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1 CiL METODIKY

Cilem certifikované metodiky bylo zjisténi vlivu vybranych esencialnich olejii (EQ) a jejich slozek na houbové a bakterialni
patogeny bramboru prenasené padou a sadbou pomoci in vitro a in vivo experimentd (mofeni a fumigace). Jednalo se o sklad-
kové houby Helminthosporium solani (stfibfitost slupky bramboru), Fusarium solani var. coeruleum (fusariova hniloba bram-
boru) a Phoma foveata (fomova hniloba bramboru) a pektinolytické bakterie Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum,
Pectobacterium atrosepticum a Dickeya solani (mékka hniloba hliz bramboru). Byl posouzen potencial vyuziti EO a jejich slozek
pro biologickou ochranu hliz bramboru pred ddlezitymi houbovymi a bakterialnimi patogeny béhem skladovani. Dil¢im cilem
bylo organoleptické vyhodnoceni po oSetfeni hliz formou moreni a fumigace.

2 VLASTNI POPIS METODIKY

2.10VOD

Brambor (Solanum tuberosum L) je ¢tvrtou celosvétové nejvyznamnéjsi potravinaiskou plodinou, hned za ryzi (Oryza sativa
L.), péenici (Triticum aestivum L) a kukufici (Zea mays L.). Jde také o vyznamnou neobilnou potravinaiskou plodinu, ktera hraje
nezastupitelnou roli v celosvétovém zasobovani potravinami. Brambory jsou bohaté na velké mnozstvi makrozivin (jako jsou
sacharidy a vlaknina) a mikroZivin (jako jsou vitaminy a mineraly); navic jsou také duleZitym zdrojem antioxidantd ve stravé
¢lovéka (Liu et al., 2022).

V roce 2023 byly v Ceské republice brambory péstovany na plose 27 020 ha. Z toho 20 947 ha v zemédélském sektoru
a 6 073 ha v sektoru domacnosti. Na této plose bylo za rok 2023 sklizeno celkem 703 078 tun brambor, z toho 39 366 tun
ranych brambor, 55 384 tun sadbovych brambor a 608 328 tun ostatnich brambor. V roce 2023 byla pro vyrobu skrobu pouzita
plocha brambor 5 054 ha s produkci 151 088 tun. Priimérny vynos cinil 18,30 t/ha ranych, 27,33 t/ha ostatnich, 21,20 t/ha
sadbovych. Pramérny vynos &inil 29,89 t/ha a primérna skrobnatost hliz byla 19,2% (CSU).

Brambor je hostitelem mnoha patogenti (Czajkowski et al., 2011). Nékteré houby, bakterie a viry mohou zpUsobit vyznamna
poskliziiova onemocnéni hliz béhem skladovaciho procesu (Fan et al., 2021). Hlizy bramboru obsahuji vice nez 70% vody, diky
c¢emuz jsou po sklizni béhem manipulace, prepravy a skladovani nachylné k rtiiznym patogenim zpUlsobujicim rGizné hniloby
a léze (Bojanowski et al., 2013). Kontrola chorob je zakladni soucasti spravy skladd. Vétsina chorob nepochazi ze skladu, ale ze
dvou primarnich zdrojd - hliz nebo pldy. Mnoho problémi s chorobami se vsak mlze do jisté miry vyvinout ve skladu, a pokud
nejsou kontrolovany, disledky mohou byt katastrofické, at uz jde o fyzické rozlozeni hliz, nebo o ztratu trzni hodnoty hliz.
Skladkové choroby délime na hniloby a choroby vzhledu hliz. Hniloby $itici se ve skladu jsou: mékka hniloba hliz bramboru (Pec-
tobacterium spp., Dickeya spp.) a fusariova hniloba bramboru (Fusarium spp.). Vyrazné méné ¢asto se objevuje fomova hniloba
bramboru (Phoma foveata (Foister) Aveskamp, Gruyter et Verkley, 2010) a vodnata hniloba bramboru (Pythium spp.). Choroby
vzhledu $ifici se ve skladu jsou: stfibfitost slupky bramboru (Helminthosporium solani Durier et Mont., 1849) a podstatné méné
¢asto ¢erna teckovitost bramboru (Colletotrichum coccodes (Wallr) S. Hughes, 1958). Ve skladu brambor se mohou nachazet
i dalsi choroby zvysujici hmotnostni ztraty a snizujici vytéznost pranych hliz, jejichz vyskyt ovsem nesouvisi se skladovanim
a prechazi jiz z pole. Jsou to plisen bramboru (Phytophthora infestans (Mont.) de Bary, 1876), projevujici se po naskladnéni
nejcastéji jako sekundarni mékka hniloba hliz, vlockovitost hliz bramboru [Thanatephorus cucumeris (A. B. Frank) Donk, 1956
(teleom.), Rhizoctonia solani ). G. Kihn, 1858 (anam.]], aktinobakterialni obecna strupovitost bramboru (Streptomyces scabiei
corrig. (ex Thaxter 1892) Lambert et Loria 1989a), zdufela nekroticka krouzkovitost (Potato virus Y-NTN) a hnéda skvrnitost
bramboru (Alternaria spp.) (Vacek & Plistil, 2020).

