koncentraci A daného esencidlniho oleje. Ve sloupcich 4-6 se nachazi 3 opakovani
(B1-B3) po 4 discich pro koncentraci B.

Metoda 2: Testovani ucinka emulzi EO (0,025-0,2 %) na Petriho miskach
dle modifikované metody listovych disku (Sedlikova & Lebeda, 2008)

Byly testovany uc¢inky emulzi o koncentracich 0,025; 0,05; 0,075; 0,1 a 0,2 %.
Do Petriho misek byly pfipraveny 4 vrstvy buniCiny a 1 vrstva filtracniho papiru, poté
byly vSechny vrstvy navlhéeny stfickou. Poté byly vyhotoveny listové disky
dle podkapitoly 4.2.2. Ptislu§na vyuzivana emulze EO byla nejprve dobie protfepana
a vylita do plastové misky. Poté do n€j byly pomoci pinzety na kratky okamzik (cca 1 s)
ponoteny disky v potfebném mnozstvi. Na filtracni papir kazdé Petriho misky pak tedy
bylo umisténo celkem 12 listovych diskl oSetfenych pfislusnou emulzi EO
(3 opakovani po 4 discich — viz schéma uspotradani na Obrazku 9) zilnatinou nahoru.
Ockovani listovych diski oCkovacim roztokem se sporangii piislusného izolatu PC
a inkubace probihaly stejnym zplGsobem jako v predchozi Casti s nazvem , Kultivace

a uchovavani“. Prabézné€ bylo provadéno hodnoceni vysledki.

QOO0
OOOO
OOOO

Obriazek 9: Schéma uspofadani listovych diskt na Petriho misce pii testovani uc¢inkii EO vuci PC.
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Metoda 3: Testovani ucinka emulzi EO (0,025-0,075 %) na Petriho miskach
dle modifikované metody listovych disku (Sedlikova & Lebeda, 2008)

Byly testovany ucinky emulzi EO o koncentracich 0,025; 0,05 a 0,075 %. Cely
nasledujici postup této metody testovani je totozny s postupem uvedenym v predchozi

casti s nazvem , Metoda 2.

Zpusob hodnoceni
Hodnoceni ucinkid EO vuci PC bylo provedeno na zakladé stejnych metod jako
hodnoceni ucinki EO viacéi PX. Rozdilna byla pouze doba kultivace PC a pocet

listovych diskt pro hodnoceni (pouze 3x4 disky).

Experiment byl tedy zalozen 1. den, nésledné¢ probihala 5 dni inkubace
v idealnich podminkach, pfi nichz PC méla moznost rust. Nasledné 5. den probihalo
1. hodnoceni, 7. den probihalo 2. hodnoceni a 9. den posledni 3. hodnoceni. Pfi téchto
prubéznych hodnocenich bylo provedeno kvantitativni hodnoceni a tyto hodnoty byly

zaneseny do protokolu (viz Pfiloha 2).

Kvantitativni hodnoceni bylo stejné jako u PX provedeno na zakladé metod
dle Lebedy (1984) a Townsenda & Heubergera (1943). Kvalitativni hodnoceni bylo
provedeno taktéz jako u PX na zakladé¢ metody dle Urbana a Lebedy (2004). Stejné

tak byla stanovena i hodnota EDso.

4.2.5. Postup prace s patogeny rodu Alternaria a Fusarium

Kultivace

Kultivace saprofytickych plisni rodu Alternaria a Fusarium probihala dle metodiky
uvedené ve studii MatuSinského et al. (2015) — na bramborovém agaru (PDA) v Petriho
miskach pfi teploté¢ 20 °C v temnu po dobu 5 dni. Poté bylo mozné s plisnémi provést

experiment.
Testovani uc¢inka emulzi EO (1,5 %)

Byly testovany emulze vybranych EO o koncentraci 1,5 %. Soucasné byly
testovany také ucinky 2 fungicidnich pfipravkad, které slouzily jako pozitivni kontrola
— Bumper 25 EC (0,166 %) a Topas 100 EC (0,03 %). Pro toto testovani byly
pfipraveny malé plastové krabicky. Byly do nich vlozeny 4 vrstvy buni€iny a 1 vrstva
filtracniho papiru, cely obsah byl nésledné navlhCen destilovanou vodou pomoci
stficky. Plod dyné velkoplodé byl rozkrajen na kusy o rozmérech pfiblizné 1,5x1,5 cm,

které byly nasledné¢ ponofeny do emulze EO a umistény do pfipravené krabicky
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— 2 kusy dyné pro kazdy EO zvlast’ (viz schéma uspotradani na Obrazku 10). Poté byly
inokulovany patogeny rodu Fusarium a Alternaria. Agarosovy gel s narostlym
patogenem byl rozkrajen skalpelem na c¢tverce o rozmérech piiblizn€é 2x2 mm.
Na kazdy kus plodu dyné byl umistén ¢tverec agarosy s narostlym pfisluSnym

patogenem. Krabicky byly inkubovany ve fytotronu pfi teploté 17-20 °C.

Obriazek 10: Schéma uspoiadani kusu dyn¢ velkoplodé (Cucurbita maxima) v plastové krabiCce.

Zpusob hodnoceni

Hodnoceni bylo provedeno pro kazdy druh celkem dvakrat — po 7 a nasledné
po 14 dnech od inokulace. Vizualné byl hodnocen procentualni nartst pokryti — celkovy
stupenl napadeni, kdy ¢tverec PDA nebyl do celkové plochy zapocitavan. Tyto hodnoty
byly zaznamenany do protokolu (viz Pfiloha 3). Toto hodnoceni bylo provedeno dvéma
nezavislymi pozorovateli pro minimalizaci subjektivity hodnoceni a z téchto vysledku
byla vypocitana primérna hodnota. Dale byla hodnocena reakce patogenu vuci
testované koncentraci, kdy byla vyuzita metoda dle Urbana a Lebedy (2000), kde jsou
rozliSovany 3 typy reakci: senzitivni reakce (oznaCovana jako ,-“), kdy byl stupen
napadeni < 10 %. Daéle tolerantni reakce, kdy byl stuperi napadeni 10,1-34,9 %

(oznacovana jako ,(-)) a rezistentni reakce, kdy byl stupeil napadeni > 35 %

(oznacovana ,,+).
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5. VYSLEDKY

V nasledujicich podkapitolach (5.1.1., 5.1.2., 5.1.3., 5.1.4.) jsou popsany
vysledky jednotlivych zptsobu testovani ucinki EO viéi vSem vyuzitim patogennim
organismim a popsany duvody zmén a uprav metodik jednotlivych experimentd.
V posledni podkapitole této kapitoly (5.1.5.) budou popsany souhrnné vysledky

a porovnani ucinkl jednotlivych oleji vici jednotlivym patogentim.

