Ceska zemédélska univerzita v Praze

Fakulta agrobiologie, potravinovych a prirodnich
zdroju

Katedra ochrany rostlin

CESKA ,
ZEMEDELSKA
UNIVERZITA V PRAZE

Vliv esencialnich olejii na puvodce strupovitosti
jabloni

Bakalarska prace

Autor prace: Kristyna Balazova

Obor studia: Zahradnictvi

Vedouci prace: Ing. Marie Manasova, Ph.D.

© 2017 CZU v Praze



Cestné prohlaseni

Prohlasuji, Ze svou bakalafskou praci "Vliv esencidlnich oleji na pilivodce
strupovitosti jabloni" jsem vypracovala samostatné pod vedenim vedouciho bakalafské prace
a s pouzitim odborné literatury a dalSich informacnich zdroji, které jsou citovany v préci
auvedeny v seznamu literatury na konci prace. Jako autorka uvedené bakalarské prace dale

prohlasuji, Ze jsem v souvislosti s jejim vytvoienim neporusila autorska prava tretich osob.

V Praze dne datum odevzdani




Podékovani

Rada bych touto cestou podc€kovala Ing. Marii Manasové, Ph.D., vedouci mé
bakalafské priace za jeji odborné vedeni, ochotu, vstficnost a vécné rady. Dale také Ing.
Miloslavu Zouharovi, Ph.D. a Ing. Jané Wenzelové za pomoc a praktické rady pfi realizaci
pokusii. V neposledni fad¢ bych také rada podékovala své rodin€, za podporu pii studiu a

psani této prace.

il



Souhrn

Bakalafskd prace se veénuje vyzkumu vlivu esencidlnich oleji na piivodce
strupovitosti Venturia inaequalis (Cke.) Wint., jehoZ nejCastéjSim hostitelem jsou jablong.
Patogen znehodnocuje pfedev§im plody a pfi silngjSim napadeni dokadze naruSit i vitalitu
celych rostlin. Strupovitost tak patii v souCasné dob€é mezi jednu z nejzavazngjSich
houbovych chorob, ktera postihuje jablon¢, jak ve svétové, tak i domaci produkci.

V literarnim ptehledu se prace zabyva obecné problematikou strupovitosti jabloni, jeji
Skodlivosti, pfiznaky, morfologii a Zivotnim cyklem. Prace se také zabyva problematikou
esencidlnich olej, jejich t¢innosti, metodami extrakce a mozného vyuZziti v ochran¢ rostlin.

V praktické Casti bakalaiské prace bylo testovano celkem 13. esencidlnich oleji
zrostlin jako: Mentha Spicata, Litsea Cubeba, Cymbopogon Citratus, Cymbopogon
winterianus, Pelargonium graveolens, Rosmarinus officinalis, Thymus vulgaris, Ocimum
basilicum, Eugenia Caryophyllus, Cinnamomum ceylanicum, Cynamomum camphora,
Origanum majorana a Lavandula hybrida, které byly pouzity na nékolik izolati V. inaequalis
v in vitro podminkach. Samotny vliv téchto 13-ti esencidlnich oleji byl sledovan u kli¢eni
konidii a ristu mycelia. Z ¢4sti byla také testovana fytotoxicita esencidlniho oleje z Thymus
vulgaris o riznych koncentracich (1-9%). Poskozeni na listech jabloni se projevilo az od
koncentrace 3%.

V ramci vlivu esencidlnich oleji na kliceni konidii V. inaequalis, nejlepSich vysledkt
dosahovaly esencidlni oleje zrostlin Eugenia caryophyllus a Thymus vulgaris, které
statisticky vyrazné zvySovaly mortalitu pfi kli¢eni spor. Olej z Eugenia caryophyllus, byl
dokonce ucinngjsi nez znamy fungicid Talent. Co se tyCe vlivu esencidlnich oleji na rast
mycelia V. inaequalis, nejlepSich vysledkl jasné vykazoval olej z Eugenia caryophyllus. U

ostatnich olejl byl vykazovan mensi ¢i vetsi vliv na rtist mycelia V.i.

Klicova slova: Venturia inaequalis, strupovitost jabloni, ochrana rostlin, jablong,

esencialni oleje
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Impact of essential oils on the Apple scab

Summary

Bachelor thesis is devoted to research of the effect of essential oils on the causative
agent of apple scab venturia inaequalis (Cke.) Wint., whose most common hosts are apple trees.
Pathogen Venturia inaequalis (Cke.) Wint. degrades especially fruits and with higher
contamination could even disrupt vitality of entire plants. Apple scab is currently one of the
most serious fungal diseases affecting apples, both in the global and domestic production.

The literature review of this thesis deals with the general problems of apple-scab: its
harmfulness, symptoms, morphology and life cycle. Further the thesis deals with matters of
essential oils, their efficiency, methods of extraction and potential use in plant protection.

In the practical part of this bachelor’s thesis were tested in total of 13 essential oils
from plants, such as: Mentha Spicata, Litsea Cubeba, Cymbopogon Citratus, Cymbopogon
winterianus, Pelargonium graveolens, Rosmarinus officinalis, Thymus vulgaris, Ocimum
basilicum, Eugenia Caryophyllus, Cinnamomum ceylanicum, Cynamomum camphora,
Origanum majorana a Lavandula hybrida, which were used for a several isolates of V.
inaequalis in vitro conditions. The actual impact of these thirteen essential oils has been
studied in conidial germination and mycelial growth. The phytotoxicity of Thymus vulgaris's
essential oil was partially tested at various concentrations (1-9%). Apple-leaf harmful effect
was manifested at concentration of 3% and higher.

Within the influence of essential oils on the germination of conidia of V. inaequalis
the best results reached the essential oils from plants Eugenia caryophyllus and Thymus
vulgaris, which statistically significantly increased the mortality of the spore during
germination. The oil from Eugenia caryophyllus was even more effective than the known
fungicide the Talent. Regarding the effect of essential oils on the mycelial growth of V.
inaequalis the best results clearly showed a Eugenia caryophyllus oil. For other oils was

reported greater or lesser influence on the growth of mycelium V.i.

Keywords: Venturia inaequalis, apple-scab, plant protection, apple-tree, essential oils
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1. Uvod

Ovocnaistvi md u nas dlouholetou tradici a jabloné, jsou tak bezesporu
nejpéstovangjSim ovocem u nds, a to piedevS§im diky pfiznivym péstitelskym podminkam.
Jablka maji vysokou nutri¢ni hodnotu a stile jsou pro Ceské konzumenty ¢islem jedna, jak
mezi tuzemskym, tak i exotickym ovocem. Zikladem pro uspéSné péstovani jabloni jsou
intenzivni vysadby, které potfebuji celorocni péci (zpracovani pudy, vyZiva a hnojeni, fez,
chemickd ochrana proti chorobdm a Sklidcim atp.) aby tim bylo dosazZeno kazdoro¢nich
pravidelnych a kvalitnich vynost.

Strupovitost jabloni, jejimz ptivodcem je houba Venturia inaequalis (Cke.) Wint., je
jednou z nejzavaznéjsich a nejrozsifenéjSich chorob jabloni po celém svéte i u nas. VétSina
nejpestovangjsich odriid jabloni je vice ¢i méné nachylna ke strupovitosti, coZ zpusobuje
znaéné ekonomické ztraty napadenim plodii. UdrZeni této choroby pod kontrolou s sebou
naopak nese velké ekonomické naklady, a to predevSim na pofizeni chemickych prostiedkt
pouzivanych proti této chorob¢, jakoz i naklady spojené s aplikaci téchto prostredki. Nékteré
sady vyzaduji 15 az 20 aplikaci fungicidnich pfipravkl proti strupovitosti za rok. Diky castym
aplikacim béhem sezoény, se tak primérné ro¢ni ndklady na oSetfeni pohybuji kolem 5 000,-
K¢ na hektar. Navic pouzivani chemickych prostfedkt nemusi byt vZzdy zcela efektivni, coz
zélezi predevSim na pribchu pocasi béhem daného roku. Negativni strankou pii pouzivani
chemické ochrany je kontaminace Zivotniho prostfedi Skodlivymi cizorodymi latkami a
pfitomnost rezidui pesticidi v plodech. A nejenom to, dal§i riziko, které hrozi pfi
jednostranném pouzivani skupin fungicidd, je vytvofeni rezistence na tcinné latky.

Proto je v dnesni dobé vyvijen tlak na vyzkum moZnych alternativ, které by byly
Setrnéj$i k Zivotnimu prostiedi a tim vhodnéjsi pro nizkorezidualni produkci jablek a zaroven
by vykazovaly uspokojujici u€inky v boji proti strupovitosti.

Esencidlni oleje jsou sekundarnimi metabolity, které jsou soucasti obranného
mechanismu rostlin. Jejich antimikrobidlni a antimykotické ucinky jsou znamy jiz od
starovéku. Ale az tak v poslednich 20 letech se shromazd’uje ¢im dal vice informaci o jejich
moznych ucincich a biologickych funkcich a jsou tak utvarena komplexnéj$i a aktualnéjsi
data, ktera poukazuji na dobré ucinky oleji. Pfrevazné se jedna o oleje Thymus vulgaris a
Eugenium caryophyllus, které vykazuji nejlepSich ucinkti proti patogenu Venturia inaequalis

v in vitro podminkéch, zvl4st¢ pak na inhibi¢ni G¢inky na kli¢eni spor a riistu mycelia. Jedna



se tak moZna o budouci obohaceni ¢i moZnou alternativu ochrany jabloni v integrované c¢i

ekologické produkci a tim, pievedeni z in vitro testl do béZné ovocnéaiské praxe.



2. Védecka hypotéza a cil prace

Védecka hypotéza: Existuji rostlinné esence, které pii aplikaci maji ptimy dopad na
Vyvoj patogena jabloni Venturia inaequalis.

Cil prace: Cilem price je otestovat vliv vybranych esencidlnich olejii na vyvoj

patogena jabloni Venturia inaequalis (Cke.) Wint.



3. Literarni prehled

3.1. Charakteristika rodu Malus
Z botanického hlediska patii jablon¢ (rod Malus MILL.) do tadu Rosales a z
pomologického hlediska se fadi jablon& k ovoci jadrovému. Uplné zafazeni v rostlinné ¥isi je
nasledujici:

Rise: rostliny (Plantae)

Podrise: cévnaté rostliny (Tracheobionta)
Oddéleni: krytosemenné (Magnoliophyta)
Trida: vyssi dvoudé€lozné (Rosopsida)
Podtiida: (Rosidae)

Rad: rizotvaré (Rosales)

Celed’: jablotiovité (Malaceae)

Rod: jablonii (Malus)
(Dvorak et al., 1976)

Velka vétsina kulturnich odriid u nas péstovanych patii k druhu M. pumila MILL. a
vznikla sloZitou hybridizaci M. silvestris MILL. a n¢kterych dal$ich druhti jabloni rostoucich
plané v Zakavkazi. Na vzniku evropskych kulturnich odriid se podilely zejména druhy Malus
silvestris, M. pumila. M. prunifolia Borkh., a pravdépodobné i M. baccata. (Dvorak et al.
1976). Pii rezistentnim Slechténi se pouziva jako zdroj rezistence proti strupovitosti Malus
floribunda Sieb. (Dvoték et al. 1976).

Piivod kulturnich odriid jabloni neni pfesné znam a také botanické tiidéni jabloni neni
jednotné. Doposud je popsano cca 31 druht jabloni ¢imz jen nékteré z nich maji vyznam
v ovocnarstvi (Dvorak, 1987).

OvSem jak uvadi Vejl et al. (2005), taxonomie zkoumaného rodu jabloni je sloZita.
Pocet uvadénych samostatnych druhii zavisi na autorovi a pohybuje se mezi 11 aZ 36 druhy.

