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Udinnost esencialnich olejii na vybrané patogeny rostlin

Souhrn

Bakalafska prace se zabyva ucinnosti esencidlnich oleji z vybranych aromatickych
rostlin Palergonium graveolens, Eucalyptus citriodora, Mentha spicata, Cymbopogon
citratus, Cymbopogon winterianus, Eugenia caryophyllus, Foeniculum vulgare, Lavandula
angustifolia, Litsea cubeba, Pimpinella anisum, Salvia officinalis, Thymus vulgaris na
fytopatogenni houby Sclerotinia sclerotiorum, Botrytis cinerea a Leptosphaeria maculans.

V prvni ¢asti literarniho prfehledu je sepsdna obecnd charakteristika esencialnich
olejl, historie, vznik a jejich ucinné latky. Druhd cast literarniho prehledu predstavuje
charakteristiku vybranych rostlin a esencialnich olejd z nich ziskanych.

Samotna prace je zamérena na ovéreni Uc¢innosti esencidlnich oleji z dvandcti rostlin
a nasledné urceni minimalni inhibiéni koncentrace. Pokus byl provadén s organismy
vypéstovanymi v prostiedi in vitro a to v nékolika fazich, aby byla zaruéena vysledna ucinnost
esencidlniho oleje na dané patogeny. V prvni fazi pokusu byla ovéfena ucinnost olejli
v koncentraci 0,1 %, aby nasledné v druhé fazi mohly byt vyselektovany ty oleje, u kterych
byl zaznamenan udinek. Tyto oleje byly pouZity ve tfeti fazi pfi tvorbé koncentracnich fad.
Nasledné bylo provedeno méreni ristu mycelia, vyhodnoceni ucinnosti a uréeni minimalni
inhibi¢ni koncentrace.

V prilohach préace jsou zverejnény fotografie z pokusu a v pfislusnych kapitolach jsou

uvedeny vysledky téchto pokusU.

Klicova slova: Esencidlni latky, alternativni ochrana, antifungalni ucinek, in vitro testy.



Effectiveness of essential oils on selected plant pathogens

Summary

The thesis studies the effectiveness of various essential oils extracted from selected
aromatic plants: Palergonium graveolens, Eucalyptus citriodora, Mentha spicata,
Cymbopogon citratus, Cymbopogon winterianus, Eugenia caryophyllus, Foeniculum vulgare,
Lavandula angustifolia, Litsea cubeba, Pimpinella anisum, Salvia officinalis, Thymus vulgaris
used againts phytopathogen organism Sclerotinia sclerotiorum, Botrytis cinerea a
Leptosphaeria maculans.

The first part of the thesis describes general characteristics of essential oils, its
history and effectivity of substances. The second part of the text deals with the
characteristics of selected plants and the essential oils extraction.

The aim of the thesis is to prove the effectiveness of essential oils extracted from
twelve different plants followed by the determination of minial inhibition concentration. The
experiment was executed using organisms grown in vitro in several phases to ensure the
final effectiveness of essential oils for the pathogens. The first phase of the experiment was
to prove the effectiveness of essential oils concentrated 0,1 %, to be able to select the the
effective oils for the next phase. These oils were used to make concentrates. The final
process was to determine minimal inhibition concentration, to measure the growth of
mycelia and to evaluate the effectiveness. The attachment contains the results of the

experiment and additional pictures.

Keywords: essential substances, alternative protection, antifungal aktivity, in vitro tests



O U7, Y T 7
2 Védecka hypotéza a Cil Prace......cccceeeeeiiiiiiiiiiieeiiiciiiinersnenesiessseneesnensssssssssnessnnsssssssssenne 8
3 Literarni Prehled ......coeeeeeiiiiiiireicrcin s e e e s e s s s e e e s s nan s sessnanes 9
3.1 Integrovana ochrana rostlin.........ccccccciiiiiieeiiiiiiieciiiineniennneceerenesssesnnsaens 9
3.2 Choroby plodin a jejich PUVOCi ......cccceeeeireriiiiririrececcccccre s e 9
3.2.1 2101 VA A Ko [ 1T Lo 10
3.2.2  Sclerotinia SCIErotiorum .............ccoeccuueeeeiiueeeeseiieeeeeciee e eseee e 11
3.2.3  Leptosphaeria MACUIANS .............ccooeeccuuieeieeeeeeeeccitreee e e e s e e e e e e e 13

2 T =T Col - 1[4 T o] (=] 1T I 14
3.3.1 Historie esencidlnich olejli..........coocuiiieiciiee e 14
3.3.2  Zpusob ziskavani esencidlnich olejl .........ccceeevieeeiieeccieece e 15
3.3.3  0DbSAZENE [AtKY ....eeeeicee e 16
3.3.4  Ucinnost esencialnich oleji na patogeny rostlin.........c.cccceveveeeveeeveeennes 17
3.3.5 POUZité €SeNCIaINi OlEJE ...eeeieeeiiee et 18

L 1V =T o o 11 N 24
4.1 Pouzité chemikalie @ PriStroje......cceeereeniereencrrencreenierennerrenerenseereeseerenneesnnes 24
4.2 Izolace patogent do CistyCh KUItUF ........cccuueeeeiiiiiiiiiiiccccceeerereerennceeeeeeee 24
4.3  Stanoveni Ucinku esencidalnich olejU........cceeveeeeierrreenciirieenieereenneeeereenneeenenns 25
4.4 Stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace esencialnich olej.................... 26

I VAYE (=T | |V 27
5.1 Stanoveni aktivity esencialnich olejll .......ccceeereeennerireeniciiteeenccneeeenneeeeeennne. 27
5.2  Stanoveni minimalni inhibicni koncentrace.......ccccccorveeeiiiiireciiriencccnneennn. 28

6 DiSKUZE ...ceereeeeniiiiiiiiiirinueiiisiiinirrsaesisssinesesasssssssstnenssssssssssssssnsesssssssssssssnsssnsssssssssssnns 31
A - 1 - POt 33
I =Y T T e [ ) [N 34
1 [o] 31V U 39



1 Uvod

Esencidlni oleje z nékterych rostlin mohou mit inhibi¢ni Uc¢inek na rdzné druhy
Skodlivych organismu, jako jsou napf. bakterie, viry, houby nebo Skodlivy hmyz. Pouziti
esencidlnich olejli patfi mezi alternativni ochranu rostlin a je na rozdil od konvencnich
uvadét na trh klasické pesticidy a to predevsim od doby, kdy zacala platit nova smérnice EU
(Rd&mcovd smérnice Evropského parlamentu a Rady o udrzZitelném wvyuZivani pesticidd
2009/128/ES, ¢lanek ¢. 14 a priloha . Il - Povinnost pro profesionalni uzivatele pesticidd
vyuzivat zdsady integrované ochrany rostlin (IOR) podle pfilohy Ill smérnice - od 1. 1. 2014 v
CR (EU)). Diky této smérnici je kladen diiraz na uplatnéni modernéjSich a 3etrné&jsich
péstebnich a ochrannych postupt v rostlinné produkci.

| béini spotiebitelé se vsoucasné dobé c¢im dal castéji obraceji k plodindm
vypéstovanych v podminkach, které jsou SetrnéjSi k Zivotnimu prostfedi a rostlinam
samotnym. Proto je dUlleZité neustdle tyto postupy rozvijet a nachdazet stdle vhodnéjsi a
ucinnéjsi prostredky pro ochranu rostlin. Zkoumani esencialnich oleja je v soucasné dobé

v rozvoji, ale do budoucna by mohlo mit velky vyznam v ekologické ochrané rostlin.



2 Védecka hypotéza a cil prace

Existuji esencidlni oleje, které maji inhibi¢ni u¢inek na rist houbovych patogenti rostlin
a potencialni vyuziti v ochran¢ hostitelskych rostlin pfed t€émito patogeny.

Cilem prace bylo testovani ucinku vybranych esencidlnich olejii na rist vybranych
houbovych patogenti rostlin, ur¢eni minimalni inhibi¢ni koncentrace u u¢innych olejii na tyto
patogeny a zmapovani problematiky, tykajici se téchto fytopatogennich hub a vybranych
esencialnich oleju.

Zaroven bylo za cil stanoveno zmapovat a popsat danou problematiku studiem odborné

literatury.



3 Literarni prehled

3.1 Integrovana ochrana rostlin

Systém integrované ochrany rostlin (dale jen I0OR) je systém, ktery upfednostiuje
alternativni ochranu rostlin a zarovern pomaha snizit zavislost na pesticidech. Snahou je najit
vhodnéjsi ekologictéjsi resSeni ochrany, kterd by byla pro pfirodu i ¢lovéka pfirozenéjsi
(Ackermann a kol., 2013).