5.1. Podosphaera xanthii

Prvni vyuzitd metoda (uvedena jako Metoda 1 uvedena v podkapitole 4.2.3.)
dle Loubové (2022) pro testovani ucinkd emulzi EO vici 2 izolatim PX nebyla vhodna.
Vysoké koncentrace testovanych emulzi (0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6 %) v kombinaci s vyssi
teplotou v igelitovém saCku pusobily fytotoxicky wvaci listim okurky seté, kdy
dochéazelo k jejich zrychlenému vadnuti. Nasledné dochazelo také k odbarvovani
a rozpousténi listovych diskt v platovych krabickach béhem kultivace. Metoda proto

nebyla dale vyuzivana a byla nahrazena.

Jako druha byla vyuzita modifikovana metoda listovych diskt dle Sedlakové
a Lebedy (2008; uvedena jako Metoda 2 v podkapitole 4.2.3.), kdy byly nejprve
vyhotoveny listové disky, nésledné aplikovana pfislusna emulze EO, kultivace
probihala ve velkych plastovych krabickach, kde byly umistény vzdy 2 koncentrace EO
spolecn¢. Testované koncentrace (0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6 %) byly opét prili§ vysoké.
I bez kombinace s pusobenim vys$si teploty dochazelo k fytotoxickym ucinkim
v podobé sesychani, deformovani a odbarvovani listovych diskd. Dale dochazelo
vlivem tékavosti oleju ke zkreslovani vysledka jednotlivych koncentraci v ramci jedné
krabicky. Nejvyrazné€ji byl tento vliv pozorovatelny u krabicky, kde byla umisténa
kontrola (vyuziti pouze destilované vody) spolu s prvni koncentraci EO (0,2 %),
kdy na kontrolnich discich nerostl zadny patogen. Metoda byla nahrazena a dale

se nevyuzivala.

Jako finalni byla vyuzivana metoda (uvedena jako Metoda 3 v podkapitole
4.2.3.), kdy se opét vychazelo z modifikované metody listovych diska dle Sedlakové
a Lebedy (2008). Doslo k vyraznému snizeni vyuzitych koncentraci emulzi EO (0,025;
0,05; 0,075 %). Dale po aplikaci pfislusné koncentrace byly listové disky kultivovany
v Petriho miskach — kazd4d koncentrace zvlast ve své misce, aby nedochéazelo

k ovliviiovani vysledki vlivem tékavosti oleji. Tato metoda testovani vykazovala
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minimalni ucinky fytotoxicity vici listovym diskiim a zaroveri byla ucinna vici obéma
izolatim PX. Tato metoda tedy byla vyuzivana pro dalSi testovani ucinkd EO

a jeji vysledky jsou shrnuty v nasledujici tabulce (Tabulka 11).

Tabulka 11: Vysledky testovani u¢inki EO vuci izolatim 22/21 Px a 26/21 Px v rozsahu koncentraci
0,025; 0,05 a 0,075 %.

Izolat PX 22/21 Px 26/21 Px

Olej / Koncentrace [%] K 0,025 0,05 0,075 K 0,025 0,05 0,075

P [%] 91,67 0 0 0 90 0 0 0
Citronelovy  Reakce - - - - - -
EDso < 0,025 % < 0,025 %
P [%] 91,67 0 0 0 90 15 0 0
Hiebickovy  Reakce - - - ) - -
EDso < 0,025 % < 0,025 %
P [%] 95,83 65,83 4833 46,67 | 83,33 76,67 5333 48,33
Kajeputovy  Reakce + + + + + +
EDs 0,025-0,05 % 0,05-0,075 %
P [%] 100 15 0 0 78,33 21,67 0 0
Maitovy Reakce (-) - - (-) - -
EDso < 0,025 % < 0,025 %
P [%] 94,17 57,5 1,67 0 90 43,33 0 0
SkoFicovy Reakce + - - + - -
EDs 0,025-0,05 % < 0,025 %
P [%] 86,67 1,67 0 0 36,67 41,67 0 0
Tymidnovy  Reakce - - - + - -
EDso < 0,025 % < 0,025 %

P — celkovy stupeii napadeni [%], typ reakce patogenu — senzitivni (,,-), tolerantni (,,(-)*), rezistentni (+)

Ze ziskanych experimentalnich dat uvedenych v Tabulce 11 je patrné,
ze v ochrané vi¢i obéma izolatim PX byl uCinny pouze olej citronelovy, ktery
vykazoval 100% inhibi¢ni Uc¢inky v celém rozsahu testovanych koncentraci. Celkovy
stupenl napadeni P byl roven 0 a reakce patogenu byla vzdy senzitivni. Hodnota EDs
byla stanovena na nizsi nez 0,025 %. Jako dalsi uCinny olej v ochrané vici PX lze
hodnotit olej hrebickovy, ktery taktéz vykazoval inhibicni UCinky v celém rozsahu
testovanych koncentraci ale pouze u izolatu 22/21 Px. U druhého izolatu 26/21 Px byl
pfi koncentraci 0,025 % celkovy stupen napadeni P vétsi nez 10 a doslo tedy
k tolerantni reakci patogenu. Hodnota EDso byla taktéz stanovena mensi nez 0,025 %.
Jako dalsi ucinny se z dostupnych dat projevil olej tymianovy, ktery vaci izolatu 22/21
Px vykazoval inhibi¢ni ucinky v celém rozsahu testovanych koncentraci, doslo tedy
k senzitivni reakci patogenu a hodnota EDso byla stanovena men$i nez 0,025 %.

Pti testovani druhého izolatu 26/21 Px doslo k technickym potizim, kdy nebylo mozné
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zajistit optimalni podminky pro kultivaci PX. Tyto vysledky proto nejsou povazovany
za validni. Méné ucinny se v ochrané vici PX projevil olej matovy, viuci kterému oba
izolaty patogenu projevily tolerantni reakci u nejnizsi testované koncentrace. Hodnota
EDso byla taktéz stanovena mensi nez 0,025 %. Olej skoficovy se projevil jako dalsi
méne ucinny. Izolat 22/21 Px vykazoval rezistentni reakci u nejnizs§i koncentrace
a u dalSich dvou doslo k reakci senzitivni. Hodnota EDsop byla stanovena v intervalu
0,025-0,05 %, protoze nelze zcela presné urcit obsah ucinné latky oleji. Izolat 26/21 Px
vykazoval taktéz k rezistentni reakci u nejnizsi testované koncentrace, avSak hodnota
EDso byla stanovena mensi nez 0,025 %. Jako nejméné ucinny se pfi testovani projevil
olej kajeputovy, u kterého se celkovy stupen napadeni diski P vzdy pohybovala nad
hodnotou 35 %, reakce patogenu vici tomuto oleji byla tedy vzdy rezistentni. Hodnota
EDso byla stanovena v intervalu 0,025-0,05 % pro izolat 22/21 Px a v intervalu
0,05-0,075 % pro izolat 26/21 Px.