Tyto nesrovnalosti jsou zpusobeny tvorbou mezidruhovych kiizenctli, které nékteii autofi

povazuji za samostatné druhy.



Systematika rodu Malus Mill. Neni jednotnd, pfiCinou je znaCny polymorfismus
vétSiny jablonovych druhti (Dvofék et al., 1976). Systém podle Lichonose (1964) obsahuje 30
druhti jabloni. Jablon¢ rozdé€luje na dvé sekce: Calycomeles — jabloné s kalichem neopadavym

a Gymnomeles — jablon¢ s kalichem opadavym (Dvoték et al., 1976).
3.1.1. Botanické rozdéleni

Jak je jiz zminéné vySe, dle Lichonose (1964) byl vytvofen systém dvou sekci, do
kterych, bylo zahrnuto 30 druhti jabloni. Zde je uveden zjednoduSeny systém rozdé¢leni podle
Bocek, 2005):

* sekce Calycomeles — jabloné s kalichem neopadavym

* podsekce Eumalus — jabloné pravé (M. silvestris Mill., M. pumila Mill., M. sieversii
M.Roem atd.), Prunifoliae — jablong¢ slivolisté (M. prunifolia Borkh., M. mikromalus
Makino atd.), Chloromeles — jabloné zelenoplodé (M. coronaria Mill., M. ioensis
Britt., atd.) a Eriomeles — jablon¢ s kamencitymi (sklerenchymatickymi) bunikami
(M. formosana Kawak et Koidz., M. Prattii Schemeid.).

* Sekce Gymnomeles — jablon¢ s kalichem opadavym

* Podsekce Baccatae — jablon¢ drobnoplodé (M. baccata Borkh., M. sikkimensis
Roem., M. floribunda Sieb. atd.) a Sorbomalus — jablong jefabovité, tj. jablon¢ s vice

nebo mén¢ laloCnatymi listy (M. sargentii Rehd., M. fusca Schneid).

Lichonos (1964) ovsem také uvadi, Ze vétSina druhti zafazenych do jeho systému ma
hybridni pGvod, nebo jsou botanickymi varietami, ¢i modifikacemi jinych druht. Jeho
nazorem je, ze skutecnych zakladnich druht jabloni je pouze 11. Jak uvadi Blazek (2001) lze

vSechny kulturni péstované odrady zatadit do hybridniho druhu Malus x domestica Borkh.



3.1.2. Puvod a rozsifeni

Kulturni jablon& vznikly pravdépodobné nékde v oblasti Zakavkazska, Irinu a
zapadniho Turkmenistinu. Odtud se jabloné dal §ffily do Malé Asie, Recka, Itilie a do
ostatnich Casti Evropy (Dlouh4 et al., 1995; Blazek et al., 1998).

Aldwinckle et al. (1976) uvadi, Ze druh jablon¢ doméaci (M. x domestica) Borkh. je
podle vysledki molekularnich analyz spojovan s druhem M. siversii, ktery z néj vychazi.

Prvni dochované zminky o péstovéani jabloni je moZné nalézt ve starém Recku. Ve
svych spisech se o nich zminuje filosof Theofrastos (asi roku 287 pi. n. 1.), ktery jablka
rozliSoval na pland a kulturni, neboli méstskd, rand i pozdni, sladka, epirskd (podle kraje
Epiros) a Dionysova (Dvorak a Vondracek 1969; Dvorék et al., 1976).

Jiz v dobé starovékého Rima dochazelo k systematickému $lechténi plodi. Napiiklad
Cato roku 178 pf. n. 1., ve svém dile ,,De re rustica®, doporucoval péstovani jabloni. V roce 79
n.l., fimsky senétor Plinius ve svém dile ,,Historia naturalis* (Ptirodni jevy), popsal sedmnéct
odriid jabloni, které byly vysazovany v Italii. Rimané uZ v té dob& obratné ovladali techniku

Vv

kdy nahrazovali nekulturni jabloné Sifené pravdépodobné jen ze semen. Diky tomu bylo
péstovéni jabloni zavedeno i severné od Alp (kolem Ryna a Dunaje). Po dpadku Rimské #i3e,
tak rdzem upadlo i ovocnéfstvi (Dvordk a Vondracek 1969; Dvoték et al., 1976).

V Cechiach se nejprve péstovaly jabloné v klasternich zahradich a v zahradich
selskych, teprve za vlady Karla IV., doslo k velkému rozsiteni ovocnéfstvi a potom, az béhem
15. a 16. stoleti. V té dobé byly popsdny nové zplsoby Stépovani a zacaly vznikat prvni
ovocnaiské knihy. V 17. stoleti v oboru §tépovani vynikl Cech Jifi Holik, jako vynilezce,
ktery napsal o St€povani knihu, kterd vysla roku 1684. a byla vydana jesté¢ nékolikrat. V roce
1820 Vlastenecko-hospodarska spolecnost zalozila Pomologicky spolek, ktery mél sdruzovat

fadu zaslouZzilych Slechtiteli i ovocnait (Dlouha et al., 1995; Blazek et al., 1998; Vejl et al.
2005).



3.1.3. Popis

KobliZzek (2006) do rodu Malus zahrnuje opadavé stromy nebo statné kete, nékdy
trnité. Ovocna rostlina je velmi slozitym rostlinnym organismem. Ma tii zékladni vegetacni
organy: kofeny, stonek—kmen a vétve s listy.

Listy jsou stfidavé, jednoduché, celistvé, pilovité nebo pefenolalocnaté az
pefenoklané, v pupenu svinuté nebo fasnaté, fapikaté s palisty. Kvéty jablon€ jsou
oboupohlavné, riiznoobalné, péticetné, s 15-20 (az 50) tyC¢inkami a pestikem srostlym
vétSinou z 5 plodolistli, semenik pak srsta s SeSuli. Plodem u jablon¢ je malvice, ktera je
tvofena semenikem a CasteCn¢ kalichem. Mazdfity endokarp tvoii zpravidla pétipouzdrou
korunu semeniku (jadfinec) v jejiz v kazdé casti je jedno, dvé¢, n€kdy 1 vice semen (Blazek,
2001). Mezokarp je duznaty, rtiznych chutovych vlastnosti a jakosti. Exokarp ma rizné

zbarvenou slupku s méné€ nebo vice vyraznymi lenticelami (Dvotak, 1987).

3.2. Piivodce strupovitosti jabloné — Venturia Inaequalis (Cke.) WINT.

Choroba, kterd je zpusobena houbou Venturia inaequalis CKE., je zndma jiz z prvni
poloviny 19. stoleti. (Smejkal, 1992) Jako prvni ji popsal fytopatolog Fries ze Svédska roku
1819, s pozd¢jsimi dodatky z roku 1932 (Sandskér,2003; Turechek, 2004). Dalsi zminky o
chorobé se poté §ifily z Némecka, Ameriky a jinych zemi (Benada a Spacek, 1962) V Ceské
republice 1 na celém svété je strupovitost jabloné (,,apple scab®) jednou z nejvyznamnéjSich
houbovych chorob. Venturia inaequalis se vyskytuje na jablonich, téméf na vSech odrudach
kulturnich, predevs§im u jablon¢ domaci (Malus domestica), jeji vyskyt lze vSak pozorovat i
na nékterych okrasnych forméch. (Blazek a kol., 2001; Kudela et al., 2012). Strupovitost
jablon¢ se ale mimo rod Malus vyskytuje téZ u dalSich rodl a to: Crataegus L., Pyracantha
M. Roem. a u druhu Eriobotrya japonka (Thunb.) Lindley (Hluchy a kol., 1997).

Mimo kofeny je houba schopna napadnout vSechny ostatni organy rostliny (BlaZek a
kol., 2001). Dle Xu et al. 2009 byva Venturia inaequalis kazdoro¢nim piivodcem epidemii po
celém svéte€. McHardy (1996) uvadi, Ze houba zpiisobujici strupovitost jabloné Venturia
inaequalis CKE. neni hrozbou pro Zivot stromu jako takovy, avSak svymi ucinky na plody,
tedy jablka, ptsobi zna¢né Skody a patii tak ke kazZdorocnimu ohroZeni hospodarskych
vysledkii v odvétvi sadovnictvi. Dle Thakur et al. (2013), dok4Zi problémy se strupovitosti

sniZit vynosy ovoce azZ o 70 % a celkové jsou napadend jablka pro obchod nevhodna.



Houba dokaZze pfezimovat v opadaném listi a béhem vegetace se §ifi pfedevSim za
vlhkého a destivého pocasi. Nejskodlivejsi jsou rané infekce, vyvolavajici deformaci plodi.
Napadené plody nejsou pro cloveéka zdravotné zavadné, jak se nékteii milné¢ domnivaji,
poskozeny je z vetsi ¢asti pouze vzhled plodu (Hudec and Gutten, 2007).

Jak uvadéji Janick and Moore (2004), tato vieckovytrusna houba se objevuje prakticky
celosvétové ve vSech oblastech produkujicich jablka a je kazdoro¢ni hrozbou predev§im v
chladnych vlhkych regionech s Castym deStém na jafe a zacatkem léta. V polosuchych, az
suchych teplych oblastech, pak choroba nemusi byt az tak zadvaznym problémem.

Strupovitost jablon& je chorobou vyskytujici se plosné na celém tzemi Ceské
republiky ve vSech vyrobnich oblastech. Jeji Skodlivost je pfimo zdvisla na celoronim
prabéhu pocasi. A proto se mohou jeji negativni dopady v jednotlivych letech znacné lisit

(Kudela et al., 2012).

¢ Taxonomické zarazeni podle - VANI (1996):
RiSe: Fungi
Oddéleni : Eumycota
Pododdéleni : Ascomycotina
Trida: Ascomycetes
Rad: Dothideales
Rod : Venturia Sacc. 1882
Drubh : telemorfa — Venturia inaequalis (Cke.) Winter, 1897
anamorfa — Spilocaea pomi, Fries, 1825 — (syn.: Fusicladium dendriticium

(Wallr.) Fuckel, 1870)

3.2.1. Morfologie

V pletivech opadanych listi se vyvijeji plodnice (pseudoperithecia), v plodnicich se
tvofi vrecka, obsahujici vzdy osm askospor (Obr. 1). Plodnice je kulovitého tvaru,
tmavohnéd4 az Cernd, 90—150 pm velka, obsahujici asi 50-100 viecek. Valcovitd viecka jsou
55-75 x 6-12 um velk4, bitunikétni (stavbou vicevrstevna, funk¢né tvorend dvéma vrstvami).
Pfi vyprazdnovani se nejdiive vnéjSi vrstva, méné pevna a kiehka (exoascus), protrhne a
vnitini pruznd vrstva (endoascus) se prodlouzi az na 2-3x vé&t§i délku, zralé askospory se
pfesouvaji do apikalni c¢asti, ze které jsou otvorem vlivem turgoru aktivné vystielovany

(Juroch, 2010 ; Juroch, 2010b).



Askospory jsou Zlutavé zelené az Zlutohnédé, 11-16 x 5-7 pum velké. Jsou
dvoubunécné, horni burka je krat$i a Sir$i nez spodni. Nepohlavni rozmnoZovéani se déje
konidiemi. Konidie jsou jednobunécné nebo dvoubunétné, svétle aZ tmavé olivove zelené
zbarvené, opacné¢ kyjovitého, hruskovitého nebo nékdy nepravidelného tvaru, na konci
zaSpicatélé, 20-30 um dlouhé. Vznikaji na konidioforech a tvoti se postupné béhem obdobi
sporulace. Konidiofory jsou kratké, neclankované vyrustaji z hnédého mycelia na povrch listi

trhlinami v kutikule (Juroch, 2010a ; Juroch, 2010b).