Pro IOR je v prvni fadé velmi dlilezité zvolit vhodné rezistentni odrlidy pro péstovani.
V druhé radé je potreba zajistit spravné péstebni podminky, aby byla co nejvice zamezena
Sance napadeni plvodci chorob a skddci. V pripadé napadeni je dllezité urceni spravné
diagnostiky a idealniho feSeni. Systém IOR ma tedy za ukol udrZet Skodlivé organismy pod
hladinou Skodlivosti s prednosti vyuzZiti ekonomicky, ekologicky a toxikologicky pfijatelnych
metod. Dnes existuje jiz mnoho publikaci, které se touto problematikou zabyvaji. Snazi se
péstitellm radit, jak zamezit plsobeni Skodlivych organism(. Zakladem je individualni
pfistup, a proto je dulezité zabyvat se konkrétni chorobou nebo skiidcem, aby byla uc¢innost
ochrany co nejefektivnéjsi (Ackermann et al. 2013).

Napriklad Flowerdew (2010) ve své knize uvadi deset moZnych ochrannych
opattenich, jimiz lze bojovat proti pivodcim chorob a Skldcim ekologicky. V knize jsou
uvadény zplsoby od vzajemného plsobeni rostlin az po vyuZiti biologické ochrany rostlin.

V IOR se v soucasné dobé uplatiuji i tzv. botanické pesticidy. Dosavadni pesticidni a
fungicidni latky se kvlli novym poZzadavkdm pro registraci ¢asto mohou stat nevhodnymi, a
praveé to je dlivodem pro vyvoj novych biologickych latek. Latky s pesticidnimi G¢inky mohou
byt esencialni oleje, alkaloidy, lipidy a jiné. Jejich ucinky z dGvodu nizké aktivity nékterych
silic nebo fytotoxicity nemuseji byt vZdy zcela vyhovujici, a proto je slozitéjsi jejich uvadéni

na trh (Dang et al., 2012).

3.2 Choroby plodin a jejich piivodci

Chorob, které ohrozuji polni plodiny je celd fada. Castymi pFiznaky u vétsiny chorob
houbového ¢i bakteridlniho plvodu byvaji charakteristické skvrny a postupné uhnivani nebo

jiné poskozeni rostlin. Takové poskozeni miva vliv na kvalitu a vynos plodin. Proto je tfeba



najit postupy, jimiz se da chorobam predejit. Preventivni ochranou pred témito chorobami
byva dodrZovani spravné agrotechniky a péstebnich postup(l. Casté mohou byt i choroby
sklddkové, nejcastéji hniloby. Takovym chorobam se da predejit dodrzovanim spravnych
postupu skladovani. Typickymi pUvodci téchto chorob jsou fytopatogenni houby (Kazda a
kol., 2010).

Tato prace se zabyvd fytopatogennimi houbami Botrytis cinerea, Leptosphaeria
maculans a Sclerotina sclerotiorum, které v soucasné dobé napadaji ¢im dal vice druhl

plodin a zpUsobuji velké ztraty na kvalité a vynosu.

3.2.1 Botrytis cinerea Pers. (1794)
Ride: Fungi

Oddéleni: Ascomycota

Trida: Leotiomycetes

R4d: Helotiales

Celed: Sclerotiniaceae

dle Index Fungorum (2016)

Jedna se o Siroce polyfagni patogen s vilaknitou stélkou, jehoZz pohlavni stadium je
Botryotinia fuckeliana. Makroskopickym znakem této houby je typické vzdusné Sedavé
mycelium a tvorba drobnych kulovitych sklerocii. Choroba, kterou Botrytis cinerea
zpUsobuje, se nazyva plisen Sedd nebo Seda hniloba v zavislosti na hostiteli, kterym muize byt
celd rada rostlin (KGdela a kol., 2012).

Tato choroba je velice rozsifena a v soucasné dobé postihuje vice nez 230 rostlinnych
druhl, ale nejcastéji to byvaji rostliny z ¢eledi Brassicaceae (Carta, 1996). Pfiznaky této
choroby jsou pomérné dobre rozpoznatelné. Jsou to mokvavé hnilobné skvrny, které se
postupné zvétsuji. B. cinerea napada rlizné Casti rostlin od listl az po plody, ale vidy snadnéji
napadne pletivo, které je poskozené mechanicky, mrazem nebo néjakym skGdcem.
Napadené pletivo je pokryté Sedavym myceliem a vyrlsta hlavné pfi vyssi vzdusné vlhkosti.
Napadené ¢asti rostliny odumiraji. Stonky se lamou a generativni ¢asti uhnivaji. Houba

dokaze prezit na infikovanych zbytcich rostlin a podminkou pro vznik a Sifeni choroby je
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ovlhéeni povrchu rostliny alespori 4 a7 5 hodin. Siteni tohoto patogena zamezuji fungicidni
postriky aplikované proti jinym houbovym patogenlim (Kazda a kol., 2010).

B. cinerea zpusobuje velké ekonomické ztraty i pti nedodrzeni spravnych skladovacich
postupl, kde je velké riziko mechanického poskozeni. Mycelium a Kkli¢ici spory mohou
prezivat i na skladovacich pfepravkach a velice snadno se prenaseji na uskladnéné plodiny.
Plodiny se tak ¢asto mohou infikovat mezi sebou a je nutné napadené plodiny ihned
zlikvidovat. Tento patogen je velice pfizplsobivy a toleruje teploty od 0 °C aZ po 25 °C. Proto
je potfeba zabranit poSkozeni pletiv plodin, aby bylo zabranéno snadnéjSimu napadeni

(Buchwaldt, Rimmer, 2007).

Obrazek 1: Pokrocilé pFiznaky zplisobené Botrytis cinerea na Brassica oleracea convar. capitata

3.2.2 Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary (1884)
Rise: Fungi

Oddéleni: Ascomycota

Ttida: Leotiomycetes

Rad: Helotiales

Celed: Sclerotiniaceae

dle Index Fungorum (2016)
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S. sclerotiorum zpusobuje bilou hnilobu, ktera je znama i jako sklerotiniova hniloba.
Sclerotinia je vieckatd houba, tvofici bilé mycelium na napadeném pletivu. Typicka je tvorba
nepravidelnych velmi tvrdych ¢ernych utvar(i — sklerocii, které slouzi k ptrezivani houby a to
hlavné v pldé. Ze sklerocii vyrlstaji malé plodnicky — apothecia, v kterych se tvofi viecka
s askosporami. Ty jsou hlavnim zdrojem infekce. S. sclerotiorum napada Siroky okruh plodin
kromé celedi Poaceae, ale hlavnimi plodinami, které tato nemoc postihuje, byva repka,
slunecnice a hofcice. Mezi vyznamné hostitele patfi mak, hrach, luskoviny a zelenina (Kazda
a kol., 2010). Patogen se nejcastéji Sifi pfi vlhkém a chladném pocasi. Pfiznaky na téchto
plodindch byvaji ¢asto velmi podobné. Choroba se nejlépe Sifi vteplejSich a sussSich
podminkach a je velice adaptabilni. Projevuje se skvrnami s bilym vatovitym myceliem a
cernymi sklerocii uvnittf. V dalsi fazi napadeni mohou zacit pletiva méknout a odumirat.
Sklerocia mohou v puadé prezivat i nékolik let a jsou pfipravena napadnout svého hostitele
(Ackermann a kol., 2013).

Od roku 1950, kdy se zacaly rozSifovat plochy pro péstovani repky, nabyva S.
sclerotiorum stale vét$iho vyznamu a to hlavné v Evropé, Kanadé, Indii, Ciné a Australii. U
nékterych druht z ¢eledi Brassicaceae se jiz vyskytuji rezistentni odrady.

Zakladnim opatfenim proti této chorobé je stfidani hostitelskych a nehostitelskych
plodin a v pfipadé chladného a vihkého pocasi je dobré pouzit fungicidy nebo biologickou
ochranu na bazi Coniothyrium minitans. U nékterych plodin z ¢eledi Brasicaceae muze S.

sclerotiorum zp(isobovat az 50% ztraty na vynosech (Buchwaldt, 2007).

Obrazek 2: Typické pFiznaky bilé hniloby na Dacus carota subs. sativus
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3.2.3 Leptosphaeria maculans (Tul. & C. Tul.) Ces. & De Not. (1863)
Ride: Fungi

Oddéleni: Ascomycota

Trida: Dothideomycetes

Rad: Pleosporales

Celed: Leptosphariaceae

anamorfa: Phoma lingam (Tode) Desm. (1849)

dle Index Fungorum (2016)

Tento patogen je plvodcem velmi zndmé choroby s nazvem fomova hniloba
brukvovitych. U fepky olejky je pouzivan nazev fomové cernani stonkl rfepky (Kadela a kol.,
2012). Patogen preziva v padé 2-3 roky a choroba, kterou zplsobuje, patti mezi nejznaméjsi
choroby repky olejné. V soucasné dobé je tato choroba stale na vzestupu (Prokinovd, 2003).