Rozvoj infekci hliz bramboru bakteriemi a houbami miize béhem skladovani zplsobit znacné ekonomické ztraty, a proto je
nezbytné hledat vhodné metody ochrany. Vhodnou ekologickou alternativu by mohly predstavovat EO a jejich slozky. Pouzivani
syntetickych pesticidd vedlo k degradaci Zivotniho prostredi, rozvoji odolnosti patogen( a moznému nebezpeci pro rizné neci-
lové druhy (véetné rostlin, zvifat a lidi). Udrzitelny pfistup tedy vyzaduje prozkoumani zivotaschopnych ekologicky Setrnych
alternativ. Rostlinné biopesticidy v této souvislosti pritahuji znac¢nou pozornost kvlli své cilové specificnosti, Setrnosti k zZivot-
nimu prostfedi, biologické rozloZitelnosti a bezpe¢nosti pro ¢lovéka a dal$i formy Zivota (Gupta et al., 2023).

2.1.1 STRIBRITOST SLUPKY BRAMBORU

Stribritost slupky zptsobena houbou Helminthosporium solani Durieu & Mont., (1849) [H. atrovirens syn. Spondylocladium atro-
virens], je choroba bramboru, ktera se stala v poslednich letech ekonomicky vyznamnou (Errampalli et al., 2001). Obvykle
nezplisobuje ztraty na vynosech (Wale et al., 2008). Vyvolava vétsinou kosmetické vady hliz, ¢imz mQze negativné ovlivnit trh
s konzumnimi a sadbovymi bramborami. Vzhledem k rostouci poptavce po pranych hlizach snizuje trzni hodnotu hliz (Cullen et
al., 2001). Infekce hliz patogenem zvy3uji propustnost slupky pro vodu, ¢imz dochazi ke sniZeni jejich hmotnosti (obr. 1) béhem
skladovani (Secor & Gudmestad, 1999). Choroba m(ze mit vyznamny vliv na vyvoz, zejména sadbovych hliz, protoze na certifiko-
vanych sadbovych hlizach je povolena pouze omezena infekce H. solani (Denner et al., 1997). Hranolky a chipsy vyrobené z napa-
denych hliz maji ¢asto nepfijatelné hnédé okraje (Holley & Kawchuk, 1996). Vzestup vyskytu stfibfitosti je pfipisovan nedosta-
te¢né odolnosti odrtid bramboru k H. solani (Rodriguez et al., 1996) a netéinnym ochrannym opatfenim (Errampalli et al., 2001).
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Houba vytvari tmavé mycelium, stromata a konidiofory s konidiemi (Barnett & Hunter, 1998). Hyfy se vyskytuji ve felému,
felodermu a kortikalni vrstvé hliz (Heiny & Mclntyre, 1983). Léze s hojnou sporulaci (obr. 3) se jevi jako hnédé az spalené, zatimco
zralé léze jsou stiibfité (Hunger & Mclintyre, 1979). Teploty v rozmezi 15-32 °C a vysoka vihkost maji ¢asto za nasledek kliceni
konidii, coz vede k infekci hliz (Heiny & McIntyre, 1983). Mycelium pronika do epidermis pfes lenticely a/nebo pronika do peri-
dermu a zpGsobuje ztratu pigmentace, coZ ma za nasledek vznik stfibfitych lézi (Rodriguez et al., 1995, 1996; Wale et al., 2008).
Svyjimkou hliznatych druht Solanum tuberosum (Rodriguez et al., 1995) a S. elaeagnifolium (Sethuraman et al., 1997) nejsou jiné
druhy rostlin hostiteli pro H. solani (Jellis & Taylor, 1974).