3.2.2. Vyvojovy cyklus patogena

Houby tiidy Ascomycetes, do které patii i patogen Venturia inaequalis (Cke.) Wint.,
ktery je fakultativnim parazitem se vyskytuje ve dvou vyvojovych stadiich, tj. pohlavni a
nepohlavni, ktera na sebe postupné béhem celého vyvojového cyklu navazuji (Juroch, 2010).
Ferree & Warrington (2003) uvadéji, Ze tento patogen ma béhem roku jeden sexudlni cyklus a
sérii asexudlnich cyklt. Pohlavni a nepohlavni stddium mé pro sviij vyvoj specifické ptirodni
a ekologické podminky, kdy se béhem cyklu ze zplisobu parazitické vyZivy (u nepohlavniho
stadia) dostava do saprofytické faze ptrezivani-pohlavni stidium (Hordk, 1998, Juroch, 2010).
Jejich védecké pojmenovani je anamorfa a teleomorfa. Anamorfa je nepohlavni forma (také
zvana jako nedokonald faze) a produkuje nepohlavni vytrusy. Teleomorfa je pohlavni forma
(také zvand jako dokonald nebo pohlavni faze) a produkuje pohlavni vytrusy-askospory v
pseudoperitheciich (Horak, 1998; Janick and Moore, 2004).

Pivodce strupovitosti pfezimuje plodnickami (pseudoperithecii) ve skvrnach
v opadanych listech ¢i piezimujicich plodech. Mycelium prorusta skrze pokozku do mezofytu
a béhem zimy dochézi k postupnému vyvoji patogena. Na zacatku vegetace, zpravidla jiZ pii
raSeni jabloni, nejpozd¢ji vSak pii fazi mysiho ouska, dochazi k dozravéani prvnich askospor,
které jsou primarnim zdrojem infekce. Priibézné pak askospory zraji a uvoliuji se s ohledem
na prubé¢h pocasi az do konce Cervna, nejvétsi infek¢ni tlak vSak nastava v dobé kveteni
jabloni (Stensvand et al., 1998, Hluchy et al, 2008).

Askospora se skladd ze dvou nestejné velkych bunék s tenkou vnéj$i vrstvou a
pruznou vnitini sténou, tato dvojitd membrana tzv. bitunikdlni askus, pomahd patogenu
pfezimovat. K hlavnim faktoriim, které ovliviiuji dozravani askospor v jarnim obdobi je
teplota, kterd odpovida obdobi raseni jabloni (Baudys, 1962; Ackermann,1984; Blazek, 2001;
Jha, 2009).



Optimalni teplota pro dozravani askospor je 13-20°C. Doba na vyvolani infekce se da
urCit podle délky ovlhceni a teploty-Cim pfiznivéjsi teplota, tim je potfebnd kratSi doba
ovlh¢eni (Vaverka, 1995; Hluchy et al., 2008). Podle Ackermanna (1998), pfi teploté 21 °C
trva inkubace 7 dni, naopak pfi teploté 2,5 °C trva inkubace 21dni.

Studiem vlivll poc€asi na jednotlivé patogeny se v minulosti zabyval pfedevsim Mills. Jeho
tabulka (Tab. 3) je zdkladem pro signalizaci oSetfeni fungicidy proti strupovitosti (Vaverka,
1995).

Dal$im dulezitym faktorem pro prasknuti a dozrani viecek je dostatecné mnoZstvi
vlhkosti. OvSem jen zvySend vzdus$na vlhkost nestaci, proto je onemocnéni Sifeno predevsim
za destivého pocasi. Destové srazky umozni viecku nabobtnat, to poté na vrcholu praskne a
vymr$ti vytrusy, které se dostavaji do vzduchu a pomoci vzduSnych proudil jsou unaSeny
rizné do okoli (nékdy az na vzdalenost 300 m), predevSim na prave rasici listy (Ackermann,
1998; Blazek, 2001).

Na vlhkém listu askospory kli¢i a kli¢ici vlakno prorusta skrze kutikulu, nikoliv pfes
praduchy. Pii styku s kutikulou vytvaii patogen adhézni slizové latky, pro lepsi pfilnuti
k hostitelskému povrchu. Slizové latky jsou sloZeny z proteinii a sacharidi jako je B —
galaktoza a N-acetylglukosaminyl. Predpoklada se, Ze patogen pouZziva k porusSeni kutikuly
enzymatickou hydrolyzu (Jha, 2009).

Obvykle je zapotiebi 9 az 17 dni, kdy se napadeni askosporami projevi a na listech ¢i
plodech se zacinaji objevovat prvni slabé 1€ze olivového zbarveni, které jsou pozdéji pokryty
vrstvou konidiofori s CernoSedymi konidiemi (Ferree and Warrington, 2003). Zde zacina
sekundarni infekce, kdy konidie jsou za pomoci vody splavovany do dolnich partii stromu na
listy a plody. Sifeni na velké vzdilenosti v8ak u konidii nehrozi. Timto zptsobem se za
vhodnych podminek muze strupovitost $ifit béhem vegetace. Po opadu listi, kdy dochazi
k tvorbé ptrezimujicich pohlavnich stidii, se cely vyvojovy cyklus, (Obr. 2) mize opakovat

(Lansky a Kneifl, 2000; Lansky, 2005).
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3.2.3. Pfiznaky onemocnéni

Strupovitost napada nejvice a nejzdvaznéji listy a plody, a to v pribéhu celé sezdény.
Kvéty a Supiny pupentl jsou napadany v kratkém obdobi na jafe a v pozdnim 1été. Na jafe jsou
prvni symptomy v podob¢ sazovitych riizné velkych 1ézi pozorovatelné na spodni stran¢ listu
a odtud jsou rozsifovany dal. Jakmile se totiZ listy zcela rozeviou, jejich svrchni strana se
stava nachylna k infekci a 1éze jsou pak patrné na obou stranach listové Cepele. PoSkozena
tkan vypada, jako by méla svétlejsi odstin zelené, nez zdrava Cast listu. Skvrny jsou obvykle
kruhového tvaru a postupné¢ méni barvu na olivové zelenou az hnédou. Na povrchu se tvori
sametovy povlak z tzv. konidii (Obr. 3). Skvrny, které se tvofi na mladych listech mohou byt
pomérné velké, Casto i okolo 1 cm i vice v priméru. Na vyzralych listech byvaji skvrny
zpravidla mensi, jelikoz starSi listy jsou vuci infekci odolnéjsi. Postizena tkan se mtiZe stat
zdeformovana, svrastéla a 1éze na listech se mohou protrhavat a praskat-Obr. 4 (Ferree and
Warrington, 2003; Hluchy, 1997; Vaillancort and Hartman, 2005).

Turechek (2004) uvadi, Ze pocet skvrn na listech mizZe byt zna¢n¢€ nevyrovnany. Od
n¢kolika mélo jednotek, az po stovky rizné velkych skvrn. Dale uvadi, Ze skvrny mohou byt
pozorovatelné i na fapicich listi, a to po jejich celé délce. Pti jejich silném napadeni, pak listy
Zloutnou a opadavaji.

U silnych infekci dochazi ke splyvéni skvrn, které tak mohou pokryvat vétsi ¢ast listu.
Napadené listové Cepele vice transpiruji. V poskozenych c¢astech pokozky dochézi totiz
k vétSimu vyparu vody. Tato transpirace nakonec miiZe vést az k predCasnému opadu listi v
1. poloviné léta (Blazek, 2001). Ferree & Warrington (2003) uvadéji, Ze na stromech
odlisténych v disledku choroby v poloviné 1éta, je nasada kvéth v dalSim roce sniZena, diky
nedostatku kvétnich pupeni, vzniklych v minulém 1ét&.

Prvnim symptomem na plodech a kvétech je vodnaté pletivo, které prechazi od
sametového, zeleného az do hnéd¢ zbarveného povlaku, které se Casem meéni na podobné
vyhliZejici skvrny SedoCerného zabarveni, které jsou pozorovatelné na listech. Stejné jako u
listl, tak i u plodii, zptisobuje choroba nejvetsi skvrny na malych plodech v raném vyvoji a
dochazi tim Casto k jejich deformaci. Pti silné infekci dochazi k opadu kvét i malych plodi.
Na vétsich a starSich plodech se tvofi pouze drobné strupy s pravidelnym tvarem-Obr. 5

(Blazek, 2001; Juroch, 2010a).
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Strupovitost se miZe objevit i na sklizeném a uskladnéném ovoci. Jedné se o tzv.
skladkovou ¢i pozdni strupovitost. Projevuje se v podobé mnohocetnych cernych 1ézi po
celém povrchu plodu (Obr. 6). Diky 1ézim pak dochazi k vétsi transpiraci pokozky a povrch

jablka rychleji vadne (Blazek, 2001; Lansky, 2005).

3.3. Ochrana proti strupovitosti jabloni
Ochranna opatieni 1ze rozdé€lit na nepfima a pfima. Nepiima predstavuji obecné znamé
a prakticky vyuzivané postupy a opatfeni pifi zakladani vysadeb a jejich udrzbé. Piima

ochrana se d4 rozdélit na mechanickou, biologickou a chemickou (Juroch, 2010b).

3.3.1. Neprima ochrana

Nepiima ochrana v sobé zahrnuje pfedevSim fadu preventivnich péstebnich opatieni.
Mezi tato opatieni lze zahrnout vybér, jak vhodného, tak predevSim dobie vzduSného
stanoviSté, pouZziti zdravého a kvalitniho vysadbového materidlu a pravidelna profezivka
koruny, nejlépe tak, aby byla dosti vzdusSna a prosvétlena. DalSim vyznamnym faktorem je
shrabovani a likvidace spadeného listi, diky kterému dochézi ke sniZeni potencionalni hrozby
primarni infekce (Lansky, 2005). Blazek (2001), se také ptiklani k preventivnim opatienim.
Navic uvadi moznost aplikace 5% mocoviny v obdobi podzimu na spadené listi, kterd znacn¢

urychluje jeho rozklad v priitbéhu zimy.

3.3.2. Chemicka ochrana

Mezi piimé ochranné metody patii ptevazné aplikace fungicidnich prostiedki na
zéklad¢ kvalifikované signalizace s tim, Ze je doporuceno skupiny fungicidii stiidat, aby se
pro strupovitost sniZila potencionidlni moZnost k ziskdni rezistence vici pouZivanym
ptipravkiim (Ferree and Warington, 2003).

Aby chemické ochrana byla skute¢né uspésna, je nutné zvladnout primarni infekce (v
obdobi duben az Cerven), které vytésni potifebu dalSich oSetieni proti sekundarnim infekcim
(od cervence do sklizné dané odrudy). Piipravky je moZné pouZivat bud preventivné ¢i
kurativné. K preventivni oSetieni lze pouZivat kontaktni fungicidy, nejcastéji v rozmezi po 7.
az 10. dnech. Lze jej aplikovat i pfed ocekdvanymi deStovymi srazkami, je vSak nezbytné,
aby piipravek na listech zcela zaschnul. Naproti tomu kurativni zdsahy se provadéji po
splnéni pro vznik infekce. Déle je mozna i kombinace obou oSetfeni. Zpravidla se pred
kvétem oSetfuje preventivné a po odkvétu kurativné (Lansky a kol. 2005; Juroch, 2010a;

Lansky a Kloutvorova, 2014).
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3.3.2.1 Kontaktni fungicidy

Kontaktni pfipravky se vyuZivaji ptedevS§im k preventivnimu oSetieni, jelikoZ se jedna
o latky dobie ucinné i pii nizkych teplotich v ranych fazich vegetace. Pti aplikaci téchto
fungicidd, je ovSem velmi dileZité presné a rovnomérné pokryti rostliny postfikem, aby bylo
dosazeno co nejefektivnéjSiho uc¢inku. Kontaktni fungicidy kurativni uc¢inky téméf nevykazuji
nebo jen zcela vyjimecné, naproti tomu se vyznacuji nespecifickym vicebodovym plisobenim.
Navic tyto fungicidy ptisobi pouze na povrchu listi, tedy nepronikaji pies rostlinou kutikulu,
coz sebou nese fadu nevyhod. PfedevSim pii vétSim mnoZstvi srazek dochazi ke smyvani
piipravku a jeho ucinnost je tim vyrazné€ sniZena. Je tedy nutné aplikaci i n€kolikrat opakovat.
Pti vhodnych podminkach pro rozvoj strupovitosti (kombinace chladno a vlhko), se aplikuje
n¢kdy az 20 postiiki béhem vegetace. Naproti tomu, vyhodou téchto fungicidi je velmi malé,
spiSe zanedbatelné riziko vzniku rezistence. Mezi kontaktni fungicidy patii pomocné
ptipravky na bazi médi a siry, které pusobi preventivné. Béhem vegetace se aplikace téchto
ptipravkli nedoporucuje, jelikoZ médnaté piipravky plsobi b&hem vegetace znacné
fytotoxicky. Méd napt. zplsobuje na plodech silnou rzivost. Proto je aplikace téchto
piipravki vedena pouze brzy na jafe, nejpozdéji vSak do fenofize zeleného poupéte
(Vaillancourt and Hartman, 200; Lansky a kol. 2005; Lansky a Kloutvorova, 2014; Nagy et
al., 2014).