Pfiznaky se projevuji nejcastéji na podzim tmavohnédymi az Cernymi skvrnami na
kofenovém kréku. Na listech se choroba projevuje zprvu nazloutlymi skvrnami, které jsou
uprostied Sedobilé s malymi ¢ernymi te¢kami — pyknidami. Pyknidy jsou pro tuto chorobu
typické. Skvrny je mozné sledovat i na SeSulich a bo¢nich vétvich. Pozdéji se infekce maze
rozsitit po celé rostliné véetné kofend. Napadend pletiva na kofenech a bazi stonku pozdéji
rozpraskaji a zkorkovati. Rostliny se v misté kofenového kréku zaskrcuji, ldmou se a pozdéji
rostlina odumira.

Zdrojem ndkazy mohou byt nezapravené poskliziiové zbytky, kvili kterym se nakaza
mUze Sifit vétrem nebo deStém. Choroba se muZe prendset i osivem. Méné vyznamnym
zdrojem Siteni jsou konidie (pyknospory), vyvijejici se v pyknidach na napadenych ¢astech
rostlin.

Prevenci proti této chorobé je zdravé osivo, volba vhodnych odrad, vyrovnana vyziva,
omezeni poskozeni pletiv, spravna agrotechnika a vhodny, minimalné 3lety, osevni postup
(Ackermann a kol., 2013).

Jako dalsi prevenci proti fomové hnilobé muzZe byt i namaceni semen do teplé vody,
kdy je potreba, aby semena byla asi 15-30 minut ponorena ve vodé o teploté kolem 50 °C.

V soucasné dobé je v nékterych statech Evropy a USA zaveden certifikacni program,
ktery stanovuje toleranci infikovaného osiva. U nékterych druht fepky byla prokazana

rezistence na fomovou hnilobu (Rimmer, van den Berg, 2007).
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Obrazek 3: PFiznaky fomové hniloby na listu Brassica napus subsp. napus, kde jsou dobfe patrné

pyknidy.

3.3 Esencialni oleje

Esencialni oleje jsou vonné, tékavé latky obsahujici pestrou smés sloucenin, v kterych
prevladaji latky terpenické povahy. Jsou hojné uzivdny v aromaterapii, dochucovadlech a
parfumerii. Esencidlni oleje jsou sekundarni metabolity rostlin a vrostliné se mohou
nachdzet v rlznych ¢astech — v listech (Ocimum basilicum), v kvétech (Rosa sp.), v plodech
(Citrus spp., Coriandrum sativum), v klejopryskyrici (Boswellia spp.), v kare (Cinnamomum
zeylanicum), v kofenech a oddencich (Petroselinum spp.). Vyznam vyskytu esencidlnich oleju
v rostlinach neni zatim zcela objasnén, ale je mozné, Ze slouzi jako jakasi forma komunikace
mezi rostlinami. Rostliny je pouZivaji jako ochranné latky proti bylozravcim, k lakani hmyzu
na opylovani a ochrané rostlinu proti Skidciim. Teplo zpUsobuje, Ze se silice z rostlin odpatuji
a tak vytvari ochranné prostredi pred bakteriemi, houbami a Skodlivym hmyzem (Bremness,
1994).

Silice byvaji zpravidla bezbarvé, ale delSim uchovavanim a prevainé oxidaci se mohou

Casto ménit jejich vlastnosti, pfedevsim barva (Nebovidsky a kol., 1925).

3.3.1 Historie esencialnich oleji

Germann (2013) ve své knize uvadi, Ze uzivani esencidlnich oleji ma velkou historii,

ktera zapocala asi 7000 let pied n. . v Cind. V této dobé se esencialni oleje uZivaly hlavné ke
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konzervaci vina. Vibec nejstarsim dolozenym dikazem je ndlez destilacni aparatury, ktera je
z doby asi 3000 let pred n. |. a pochazi z Pakistdnu. Toto zafizeni funguje na principu
ziskavani éterickych oleji pomoci vodnich par a tento princip je uzivan dodnes.

| stari Egyptané vyuZzivali Ucinky esencidlnich olejd. Oleje méli nezastupitelnou roli pfi
balzamovani mrtvych tél. V Alexandrii, ktera byla ve své dobé mésto s 200 000 obyvateli,
bylo nutné udrZovat hygienu. A proto se zde dennodenné na ulicich palily ve specidlné
vykopanych strouhach vonné kuzely.

Ve stfedovéku bylo rozsifené pouzivani esencialnich rostlin hlavné proti moru. Lidé jiz
v této dobé vérili, Ze nékteré esencialni oleje mohou zamezit pfiznakiim nékterych nemoci.
Lékari, ktefi [éCili nemocné, si Casto vycpavali oblicejové rousky satky, v kterych byl napustén
olej z jalovce nebo rozmarynu. Odparovanim latek se tak pry ,dezinfikoval” vzduch. V 16.
stoleti zacala cena téchto oleju stoupat (Gremann, 2013).

Prvni metodicky vyzkum proved| francouzsky chemik M. J. Dumas. Své vysledky
poprvé publikoval v roce 1833. Zjistil, Ze esencialni oleje maji nékolik slozek a urcil nékteré
z nich, predevsim nékteré uhlovodiky. Nejzajimavéjsi vyzkum vsak provedl O. Wallach za
pomoci svych spolupracovnik(. Zacali totiz izolovat a popisovat jednotlivé terpeny, aby mohli
pozdéji zkoumat jejich zakladni ucinné Iatky (Baser et al., 2010).

Lidé se snazili vyrobit synteticky olej a vroce 1862 se to koneéné podafilo. V roce
1920 pfrisel na trh prvni synteticky parfém a tim se pro parfémovy pramysl otevrelo Siroké
pole plsobnosti, kterého vyuzivd dodnes. K terapeutickym ucellim a relaxaci jsou ovsem
synteticky vyrabéné oleje zcela nepouzitelné a nemlzou nikdy nahradit Cisté prirodni latky.

(Germann, 2013).

3.3.2 Zpisob ziskavani esencialnich oleju

K ziskani urcitého mnozstvi silice je vidy potfeba mnohonasobné vyssi mnozstvi ¢asti
rostliny, ktera silici obsahuje. Napftiklad k ziskani 1 kg levandulové silice je potieba 120 kg
kvétl (Svojtka and Co., 2008).

Pro vyrobu téchto oleji se pouZivaji rizné techniky. Nejvyuzivanéjsi stale z(stava
destilace vodni parou. Princip této metody je jednoduchy: v uzaviené bance se odparuje
voda a pres pfipojenou chladici trubku se zase ochlazuje. Rostlinny material se umisti na
sitko v barice, kterd je zUZend a pod ni je vrouci voda. Pomoci horka a vznikajiciho tlaku

vynasi vodni pdra drobné voriavé molekuly zrostlin mechanicky ssebou vzhdru. Pdra
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ochlazend v chladici trubce zkondenzuje. Takto kondenzovana voda se nazyva hydrolat.
Esencialni olej se usadi na povrchu hydrolatu, coZ pak umozZni jeho oddéleni.

Dals$i moznost ziskavani olejli spociva v pouziti florentinské nadoby. Jedna se o ldhev
s Sirokym hrdlem, ze které vede po strané u dna trubka, sahajici témér az k usti nddoby. Tato
nadoba se pouziva k oddéleni dvou nemisitelnych kapalin. Kapalina, ktera je tézsi, klesne ke
dnu a leh¢i kapalina odteCe postranni odtokovou trubkou ven. Podle druhu vychoziho
materialu se méni doba destilace i teplota (Germann, 2013).

Pro ziskavani oleje predevsim ze slupek citrusovych plodd se nejéastéji pouziva
lisovani za studena. Mackanim vnéjsi vrstvy slupky praskaji buriky, které obsahuiji olej. Ten se
zachytdva do specidlnich nadob. Lisovanim za studena lze snadno ziskat oleje, které jsou
citlivé na vysokou teplotu. Oleje z citrusovych plodd mivaji ¢asto kratsi trvanlivost nez oleje
jiné. Je to z dlivodu velkého podilu monoterpent (Nebovidsky a kol., 1925).

Enfleurdz je také zplsob ziskavani éterickych olejl, ale dnes se jiz moc nepouziva,
protoze je to velice slozity proces. Na sklenénou desku stenkou vrstvou tuku se ruéné
pokladou kvéty. Vrstva se priklopi dalsi sklenénou deskou a pfes dvanact hodin se skladuji na
chladném a suchém misté. Téchto desek se na sebe klade v nékolika vrstvach, ale kvéty se
musi ¢asto ménit, a tak je potfeba velké mnoZstvi pracovnich sil. Proto se timto zplsobem

ziskava olej témér pouze z jasminu (Germann, 2013).

3.3.3 Obsazené latky

Bacilkova a Paulusova (2012) uvadéji, Ze silice se skladaji z velkého poctu chemickych
sloucenin. V jedné silici mGze byt az 50 latek. Celkové jich vsak bylo nalezeno kolem 500.
V nékterych silicich prevlada jedna hlavni slozka. Mezi takové silice patfi naptiklad eugenal,
ktery vytvari hfebi¢kovec vonny.