Dulezité je prihlédnout také k problematice fytotoxicity esencialnich oleju, které
byly prokazany béhem testovani. Nejméné fytotoxicky pusobil olej kajeputovy,
u kterého zustavaly listové disky vétSinou po celou dobu testovani zelené v celém
rozsahu testovanych koncentraci. U matového oleje dochazelo k fytotoxickym ucinkiim
pouze u nejvyssi koncentrace. U skoficového a hiebickového oleje dochazelo
k fytotoxickym ucinkiim u koncentraci 0,05 a 0,075 %. U citronelového a tymianového
oleje dochazelo k fytotoxickému pusobeni v celém rozsahu testovanych koncentraci.
Tyto ucinky se u vSech oleji (kromé hiebickového a kajeputového) projevovaly
odbarvovanim a rozpousténim listovych diski. U oleje hiebickového navic dochazelo
k hnédnuti listovych diskt. Tyto acinky jsou zachyceny ve fotodokumentaci (Ptiloha 4),
ktera zachycuje prabéh testovani béhem jednotlivych kontrol. Tento pribéh je ovSem
zkreslen piitomnosti jinych nespecifickych saprofytickych organisma, jejichz vyskyt
byl podpoten technickymi potizemi pfi zajiStovani optimalnich podminek pro kultivaci

PX.
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5.2. Pseudoperonospora cubensis

Prvni metoda (uvedena jako Metoda 1 v podkapitole 4.2.4.), kdy bylo vyuzivano
modifikované metody plovoucich diski dle Urbana a Lebedy (2006), nebyla
pro testovani ucinki emulzi EO vhodna. Dochazelo k nadmérmému kontaktu listovych
diski se emulzemi EO (0,025; 0,05; 0,075; 0,1; 0,2 %), coz se projevovalo
fytotoxickymi uc¢inky v podobé€ odbarvovani a rozpousténi listovych diskd. Tato metoda

dale nebyla vyuzivana.

Dale byla vyuzivana modifikovana metoda listovych diskt dle Sedlakové
a Lebedy (2008; uvedena jako Metoda 2 v podkapitole 4.2.4.) upravena pro PC. Listové
disky byly ponofeny do emulze EO a nasledné¢ umistény do Petriho misek, kazda
koncentrace zvlast (obdobné jako pfi testovani PX, pouze s rozdilem poctu listovych
diskt). Byly opét testovany koncentrace 0,025; 0,05; 0,075; 0,1; 0,2 %. Dvé nejvyssi
koncentrace byly pfili§ vysoké a puasobily fytotoxicky, v dal§i metodé (uvedena jako
Metoda 3 v podkapitole 4.2.4.) tedy uz byly testovany pouze koncentrace 0,025; 0,05
a 0,075 %. Vysledky Metody 3 jsou uvedeny v nasledujici tabulce (Tabulka 12).

Tabulka 12: Vysledky testovani uCinki EO vuci izolatim OL PC 7/21 a PC 28/18 2 v rozsahu
koncentraci 0,025; 0,05 a 0,075 %.

Izolit PC OLPC7/21 PC 28/18 2

Olej / Koncentrace [%] K 0,025 0,05 0,075 K 0,025 0,05 0,075

P [%] 82,29 0 0 0 82,25 0 0 0
Citronelovy  Reakce - - - - - -
EDso <0,025 % < 0,025 %
P [%] 82,29 38,54 0 0 82,25 43,75 0 0
Hiebickovy  Reakce + - - + - -
EDso <0,025 % < 0,025 %
P [%] 95,83 90,63 6042 41,67 | 94,79 95,83 62,5 37,58
Kajeputovy  Reakce + + + + + +
EDs 0,05-0,075 % 0,05-0,075 %
P [%] 95,83 62,5 37,5 0 94,79 54,17 0 0
Maitovy Reakce + + - + - -
EDs 0,025-0,05 % 0,025-0,05 %
P [%] 95,83 1,04 0 0 94,79 4,17 0 0
SkoFicovy Reakce - - - - - -
EDso <0,025 % < 0,025 %
P [%] 95,83 0 0 0 94,79 0 0 0
Tymidnovy  Reakce - - - - - -
EDso <0,025 % < 0,025 %

P — celkovy stupeii napadeni [%], typ reakce patogenu — senzitivni (,,-), tolerantni (,,(-)*), rezistentni (+)
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Na zakladé ziskanych experimentalnich dat uvedenych v pfedchozi tabulce
(Tabulka 12) Ize usoudit, ze nejucinnéj§i v ochrané pied obéma izolaty PC byly olej
citronelovy a tymianovy, které pusobily inhibicné v celém rozsahu testovanych
koncentraci. Celkovy stupenl napadeni P se rovnal ve vSech piipadech O a reakce
patogenu vuci t€émto olejim pak tedy byla vzdy senzitivni. Hodnota EDso u obou oleju
byla stanovena jako men$i nez 0,025 %. Jako dalsi uUc¢inny olej se projevil olej
skoficovy, ktery pusobil inhibi¢né v celém rozsahu testovanych koncentraci, avsak
u nejnizsi koncentrace oba izolaty stale vykazovaly omezenou sporulaci (OL PC 7/21 —
1,04 %, PC 28/18 2 — 4,17 %). Reakce patogenu i presto byla v celém rozsahu
senzitivni. Hodnota EDsp byla stanovena mensi nez 0,025 %. Hrebickovy olej
na oba izolaty PC pusobil stejnym zpusobem. U nejnizsi koncentrace byl celkovy
stupeni napadeni P vétsi nez 35 %, reakce patogenu vuci oleji byla tedy rezistentni.
U obou vysSich koncentraci uz doslo k reakci senzitivni. Hodnota EDs¢ byla stanovena
mensi nez 0,025 %. Olej matovy pusobil vici izolatim rozdilné. VUci izolatu OL PC
7/21 pusobil inhibi¢né pouze u nejvyssi koncentrace (0,075 %), kde byla hodnota P
rovna 0. U obou nizsich koncentraci byla hodnota P vétsi nez 35 % a doSlo tedy k reakci
rezistentni. Hodnota EDso byla stanovena v intervalu 0,025-0,05 %. Izolat PC 28/18 2
vykazoval rezistentni reakci pouze u nejniz§i koncentrace (0,025 %) a u téch vysSich
doslo kreakci senzitivni. Hodnota EDsp byla stanovena v intervalu 0,025-0,05 %.
Jako nejméné ucinny se v ramci testovani projevil olej kajeputovy. Oba izolaty PC
v celém rozsahu testovanych koncentraci vici oleji projevily rezistentni reakci. Hodnoty

EDso byly stanoveny shodné v intervalu 0,05-0,075 %.