3.3.2.2 Systémové fungicidy

Vyhodou Systémovych fungicida na rozdil od téch kontaktnich je, Ze neptisobi jen na
povrchu rostlin, nybrz pronika aZ do jejich pletiv, kde je pomoci cévnich svazkl u¢inné latka
rozvadéna po vSech Castech ovocného stromu. Vyznacuji se specifickym jednobodovym
mechanizmem ucinku. Ten funguje tak, Ze rozvadi ucinnou latku od kotfenu rostliny po jeji
vrcholy tzv. akropetdlné. Tim je zajiSténa ochrana i pro nové piirasty. Nevyhodou téchto
fungicidu je jejich velké riziko vzniku rezistence. Kurativni oSetfeni provadime az po splnéni
podminek pro vznik infekce, podle Millsovy tabulky (Tab. 3). K tomu vSemu, musi byt
pestitel vybaven spolehlivou signaliza¢ni technikou, kterd pak na zakladé méfeni teploty a
délky ovlhceni listh pfesn¢ urci dobu pro rozvoj patogena. Navic vedle signaliza¢ni techniky
musi byt vybaven vykonnou aplika¢ni technikou a dostatkem fungicidnich pfipravki
s dlouhou kurativni dobou tak, aby byl schopen provést oSetfeni béhem jednoho dne. Avsak
jak jiz bylo zminéno vySe, riziko vzniku rezistence proti patogenu, je u kurativniho oSetfeni
velmi vysoké (Vailancourt and Hartman, 2000; Lansky a kol., 2005; Lansky a Kloutvorova,
2014).
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3.3.2.3. Geneticka ochrana (rezistentni Slechténi)

Mezi genetickou ochranu lze zaradit pfedev§sim vysadbu rezistentnich odrid jabloni
proti strupovitosti, kterd zna¢n¢ omezi Cetnost aplikaci fungicidii, ¢i naprosto eliminuje jejich
pouZivani. Oviem rezistence prevazné vétsiny odriid péstovanych v CR i ve svété je zaloZena
na majorgenu Vf (Rvi6), ziskaného z jabloné¢ malokvété Malus floribunda Sieb. klon 821.
Piekonéni rezistence, zaznamenaného v roce 2006 na nékolika tzemich CR, jasné potvrdilo
potfebu zmény strategie ve Slechténi. Aktudlnim cilem vétSiny Slechtitelskych programii ve
vSech producentskych zemich, je ziskani novych odrid jabloni, s polygenné fizenou rezistenci

proti patogenu (Juroch,2010a).

3.3.2.4. Biologicka ochrana a pomocné prostredky

Carisse et al. 2000, uvadi tc¢innou biologickou metodu v podob¢ antagonistické houby
Microsphaeropsis sp. (kmen P130A). Houba pronikd skrze bunécnou sténu nepfitele a tim
vyvolava bunéénou smrt u neptitelské houby Venturia inaequalis Cke. Bylo prokazano, Ze
tvorba askospor se v kontrolovanych podminkéch snizi o 85-98% a v polnich podminkach o
75-80%. V budoucnosti by mohla byt tato metoda pfinosem, pfedevsim pro ekologickou a
integrovanou produkci jablek.

Mezi pomocné prostiedky patii napf. pfipravek Alginur, jehoZ hlavni slozkou jsou
vytazky z motskych fas (24%), déle rostlinné aminokyseliny, fosfonaty, fosfaty a draselné
slouceniny. Tyto slozky funguji jako elicitory, které u rostliny vyvoldvaji obranny
mechanismus, diky kterému je rostlina schopné se efektivné branit vii¢i napadeni patogenem.
Tim se Alginur zasadné odliSuje od pouZivani fungicidi a méd znacny vliv, na sniZeni
napadeni patogenem, zvySeni kvality produkce ale i sniZeni rizika druhotné strupovitosti a tim
i na snizeni nakladi na jeji oSetfeni. NejvétSich vysledkt, vSak Alginur vykazuje v kombinaci
s kontaktnimi piipravky. V problémovych obdobich, pfedevSim za deStivého pocasi je
vyznamnym prostiedkem POLISENIO. U¢inn4 latka je na bazi polysulfidu vapenatého. Jedna
se o kapalné listové hnojivo. Ma vSak téZ vyznamny vedlejsi efekt na strupovitost. Je idealnim
prostiedkem pro aplikaci tésné po desti. Dal$Sim pomocnym prostiedkem je VitiSan, ktery se
vyuziva kurativné na kli¢ici spory, prvni az druhy den infekce. Zakladni ucinnou latkou je
hydrogenuhlicitan draselny. Aplikuje se ve fazi vlaSského ofechu. Pii pouziti na mladé plody
totiZ hrozi riziko jejich poSkozeni rzivosti (Vavra a kol., 2011; Bagar,2012). DalS§i moZnosti
ochrany proti strupovitosti vIZ a EZ je vyuZiti botanickych pesticidl, jakoZto rtznych
esencialnich olejii nebo rostlinnych extraktt (Thiesz et al., 2007; Pavela, 2011, Nagy et al.

2014; Sousa et al., 2015; Falta, 2016; Manasova a kol., 2017).
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3.4. Esencialni oleje
Esencidlni olej je pfirodni tékavou smési, s charakteristickou silnou vuni, ktery je
produktem sekundarniho metabolismu v télech aromatickych rostlin. V piirodé¢ hraji
sekundarni metabolity vyznamnou roli v ochrané pfed predatory, mikroby a houbovymi
patogeny. Nékteré metabolity se také podileji na obrannych mechanismech proti abiotickym

stresim (Bakkali et al., 2008; Bassole and Juliani 2012).

3.4.1. Vyskyt

Esencialni oleje, také znamé jako tékavé oleje, jsou smeési komplexnich latek
biosyntetizovanych rostlinami. Jedna se o produkty sekundidrniho metabolismu rostlin, které
se vyskytuji v jejich riiznych c¢astech: v listech, plodech, kvétech, kife, nati, oplodi ¢i
v kofenech. Silice jsou uloZeny napf.: ve Zzlaznatych bunkéach, papilach, chlupech,
mezibunéénych prostorach, nadrzkéach a kanalcich, odkud se pii poruseni rostlinnych organt
uvoliiuji. Jsou pfitomny, jak v Cerstvém, tak i suSeném rostlinném materidlu, a to v rozmezi
od 0,01% do 10%. To je davod, pro¢ je nutné mit n€kolik tun rostlinného materidlu na
pouhych nékolik stovek litrii oleje. Jednotlivé Casti rostlin se sbiraji v dobé, kdy je obsah
cennych latek co nejvyssi. Na obsah uc¢innych latek ma vliv vldha béhem vegetace, odrida,
lokalita, ro¢ni obdobi, ochrana, hnojeni a dalsi celd fada ovliviiujicich faktorti (Sedlakov4,

2003; Rao and Pandey 2007; Bassole and Juliani 2012).

3.4.2. SloZeni a vlastnosti
Mezi hlavni sloZky esencidlnich olejii patfi pfedevSim dvé biosynteticky souvisejici
skupiny. Tyto hlavni skupiny zahrnuji terpeny a terpenoidy, jakoZto i aromatické a alifatické
sloZky (Bassole and Juliani, 2012). Podle Rao and Pandey, 2007 je miZeme rozdé¢lit do dvou
skupin:
* Tékava frakce
Kterd tvofi 90 aZ 95% hmotnosti esencidlniho oleje. Obsahuje monoterpeny,
seskviterpenové uhlovodiky, jakoZto i jejich oxidované derivaty spolu s alifatickymi
aldehydy, alkoholy a estery.
¢ Permanentni zbytek
Ktery obsahuje 1-10% hmotnosti oleje a obsahuje mastné kyseliny, steroly,
karotenoidy, vosky a flavonoidy.
Esenciélni oleje jsou charakteristické pro svoji nerozpustnost a nemisitelnost ve vode¢.

Naopak dobfte rozpustné, jsou v organickych rozpoustédlech (lih, chloroform, aceton, hexan).
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Jejich nevyhodou je, Ze jsou Casto rozkladany piisobenim denniho svétla a UV zafenim. Proto
je nutné je uchovavat v dobie uzavienych niddobich z tmavého skla, nejCastéji hnédé ci
fialové barvy. Silice jsou Casto témet bezbarvé ale nékteré se vyskytuji v riznych barevnych
odstinech. Napfiklad k rudym odstinim patii pomeran¢, k rezavym jasmin a k modrym
hefmének ¢i hiebicek (Hay, 1993; Kantova a Kant, 2004; Vrtilek, 2011; Bassole and Juliani
2012).

,» Ackoliv jsou esencialni oleje slozeny z n¢kolika desitek latek, obvykle obsahuji 1-5
latek, jejichz obsah je majoritni a pro dany rostlinny druh typicky. Mnohdy jsou pak tyto
majoritni latky v synergickém vztahu s nékterou z dalSich, at’ uZ majoritni nebo minoritni
sloZkou obsaZenou v esencidlnim oleji a spolecné vyznamné zvySuji svoji biologickou
uc¢innost® (Pavela, 2011).

Mezi majoritni latky patii napiiklad karvakrol (30%) a thymol (27%) obsaZené
v esencidlnim oleji z Origanum compactum (Obr. 7). Linalool (68%) obsaZzen v oleji
z Coriandrum sativum, 1,8-cineol (45%), ktery je hlavni sloZkou oleji z Rosmarinus
officinalis, dale pak eugenol (65%), jako hlavni komponent pro oleje z Eugenia caryophyllus,

¢i mentol (60%) pro Mentha piperita. (Pavela, 2011).

3.4.3. Udinky esencialnich olejii
Slozité slouceniny obsazené v esencialnich olejich v sobé zahrnuji Siroké spektrum
ruznych biologickych vlastnosti a ucinkd. V mediciné€ jsou silice vyuzivany pfedevSim pro
své antibakteridlni, antibiotické, antiseptické, antivirové, antioxidacni, analgetické, hojivé,
sedativni a jiné ucinky. V zemé&délstvi je pak nejvetsi zajem o antimikrobidlni a insekticidni

ucinky (Carson and Hammer, 2011; Lang and Buchbauer, 2011).