Nebovidsky a kol. (1925) uvadi, Ze kazda silice je charakteristickd nékterou ze svych
slozek a podle toho se daji posuzovat. Silice se chemicky rozkladaji a uréuje se u nich jejich
hlavni slozka a pfimési. Témér kazda silice se da uméle pripravit, ale nikdy nebude vykazovat
takové ucinky jako silice pfirodni.

Silice obsahuiji zpravidla latky s nizsi molekulovou hmotnosti, bez glykosidni vazby a s
mensim poctem kyslikatych funkci. Tyto vlastnosti odpovidaji latkdam, jako jsou

monoterpeny, seskviterpeny, diterpeny a fenylpropany. V silicich je zastoupené mnoho typu
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organickych sloucenin. Uhlovodiky se objevuji témér ve vSech silicich. Jsou zde zastoupeny
monocyklické monoterpeny - limonen (citrusy), a—terpinen (koriandr), a-felandren (fenykl a
blahovicnik), bicyklické monoterpeny - pinen (jehli¢nany) a bicyklické sekviterpeny - kadinen.

Alkoholy, které se v silicich objevuji prevazné jako acyklické monoterpeny - geraniol,
linalool a citronellol, monocyklické alkoholy - menthol a bicyklické - borneol. Aldehydy jsou
v silicich zastoupeny jako acyklické i cyklické formé. Mezi acyklické patfi monoterpeny citral
(geranial) a citronellal a mezi cyklické aldehydy napfiklad vanilin. Ketony se v silicich vyskytuji
bud' jako monocyklické monoterpeny — menthon (mata peprnd), karvon (kmin), pieriton
(blahovi¢nik), diosfenol nebo jako bicyklické monoterpeny — kafr, thujon anebo
neterpenické — iron (kosatec). Fenoly, které jsou obsazeny s silicich, mohou mit také rdzné
formy. Nejznaméjsimi a nejdllezitéjsimi prirodnimi fenoly jsou eugenol (hfebickovec),
thymol (tymidn) a karvakrol (tymian). Dalsi slozkou silic jsou fenolické étery. Patfi mezi né
anethol (anyz, fenykl), safrol (sassafras) a derivaty safrolu. Jiné silice jako napfiklad
eukalyptova - eukalyptol nebo merlikova — askaridol obsahuji oxidy. Dalsi slozkou jsou
estery, mezi které patfi octany terpineolu, borneolu nebo geraniolu (Bacilkova a Paulusova,

2012).

3.3.4 Utinnost esencialnich oleji na patogeny rostlin

V soucasné dobé probiha mnoho vyzkumu zaloZzenych na testovani Gcinnosti
esencialnich olejd na rlizné patogeny rostlin.

Adebayo et al. (2013) ve svém vyzkumu popisuji u¢innost esencialnich oleju z rostlin
Origanum vulgare a Monarda didyma na houbu Botrytis cinerea izolovanou z Fragaria x
ananassa. Uginky téchto oleji byly srovnavany s komerénim pfipravkem firmy Gloves off.
Tento pfipravek obsahuje témér stejny podil thymolu a karvakrolu jako je v rostliné Thymus
vulgaris a plivodné byl vyroben jako Cistici a desinfekéni prostfedek do domdcnosti a
nemocnic. Jejich vysledky dokazuji, Ze komercni pripravek sice dokaze potlacit rlst mycelia,
ale ucinky prirodnich esencialnich olejd jsou vyssi ve srovnani s timto komerénim
pripravkem.

Adiguzel et al. (2007) se zabyvali zkoumanim sloZeni esencialniho oleje z rostliny
Satureja hortensis a Ucinku tohoto oleje a methanolového extraktu z této rostliny na rtizné
patogeny rostlin. Olej ze S. hortensis obsahuje kromé jinych latek hlavné thymol a karvakrol.

Olej a methanolovy extrakt z S. hortensis byl testovdn na mnoha druzich bakterii a hub a u
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vétsiny téchto organism( byl zaznamenadn velky ucinek esencialniho oleje i methanolového
extraktu. Minimalni inhibi¢ni koncentrace se u téchto latek pohybovala od 15,62 do 250
ul/ml. Vétsi ucinky viak potvrdil methanolovy extrakt ze S. hortensis.

Dalsi vyzkum ucinnosti esencialnich olejl na rlizné patogeny provedli Daferera et al.
(2002), kteti zkoumali esencialni oleje z Origanum sp., Thymus sp., Dictamnus sp., Lavandula
sp., Rosmarinus sp., Salvia sp. a Mentha sp. a jejich U¢innost na Botrytis cinerea, Fusarium sp.
a Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis. Jejich vysledky dokazuiji, ze oleje
z Origanum sp., Thymus sp. a Dictamnus sp. Uplné inhibovaly rast vybranych patogent. Tyto
vysledky jsou pfipisovany predevsim obsahu thymolu a karvakrolu v esencialnich olejich
téchto rostlin. Naopak u rostlin Lavandula sp., Rosmarinus sp., Salvia sp. a Mentha sp. byla

Surviliene et al. (2009) zkoumali u¢innost esencialnich olejl z rostlin Picea abies,
Eucalyptus globulus, Rosmarinus officinalis a Abies siberica proti Penicillium roqueforti,
Aspergillus flavus, Aspergillus flavus var. oryzae, Mortierella hyalina var. hyaline, Sclerotinia
sclerotiorum, Sporotrichum aurantiacum, Phoma exiqua a Clonostachys rosea f. catenulata
izolovanych z jablek a ze zeleniny v zavislosti na mnoZstvi pouzitého esencidlniho oleje a na
inkubacni dobé patogend. Jejich vyzkum odhalil, Ze po 4 dnech inkubace byla Gcinnost oleja
nejvétsi a v nasledujicich dnech se ucéinnost u nékterych ze zkoumanych oleji snizovala.

Prasad et al. (2010) se zabyvali zkoumanim in vitro uc¢inku esencialnich olejl z rostlin
Eugenia sp., Cedrus sp., Cymbopogon citratus, Mentha x piperita, Citronella sp. a plodu
z Miyristica fragrans proti houbé Phomopsis azadirachtea a zjistili, Ze nejvétsi ic¢inek maji na
tuto houbu oleje z Cymbopogon citratus a Citronella sp., ktefi rist této hniloby inhibovali

100% a to pfi koncentraci 0,25 %.

3.3.5 Pouzité esencialni oleje
3.3.5.1 Cymbopogon citratus (DC.) Stapf (1906)- Vonatka citronova
Cymbopogon citratus, u nads znama také pod anglickym nazvem lemongrass, je
trsnatd trava patfici do cCeledi Poaceae, kterd dorlsta az 2 metrd. Dnes je rozSifena
v teplejSich oblastech témér po celém svété, ale jeji ptvod je v Indii. Jeji listy obsahuji 0,5 az

1 % silice, jejimiz hlavnimi slozkami jsou citral, myrcen, limonen a geraniol. Tato silice ma
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opravdu Siroké vyuziti a je velice oblibend v parfumerii jako Ié¢ivo a dokonce jako surovina

pfi vyrobé papiru (Valicek a kol., 2002).

3.3.5.2 Cymbopogon winterianus Jowitt ex Bor — Vonatka winterova

Plvod této rostliny miZeme zaznamenat na dvou mistech. Jednim z nich je Java a
druhym je Cejlon. Podle téchto mist plivodu se Cymbopogon winterianus rozdéluje na javsky
typ a cejlonsky typ. Oba dva typy maji hodné spole¢ného. Patfi do Celedi Poaceae stejné jako
Cymbopogon citratus. Jsou to trsnaté travy asi 2 metry vysoké. Jejich listy jsou tenké, svétle
zelené a lehce nacervenalé uvnitf. Olej ztéchto rostlin obsahuje predevsim geraniol,
citronellol a citronellal. Rozdil téchto dvou typd je patrny az po chemické analyze obou
druhl. Cejlonsky typ obsahuje nizsi podil citronellolu a citronellalu ve srovnani s jdvskym
typem. Oleje z téchto rostlin se pouzivaji jako analgetika, jako dochucovadla do rlGznych

pokrm0 a jako vonna latka do parfém0 a aromaterapii (Silva et al., 2010).

3.3.5.3 Eucalyptus citriodora (Hook.) K. D. Hill & L. A. S. Johnson -
Blahovicnik citronikovy

Eucalyptus citroodora patfi do ¢eledi Myrtaceae a je u nds znamy pod svym latinskym
nazvem Eucalyptus, ktery ale zahrnuje stovky, vétSinou stromovitych druhd, pochazejicich
z Australie a Malajsie.

E. citriodora je stalezeleny strom s rlizovou a Sedou klirou. Od ostatnich druhl se
odliSuje svou vani. Silice se ziskavaji z listd a mladych vyhon(i a obsahuje predevsim citral a
citronellol (Vali¢ek a kol., 2002).