Ve vétsiné testovani byly zaznamenany fytotoxické ucinky esencialnich oleja,
které se projevovaly obdobné jako pii testovani ucinka EO vici PX. Tyto projevy jsou
tedy uvedeny jiz v pfedchozi kapitole (viz kapitola 5.1.). Fotodokumentace uvedena
v Ptiloze 5 zachycuje pribéh testovani a fytotoxické ucCinky EO. Tyto zachycené
vysledky byly zkresleny technickymi potizemi, kdy nebyly zcela zajiStény optimalni
podminky pro kultivaci PC.
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5.3. Alternaria

Testovani ucinkd EO vuci saprofytické plisni rodu Alternaria bylo provedeno
v ramci projektu Ministerstva zemeédelstvi QK21010064 — Vyuziti biologicky aktivnich
latek rostlinného pavodu pii skladovani zemédélskych produktd. Vysledky tohoto
testovani UCinkd emulzi EO o koncentraci 1,5 % jsou shrnuty v nasledujici tabulce

(Tabulka 13).

Tabulka 13: Vysledky testovani ucinkii EO o koncentraci 1,5 % vici plisni rodu Alternaria.

Patogen Alternaria

Olej / Koncentrace [%] K Bumper Topas 1,5

Citronelovy P %] 25
i '
y Reakce -
oy er P [%] 0
Hiebicko
1ckovy Reakce -
P [% 86,25
Kajeputovy %]
Reakce 100 96,25 100 +
Mitove P [%] + + 0
ato
vy Reakce -
_ P [%] 0
Skorico
vy Reakce -
Tymianovy P %] 0
y y Reakce -

P — celkovy stupent napadeni [%]; typ reakce patogenu — senzitivni (,,-), tolerantni (,,(-)*), rezistentni (+),
Bumper — Bumper 25 EC, Topas — Topas 100 EC

Z vysledki uvedenych v Tabulce 13 je patrné, ze jediny signifikantné netacinny
olej vochrané¢ vaci plisni rodu Alternaria byl olej kajeputovy, u kterého byl
zaznamenan celkovy stuper napadeni o hodnoté 86,25 % a patogen tedy projevil reakci
rezistentni. U citronelového oleje byl zaznamenan celkovy stupen napadeni 2,5 %,
avSak reakce patogenu jiz byla povazovéana za senzitivni. VSechny ostatni oleje lze
povazovat za ucinné v ochrané vuci plisni rodu Alternaria vzhledem k celkovému
stupni napadeni kusu tykve (0 %) a senzitivni reakci patogenu. Soucasti testovani byly
také fungicidni pfipravky Bumper 25 EC a Topas 100 EC, které byly vyuzity jako
pozitivni kontrola. U obou fungicidi byly zaznamenany vysoké hodnoty celkového
stupné napadeni kusu tykve, lze tedy usoudit, ze s vyuzitim dané metodiky nejsou

pro ochranu vici plisni rodu Alternaria vhodné.

Utinky skupiny esencialnich oleja vi&i plisni rodu Alternaria v prib&hu

testovani jsou zaznamenany ve fotodokumentaci v Priloze 6.
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5.4. Fusarium

Testovani ucinka EO vuci saprofytické plisni rodu Fusarium bylo provedeno
v ramci projektu Ministerstva zemeédelstvi QK21010064 — Vyuziti biologicky aktivnich
latek rostlinného pavodu pii skladovani zemédélskych produktd. Vysledky tohoto
testovani UCinkd emulzi EO o koncentraci 1,5 % jsou shrnuty v nasledujici tabulce

(Tabulka 14).

Tabulka 14: Vysledky testovani ucinkii EO o koncentraci 1,5 % vici plisni rodu Fusarium.

Patogen Fusarium

Olej / Koncentrace [%] K Bumper Topas 1,5

Citronelovy PL%] 97,50
: Reakce +
e P [%] 100
Hrebickovy Reakee N
Kajeputovy P %] 100
* Reakce 100 72,50 100 +
Matove P [%] + + 17,50
‘ Reakce )
v P [%] 55
Skoficovy Reakce +
Tymianovy P %] 0
: * Reakce -

P — celkovy stupent napadeni [%]; typ reakce patogenu — senzitivni (,,-), tolerantni (,,(-)*), rezistentni (+),
Bumper — Bumper 25 EC, Topas — Topas 100 EC

Z vysledkt uvedenych v Tabulce 14 je patrné, Ze jako jediny ucinny esencialni
olej v ochrané vuci plisni rodu Fusarium lze povazovat olej tymianovy, u kterého
nebyla zaznamenana zadna tvorba mycelia (celkovy stupefi napaeni byl 0 %) a tedy
senzitivni reakce patogenu. Jako CasteCné ucinny lze povazovat olej matovy, u kterého
byl zaznamenan celkovy stupeii napadeni tykve o hodnoté 17,5 % a dale olej skoficovy,
u kterého byl zaznamenan celkovy stupefi napadeni o hodnoté 55 %. Ostatni oleje
(citronelovy, hiebickovy, kajeputovy) lze povazovat za netcinné v ochrané vici tomuto
patogenu z divodu vysoké hodnoty celkového stupné napadeni, ktera se bud’ rovnala

100 %, nebo se k této hodnoté velmi blizila (97,5 %).

Soucasti testovani bylo také hodnoceni ucinkti fungicidnich pfipravkti Bumper

25 EC a Topas 100 EC. Oba byly s vyuzitim dané metodiky netc¢inné.

Ucinky skupiny esencialnich oleji vuaci plisni rodu Fusarium v prabéhu

testovani jsou zaznamenany ve fotodokumentaci v Priloze 7.
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5.5. Souhrnné vysledky ucinku EO

Tato kapitola porovnava ucinky jednotlivych esencialnich oleja viéi vsSem
testovanym patogennim organismum (PX, PC, Alternaria a Fusarium) a jejich izolatim
(22/21 Px, 26/21 Px, OL PC 7/21, PC 28/18 2). Byla sestavena souhrnna tabulka
(Tabulka 15), kterd prehledné shrnuje kvalitativni hodnoceni reakci patogenu
dle Urbana a Lebedy (2006) viuci vsem EO a jejich koncentracim vyuzitym pfi
testovani. V tomto hodnoceni jsou rozliSovany 3 typy reakci: senzitivni (oznacovana
jako ,-), kdy byl stupent napadeni < 10 %, tolerantni, kdy byl stupefi napadeni
10,1-34,9 % (oznacovana jako ,,(-)) a rezistentni, kdy byl stuperi napadeni > 35 %
(oznacovana ,,+*). Pokud byla reakce rezistentni, olej byl povazovan za neucinny,
pokud byla reakce tolerantni, olej byl povazovan za Castecné ucinny a pokud byla

reakce senzitivni, dany olej byl povazovan za G¢inny v ochrané vici danému patogenu.