3.4.3.1. Antibakterialni ucinky

Az do nedavna se vyznamnd ucinnost esencidlnich olejii nijak zvlast nezkoumala.
Nyni existuje celd fada vysledk, kterou mizeme najit ve védecké a 1ékatské literatute, kde je
pojednavano o antibakteridlnich ucincich esencidlnich olejii v in vitro podminkach. Nékteré
esencidlni oleje maji schopnost potlacovat rlst, mnoZeni a Sifeni mikroorganismi, 1ze je tedy
vyuzit jako antimikrobidlni latky. Antimikrobidlni aktivita je zcela zavisla na chemickém
sloZeni a obsahu jednotlivych slozek. Tuto aktivitu lze pfipsat pfedevSim monoterpentim, déle
pak seskviterpentim a tim souvisejicim uhlovodikiim, fenoliim a alkoholim. Molekuly, které
maji nejvetsi antibakterialni potencial jsou fenoly tymol a karvakrol, které uspéSné ucinkuji

proti Sirokému spektru mikroorganismti. Déle jsou vyuzivany aldehydy, jako napi. geranial,
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citronellal, kuminal ¢i neral. Ketony, z nichZ nejpouzivanéjsi jsou: thujon, karvon, menton,
benon nebo piperiton. A nakonec alkoholy, z nichZ nejznamé;jsi jsou: geraniol, menthol,
linalool, myrcenol, thujanol, terpineol a piperitol. Z celé nabidky esencidlnich olejli, mezi ty
nejucinngjsi s antibakteridlnimi ucinky patfi: tee tree, tymidnovy, Salvéjovy ¢i tiezalkovy

(Lang and Buchbauer, 2011; Carson and Hammer, 2011; Hammer and Carson, 2011).

3.4.3.2. Fungicidni a¢inky

U celé tady extraktl a silic byly prokdzany vyznamné uc¢inky nejen antibakterilni ¢i
insekticidni ale také fungicidni. Napi. u hiebickovce vonného (Eugenia aromatica), ktery
obsahuje velké mnoZstvi biologicky aktivnich latek, jez jsou sloZeny pievazné z eugenolu
(42-90%) a sesquiterpenu B-caryophyllenu (15-30%), byly zjistény fungicidni a fungistatické
ucinky proti mnoha puavodciim chorob, jako jsou napt. Penicillium sp. ¢i Fusarium sp.
(Pavela, 2012). Ug&inné jsou ale i dalsi esencidlni oleje, jako napfi.:z tymidnu (Thymus
vulgaris), z bazalky (Ocimum basilicum) a z kajeputu (Malaleuca quinquenervia), které
celkem dobfte inhibuji kliceni spor snéti (Tilletia sp.) v in vitro a in vivo podminkach. Latky
z téchto olejii, tedy tak prokazuji sviij znacny fungicidni potenciél. Oleje z tymianu (Thymus
vulgaris), ze skotice (Cinamomum verum) a pomerancovniku (Citrus sinensis) jsou
povazovany za vhodné kandidaty pro budouci vyvoj biofungicidli proti strupovitosti. Tyto
oleje jsou schopné uz v koncentracich od 0,01% az 0,1% efektivné potlacit kliceni konidii
Venturia inaequalis Cke. Wint., z toho nejvétsi inhibi¢ni ucinky vykazuje tymianovy olej

(Theisz et al. 2007; Hammer and Carson, 2011; Bélint et al. 2014, Nagy et al. 2014).
3.4.4. Zpusoby extrakce

3.4.4.1. Hydrodestilace

Hydrodestilace patii mezi nejstar$i a nejpouzivan¢j$i metodu extrakce a v praxi je
pouzivana dodnes. Charakteristickym znakem této metody je, Ze rostlinny material je
v pfimém kontaktu s vrouci vodou. Pfi varu je esencidlni olej pomoci vodnich par vytaZzen nad
hladinu, kde se postupné ochlazuje a kondenzuje zpét do kapaliny. Esencialni olej je snadno
oddé¢litelnou slozkou diky své rozdilné hustoté, totiZ plave na hladin€. OvSem nckteré vonné
sloZzky jsou ve vodé¢ rozpustné a musi byt z destilatu ziskany pomoci dalSich destilacnich ¢i
jinych extrakénich metod. Hlavni vyhodou hydrodestilace je to, Ze teplota oleje nikdy
neptfesdhne 100 °C, tudiz je tepelny rozklad cennych latek minimalni (Gerberding, 1962,
Pavela a Barnet, 2011).
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3.4.4.2. Destilace s vodni parou

Destilace s vodni parou, je obecné jednou z nejstarSich a relativné jednoduchych
metod ziskdvani silice zrostlinné hmoty. Pfi této metodé je ziskdvan jeden
z nejvyznamnéjSich oleji a tim je olej z rodu Méta (Mentha sp.). A to tak, Ze, pies suSené
¢asti rostlin prochazi para, ktera vede z varného kotle pfes potrubi, nejcastéji z medi, aby bylo
dosazeno castecného ochlazeni vodni pary a bylo tak docileno teploty, kterd cenné latky
nerozklada. Destilovand latka je pak spolu s vodni parou déle vedena pies sestupny chladi¢ az
do jimadla. V laboratornich podminkéch je vyuZivano aparatur, u kterych vyvije¢ pary tvoii
frak¢ni banku s pojistnou trubici, kterd by méla byt dostate¢né dlouha (40 cm). Para pak vede
ptes druhé frak¢ni banky, ve kterych se nachézi destilovana litka. Diky tomuto zplsobu, je
mozné destilovat napiiklad latky, které jsou s vodou nemisitelné, aniZ by bylo nutné je
zahiivat na jejich bod varu. DtlezZité je, Ze soustava dvou vzidjemné nemisitelnych kapalin je
destilovana pfi teploté niZsi, neZ je teplota varu té¢kavéjsi slozky (Gerberding, 1962, Baser and

Buchbauer, 2010, Pavela a Barnet, 2011).

3.4.4.3. Lisovani za studena

Lisovani za studena je vyuzivano piedevsim pro extrakci esencidlniho oleje z vné&jsi
vrstvy klry — tzv. epicarpu u citrusovych plodii, jako jsou napf.: pomerance, citrony,
grapefruity ¢i bergamot. Metoda spocivd v jednoduchém lisovani kiry, kterd je pred
samotnym lisovanim z plodu ostrouhédna, splachnuta proudem vody a pfecezena. Vysledkem
je vodnatd smés slozend ze silice a kapaliny. Silice se néasledné¢ oddéli odstfedénim na
odstedivce. Vysledny produkt si zachovava svézi vini zralych plodi. OvSem je nutné si
uvédomit, Ze oleje, které jsou ziskany touto metodou, maji relativn€ kratkou trvanlivost—cca 6

mesici (Voldfich, 2009; Rao and Pandey 2006-07).

3.4.4.4. Enfleuraz

Jedna se o tradicni zptisob ziskavani vonnych latek pomoci tukd, a to zejména z kvéta
rostlin (napf. rize ¢i jasminu). Metoda je provadéna, bud’ za studena, pfedevSim vepirovym
sadlem, olivovym olejem za normalni teploty, nebo za tepla maceraci horkym tukem. Tuk je
zpravidla nandsSen v tenkych vrstvach na sklenéné desky, které jsou zasazené v dievénych
ramech. Na vrstvu tuku jsou pak kvéty urcené k ziskani vonnych latek nasypany a rdmy jsou
postupné skladany na sebe. Poté, co jsou esencidlni oleje do tuku absorbovény, je tuk dale
extrahovan pomoci ethanolu. Pfi této metod€ lze ziskat velmi kvalitnich a Cistych silic

(Voldftich, 2009; Rao and Pandey 2007).
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3.4.4.5. Extrakce organickymi rozpoustédly

Jednd se o zndmou metodu, pifi niZ je organicky materidl ur¢itou dobu macerovan
v organickych rozpoustédlech napt. (benzenu, hexanu ¢i petroletheru). Po odpafeni
rozpoustédla vznikne vysledna silice, kterd navic obsahuje vosky a v alkoholech dalsi
nerozpustné latky. Jedna se o prvotni silici, kterd se jinak nazyvé konkrét. Dale je pak konkrét
zpracovan a rozpoustén za tepla v ethanolu, kdy vznika za pomoci filtrace a odpateni, silice

Cist4, tzv. absolutni (Minafik et al., 1979; Pavela a Barnet, 2011).

3.4.4.6. Superkriticka fluidni extrakce (SFE)

Moderni zéroven velmi Setrnd technologie extrakce pro nis velmi cennych latek, za
pomoci rozpoustédel, které se nachazi v superkritickém (nadkritickém) stavu pod vysokym
tlakem, kde maji nejcastéji podobné vlastnosti jako rozpoustédla kapalna. Nejcastéji se k této
metod¢ vyuziva CO; ale také propan, toulen, amoniak ¢i NO». V piipadé pouziti oxidu
uhli¢itého probiha extrakce zkapalnénym plynem za podminek nad kritickou teplotu a
kriticky tlak, tj. 31°C a 7,38 MPa. Za normalnich podminek je CO2 plyn, pfi sniZeni tlaku se
vSak méni na paru, kdy se po extrakci odpaii a tim nakonec zlstane jen Cista silice, ktera je
jiména do sbérné nadoby. Silice by diky této nikladné metodé¢ meély dosahovat vysokych
kvalit a predev§im Cistoty. Proto jsou oleje ziskané metodou SFE na trhu t€Zko dostupné a

znacné drahé (Vrtilek 2011, Pavela a Barnet, 2011; Rao and Pandey, 2007).
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4. Material a metody

4.1. Biologicky material

* Pro pokusy na fytotoxicitu byly pouZity Cerstvé natrhané mladé listy i s fapiky

z jabloni odriidy Idared, z pokusného a demonstraéniho pozemku CZU v Praze-

Suchdol.

* Pro pokusy s esencidlnimi oleji na jejich vliv proti ristu mycelia a vliv na inhibi¢ni

ucinky kli¢eni spor v in vitro podminkach, byly pouZity suspenze spor Venturia

inaequalis, ziskané z riiznych lokalit na tizemi Ceské republiky (Obr. 8).

Tabulka 1 - Seznam izoldtii Venturia inaequalis, pouZitych na pokus-vliv esencidlnich olejii na riist mycelia

Ciselné oznadeni Lokalita

1/16/8/3 Svitavy

9/16/3/3 Chrast (Vysocina)
7/16/2/3 Vyzlovka

17/16/5/2 Pokusné pole CZU
4/16/3/3 Roztoky

3/16/8/3 Ruzyné-vyzkumny tstav
3/16/1/3 Ruzyné-vyzkumny tstav
19/16/5/2 Cista-Litomysl

* Vsech 13 esencidlnich olejti, (tab. 2) bylo nakoupeno od firmy Saloos a nasledné

vyselektovano na zakladé¢ jejich tcinnosti v in vitro testech z pfedesSlych pokusi. Jako

adjuvant pfi fedéni esencidlnich oleji byl pouzit dimethyl sulfoxid (DMSO).
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Tabulka 2 - seznam vybranych esencidlnich oleju

Latinsky nazev Cesky nazev
Litsea cubeba Vaviin kubébovy
Mentha spicata Mita klasnata
Cymbopogon citratus Vonatka citronova
Cymbopogon winterianus Vonatka winterovi
Thymus vulgaris Tymian obecny
Pelargonium graveolens Muskat vonny
Rosmarinus officinalis Rozmaryn 1ékarsky
Eugenia caryophyllus Hiebickovec vonny
Ocimum basilicum Bazalka prava
Cinnamomum ceylanicum Skoficovnik cejlonsky
Lavandula hybrida Levandule hybridni
Origanum majorana Majoranka zahradni
Cinnamomum camphora Kafrovnik 1ékafsky

4.2. Priprava esencialniho oleje na zkousku fytotoxicity
Esencidlni olej z Thymus vulgaris byl enkapsulovdn do Zelatiny o danych

koncentracich od 10 do 90%. Vysledna koncentrace se tedy pohybovala od 1 do 9 %.