Olej z této rostliny byva obsazen v olejich do aromalamp. Pfi jeho odparovani dochazi
k uvolniovani hornich dychacich cest. Pouziva se také jako olej do koupelovych olejd, kde ma

za ukol uvolnovat svalstvo (Vermeulen, 2001).

3.3.5.4 Eugenia caryophyllus (Spreng.) - Hfebickovec korenny

ees

Hrebickovec je dlouho Zijici stalezeleny strom s lesklymi zelenymi listy a rdZovymi

pupeny poupat, kterd se méni ve voniavé Cervené kvéty a fialové plody. Olej se ziskava vodni
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destilaci z poupat téchto kvétl. Zemi plvodu hrebickovce je Madagaskar a Indonésie (Farrer
— Halls, 2005).

Patfi do Celedi Myrtaceae a velmi brzy je zndm v Ciné, v dynastii Han, kdy bylo
pravidlo, Ze se kcisafi lidé smi pfiblizit pouze s hfebickem v ldstech pro vonny dech
(Fillnerova, 2009).

Silice hfebickovce obsahuje prevainé eugenol (asi 90 %). Nejvice se tedy hiebi¢kovec
uziva pri potizich v dutiné Ustni, kde pUsobi antibakteridlné a ulevuje pfi bolesti zub(. Dokaze

i snizit hladinu cukru v krvi (Jahodar, 2016).

3.3.5.5 Foeniculum vulgare Mill. - Fenykl obecny

Fenykl obecny patfi do celedi Apiaceae, pochazi ze Stfedozemi a je to zpravidla
dvouletd nebo vytrvala bylina s duznatym kofenem a jemné ryhovanou az 2 m vysokou
lodyhou. Fenykl ma malé syté Zluté kvéty usporadané ve velké bohaté okoliky kvetouci od
¢ervence do zafi. Semena, kterd se sbiraji, maji silny kofenity zapach a nasladlou chut. Silice
obsahuje nékolik sloZek, ale mezi hlavni patfi anethol a fenchon. Tyto Ucinné latky se uzivaji
jako prostiedek ke zvyseni ¢innosti stfev (Korbelar, Endris, 1970).

Homeopaté pouzivaji fenykl jako podporu tvorby mléka u kojicich matek. Fenykl je

bylina znama ¢asto i pod lidovym ndzvem — fimsky kopr (Wojtowicz, 2004).

3.3.5.6 Lavandula angustifolia Mill. (1768) - Levandule lékarska

Levandule pochazi ze Stfredomofi. Patfi do ¢eledi Lamiaceae a péstuje se prevainé ve
Francii, Spanélsku a Itélii. Je to asi 80 cm vysoky polokef. Kvete fialovymi kvéty a cela rostlina
je prijemné aromaticka. Kvetouci nat obsahuje 0,8-1,5 % silice, jejiz hlavnimi sloZzkami jsou
linalool, linalylacetat, 1,8—cineol, limonen, pinen, karyofylen a levandulylacetat. Levandulova
silice se pridava do luxusnich parfému a patfi mezi jednu z nejvice uZivanych rostlinnych silic.
UzZiva se také jako |éciva rostlina, tlumi kieCe a celkové napomaha k uklidnéni, zmirnéni
bolesti pfi migrénach a jeji nat se pouziva k aromatizovani ¢aje a jinych napojd. Hospodarsky
vyznam maji i jiné druhy, které ale neprodukuji silici tak dobré kvality jako Lavandula

angustifolia (Valicek a kol., 2002).
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3.3.5.7 Litsea cubeba Lam. - Vavfin kubébovy

Litsea cubeba patti do Celedi Lauraceae a plUvodem pochazi z jihovychodu Asie, kde
se dnes také hojné péstuje a vyuziva pro své lécivé ucinky. Je to dvoudomy opadavy strom
nebo ker dorustajici se vysky az 12 metrd s plodem v podobé malych ¢ernych bobuli. Suché
plody obsahuji 0,3-1,5 % silice, jejimiz hlavnimi slozkami jsou citral, limonen, methyl —
hepteon, a—pinen a linalool. Silice z rostliny L. cubeba ma vyrazné citronovou vUni, je hojné
vyuzivana v parfumerii a jako lécivka pti problémech se zdnéty kloub(, s revmatismem a pfi

|é€bé zavrati a rdznych dusevnich poruch (Valicek a kol., 2002).

3.3.5.8 Mentha spicata L - Mata klasna

Mata pochazi ze subtropického podnebného pasu a patfi do ¢eledi Lamiaceae.
Je to drobnd rizoveé kvetouci léCivka s ovalnymi az eliptickymi listy. Plodem je sucha
tvrdka, obsahujici 1-4 semena. Obsahuje 1-3 % silice, v niz je vice nez 50 % mentholu, dale
jeho estery s kyselinou octovou a pfes 10 % menthonu a dalSich asi 40 terpenickych latek.
Mata se ¢asto uzZiva na Zaludecni potize, Zaludeéni nevolnosti a pomaha pri  1é¢bé  koliky.
Pravidelné piti matového ¢aje posiluje nervovou soustavu a ma mirné afrodiziakalni ucinky

(Pavela, 2011).

3.3.5.9 Pelargonium graveolens L'Hér. - Pelargonie vonna

Pelargonie patfi do Celedi Geraniaceae a jiz jeji objeveni v Jizni Africe bylo senzaci.
Pro tuto vytrvalou jemné chloupkatou rostlinu s ¢lenitymi listy je typicka silice, ktera je
obsaZena prevainé v listech, kvétech a stoncich. Silice Sifi silnou vini r(iZi a jiz od té doby se
z pelargonie vyrdbi tzv. geraniovy olej uZivany zejména v kosmetickych pfipravcich
(Vermeulen, 2001).

V soucasné dobé je silice z muskatu vyuzZivana jako neucinnéjsi z esencidlnich oleju,
které pomahaji Cistit lymfaticky systém a odstranit celulitidu. Casto se tedy vyuZivd na
lymfatické masaze (Farrer- Halls, 2007).

Valicek a kol., (2002) uvadéji, Ze z P. graveolens lze ziskat silice obsahujici predevsim
geraniol, citronellol, isomenthon, geranylformat, citronellylformat, linalool a guaia — 6,9 -

dien.
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3.3.5.10 Pimpinella anisum L. - Bedrnik anyz

Jedna se o jednoletou bylinu z ¢eledi Apiaceae asi 50 cm vysokou s vietenovitym
oddenkem pochdzejici z jihu Evropy. Ma bilé kvéty uspofadané v okoliky a jejim plodem je
dvounazka. Bedrnik je rostlina znama jiz od stfedovéku, kdy byla uZivana jako prostiedek,
ktery zneSkodnuje kazdy jed. VSechny casti této rostliny velice aromaticky voni. Pochazi z
Asie a dnes se v mnohych zemich hojné péstuje. Jeji uzivanou ¢asti jsou semena, kterd se
shiraji v srpnu nebo v zafi a obsahuje asi 1,5 az 6 % silice. Uziva se hlavé ve farmacii k
pfipravé aromatickych olejd, liht, sirupl, lécivych ¢ajl, ale i v domacnosti jako koreni.
Bedrnik ma silnéjsi protikfecovy ucinek nez fenykl a kmin, uklidfiuje a pusobi proti kasli.

Nejvétsi podil silice tvori slozka anethol, ktery ma nasladlou chut (Korbelar, Endris, 1970).

3.3.5.11 Salvia officinalis L. - Salvé] |ékatska

Salvéj je vytrvalad bylina s dfevnatymi lodyhami, vysoka kolem 1 metru a patfici do
Celedi Lamiaceae. Pochazi z oblasti Balkdnského poloostrova. Horni ¢ast lodyhy je vice
bylinnd a dolni ¢ast difevnata a plstnata. Listy dosahuji délky asi 10 cm a Sitky asi 4 cm. Jsou
zejména v mladi jemné plstnaté pozdéji témér lysé. Kvéty jsou fialové a kvetou v Cervnu a v
cervenci. Na korunce kvétu je trubka, ktera je zarostla jemnymi chloupky, které zabranuji
pfistupu nékterym druhlm hmyzu ke Zlazkdm obsahujicim silici. UZitkovou ¢&3sti jsou listy a
nat. V listech je silice (1,5 %—2,5 %), kterd obsahuje slozky jako je thujon, salviol a cineol.
Ddle listy obsahuji také tfisloviny (asi 8 %), estrogenni hormony a amid kyseliny nikotinové.
Silice v malych davkach snizuje vylucovani potu, pUsobi protizanétlivé a mirné mocopudné.
Salvéjové bonbony jsou uZivany proti zanétdm v Gstech a $alvéjovy med je velmi cenény a

velice chutny (Korbelat, Endris, 1970).

3.3.5.12 Thymus vulgaris L. - Tymian obecny

Tymian je vytrvald bylina az 40 cm vysoka s lodyhami silné zdrevnatélymi s plivodem
ze Stfedozemi. Kvéty ma nachové barvy a jsou ve vidlanovitych svazeccich. Plodem jsou
tvrdky (Korbelat, Endris, 1970).