Tabulka 15: Souhrnné vysledky reakci jednotlivych patogenti vuci véem testovanym EO.

sz‘zt;’lfl‘g‘ 22/21 Px 2621Px  OLPC7/21 PC28/182 Alternaria Fusarium
Olej Koncentrace v poradi: 0,025; 0,05; 0,075 % Koncentrace: 1,5 %

Citronelovy --- --- --- S - +
Hiebickovy --- ) -- +-- +-- - +
Kajeputovy +++ +++ +++ +++ + +

Mitovy -)-- -)-- ++- +-- - )
Skofricovy +-- +-- --- --- - +
Tymidnovy --- +-- --- --- - -

U vysledkii PX a PC kazdé oznaCeni (+, (-), -) pfedstavuje typ reakce pro danou testovanou koncentraci v
potadi 0,025; 0,05; 0,075 %. Typ reakce patogenu — senzitivni (,,-*), tolerantni (,,(-)), rezistentni (+).

Z Tabulky 15 je patrné, Ze olej citronelovy byl s vyuzitim dané metodiky ucinny
v ochrané vii¢i obéma izolatim PX i obéma izolatim PC. Pii hodnoceni jeho ucinku
vuéi saprofytickym plisnim byl G€inny pouze vacéi plisni rodu Alternaria. Hiebickovy
olej vykazoval pfi hodnoceni ucinkd vici izolatim PX rtizné ucinky. VUCi izolatu
22/21 Px pusobil v celém rozsahu testovanych koncentraci ucinné a vuci izolatu
26/21 Px u nejnizsi koncentrace 0,025 % byl Castecné Gcinny. Vici obéma izolatim PC
byl acinny pouze pii koncentracich 0,05 a 0,075 %. Pii hodnoceni ucinki vuci
saprofytickym plisnim byl G¢inny v ochrané vaci rodu Alternaria, naopak neucinny
vuéi rodu Fusarium. Olej kaputovy se dle ziskanych experimentalnich dat projevil jako
neucinny vuci vSem testovanym patogentm v celém rozsahu testovanych koncentraci.

Olej matovy byl v ochrané vuci obéma izolathm PX cCasteCné UCinny pii nejnizsi
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koncentraci 0,025 % a u&inny pii vyssich koncentracich 0,05 a 0,075 %. Uginky viéi
izolatim PC byly rozdilné — vi¢i OL PC 7/21 byl ucinny pouze u nejvyssi koncentrace
0,075 % a vaci PC 28/18 2 byl tc¢inny u koncentraci 0,05 a 0,075 %. Vuci plisni rodu
Alternaria byl ucinny a vaci rodu Fusarium CasteCné€ ucinny. Skoficovy olej pusobil
na oba izolaty PX shodné — byl ucinny pouze u vysSich koncentraci 0,05 a 0,075 %.
V ochrané vici obéma izolatim PC byl GCinny v celém rozsahu testovanych
koncentraci. Vuci Alternaria pusobil ucinné naopak vici Fusarium GCinny nebyl. Olej
tymianovy byl G€inny témét viuci vSem druhim patogenu a jejich izolatim. Jedinou
vyjimkou byla neté¢innost vici izolatu 26/21 Px. Tyto vysledky byly ovSem zatizeny

technickymi potizemi a jejich validita je sporna.

Esencialni oleje by pak podle vySe zminéné ucinnosti vici vSem testovanym
patogenim mohly byt sefazeny sestupné (tzn. od nejucinnéjsiho po nejméné ucinny)
nasledovné: tymidnovy a citronelovy, matovy, skoficovy, hiebickovy, kajeputovy ole;j.
Rozdilné poradi esencialnich oleji by bylo sestaveno z pohledu fytotoxicity.
Pti testovani PX a PC by bylo poradi nasledujici: tymianovy, citronelovy, hiebickovy,
skoficovy, matovy, kajeputovy olej. Vyznamné fytotoxické ucinky EO vuci plodu

Cucurbita maxima nebyly zaznamenany.
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6. DISKUZE

V literarni Casti byla vypracovana reSerSe na téma chorob rostlin, které mohou
vznikat v disledku puasobeni biotickych i1 abiotickych stresovych podminek. Byly
zde vSeobecné shrnuty piirozené obranné mechanismy rostlin, kterymi se mohou
ptred pri¢inami chorob branit a dale byly popsany strategie, kterych vyuzivaji patogenni
organismy pii napadani rostlin. Dalsi kapitola pojednéava o rostlinach Celedi tykvovitych
a jejich ptvodca chorob z vS§eobecného pohledu a podkapitoly se zamétuji na rostliny
a patogeny, kterych bylo vyuzivano pfi vypracovani experimentalni ¢asti diplomové
prace. Dalsi kapitola seznamuje s vybranymi prostfedky pro ochranu rostlin chemického
puvodu, dale s prostiedky biologické ochrany rostlin. Samostatna kapitola byla
vénovana esencialnim olejum, kterych bylo vyuzivano v experimentalni Casti
diplomové prace. Posledni kapitola seznamuje s problematikou vzniku rezistence
ze dvou uhlu pohledu. Tim prvnim je vznik nezadouci rezistence v populaci patogenu
a druhy popisuje moznost vyuziti vzniku rezistence v podobé indukované rezistence

rostlin.

V experimentalni Casti diplomové prace byla testovana ucinnost skupiny
6 esencialnich oleju (EO; citronelovy, hiebickovy, kajeputovy, matovy, skoficovy,
tymianovy)  vaéi  biotrofnim  patogenim  Podosphaera  xanthii  (PX)
a Pseudoperonospora cubensis (PC) a saprofytickym patogenim rodu Alternaria
a Fusarium. Byly hodnoceny také jejich fytotoxické ucinky vaci listim Cucumis sativus

a plodu Cucurbita maxima.