4.3. Test na fytotoxicitu

Pokus byl proveden 8.7.2016

Na test fytotoxicity bylo pfipraveno 9 misek. Kazda miska charakterizovala jinou miru
koncentrace esencidlnitho oleje z Thymus vulgaris. Do kazdé zmisky byl vloZen kus
aranzovaci hmoty, kterd byla pfiblizné pul hodiny pfed tim ponofena do vody, aby bylo
dosazZeno jejiho rovnomérného nasdknuti a mohla tak slouzit, jako zasobarna vody pro utrZené
listy jabloni. Na kaZdou misku pfipadlo pét Cerstvé utrZzenych listll jabloni, odriidy Idared,
z pokusného pozemku CZU — Suchdol. Listy byly pomoci Zletky na fapicich ze§ikma
sefiznuty a poté zapichnuty do aranZovaci hmoty tak, aby se vzijemné nepiekryvaly c¢i
nedotykaly. Nadédle byl pomoci Stétce enkapsulovany esencidlni olej z Thymus vulgaris
rovnomérné nanesen na kazdy list zvlast. Misky se nachdzely v laboratornich podminkach,
pti bézné pokojové teploté. Fytotoxické plisobeni bylo vyhodnoceno po 24 hodinach, kdy

byly také potizeny jednotlivé fotografie.
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4.4. Priprava esencialniho oleje na zkousku fytotoxicity
Esencidlni olej z Thymus vulgaris byl enkapsulovian do Zelatiny o danych

koncentracich od 10 do 90%. Vysledna koncentrace se tedy pohybovala od 1 do 9 %.

4.5. Priprava naredéného talentu pro pokus
Dle pokynti vyrobce je potteba 4,5 ml piipravku Talent na 10 1 vody. V laboratornich
podminkéach bylo pomoci pipety odebrano 22,5ul piipravku Talent, které bylo zfedéno s 5 ml

destilované vody.

4.6. Priprava emulzi esencidlnich oleji s adjuvantem (DMSO)
Pro ptipravu 1 % emulze s ptidanim adjuvantu (DMSO) je do namichino a odméteno
pomoci pipety 1898ul dvakrat destilované vody se 100ul adjuvantu DMSO a 2ul vybraného

esencialniho oleje.

4.7. Slozeni a priprava pevného kultivacniho media potato dextrose agar
(PDA)
Material:

PDA - bramborovo — dextr6zovy — agar (potato dextrose agar) (Himedia)

SloZeni: g/l
* Bramborovi infuze z 200 g 4
* Dextroza 20
e agar 15
Pokyny od vyrobce:
* na 1000 ml 39 g dehydratovaného média
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Postup:

Pro ptipravu kultivaéniho média bylo navazeno 19,5 g dehydratovaného média-PDA
(Himedia). Nasledné bylo potiebné mnoZstvi dehydratovaného média nasypano do vhodné
Erlenmeyerovy banky, kterd byla doplnéna pozadovanym mnozstvim (500ml) destilované
vody, pomoci odmérného valce. Médium bylo sterilizovano v autoklavu pfi teploté 121°C po
dobu 20 minut. Po vyndani z autoklavu bylo médium v Erlenmeyerové banice postupné
zchlazovano pod tekouci vodou na pfibliznou teplotu kolem 50°C. Do takto zchlazeného
média bylo pomoci pipety piidano 500ul Sirokospektralniho bakteriostatického antibiotika
chloramfenikolu (C11H12CIoN2Os). Nakonec bylo médium rozlito do 60 mm a 90 mm Petriho

misek.

4.8. In vitro test na kliceni konidii

Byly pfipraveny Petriho misky o velikosti 60 mm, (Obr. 9) s pevnym médiem potato
dextrose agar (PDA) dle doporuceni vyrobce. Déle byly namichany emulze esencidlnich olejii
s adjuvantem dymetyl sulfoxid (DMSO) s 1% koncentraci esencidlnich oleji. Na misky
s agarem byla aplikovana emulze, a to 250ul. Kontrolni varianty byly oSetieny pouze pomoci
DMSO, ktery byl na oznacené misky aplikovdn pomoci pipety. Na povrch média byl
esencidlni olej rozetfen po celém povrchu pomoci bakteriologické hokejky. Pro porovnani
ucinnosti byla do pokusu zafazena také varianta s nejcastéji pouzivaném fungicidnim
piipravkem Talent, ktery byl vmichan pfimo do prochladlého média (PDA), s fedénim podle
doporuceni vyrobce. Predev§im byla testovana tcinnost esencidlnich oleji z rostlin Mentha
spicata, Thymus vulgaris, Eugenia Caryophyllus a Cymbopogon citratus na klieni spor
Venturia inaequalis. Na ptipravené médium v Petriho miskach byla rozetfena vodna suspenze
konidii pomoci zplost€lé Izice z laboratorniho skla. Po rozetfeni byly misky zajiSténi
Parafilmem (netoxickou pruznou paskou) aby nedochazelo k vysychani, diftzi plyni a
kontaminaci. Nadale byly Petriho misky umistény do termostatu pii 22°C a po jednom tydnu
vyhodnoceny. Na kaZzdou misku byly ndhodné€ pomoci ¢ervené permanentni fixy nakresleny 3
¢tverecky o velikosti 1x1cm. Nakonec byly z téchto ohrani¢enych mist spocitidny vSechny

sV s

kli¢ici a neklic¢ici konidie.

4.9. In vitro test na rist mycelia Venturia inaequalis
Byly ptipraveny Petriho misky o velikosti 90 mm (Obr. 10) s pevnym médiem potato
dextrose agar (PDA), které byly postupné oSetfeny vSemi tfinacti oleji, (Tab. 2) pomoci

bakteriologické hokejky. Na oSetfené misky byly pasdZovany jednotlivé testované izolaty
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Venturia inaequalis. Esencidlni oleje o koncentraci 1% byly rozetfeny pomoci
bakteriologické hokejky. Do experimentu byla zafazena i varianta s fungicidem Talent, jako
tomu bylo jiz u testu na kliCeni konidii V. inaequalis. Déale byly misky umistény do
termostatu, pfi teploté 22°C, na dobu jednoho mésice. Po uplynuti inkuba¢ni doby byl nértst
mycelia V. inaequalis, (obr. 10 a 11) méfen pomoci automatického posuvného méfitka.
Ziskand data byla dale zpracovdana pomoci analyzy rozptylu v programu Statistika 12.0

(StatSoft).

5. Vysledky

5.1. Fytotoxické ptsobeni

Vyhodnoceni fytotoxicity probéhlo po 24.h, kdy byly pofizeny jednotlivé fotografie,
na kterych jsou ucinky enkapsulovaného esencidlniho oleje z Thymus vulgaris o rizné
koncentraci zietelné. Na Obr 11. lze vidét oSetieni o koncentraci 1-2%. Jak je po 24.
hodinach patrné, Zadné znamky fytotoxicity se u téchto koncentraci neprojevily Lehké
znamky fytotoxicity vykazoval az enkapsulovany esencidlni olej z Thymus vulgaris pii
kone¢né koncentraci 3% (Obr. 12). Po 24. hodinovém vyhodnoceni fytotoxicity je patrné, Ze
se u této koncentrace objevuji lehké zndmky tzv. ,,popéaleni* listl. Pfi kone¢né koncentraci
4% a 5% (Obr. 13) se na listech vlivem fytotoxicity, objevuji drobné nekrotické skvrny. Na
obrazku 13. 1ze pozorovat oSetfeni enkapsulovanym esencidlnim olejem z Thymus vulgaris o
kone¢né koncentraci 6% a 7 %. Pasobeni o téchto koncentracich, zptisobily na listech vétsi
nekrotické skvrny. Velké a jasné¢ patrné nekrotické skvrny miZeme pozorovat u oSetfeni
s kone¢nou koncentraci 8% a 9% (Obr. 14). Na Obr. 15. je jasné patrné fytotoxické ptisobeni
enkapsulovanym esencidlnim olejem z Thymus vulgaris o konecné koncentraci 9%. Detail

nam umozinuje pohled na znacné 1éze, které zasahuji témét cely povrch lista.

5.2 Vliv esencialnich olejii na kliceni spor
Inhibi¢ni Gc¢inek na klic¢eni spor jasn¢€ vykazovaly vSechny pouzité esencialni oleje pro
tento pokus, (Tab. 2). Ztoho nejlepSich vysledkti dosahoval esencidlni olej z Eugenia

caryophyllus, ktery predcil i jeden z nejzndméjSich fungicidl proti strupovitosti-Talent, graf
1.
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Praméry MNC
Wilksovo lambda=22947, F(15, 127 39)=595822, p=,00000
Dekompozice efektivni hypotézy
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Graf 1 - Vliv esencidlnich olejii na mortalitu klicicich spor V.i.

Graf 1 znazornuje oSetfeni jednotlivymi variantami a jejich vliv na mortalitu pfi
kli¢eni spor V.i., které byly odebrany z danych lokalit. Jak je z grafu patrné, olej z Eugenia
Caryophyllus je statisticky nejlepsi variantou oSetfeni. Osetieni ptedcCilo dokonce i fungicid
Talent. I u ostatnich esencidlnich oleju (Thymus vulgaris, Cymbopogon vulgaris a Mentha

Spicata), jsou jasné patrné jejich ucinky.
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5.3 Vliv esencialnich olejii na rist mycelia

varianta; Praméry MNC
Soucasny efekt: F(15, 248)=66,543, p=0,0000
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznaduji 0,95 intervaly spolehlivosti
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Graf 2 - Vliv oSetfeni jednotlivych variant na riist mycelia Venturia inaequalis- izoldt (1/16/8/3)

Z grafu 2 miZeme vycist vliv jednotlivych variant oSetfeni esencidlnimi oleji na rist
mycelia Venturia inaequalis — izolat (1/16/8/3). Pro srovnani je zde varianta s oSetfenim
Talent a dale Cista kontrola bez jakéhokoliv oSetfeni a kontrola, kde bylo aplikovano 100ul
adjuvantu DMSO. Jak je z grafu patrné, jednoznac¢né nejuspesSné€jsi variantou hned po Talentu
je esencialni olej Eugenia caryophyllus. K porovnani danych variant ke vSem izolatim byl

pouzit i Tukeyuv test, (Tab. 4-12) na porovnani homogennich skupin.
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varianta; Priméry MNC
Souasny efekt: F(15, 266)=80,754, p=0,0000
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznaluji 0,95 intervaly spolehlivosti
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Graf 3 - Vliv oetfeni jednotlivych variant na rist mycelia Venturia inaequalis-izoldt (9/16/3/3)

Z grafu 3. lze vycist vliv jednotlivych variant oSetfeni esencidlnimi oleji na rist
mycelia Venturia inaequalis — izolat (9/16/3/3). Z tohoto grafu vyplyva, Ze nejicinnéjSimi
variantami hned po Talentu, je esencidlni olej z Rosmarinus officinalis a Litsea cubeba.

Eugenia caryophyllus i Thymus vulgaris jsou zde v pozadi.
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Soucasny efekt: F(15, 266)=80,754, p=0,0000
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Graf'4 - Vliv oSetieni jednotlivych variant na rist mycelia Venturia inaequalis-izoldt (7/16/2/3)

Z grafu 4. lze vycist vliv jednotlivych variant oSetieni esencidlnimi oleji na rist
mycelia Venturia inaequalis — izoléat (7/16/2/3). Stejné jako v piipad¢ grafu 4. i zde vyplyva,
Ze nejucinnéjSimi variantami hned po Talentu, je esencidlni olej z Rosmarinus officinalis a

Litsea cubeba. Eugenia caryophyllus i Thymus vulgaris jsou zde v pozadi.
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varianta; Priméry MNC
Soucasny efekt: F(15, 272)=38.541, p=0,0000
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Graf'5 - Vliv oSetfeni jednotlivych variant na rst mycelia Venturia inaequalis—izoldt (17/16/5/2).