Tymian patti do Celedi Lamiaceae. Uzivanou ¢asti Tymianu je nat, ktera se pouziva
k dochucovani jidel, protoze pravé tato ¢ast rostliny obsahuje nejvétsi mnozstvi silice

(2-2,4 %). Hlavnimi slozkami jsou thymol, citral, kafr, karavon, karvakrol a 1,8-cineol.
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Tymidnova silice se pridava i do zubnich past, protoze ma protizanétlivé ucinky (Valicek a kol.

2002).

23



4 Metodika

Aktivita patogen( byla sledovana na zZivném médiu s 0,1% koncentraci esencialniho
oleje. Termin vyhodnoceni pokusu byl stanoven na zakladé rGstu patogena na kontrolni
varianté. Od kazdého patogena byl pouzit vzdy jeden izolat. Esencialni oleje které pfi 0,1%
koncentaci nezpusobily 100% inhibici rdstu patogenu byly z dalSiho testovani vyrazeny.
U¢inné oleje byly déle pouZity v koncentraénich faddch, aby mohla byt stanovena minimalni
inhibi¢ni koncentrace esencidlniho oleje. Pro prehlednost byly vSechny esencialni oleje
pouzity ve zkratkach.

Olej z Palergonium graveolens je v tabulkach oznacen ,PG“, Eucalyptus citriodora jako
,EC“, Mentha spicata jako ,,MS“, Cymbopogon citratus jako ,,CC“, Cymbopogon winterianus
jako ,CW*“, Eugenia caryophyllus jako ,HR“, Foeniculum vulgare jako ,FV“, Lavandula
angustifolia jako ,LA“, Litsea cubeba jako , LC", Pimpinella anisum jako ,PA“, Salvia officinalis

,SA“ a Thymus vulgaris jako , TV“.

4.1 Pouzité chemikalie a pFistroje

Patogeny byly izolovéni a ddle inkubovdani na braborovo-dextrézovém agaru (Potato
Dextrose Agar) od firmy Himedia Izolaty byly po celou dobu ristu mycelia umistény pfi stalé
teploté 21 °C v termostatu Lovibond. Zivné médium bylo pfipraveno dle doporuéeni vyrobce.
A to tak, Zze do 500 ml destilované vody bylo pfiddano 19, 5 g agaru. Veskeré prace spojené
sizolaci a preockovavanim kultur jednotlivych patogenl byly provadény ve sterilnich
podminkdch laminarniho boxu (Laminar Flow Cabinet, od firmy ESCO), ktery dopomahal
zabranovat infikovani Zzivného média jinymi organismy. Pro uchovani a dobré podminky pro
rast mycelia byly pouzity Petriho misky o priméru 90 mm, které byly po obvodu zalepeny

Parafilmem. VSechny esencialni oleje byly ziskany od firmy Mica a Harasta Breclav.

4.2 1Izolace patogent do €istych kultur

Izolaty byly ziskany z infikovanych pletiv rostlin a z nich izolovany do Cistych kultur na
Zivné médium.

Izolace Botrytis cinerea byla provedena z pletiva infikovaného zeli hlavkového

(Brassica oleracea convar. capitata var. alba DC. Ranos), které bylo ziskanu ze skladu rodinné
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firmy v lokalité Semice a z infikovanych plodl papriky (Capsicum annum L.), zakoupenych
v supermarketu. Leptosphaeria maculans byla izolovana zlistd cinského zeli (Brassica
chinensis L.), ziskaného z pozemku katedry ochrany rostlin na CZU. Pro ziskani Sclerotinia
sclerotiorum byly pouZity infikované kofeny mrkve (Dacus carota subs. sativus). Mrkev byla
také ziskana z rodinné firmy ze Semic. Z infikovanych pletiv byly sterilni jehlou odebrany

vzorky a pfemistény na Zivny agar PDA do Petriho misek.

4.3 Stanoveni ucinku esencialnich oleji

Pro stanoveni antifungdlniho Ucinku byly pouZity esencidlni oleje v 0,1% koncentraci.
Byly pouzity oleje z rostlin Palergonium graveolens, Eucalyptus citriodora, Mentha spicata,
Cymbopogon citratus, Cymbopogon winterianus, Eugenia caryophyllus, Foeniculum vulgare,
Lavandula angustifolia, Litsea cubeba, Pimpinella anisum, Salvia officinalis, Thymus vulgaris.
Pfed aplikaci esencidlniho oleje do Zivného média byl pouzit vidy jeden esencidlni olej
rozpustény v DMSO (dimetylsulfoxid) v poméru 1:1.

Stanoveni ucinnosti esencialnich oleju na vybrané patogeny bylo provadéno in vitro
metodou na agaru. Do zchlazeného Zivného média byl pfidan pomoci mikropipety roztok
esencidlniho oleje s DMSO a byla tak vytvorena 0,1% koncentrace. Byla vytvorena i kontrola
pro srovnavani narlstu mycelia. Pti pfipravé kontrolni varianty nebyl pouzit Zzddny esencialni
olej. Do Zivného média byl pfidan pouze roztok DMSO (0,1 %) a na zatuhly agar nasledné
naockovan pfislusny patogen. Na kazdou Petriho misku s 0,1% koncentraci nékterého z oleja
byl naockovan vidy jeden patogen. Cely tento postup byl zopakovan desetkrat. Kazda
Petriho miska byla bezpecné uzaviena Parafilmem, aby byl zamezen pfistup roztocu, ktefi by
do Petriho misek zanesly nezddouci mikroorganismy. Kazdd miska byla peclivé oznacena,
aby bylo patrné, ktery esencidlni olej a ktery patogen byl pouzit. Kultivacni doba byla
stanovena na zakladé rstu patogenl na kontrolni varianté a inkubace probihala vtmavém
prostredi se stalou teplotou 21 °C. Bylo provedeno vyhodnoceni nardstu mycelia na agaru na
vSech variantdch a na zdkladé porovnani skontrolou byl stanoven inhibiéni ucinek
esencialniho oleje.

Pokud esencidlni oleje vykazovaly 100% inhibi¢ni uc¢innost, byla u téchto oleju dale
zkoumana jejich ucinnost v nizSich koncentracich (0,08 %, 0,06 %, 0,04 % a 0,02 %), aby

mohla byt nasledné stanovena minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC). MIC je minimalni
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stanovena koncentrace esencialniho oleje, kterd 100% inhibuje rist patogena. Oleje, které
byly vyhodnoceny jako neaktivni, byly z dalSiho zkoumani vyfazeny a vyhodnoceny jako
neucinné.

Pro stanoveni vyslednych udaji v tabulkach a stanoveni MIC byl pouZit tento vzorec:
(100-[(dT/dC)x100],

kde dT je primér narlstu mycelia na varianté s esencidlnim olejem (v mm) a dC je primér

narlstu mycelia na kontrolni varianté (v mm).

4.4  Stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace esencialnich olejt

Esencidlni oleje, jejichz ucinek byl patrny pfi pouziti 0,1% koncentrace, byly ddle
pouzity pro uréeni minimalni inhibi¢ni koncentrace. Roztok DMSO s esencidlnim olejem byl
prfidan do agaru vidy vtakovém objemu, aby byla docilena poZadovana koncentrace.
Koncentraci pro uréeni minimalni inhibi¢ni koncentrace bylo zvoleno celkem 5, vidy o0 0,02 %
méné.

0,1% 1000 pl/I
0,08% 800 pl/!
0,06% 600 pl/I
0,04% 400 pl/!
0,02% 200 pl/I

Kazdd varianta byla vytvofena celkem v deseti opakovanich, aby bylo dosazeno
presnéjsich vysledkl. Do kontrolni varianty bylo pfidano pouze odpovidajici mnozstvi DMSO.
Nardst mycelia jednotlivych hub byl vidy srovnavan s narGstem mycelia na kontrolni

variante.
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5 Vysledky

5.1 Stanoveni aktivity esencialnich oleju

V prvni fazi pokusu byla vyhodnocena Gcinnost esencialnich oleju, jejichZz koncentrace
v agaru odpovidala 0,1 %. Tato koncentrace byla stanovena jako maximalni pro mozné
komercni pouziti na zakladé zpracované literatury. Oleje vyhodnocené jako neudcinné byly

z dalSiho zkoumani vyrazeny a v jinych koncentracich jiz nebyly pouZity.

Tabulka 1. Vyhodnoceni téinnosti esencialnich olejd pfi 0,1% koncentraci oproti kontrole.