Nejprve byla pro testovani u¢inki EO vuc¢i PX byla pouzita Metoda celych
rostlin dle Loubové (2022), ktera pro toto testovani z davodu nadmérného
fytotoxického pusobeni nebyla vhodna a dale se nevyuzivala. Metoda byla nahrazena
metodou dle Sedlakové a Lebedy (2008), ktera byla upravena pro vyuziti k testovani
ucinkt EO, kdy byly nejprve vytvoreny listové disky a az poté aplikovany emulze EO.
Nejvyznamnéj$i apravou bylo zkraceni expozice listovych diski ochrannym
prostiedkiim z ptvodnich 30 minut na dobu potiebnou k ponofeni disku do emulze EO
(asi 1 sekunda). Dalsi tpravou bylo také presunuti experimentu z velkych plastovych
krabicek, kde byly soucasné umistény 2 koncentrace v 1 krabicce do Petriho misek,
kde byla kazda koncentrace umisténa zvlast. V plastovych krabickach totiz dochézelo

vlivem té€kavosti EO k ovliviiovani vysledk, coz bylo nejlépe pozorovatelné
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u krabicky, kde byla umisténa negativni kontrola (0 %) spolu s nejnizsi koncentraci
emulze EO (0,2 %). V dalsi fazi testovani byly tedy upraveny i testované koncentrace,
které byly mnohonasobné snizeny z 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 a 0,6 % na 0,025; 0,05 a 0,075 %
emlze EO. Takto upravena metoda se jevila jako vhodna pro testovani G¢inkt emulzi

EO, proto byla dale vyuzivana. Vysledky této metody jsou zaznamenany v Tabulce 11.

Pro testovani a¢inka EO vici PC byla vyuzita modifikovana metoda plovoucich
diski dle Urbana a Lebedy (2006), kdy z divodu nadmémého styku emulzi EO
s listovymi disky dochazelo ke znacnym fytotoxickym uc¢inkim v podobé odbarvovani
a rozpousténi listovych diskd. Tato metoda byla shledana jako nevhodna pro testovani
ucinki EO a nebyla dale vyuzivana. V dalsi fazi testovani byla vyuzivana obdobné
upravena metoda jako pro testovani ucinkt vici PX dle Sedlakové a Lebedy (2008),
pouze stim rozdilem, ze byl zachovan pocet hodnocenych diskii (3x4) z pfedchozi
metody. Dale byly testovany pouze 3 nejnizsi koncentrace 0,025; 0,05 a 0,075 %
z divodu nadmérné fytotoxicity 2 vysSich koncentraci 0,1 a 0,2 %. Vysledky této

metody jsou zaznamenany v Tabulce 12.

Zpusob hodnoceni ucinki EO vici patogenim PX a PC probihal stejnym
zpusobem. Kvalitativni hodnoceni bylo provedeno dle metody Lebedy (1984), kdy byly
pifi prabéznych kontrolach zaznamenavany hodnoty stupné zasazeni do protokolu
(viz Priloha 1 a 2). Nasledné¢ bylo provedeno celkové kvantitativni hodnoceni
dle Townsenda a Heubergera (1943). Kvalitativni hodnoceni bylo provedeno na zakladé
metody dle Urbana a Lebedy (2004) a poté byla stanovena i hodnota EDso. Jedinym
rozdilem byl interval provedeni pribéznych kontrol vzhledem k povaze obou

patogennich organisma, kdy PC vykazuje rychlejsi schopnost sporulace nez PX.

Na zéklad¢ ziskanych dat uvedenych v Tabulce 11 Ize fici, ze nejucinnégjsi
v ochrané vii¢i obéma izolatim PX je olej citronelovy, ktery vykazoval 100% inhibicni
ucinky v celém rozsahu testovanych koncentraci, hodnota P se vzdy rovnala 0, reakce
PX byla tedy vzdy senzitivni a hodnota EDso byla stanovena mensi nez 0,025 %.
Utinnost citronelového oleje v ochrané vii¢i PX potvrzuje také studie Mostafy er al.
(2021). Naopak jako nejméné uCinny vicCi obéma izolatim PX byl shledan ole;
kajeputovy, vuci kterému dosSlo ve vSech pripadech k reakci rezistentni. Sporné jsou
vysledky tymianového oleje zaznamenané u izolatu 26/21 Px, kdy ztechnickych

divodi nebylo mozné =zajistit optimalni podminky pro kultivaci PX a doslo
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tak k ovlivnéni ristu a konecné i vysledkd tohoto testovani, coz je patrné z hodnoty P

uvedené u kontroly (0 %), ktera dosahla pouze hodnoty 36,67 %.

Jako nejucinngjsi v ochrané viuci PC lze na zakladé ziskanych dat uvedenych
v Tabulce 12 opét oznaclit olej citronelovy a dale olej tymianovy. Oba tyto oleje
prokazaly 100% inhibicni ucinky v celém rozsahu testovanych koncentraci,
oba izolaty tedy ve vSech pfipadech reagovaly senzitivné a hodnota EDso byla
stanovena men$i 0,025 %. Jejich ucCinnost v ochrané vici PC potvrzuje také studie
Ahameda er al. (2022). Naopak nejméne ucinnym byl opét olej kajeputovy, vuci

kterému oba izolaty PC projevily ve vSech pfipadech rezistentni reakci.

Pro testovani ucinka EO vici saprofytickym plisnim rodu Alternaria a Fusarium
byl vyuzit plod tykve Cucurbita maxima. Vyuzita koncentrace byla volena na zakladé
studie (Poonpaiboonpipat et al., 2013), ktera hodnotila fytotoxické ucinky citronelového
esencialniho oleje z rostliny Cymbopogon citratus. Studie uvadi, ze koncentrace oleje
do 2,5 % nezpusobuje naruSeni rovnovahy elektrolytt, ktera indikuje naruSeni

bunécnych membran a tedy poskozeni hostitelské rostliny.

Kvantitativni hodnoceni a¢inktit EO vuci saprofytickym plisnim rodu Alternaria
a Fusarium bylo provedeno vizualné dvéma nezavislymi pozorovateli pro minimalizaci
subjektivity hodnoceni. Dale bylo provedeno kvalitativni hodnoceni vysledka
na zakladé metody Urbana a Lebedy (2004).

Jako nejucinngjsi v ochrané rostlin vuéi saprofytické plisni rodu Alternaria
se na zakladé ziskanych dat (viz Tabulka 13) projevily oleje hiebickovy, matovy,
skoficovy a tymianovy, které dokézaly své 100% inhibi¢ni Ucinky, kdy vzdy doslo
k senzitivni reakci patogenu. Naopak jako nejméné Ucinny se projevil olej kajeputovy,

u kterého doslo k rezistentni reakci patogenu.