Z grafu 5. lze vycist vliv jednotlivych variant oSetfeni esencidlnimi oleji na rist
mycelia Venturia inaequalis—izolat (17/16/5/2). Z tohoto grafu vyplyva, Ze esencidlni olej
z Eugenia caryophyllus je druhou nejucinnéjsi variantou osetieni hned po zndmém fungicidu
Talent. Ostatni esencidlni oleje jsou spiSe v pozadi a jejich dcinnost neni v tomto piipade

patrni.
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Graf 6 - Vliv oSetfeni jednotlivych variant na rist mycelia Venturia inaequalis-izoldt (4/16/3/3)..

Na grafu 6. miiZzeme vypozorovat vliv jednotlivych variant osetfeni esencidlnimi oleji
na rust mycelia Venturia inaequalis—izolat (4/16/3/3). Z tohoto grafu je patrné, Ze esencidlni

olej Eugenia caryophyllus je druhou nejuspésnéjsi variantou hned po fungicidu Talent.

Dalsimi uspéSnymi esencidlnimi oleji jsou: Rosmarinus officinalis a Cinnamomum camphora.

30



varianta; Praméry MNC
Soucasny efekt: F(15, 266)=52,079, p=0,0000
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Graf'7 - Vliv oSetieni jednotlivych variant na rist mycelia Venturia inaequalis-izoldt (3/16/8/3).

Z grafu 7. lze vycist vliv jednotlivych variant oSetieni esencidlnimi oleji na rist
mycelia Venturia inaequalis — izolat (3/16/8/3). Ztohoto grafu vyplyv4, Ze druhou
nejuspésnejsi variantou oSetfeni je zde esencidlni olej z Eugenia caryophyllus. DalSimi
UspéSnymi esencidlnimi oleji jsou: Cymbopogon winterianus, Rosmarinus officinalis,

Cymbopogon citratus, Cinnamomum camphora a Litsea cubeba.
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Graf 8 - Vliv oSetfeni jednotlivych variant na rist mycelia Venturia inaequalis—izoldt (3/16/1/3).

Z grafu 8. lze vycist vliv jednotlivych variant oSetieni esencidlnimi oleji na rist
mycelia Venturia inaequalis—izolat (3/16/1/3). Z tohoto grafu vyplyva, Ze esencidlni olej
z Eugenia caryophyllus, zde nema az takové Gcinky, jako je tomu napf. u grafu 3. ¢i 8. Ostatni

esencialni oleje jsou v ucinnosti témeét vyrovnané a nemaji na dany izolat vétsi vliv.
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Graf 9 - Vliv oSetieni jednotlivych variant na rist mycelia Venturia inaequalis—izoldt (5/16/1/3).

Na grafu 10. Ize vypozorovat vliv jednotlivych variant oSetieni esencidlnimi oleji na
rust mycelia Venturia inaequalis — izolat (5/16/1/3). Stejné jako v ptipad¢ grafu 9., esencidlni
olej z Eugenia caryophyllus je druhou nejuspeésnéjsi variantou, neni vSak tak progresivni, jako

je tomu napt. u grafu 3 ¢i 8. DalSi esencidlni oleje nemaji na dany izolat témét Zadny vliv.
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Graf 10 - Vliv oetfeni jednotlivych variant na rist mycelia Venturia inaequalis— izoldt (19/16/5/2).

Na grafu 10. miZzeme vypozorovat vliv jednotlivych variant oSetieni esencidlnimi oleji

4

na rist mycelia Venturia inaequalis — izolat (19/16/5/2). Druhym nejispéSnéjSim oSetfenim je
esencialni olej z Eugenia carypophyllus. DalSimi esencialnimi oleji, které maji zna¢ny ucinek
jsou: Cinnamomum camphora, a Rosmarinus officinalis. Ostatni oleje vykazovaly vétsi Ci

mens$i miru dcinku.
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Praméry MNC
Soucasny efekt: F(8, 147)=21,874, p=0,0000
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Graf 11 - Vliv esencidlniho oleje z Eugenia caryophyllus na dané izoldty.
Na grafu 11. miZeme vidét vliv esencidlniho oleje Eugenia caryophyllus (hiebicku),
na dané izolaty Venturia inaequalis. Jak je zde patrné, nejvétsi vliv mél esencidlni olej na

izolaty (3/16/8/3) a (1/16/8/3). Nejvétsi odchylka v plisobeni nastala u izolatu (9/16/3/3).
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Graf 12 - Vliv esencidlnich olejit na dané izoldty.

Na grafu 12 lze vidét vliv vSech 13. esencidlnich oleji na dané izolaty. Jak je z grafu
patrné, nejvyssi d¢innost vSech olejl, je predevSim na izolaty - 1/16/8/3, 3/16 8/3. Naopak
nejmensi ucinnost esencidlnich olejii, se odrdzi na izolatu - 17/16/5/2. V ramci porovnani
ucinnosti vSech 13. esencidlnich oleju, nejlépe na vSechny izolaty plsobi olej z Eugenia
caryophyllus dale pak z Cinnamomum camphora a z Rosmarinus officinalis. Esencialni ole;j.
z Cymbopogon winterianus. Co se tyCe esencidlniho oleje z Thymus vulgaris, ve vSech
ptipadech je viditelna jeho zna¢na variabilita a nestabilita piisobeni. Nelze tedy s jistotou urcit

jeho pravou ucinnost.
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6. Diskuse

Cilem prace bylo otestovat vliv esencidlnich oleji na monosporové izolaty Venturia
inaequalis. Predevsim tak, vliv vybranych esencidlnich olejii na kli¢eni konidif a riist mycelia
v in vitro podminkich. VyuZiti esencidlnich oleji ma do budoucna velky potencidl a Siroké
uplatnéni a jejich pozitivni piisobnost jiz byla zkouména v mnoha rozlicnych pokusech. Diky
esencialnim olejtim, které obsahuji uc¢inné latky, mtizeme UspéSné zniCit nebezpecné houby
v potravinach ¢i na zdech nebo zlikvidovat Skodlivy hmyz (Pavela, 2011).

Napftiklad vliv esencialnich olejii proti bakteriim uvadi Mbega et al. (2012). zkoumal
vliv esencidlnich olejii na patogen Xanthomonas spp., ktery zpusobuje bakteridlni listovou
skvrnitost na rajcetech a zptusobuje tak Skody po celém svété. Testy probihaly s esencidlnimi
které velmi uc€inné inhibovaly rist Xanthomonas spp, v in vitro podminkach, byly z
Rosmarinus officinalis a Eucalyptus globules. Navic u téchto esencidlnich oleji nebyl
pozorovéan zadny negativni vliv na kliceni semen rajcat.

Nagy et al 2014 uvad¢ji dobré ucinky esencidlnich oleji z rostlin Citrus sinensis,
Cinammomum vernum ¢i Thymus vulgaris proti kliceni konidii Venturia inaequalis v in vitro
podminkach. Dale testovali ucinky esencidlniho oleje z Cinnamomum verum in planta, kde
vykazoval dobré preventivni a kurativni G¢inky, aZ do 24. hodin po inakulaci.V ptipad¢ 72.
hodin po inakulaci, byl i¢inek esenciilniho oleje zna¢né snizZen.

Vliv esencidlniho oleje z Thymus vulgaris na patogen Botrytis cinerea zkoumali Gebel
and Magurno (2014). V tomto pfipad€ esencidlni olej vykazoval vysokou ucinnost proti
polyfagnimu hobovému patogenu. Dal$im, kdo zkoumal Gc¢inné latky obsazené v esencialnim
oleji Thymus vulgaris a porovnaval ho s tcinky syntetického Thymolu, byl Moghtader (2012).
Ucinnost byla zkoumdna na patogenu Aspergillus niger. Zjistil, Ze esencialni olej prokazuje
lepsi dc¢innost nez synteticky thymol, ktery navic nabyval uc¢innosti aZ pii vysoké koncentraci
10%.

Naproti tomu Kléari¢ et al. (2007) zjistil pravy opak. Zkoumal vliv esenciilniho oleje a
syntetického thymolu na patogeny, jako napt. Aspergillus sp., Cladosporium ¢i Mucor sp.,
které se béZné¢ nachazeji v domdicnostech na vlhkych sténach. Zjistil tak leps$i plsobeni
syntetického thymolu na ovlivnéni riistu houbovych patogent

V této bakalarské praci vykazoval esencidlni olej z Thymus vulgaris vEétsi vliv pouze
na inhibi¢ni G¢inky pii kliceni spor Venturia inaequalis. V ptipadé vlivu na rist mycelia, byl

znacné nestabilni. Je moZné, Ze dané izolaty nemusely byt Cisté jen patogenem Venturia
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inaequalis, proto je zde tucinnost jinak spolehlivého esencidlniho oleje nizkd. OvSem aby
mohlo byt tvrzeni pravdivé, izolaty by musely byt podrobeny dalSimu laboratornimu Setteni-
napt. molekuldrni analyze. Nejlepsich vysledkii vSak vykazoval esencidlni olej z Eugenia
caryophyllus (syn. Szygum aromaticum).

Napriklad tcinky eugenolu, ktery je obsaZen v esencidlnim oleji z Eugenia
caryophyllus, byly zminény ve studii od Rana et al. (2011). Kdy pozorovali jeho inhibi¢ni
ucinky na rast mycelia u patogent Fusarium oxysporum, Aspergillus sp. ¢i Fusarium
moniliforme, které béZn¢ postihuji rostliny.

Inhibi¢ni dc¢inek vykazoval Eugenia caryophyllus téZ na patogeny jako: Aspergillus
niger, Penicillium chrysogenum ¢i R. aerugious. Extrakt z E. caryophyllus byl ziskan pomoci
extrakce v acetonu a ethanolu (Tomar et al., 2015). Hiebicek je vyuZivan v mnoha smérech.
Jiz dlouha Iéta jsou znamy jeho antibakteridlni, analgetické, antiseptické, anestetické ale prave
1 fungicidni a fungistatické ucinky. Pavela (2012) uvadi vyznamné insekticidni a akaricidni
ucinky proti Skidcim, jako napt. Spodoptera sp, Leptinotarsa, sp.Tetranychus urticae a
dokonce i mS$ice. Eugenol ma dokonce vliv i na inhibici riistu larev. A je vyuZivan i v fad¢
repelentt. Vytazek z hiebicku je vSak také obsazen v fad¢ ptipravkl, jako je Herbadent, Alpa
nebo Eucasol. Vysledky, kterych bylo v této praci dosazeno, davaji novy pohled na
problematiku tykajici se boje proti strupovitosti. Jedna se vSak stdle o uspéchy provedené
v laboratornich podminkach (in vitro). Pokud by se do budoucna povedlo tspésné prevedeni
ucinkii tohoto oleje do pokusii in vivo a dile pak do bézné praxe, odpadlo by tim tak
nckolikanasobné oSetfovani chemickymi prostredky, které neprospivaji pfirod€ ani lidskému
zdravi. Naproti tomu vétSina testovanych esencialnich oleju je pro lidi bezpecna a neobsahuje

tak zavadné sloZky pro jejich zdravi.
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7. Zavér

Cilem prace bylo otestovat vliv vybranych esencialnich oleji na vyvoj patogena jabloni
Venturia inaequalis. Z celé $kély esencidlnich oleji bylo nakonec vybrano 13 nejucinnéjsich,
z ptedeslych pokust.

Samotny vliv vybranych oleji byl sledovan u kliceni konidii a riistu mycelia v in vitro
podminkach. Dale byla testovana fytotoxicita na utrZenych mladych listech jabloni odrtdy
Idared. Jedna se o vSeobecné znamou odrudu, ktera je velice citlivd na strupovitost. Na listy
byl nanesen enkapsulovany esencilni olej z Thymus vulgaris o riznych koncentracich. Jak
bylo patrné z obrazku 10., k tzv. ,,popaleni listli, doslo aZ od koncentrace 30 %.