Vybrané Uéinnost jednotlivych esenccidlnich oleji v koncentraci 0,1 %
patogeny n
CcC Cw EC HR 2% LA LC MS PG PA S50 ™
Botrytis cinerea
v + - -+ -|-1-|1-1-|-1-1*+
Sclerotinia
sclerotiorum + - - - = - + - - - - +
Leptosphaeria
maculans 4 - - + - - - - - - - +

Tabulka €. 1 vyjadfuje ucinné oleje, u kterych nebyl zaznamenan narlst mycelia na
zZivném médiu znaménkem ,+“ a neucinné oleje, u kterych byl zaznamenan narlist mycelia
znaménkem ,-,,. Z tabulky je patrné, Ze oleje, které byly vyhodnoceny jako aktivni, byly ve
vétsiné pripadl ucinné na vSechny tfi patogeny. Vyjimkou je olej z L. cubeba (LC), ktery byl
ucinny pouze na S. sclerotiorum. Olej z C. citratus (CC) byl tak ucinny na B. cinerea,
S.sclerotiorum i na L. maculans. Olej z E. caryophyllus (HR) byl také G&inny na B. cinerea, S.
sclerotiorum i na L. maculans. Olej T. vulgaris (TV) byl vyhodnocen jako ucinny také na B.
cinerea, S.sclerotiorum i na L. maculans. Ostatni esencialni oleje ziskané z P. graveolens, E.
citriodora, M. spicata, C. winterianus, F. vulgare, L. angustifolium, L. cubeba, P. anisum a S.
officinalis byly vyhodnoceny jako neucinné oleje, protoze jejich aktivita nebyla prokdzana ani

u jednoho z patogend.
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5.2 Stanoveni minimalni inhibiéni koncentrace

V druhé fazi pokusu byly pouZity pouze oleje, u kterych byla prokdzana jejich uc¢innost
pfi 0,1% koncentraci, tedy olej z C. citratus, E. caryophyllus, L. cubeba a T. vulgaris. Tyto oleje
zvolena 0,02 %. Po vyhodnoceni ucinnosti oleji, byla stanovena minimalni inhibi¢ni
koncentrace, pfi které je olej schopen 100 % inhibovat rlst mycelia na Zivném médiu. Kazdy
olej byl ve vSech koncentracich proti kaidému z patogenl pouzit celkem v deseti
opakovanich, aby bylo dosazeno co nejpresnéjSich vysledkl. Pfi vyhodnocovani narustu
mycelia byl vidy méfen primér narostlého mycelia v kazdé Petriho misce. Podle daného

vzorce byla vypocitana procentualni u¢innost daného oleje, ktera je uvedena v tabulce.

Tabulka 2. Vyhodnoceni Gc¢innosti esencidlnich olejii v % pro jednotlivé koncentrace proti Botrytis cinerea
v porovnani s kontrolou.

kD"EeqmEE €s. Inhibiéni Géinek esencialnich oleji v %
oleje v % _

CC HR ™
0,10 100 100 100
0,08 40 80 0
0,06 0 0 0
0,04 0 0 0
0,02 0 0 0

Tabulka €. 2 popisuje pridmérnou procentualni téinnost esencialnich oleji ze vsech
deseti opakovani. Olej z C. citratus (CC) je 100% ucinny proti B. cinerea pouze v koncentraci
0,1%. Tedy z4dna z Petriho misek nebyla porostla myceliem. V Koncentraci 0,08 % vykazuje
ucinnost pouze 40 % a v dalSich nizsich koncentracich nebyla jeho u¢innost zaznamenana.
Jako minimalni inhibi¢ni koncentrace byla tedy vyhodnocena koncentrace 0,1%.

Olej z rostliny E. caryophyllus (HR) je nedcinnéjsi v koncentraci 0,1%. V dal3i
koncentraci 0,08 % se jeho ucinnost snizila na 80 % a v dalSich nizSich koncentraci u¢innost
nebyla zaznamenana vlbec. Minimalni inhibi¢ni koncentrace oleje z E. caryophyllus proti
Botrytis cinerea je tedy 0,1 %.

T. vulgaris (TV) vykazuje nejvétsi ucinnost (100 %) pouze v koncentraci 0,1 %.

V dalSich koncentracich nebyla jeho U¢innost zaznamenana. Minimalni inhibi¢ni koncentrace

oleje z Thymus vulgaris proti B. cinerea je tak 0,1 %.
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Tabulka 3. Vyhodnoceni Géinnosti esencialnich olejti v % pro jednotlivé koncentrace proti Sclerotinia
sclerotiorum v porovnani s kontrolou.

knncer!trace €s. Inhibicni ucinek esencialnich oleja v %
oleje v % -

CC HR LC ™
0,10 100 100 100 100
0,08 100 0 100 100
0,00 30 0 100 100
0,04 90 0 20 0
0,02 40 0 0 0

V tabulce je vyjadiena primérna procentudlni Gcinnost oleje ze vSech deseti
opakovani. C. citratus (CC) je naprosto spolehlivé nejucinnéjsi v koncentraci 0,1 % i 0,08 %.
Tuto koncentraci tedy miZzeme povazovat za minimalni inhibi¢ni koncentraci proti Sclerotinia
sclerotiorum. V koncentraci 0,06 % byla zaznamendna ucinnost pouze 80 %, ale tato
koncentrace je stdle dostatecna, protoze v koncentraci 0,04 % esencialniho oleje je jeho
ucinnost stale vysoka. Nejnizsi ucinnost byla zaznamenana v koncentraci 0,02 %. u
rostliny E. caryophyllus (HR) byla zaznamendana 100 % G¢innost pouze pfi koncentraci 0,1 %.
Tato koncentrace je tedy stanovena jako minimalni inhibi¢ni koncentrace oleje z E.
caryophyllus proti S. sclerotiorum.

Olej z L. cubeba (LC) vykazuje 100% inhibi¢ni ucinek v koncentraci 0,1, 0,08 i 0,06 %.
PFi koncentraci 0,04 % se ucinnost oleje snizila na 20 %. Proto byla jako nejnizsi inhibicni
koncentrace u oleje z Litsea cubeba urcena proti S. sclerotiorum koncentrace 0,06 % proti.

Poslednim tcinnym olejem (z vybranych olejl pro tuto praci) proti S. sclerotiorum byl
esencidlni olej z T. vulgris, ktery je, stejné jako olej z L. cubeba, nejucinnéjsi v koncentraci 0,1,
0,08 a 0,06 %. V dalSich nizSich koncentracich nebyla jeho Ucinnost zaznamenana a narlst
mycelia byl tedy 100 %. Za minimalni inhibi¢ni koncentraci esenciadlniho oleje z rostliny T.

vulgaris proti S. sclerotiorum mGzZeme tedy oznacit koncentraci 0,06 %.
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Tabulka 4. Vyhodnoceni uéinnosti esencialnich oleji v % pro jednotlivé koncentrace proti Leptosphaeria
maculans v porovnani s kontrolou.

koncentrace es. Inhibiéni Géinek esencialnich oleji v %
oleje v % R

cC HR ™
0,10 100 100 100
0,08 100 100 100
0,06 a0 100 99
0,04 50 100 62
0,02 40 1] 1]

Vysledky v tabulce €. 4 opét znaci prllmérnou procentudlni U¢innost olejli ze viech
deseti opakovani. Olej z C. citratus (CC) vykazoval nejvyssi moznou ucinnost v koncentraci 0,1
a 0,08 %. V koncentraci 0,06 % se aktivita oleje mirné sniZila na 80 %. V dalSich koncentracich
se ucinnost oleje opét snizila. V koncentraci 0,04 % byla ucinnost oleje 50 % a v koncentraci
0,02 % byla zaznamendna pouze 40% ucinnost. Pro stanoveni minimalni inhibicni
koncentrace oleje z C. citratus proti L. maculans tedy mGze byt stanovena koncentrace 0,08
%.

U oleje zrostliny E. caryophyllus byla zaznamendna 100 % inhibi¢ni ucinnost pfi
koncentraci 0,1, 0,08, 0,06 i 0,04 %. Pri koncentraci 0,02 % nebyla zaznamenana Zadna
ucinnost oleje. Minimalni inhibi¢ni koncentrace mlze byt tedy u oleje z E. caryophyllus proti
L. maculans oznacena koncentrace 0,04%.

Esencialni olej z rostliny T. vulgaris vykazoval nejvyssi 100% ucinnost v koncentraci
0,1% a 0,08%. Koncentrace 0,06% by se také dala oznadit za 100%, ovsem v koncentraci
0,04% ucinnost oleje znacné poklesla na 62 % a v koncentraci 0,02% nebyla zaznamenana
zadna ucinnost ani v jednom z opakovani. Za minimalni inhibi¢ni koncentraci u oleje z T.

vulgaris proti L. maculans mGze byt tedy oznacena koncentrace 0,06 %.
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6 Diskuze

Esencidlni oleje jsou komplexy tékavych sloucenin, které mizeme izolovat z rliznych
rostlin. Tyto oleje maji Siroce rozmanité vlastnosti. Jednou z téchto vlastnosti je obsah
obrannych latek proti nékterym skidcim a plvodcdm chorob rostlin. Jsou to tedy prirodni
nepratelé nékterych fytopatogennich organismi (Harrewijn et al., 2001).