Na zakladé experimentalnich dat (viz Tabulka 14) lze usoudit, ze jako
nejucinnéjsi v ochrané rostlin vici saprofytické plisni rodu Fusarium se projevil pouze
olej tymianovy, u kterého doSlo ke 100% inhibici a tedy senzitivni reakci patogenu.
Utinnost tymianového oleje v ochrané vi&i plisni rodu Fusarium a dal§im houbovym
organismum potvrzuje také studie Matusinského er al. (2015). Naopak jako neucinné,
vuci kterym projevil patogen rezistentni reakci se projevily oleje: citronelovy,
hiebickovy, kajeputovy a skoficovy. Jako Castecné ucinny se projevil olej matovy,

u kterého doslo k reakci tolerantni.
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Tyto rozdilné ucinky jednotlivych esencialnich oleju jsou dany jejich rozdilnym
slozenim. Vzdy zalezi na zpasobu péstovani rostlin, ze kterych je olej extrahovan
a na zpusobu extrakce. Esencialni oleje sestavaji z mnoha slozek, které lze stanovit
pomoci GC-MS technik. Tyto slozky se mohou navzdjem ovliviiovat a umociovat svou
biologickou aktivitu (De-Montijo-Prieto ef al., 2021; Pavela, 2020). Pfesné stanoveni
konkrétnich ucinnych latek tedy neni mozné. Umocnovani t¢inka biologicky aktivnich
slozek doklada také studie Mostafy et al. (2021), kde byly testovany ucinky smeési 4 EO
vuéi PX na rostlinach Cucumis sativus. Pii vyuziti smési oleji doslo k vyznamnému

snizeni vyskytu patogenu v porovnani s ucinnosti oleji vyuzitych samostatng.

Vyuzité izolaty PX a PC téméf ve vSech piipadech reagovaly stejné (viz Tabulka
15). Vyjimkou je reakce izolatd PX vici oleji hiebickovému a dale reakce izolath PC
vuci oleji matovému. Tyto rozdilné reakce mohou byt zpisobeny rozdilnym plvodem
izolati (viz Tabulka 5). K rozdilnosti mezi vyslednymi reakcemi izolath PX vuci
tymidnovému oleji neni piihlizeno vzhledem k nemoznosti dodrzeni idealnich

podminek pro kultivaci PX pii testovani ucinku tohoto oleje vuci izolatu 26/21 Px.

Mnohé studie (Mostafa er. al, 2021; Poonpaiboonpipat et al., 2013) upozoriiu;ji
na potencionalni fytotoxické ucinky esencialnich oleji aplikovanych ve vysSich
koncentracich. Toto tvrzeni 1ze podpofit pofizenymi snimky v prub&hu testovani G¢inku
EO vici PX a PC za vyuziti dané metodiky (viz Priloha 4 a 5), kdy v mnoha piipadech
dochazelo k projevim fytotoxického pusobeni. Z pohledu fytotoxického pusobeni lze
vyuzité esencialni oleje sestupné (od nejvice toxického) setadit nasledovné: tymianovy,
citronelovy, hiebickovy, skoficovy, matovy, kajeputovy olej. Pfi testovani ucinki EO
vuci saprofytickym plisnim nebyly zaznamenany vyznamné fytotoxické ucinky vuci

plodu Cucurbita maxima.

Na zaklad¢ ziskanych dat 1ze nékteré EO povazovat za G¢inné v ochrané rostlin
vicl rozmanitym patogennim organismum. V minulosti jiz byly u nékterych jejich
biologicky aktivnich slozek (napf. u terpend, terpenoid(i, aromatickych uhlovodiki)
prokazany antioxidacni, baktericidni, fungicidni a insekticidni u¢inky. Vyhodna je také
jejich nizka toxicita vuci saveum a zivotnimu prostiedi. Predstavuji tedy slibnou
alternativu ke konvenc¢nim pfipravkim chemické ochrany a v oblasti biologické
ochrany tak zaujimaji nezastupitelné misto. Jejich vyhodnych vlastnosti a G¢inku lze

vyuzivat v oblastech zemédélstvi a potravinafstvi pii ochrané rostlin i uskladnénych

54



plodin pted pred€asnym zkazenim (Mani-Lopez et al., 2021; Pavela, 2020; De-Montijo-
Prieto et al., 2021).

7. ZAVER

Literarni ¢ast obsahuje reSerSi, kterd byla vypracovana s vyuzitim aktualnich
zahraniCnich 1 Ceskych zdroji. Pojednava o chorobach rostlin, které mohou vznikat
v dasledku pusobeni biotickych i abiotickych stresovych podminek. Reserse dale
seznamuje s rostlinami Celedi tykvovitych a nékterymi jejich pavodci chorob.
Predstavuje také vybrané prostiedky pro ochranu rostlin chemické povahy i1 nékteré
prostiedky biologické ochrany, mezi které patii i esencialni oleje. V posledni fadé

rozebira problematiku vzniku rezistence.

V experimentalni Casti byly testovany a hodnoceny ucinky Sesti esencialnich
olej  (citronelového, hrebickového, kajeputového, matového, skoficového
a tymianového) vuci patogenum Podosphaera xanthii (izolaty 22/21 Px, 26/21 Px)
a Pseudoperonospora cubensis (izolaty OL PC 7/21, PC 28/18 2) v koncentracich
0,025; 0,05 a 0,075 % a vuaci saprofytickym plisnim rodu Alternaria a Fusarium
v koncentraci 1,5 %. Jako nejucinngjsi vici vSem vyuzitym patogenim se na zakladé
ziskanych experimentalnich dat za vyuziti danych metod prokazaly oleje tymianovy
a citronelovy, vacéi kterym patogeny témér ve vSech pripadech reagovaly senzitivné.
Naopak jako nejméné ucinny vici vSem vyuzitym patogenum projevil olej kajeputovy,

vuci kterému patogeny reagovaly vzdy reakci rezistentni.

Na zakladé ziskanych experimentalnich dat lze nékteré esencialni oleje
povazovat za ucinné v ochrané rostlin vic¢i riznym patogennim organismim. Jejich
vyhodné ucinky (antioxidacni, baktericidni, fungicidni a insekticidni) byly prokazany
jiz v minulosti. Vyhodna je téz jejich nizka toxicita vici saveim a zivotnimu prostiedi.
Predstavuji tedy slibnou alternativu ke konvencnim pfipravkim chemické ochrany
a v oblasti biologické ochrany tak zaujimaji nezastupitelné misto. Jejich vyhodnych
vlastnosti a ucinkt by mohlo byt v budoucnosti vyuzivano v oblastech zemédélstvi
a potravinafstvi pfi ochrané rostlin i uskladnénych plodin pfed pfedCasnym zkazenim

ve vétsim meéritku.