Zvolena védecka hypotéza, zda existuji rostlinné esence, které pii aplikaci maji pfimy
dopad na vyvoj patogena jabloni Venturia inaequalis, byla v praci potvrzena. V ramci
zkouméni vlivu esencidlnich oleji na rist mycelia Venturia inaequalis, bylo prokazano
znacné zamezeni vyvoje patogena nebo jeho potlaceni u né€kterych vybranych esencidlnich
oleji. Nejvetsi ucinnost vykazoval olej z Eugenia caryophyllus. V ptipad¢€ vlivu na mortalitu
spor, dokonce ptedcCil samotny fungicid Talent a byl druhou nejlepsi variantou oSetient,
v piipad¢ vlivu na rast mycelia V.i. Dale byly dspéSné esencidlni oleje z Cinnamomum
Camphora a Rosmarinus officinalis. Esencidlni olej z Thymus vulgaris byl GspéSny pouze na
mortalitu spor ale jeho vliv na rist mycelia, ptisobil podle statistickych vysledkii zna¢né
rozmanit¢ a neustalen¢. Neda se tedy s jistou fici, zda skutecné néjakym zplisobem zabranuje
rustu mycelia. Ostatni oleje pak mély vétsi ¢i mensi vliv na potlaceni ristu mycelia Venturia

inaequalis.

Vysledky z této prace byly téz publikovany v periodiku Zahradnictvi ¢. 1/2017.
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Obrdzek 9 Petriho misky (60mm)

Obrdzek 10 Mycelium V.i.,oSetreni olejem EC
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Tabulka 3 - Podminky pro vznik infekce patogenem Venturia inaequalis - dle Mills, LaPlante 1954; upraveno

podle Blazka, 2001.

Primérna teplota Doba nepietrzitého ovlhceni povrchu listi nutna
vzduchu béhem pro vznik infekce (hod)
ovlh¢eni (°C) Slabé [ Sti'edni Silné

05-5 déle nez dva dny vice nez 60 hodin

6 25 34 51

7 21 28 42

8 19 25 38

9 15 20 30

10 14 19 28

11 12 18 26

12 {1 16 24

13 11 15 23

14 10 14 22

15 10 13 21

16 9 13 19

17-24 9 12 18

25 1] 14 21

25.5 13 17 26

Tabulka 4 - Tukeytiv test pro izoldt (1/16/8/3), porovndni homogennich skupin jednotlivych variant osetrent.

Tukeyiv HSD test; proménna izalat (1116/8/3) ;
Homogenni skupiny, alfa = ,05000; Chyba: meziskup. PC =7 5675, sv= 24800
varianta 1 2 3 4 5 B Fi B

C. buriky
2 Talent ke
3 Eugenia caryophyllus G2 ok
T Rosmarinus officinalis ik
9 Cinnamomum camphora i
11 Cymbopogon citratus ] B
G Cymbopogon winterianus e o SR
4 Kontrola wrax|  wran
i) Kaontrola+DMSO wwrx|  wwax|  wwes
1 Litsea cubeba wawn| | wwwn| mman|  wwes
13 Thymus vulgaris P
12 Cinnamamum ceylanicum T
5 Pelargonium graveolens wrae|  waes
10 Ccimum basilicum —
15 Mentha spicata Y o
16 Lavandula hybrida aat
14 Origanum majorana R

Tabulka 5 - Tukeytiv test pro izoldt (9/16/3/3), porovndni homogennich skupin jednotlivych variant osetrent.
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Tukeyav HSD test proménna izolat (916/3/3) :
Homogenni skupiny, alfa = ,05000; Chyba; meziskup. PC = 9,2988, sv =

C. bufiky varianta 1 2 3 ] =T 6 |7
2 Talent| =

7 Rosmarinus officinalis i

1 Litsea cubeba wawn | wwan

9 Cinnamomum camphora s

4 Kontrola o il

B Cymbopogon winterianus ik ki

16 Lavandula hybrida s

8 Kontrala+DMSO arar|  whan

13 Thymus vulgaris PPV

14 Origanum majorana S R
3 Eugenia caryophyllus whak|  dkdkn | dwa
10 Ocimum basilicum —
12 Cinnamomum ceylanicum —
5 Felargonium graveolens -
15 Mentha spicata POV
11 Cymbaopagon citratus I
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Tabulka 6 - Tukeytiv test pro izoldt (7/16/2/3), porovndni homogennich skupin jednotlivych variant oSetient.

Tukeydy HSD test, proménna izolat (76213} Homogenni skupiny, alfa =

L5000
C. bufky varianta 9 P) 3 3 5 5 =
2 Talent Ex
¥ Rosmarinus officinalis et
1 Litsea cubeba e
g Cinnamomurm camphora =
4 Kontrola i wnr
i Cymiopogon winterianus gt Ak
16 Lavandula hybrida swmn|  wmmn
o Kontrola+DS0 | wwwn
3 Thymus vulgaris e
14 Origanum majorana wwmn | wawn|  xwas
3 Eugenia caryophyllus e
10 Ocimum basilicum —
12 Cinnamomum ceylanicum el B
5 Pelargonium graveclens —
15 Mentha spicata wawn| maxs
G, Cymbopogon citratus PR

Tabulka 7 - Tukeyiv test pro izoldt (17/16/5/2), porovndni homogennich skupin jednotlivych variant oSetrent.

Tukeyuy HSD test proménna izolat (17HEIRIZY; =
Homogenni skupiny, alfa = 05000; Chyba: meziskup. PC =
C. bunky varianta 1 2 3 4
2 Talent s i
3 Eugenia caryophyllus A
10 Crcimum basilicum pacs
12 Cinnamomum ceylanicum B £
8 Kaontrala+DMS0 5 o 25 R
13 Thymus vulgaris R ki
T Rosmarinus officinalis = i
16 Lavandula hybrida T (i
11 Cymbopogon citratus Ao A
14 Criganurm majorana B iy
15 Mentha spicata i
g Cinnamaomum camphora £
4 Kontrola it
-y Felargonium graveolens ki
1 Litsea cubreba i
] Cymbopogon winterianus iy
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Tabulka 8 - Tukeytiv test pro izoldt (4/16/3/3), porovndni homogennich skupin jednotlivych variant osetieni

Tukeylv HSD test; proménna izolat f-i.-“IEJ'SJ'@}:HDngenni
skupiny, alfa = 05000; Chyba: meziskup. PC = 10,469, sv =
266,00
C. bufiky varianta 1 2 3 4 5
2 Talent e b
3 Eugenia caryophyllus i
ri Rosmarinus officinalis Slifioy
g Cinnamaomum camphaora P
a8 Kontrola+DMS0 e e
13 Thymus vulgaris G gk
& Cymbopogon winterianus e e b
15 Mentha spicata it = —
1 Litsea cubeba e sl e
16 Lavandula hyorida bkt it
10 Crcimum basilicum i o
4 koontrola e
5 Pelargonium graveclens R
12 Cinnamomum ceylanicum i
14 Origanum majorana b
il Cymbopogon citratus —

Tabulka 9 - Tukeytiv test pro izoldt (3/16/8/3), porovndni homogennich skupin jednotlivych variant osetieni

Tukeyuv HSD test, proménna izolat (3/16/8/3} | Homogenni skupiny, alfa = 05000
Chyba: meziskup. PC=15779, sv= 266,00
. bufiky varianta 1 ] 3 2 = Tl B ERIESE
3 Eugenia caryophyllus bk 55
B Cymbopogon winterianus o Tk
7 Rosmarinus officinalis s e
2 Talent EhEE wrEE sxE
et Cymbopogon citratus s S
g Cinnamomum camphora o] S e w
1 Litsea cubeba e e
10 Ocimum basilicum e e
4 kontrola PR [ [
5 Pelargonium graveolens e s
15 Mentha spicata PPN [
2 Kontrola+DMS0 PN R
13 Thymus vulgaris P —
12 Cinnamomum ceylanicum P -
16 Lavandula hybrida PR RO
14 Criganum majorana P
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Tabulka 10 - Tukeyiiv test pro izoldt (3/16/1/3), porovndni homogennich skupin jednotlivych variant oSetient

Tukeyly HSD test; promeénna imlé’g (2ME6M/3y Homogenni skupiny,
alfa = 05000; Chyba: meziskup. PC =55382, svw=254 .00
varianta izalat 1 2 2 . |
(316113}
& bufiky (Prameér)
2 Talent| 000000 i
3 Eugenia carvophyllus| 1517389 i
12 Cinnamomum ceylanicum| 18,13722 ——
i Rosmarinus officinalis| 18,36222 i
14 Criganum majoranal 18 67722 s
6 Cymbopogon winterianus| 18, 73444 ey
g Cinnamomum camphaoral| 18, 78667 e
13 Thymus vulgaris| 18,92500 iy
1 Litsea cubebal| 1918722 e
8 Kontrola+DM30| 19, 23583 gy
15 Mentha spicatal 19,64056 ——
T Crcimum basilicum| 19,99278 i i
14 Cymbopogon citratus | 20, 25778 s ok
16 Lavandula hybrida| 20,29722 By A

Tabulka 11 - Tukeyiiv test pro izoldt (5/16/1/3), porovndni homogennich skupin jednotlivych variant oSetrent

Tukeyuy H3D test, proménna izolat (5M16/M1/2); Homogenni

skupiny, alfa = 05000

Chyba: meziskup. PC =7,7635 sv=26600

varianta izolat 1 2 3
. . (B5MBI1/3)
. bun (Primér)
2 Talent 4. ATF222 el
B | Eugenia caryophyllus 14, 02388 gty
5 Felargonium graveolens 14, 47722 aiiat "
4 kKantrola 14, 66278 it Ao
15 Mentha spicata 14, FFr22 e Rl e
14 Origanum majorana 14, 83000 gy R
12 Cinnamaomum ceylanicum 15,828889 e =iy
s Fosmarinus officinalis 1617056 i iR
16 Lavandula hybrida 16,33500 tvee ) i e
13 Thymus vulgaris 16,33944 gty R
1 Litsea cubeba 16, 73917 eyl
10 Ccimum basilicum 16, 77167 it Ao
i Cymbopogon winterianus 16,80500 s i
11 Cymbopogon citratus AT 07722 gy s
2 Kontrola+DMS0 17, 20611 Sigas
g Cinnamomum camphara 17, 54500 G
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Tabulka 12 - Tukeyiiv test pro izoldt (19/16/5/2), porovndni homogennich skupin jednotlivych variant osetreni

Tukeylv HSD test: pr_nménnél izolat (19M6/5/2) Homoagenni skupiny, alfa =, 05000;
Chyba: meziskup. PC =3 5152, sv=23600

varianta izolat 1 2 3 4 4] G T g8

. (19/16/52)

C. buriky (Prdmér)
2 Talent 0,00000( ==

3 Eugenia caryophyllus 5,49056 el

g Cinnamomum camphaora §.25917 B
7 Rosmarinus officinalis a6222 e

T4 Cymbopogon citratus|  10,51083 b M

10 Ocimum basilicum| 10,84833 i | i

i} Cymbopogon winterianus|  11,13667 b I 5

12 Cinnamomum ceylanicum| 11,24500 ] W

15 Mentha spicata| 11,36250 it M B

1 Litsea cubeba| 1236750 ] A

13 Thymus vulgaris| 1267056 it o .
5 Pelargonium graveolens| 1358111 ke ek
14 Origanum majorana| 13,82339 Tl || e
o Kontrola+DMS0| 14, 74500 it il | i
16 Lavandula hybrida| 1592167 b
4 Kontrola| 1653667 ] YR
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