Hadizadeh et al. (2009) tvrdi, Ze poptavka po potravindch vyrobenych z plodin
oSetfenych pesticidy stale klesa. Verejnost upfednostiiuje plodiny, které nejsou oSetfovany
klasickymi pesticidy, ale jinymi alternativnimi moznostmi ochrany. Timto je vyvijen stale vétsi
tlak na vyvoj téchto alternativnich metod. Esencidlni oleje, které jsou registrované jako
potravinarsky Cisté latky, by mohly byt vhodnou alternativou k pesticidim.

Gogoi et al. (1997) se zabyval vyzkumem antifungalnich uc¢inkl oleje z rostliny Litsea
cubeba v raznych koncentracich proti Fusarium moniliforme, Fusarium solani, Aletrnaria
alternata a Aspergillus niger. Jeho vysledky odhalily, Ze v podminkach in vitro je olej z Litsea
cubeba ucinny na vSechny tyto patogeny. V této préci byl olej z Litsea cubeba testovan na
Botrytis cinera, Sclerotinia sclerotiorum a Leptosphaeria maculans. Jeho Ucinek byl prokazan
0,06 %.

Ucinnosti oleje z rostliny Mentha spicata se zabyvali Singh et al. (1994), ktefi tento
olej testovali proti Fusarium oxysporum. Jejich vysledky prozradily vysokou aktivitu tohoto
oleje. Pokusy byly provadéné pfimo na hostitelské rostliné a jejich semenech a bylo zjisténo,
Ze olej neprokazal Zadné nepfiznivé Ucinky. Tento vyzkum by tak mohl mit zasadni vliv pfi
budoucim vyvoiji fungicidd na zakladé esencialnich oleju. V této praci se antifungdlni ucinky
oleje z Mentha spicata neprokazali ani na jednom z testovanych patogen( a to ani v nejvyssi
zvolené 0,1% koncentraci.

Kumar et al. (2007) zverejnili svoji studii, kde se zabyvali riznymi vonnymi silicemi
v Ucinnosti proti Aspergillus flavus. Ze viech zkoumanych olejli prokazal nejvyssi antifungalni
ucinek olej z Thymus vulgaris. Olej z této rostliny prokazal i ucinky proti Fusarium oxysporum,
Cladosporium herbarum, Curvularia lunata, Aspergillus terreus, Aspergillus niger, Aspergillus
fumigatus, Alternaria alternata a Botryodiploidia theobromae. Olej z Thymus vulgaris

obsahujici hlavné thymol by tak mohl byt potencidlné vyuzZit v ochrané rostlin. V této praci
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byl olej z Thymus vulgaris jednim z nejucinnéjSich esencidlnich oleji a jeho ucinky se
prokazaly proti véem tfem sledovanym patogen(lim a u nékterych i v nizsi koncentraci 0,06 %.

Olej z Eugenia caryophyllus zkoumal i Thobunluepop (2009), ktery testoval
antifungalni Gcinky tohoto oleje na fytopatogenni houby Alternaria solani, Colletotrichum
sp., Fusarium moniliforme a Rhizoctonia solani. Ve svych in vitro testech prokazal silné
antifungalni ucinky a to hned proti viem ¢tyfem zkoumanym patogentm. | v této praci se
olej z Eugenia caryophyllus prokdzal jako ucéinny a to predevsim diky eugenolu, ktery
obsahuje. V této praci je olej z Eugenia caryophyllus GCinny proti viem tfem sledovanym
patogendm a to i vnizSich koncentracich. Proto by bylo vhodné zkoumat dal jeho
antifungalni ucinky i na jiné fytopatogenni organismy, popfipadé zkoumat tento esencialni
olej také na jeho neZzadouci ucinky, kvuli kterym by v budoucnu nemohl byt pouZit jako
botanicky pesticid.

V mnoha publikacich se s esencidlnimi oleji pracuje také jako s insekticidy. Jednou
z takovych je i publikace Sea et al. (2009), ktefi testovali insekticidni ucinky esencidlnich
olejl. Do vyzkumu bylo zafazeno celkem 26 rliznych druh( rostlin, mezi kterymi se objevil i
olej z Pelargonium graveolens a Litsea cubeba. Tyto oleje byly testovany svymi Ucinky proti
Japonskym termitim. Ale testy popsané v tomto dokumentu si zaslouzi dalsi studium jako
potencialni insekticidy proti termitlim, protoze nékteré latky z téchto oleju se zddli byt
toxické. Pravé tato toxicita mlzZe predstavovat silné omezeni ve vyuZiti esencidlnich oleju a

probihd mnoho vyzkumu na zjisténi redIného rizika pro konzumenta.
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7 Zavér
Pro celkové zhodnoceni antifungalnich ucinkl vybranych esencidlnich rostlin na tfi

vybrané patogeny byly pouzity in vitro testy, které u nékterych z oleji prokdazaly

vysoké antifungdlni ucinky.

Pro pokus byly izolovany tfi patogeny — Botrytis cinerea ze zeli hldvkového (Brassica
oleracea convar. capitata var. alba DC. Ranos), Leptosphaeria maculans z listQ
Cinského zeli (Brassica chinensis L.) a Sclerotinia sclerotiorum z napadenych kofenu

mrkve (Dacus carota subs. sativus).

V prvni fazi byly zkoumany esencialni oleje ziskané z dvanacti rostlinnych druhd
(Palergonium graveolens, Eucalyptus citriodora, Mentha spicata, Cymbopogon
citratus, Cymbopogon winterianus, Eugenia caryophyllus, Foeniculum vulgare,
Lavandula angustifolia, Litsea cubeba, Pimpinella anisum, Salvia officinalis, Thymus
vulgaris) v 0,1% koncentraci na vSechny tfi patogeny. Byla stanovena inkubacni doba
dle nartstu mycelia na kontrolnich variantach, na které nebyl pouZzit Zadny esencialni
olej. Jako uspésné tedy ucinné oleje byly vyhodnoceny oleje vykazujici 100% inhibicni
ucinek na rast mycelia patogent. Jednalo se o esencidlni oleje z rostlin Cymbopogon

citratus, Eugenia caryophyllus, Litsea cubeba a Thymus vulgaris.

Vdruhé fazi  byla u Gcinnych esenciadlnich olejli stanovena minimalni inhibi¢ni
koncentrace (MIC) na zakladé zvolenych koncentrac¢nich fad esencialnich oleji. U
izolatu Botrytis cinerea byla MIC pro Cymbopogon citratus (CC) i pro Eugenia
caryophyllus (EC) stanovena na 0,1 % a pro Thymus vulgaris na 0,1 %. U patogena
Sclerotinia sclerotiorum byla MIC pro olej z Litsea cubeba (LC) a Thymus vulgaris (TV)
stanovena na 0,06 %. U Cymbopogon citratus (CC) byla MIC stanovena na 0,08 % a u
Eugenia caryophyllus (HR) na 0,1%. U izolatu Leptosphaeria maculans byla jako MIC
pro olej z Cymbopogon citratus stanovena koncentrace 0,08 %, pro olej z Eugenia

caryophyllus 0,04 % a pro olej z Thymus vulgaris 0,06 %.
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Prilohy

Obrazek 4: Test vlivu esence z Cymbopogon citratus na Botrytis cinerea v koncentraci
0,1% v deseti opakovanich a ve srovnani s kontrolou

Obrazek 5: Test vlivu oleje z Eugenia caryophyllus na Botrytis cinerea v koncentraci 0,1 % v deseti
opakovanich a ve srovnani s kontrolou.
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Obrazek 6: Test vlivu oleje z Thymus vulgaris na Botrytis cinerea v koncentraci
0,1% v deseti opakovanich a ve srovnani s kontrolou

Obrazek 7: Test vlivu oleje z Eugenia caryophyllus na Leptosphaeria maculans v koncentraci
0,04 % v deseti opakovanich a ve srovnani s kontrolou.
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Obrazek 8: Test vlivu oleje z Thymus vulgaris na Leptosphaeria maculans v koncentraci
0,08 % v deseti opakovanich a ve srovnani s kontrolou.

Obrazek 9: Test vlivu oleje z Cymbopogon citratus na Sclerotinia sclerotiorum v koncentraci
0,08 % v deseti opakovanich.
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Obrazek 10: Test vlivu oleje z Eugenia caryophyllus na Sclerotinia sclerotiorum v koncentraci
0,1 % v deseti opakovanich a ve srovnani s kontrolou.

7

Obrazek 11: Test vlivu oleje z Litsea cubeba na Leptosphaeria maculans v koncentraci
0,08 % v deseti opakovanich a ve srovnani s kontrolou.
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Obrazek 12: Test vlivu oleje z Thymus vulgaris na Leptosphaeria maculans v koncentraci
0,06 % v deseti opakovanich a ve srovnani s kontrolou.

Obrazek 13: Test vlivu oleje z Thymus vulgaris na Leptosphaeria maculans v koncentraci
0,04 % v deseti opakovanich a ve srovnani s kontrolou.
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