Vsechny stanovené cile v zadani diplomové prace byly splnény.
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9. PRILOHY

Pfiloha 1: Protokol z hodnoceni ucinka skoficového oleje vici PX, izolat 26/21 Px.
Priloha 2: Protokol z hodnoceni ucinka kajeputového oleje vici PC, izolat PC 28/18 2.
Priloha 3: Protokol z hodnoceni ucinka esencialnich oleju vaci plisni rodu Fusarium.

Priloha 4: Ukazky sporulace biotrofnich patogent (PC, PX) na listovych discich
Cucumis sativus po 7 dnech od inokulace. PC (vlevo), PX (vpravo)

Priloha 5: Saprofytické plisné po kultivaci na PDA v Petriho misce.

Priloha 6: Fotodokumentace prubéhu testovani u¢inkt EO vuci PX, izolat 22/21 Px.
Pfiloha 7: Fotodokumentace pribéhu testovani tcinkt EO vuci PC, izolat PC 28/18 2.
Priloha 8: Fotodokumentace pribéhu testovani t¢inkt EO vuci plisni rodu Alternaria.

Priloha 9: Fotodokumentace prubéhu testovani u¢inkt EO vuci plisni rodu Fusarium.
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Priloha 1: Protokol z hodnoceni ucinka skoficového oleje vuci PX, izolat 26/21 Px.

Datum inokulace: 4. 4. 2022

Patogen: Podosphaera xanthii

Izolat: 26/21 Px

Esencialni olej: Skoficovy

Koncentrace: Kontrola 0 %

Opakovani 1. hodnoceni 2. hodnoceni 3. hodnoceni
1 3;2:2:2:3 3;2:2:2:3 4:4;4;4; 4
2 2:3;1;1; 1 2:3:1;1;2 3;4:4; 4,4
3 1;1;1;1; 1 1;1;1;2;2 2:2;3;4; 4
Koncentrace: 0,025 %
Opakovani 1. hodnoceni 2. hodnocent 3. hodnoceni
1 1;0;0;1;0 1;0;0;1;0 1;1;3;1; 1
2 0;1;1;1; 1 0;0;1;1; 1 1;1;1;2;2
3 0;1;0;1; 1 0;1;0;1;0 2:3;2:2:;3
Koncentrace: 0,05 %
Opakovani 1. hodnoceni 2. hodnocent 3. hodnoceni
1 0;0;0;0;0 0;0;0;0;0 0;0;0;0;0
2 0;0;0;0;0 0;0;0;0;0 0;0;0;0;0
3 0;0;0;0;0 0;0;0;0;0 0;0;0;0;0
Koncentrace: 0,075 %
Opakovani 1. hodnoceni 2. hodnocent 3. hodnoceni
1 0;0;0;0;0 0;0;0;0;0 0;0;0;0;0
2 0;0;0;0;0 0;0;0;0;0 0;0;0;0;0
3 0;0;0;0;0 0;0;0;0;0 0;0;0;0;0




Pfiloha 2: Protokol z hodnoceni ucinka kajeputového oleje vaci PC, izolat PC 28/18 2.

Datum inokulace: 22. 4. 2022

Patogen: Pseudoperonospora cubensis

Izolat: PC 28/18 2

Esencialni olej: Kajeputovy

Koncentrace: Kontrola 0 %

Opakovani 1. hodnoceni 2. hodnocent 3. hodnoceni
1 4:3;3:4 4:0;4;4 4:0;4;4
2 4:3;4;3 4:3;4;3 4:4;4;4
3 4;3;3;4 3;3:3;4 4:3;4;4
Koncentrace: 0,025 %
Opakovani 1. hodnoceni 2. hodnocent 3. hodnoceni
1 2:3:4: 4 4:3;4:; 4 4:3;4;4
2 4:3;4;3 4:4;4;3 4:4;4;3
3 3;3:;1;2 3;4;2;2 4:4;3;3
Koncentrace: 0,05 %
Opakovani 1. hodnoceni 2. hodnocent 3. hodnoceni
1 3;3:;2:0 4:4:4;0 4:4:4;0
2 0;0;0;0;0 0;0;0;0;0 0;0;0;0;0
3 0;0;0;0;0 0;0;0;0;0 0;0;0;0;0
Koncentrace: 0,075 %
Opakovani 1. hodnoceni 2. hodnocent 3. hodnoceni
1 0;0;0;0;0 0;0;0;0;0 0;0;0;0;0
2 0;0;0;0;0 0;0;0;0;0 0;0;0;0;0
3 0;0;0;0;0 0;0;0;0;0 0;0;0;0;0




Priloha 3: Protokol z hodnoceni ucinkt esencialnich oleja vici plisni rodu Fusarium.

Datum inokulace: 10. 10. 2022 Patogen: Fusarium

Koncentrace: Kontroly

Kontrola

1. hodnoceni

2. hodnoceni

Negativni (0 %)

80 %; 90 %

100 %; 100 %

Bumper (0,166 %)

100 %; 100 %

100 %; 100 %

Topas (0,03 %)

100 %; 100 %

100 %; 100 %

Koncentrace: 1,5 %

Esencialni olej

1. hodnoceni

2. hodnoceni

Citronelovy 100 %:; 70 % 100 %:; 100 %
Hrebickovy 100 %; 100 % 100 %; 100 %
Kajeputovy 100 %; 100 % 100 %; 100 %
Matovy 0 %; 0 % 0 %; 50 %
Skofticovy 100 %; 0 % 100 %; 60 %
Tymianovy 0 %; 0 % 0 %; 0 %




Priloha 4: Ukazky sporulace biotrofnich patogent (PC, PX) na listovych discich
Cucumis sativus po 7 dnech od inokulace. PC (vlevo), PX (vpravo)

Priloha S: Saprofytické plisn€ po kultivaci na PDA v Petriho misce. Alternaria

(nahote), Fusarium (dole)
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0,05 %
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Poradi
kontroly

Zalozeni 1. hodnoceni 2. hodnoceni

Olej
/
fungicid

Koncentrace Topas 100 EC: 0,03 %; koncentrace Bumper 25 EC: 0,166 %; koncentrace oleje: 1,5 %

Zleva:
kontrola (0 %),
Topas, Bumper

Zleva:
Citronelovy,
hrebic¢kovy,
kajeputovy

Zleva: mitovy,
skoricovy,
tymidnovy
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Zleva:

kontrola (0 %),
Topas, Bumper

Zleva:
Citronelovy,
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Zleva: matovy,
skoricovy,
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