Obr. 1: Snizeni hmotnosti hliz béhem skladovéni zpisobené houbou H. solani  Obr. 2: Symptomy stfibfitosti slupky bramboru zpsobené H. solani
na odr(idé Belana

Cyklus onemocnéni stribritosti ma dvé faze: polni a skladovaci. Primarnim zdrojem inokula H. solani jsou infikované sadbové

hlizy (Hide & Adams, 1980; Jellis & Taylor, 1977). K infekci hliz mUze dojit béhem vegetacniho obdobi z infikované sadby (Secor
& Gudmestad, 1999) a pidniho inokula (Firman & Allen, 1995b) nebo pfi skladovani (Jellis & Taylor, 1977; Rodriguez et al., 1996),
kdy za pfiznivych podminek dochazi ke sporulaci houby ¢inici hlizy sazovitého vzhledu (Secor & Gudmestad, 1999). Primarni
infekce, ke které dochazi brzy po iniciaci hlizy, je ¢asto soustfedéna na stolonové konce hliz (Jellis & Taylor, 1977). Vétsina infekci
se vyskytuje pred sklizni, i kdyZ k ni mGze dojit pfi sklizni nebo mohou byt konidie pfeneseny pfi zavlaZzovani (Firman & Allen,
1995a). Zavaznost onemocnéni se vyrazné zvysuje pii dlouhodobém skladovani hliz, kdy se miize patogen $ifit pomoci konidii
(Secor & Gudmestad, 1999). Ackoliv je H. solani povazovano za patogen hliz, mlze pfezimovat v ptdé jako saprofyt na rostlin-
nych zbytcich (Jellis & Taylor, 1977; Mérida & Loria, 1994). Nicméné prezimujici padni inokulum nehraje v epidemiologii dllezitou
roli (Jellis & Taylor, 1974).
Nazev onemocnéni je odvozen od charakteristického kovového, stfibfitého lesku starsich 1ézi na povrchu hliz bramboru (obr.
2). Pfiznaky onemocnéni se objevuji na hlizach, ale ne na stonku nebo kofenech (Fahn, 1982). Stiibrné zbarveni peridermu je
zplisobeno ztratou pigmentu, prostfednictvim vysouseni bunék a ukladanim suberinu (Frazier et al., 1998). Pigmentace hliz neni
tak vyrazna u odrtd brambor s ¢ervenou slupkou (obr. 4) (Jellis & Taylor, 1977). Prvni pfiznaky stfibfitosti na hlizach jsou svétle
hnédé kruhové skvrny popf. léze na konci stolonu, které mohou byt tmavé olivové barvy (Cullen et al., 2001; Jellis & Taylor, 1977).
Léze na hlizach v padé z(stavaji malé, ale béhem skladovani se zvétsuji (Jellis & Taylor, 1977; Mérida & Loria, 1994). Jednotlivé
léze postupné splyvaji (Mérida & Loria, 1994). Stfibfitost a ¢erna teckovitost, zptsobena Colletotrichum coccodes, jsou ¢asto
zaménovany. Obé choroby zpUsobuiji skvrny na peridermu a ¢asto se vyskytuji spole¢né (Errampalli et al., 2001).

O

w3

Obr. 3: Sporulace H. solani na slupce hlizy odr(idy Belana Obr. 4: Symptomy stribritosti na odridé Red Anna
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2.1.2 FUSARIOVA HNILOBA BRAMBORU

Fusariova hniloba bramboru (znama jako sucha hniloba bramboru), ktera maze byt vyvolana nékolika druhy rodu Fusarium, je
vyznamnou skladkovou chorobou bramboru s celosvétovym hospodaiskym vyznamem (Cullen et al., 2005; Stevenson, 2001).
Zpusobuije ji vice nez 13 druhd rodu Fusarium (Cullen et al., 2005). Jedna se zejména o F. solani var. coeruleum (syn. F. coeruleum
(Libert) Saccl), F. sulphureum Schlechtend. (syn. F. sambucinum Fuckel), F. avenaceum (Fr.:Fr) Sacc., F. culmorum (Wm. G. Sm.)
Sacc., F. oxysporum Schlechtend. Fr., F. acuminatum Ellis & Everh., F. crookwellense L. W. Burgess, P. E. Nelson & T. A. Toussoun,
F. equiseti (Corda) Sacc., F. graminearum Schwabe, F. scirpi Lambotte & Fautrey, F. semitectum & Ravenel, F. sporotrichioides
Sherb. a F. tricinctum (Corda) Sacc. (Gachango et al., 2012).

0Obr. 5 a 6: Symptomy fusariové hniloby bramboru na hlize odridy Red Anna

Druhy rodu Fusarium infikuji téméf viechny péstované plodiny a brambory nejsou vyjimkou (Estrada et al., 2010). Jsou
sice povazovany za hlavni hrozbu pro skladované hlizy diky vzniku hniloby, ale jejich negativni Gc¢inky Ize pozorovat
i na poli v podobé branéni rozvoji klickt, vadnuti a degradace kofend rostlin bramboru (Cullen et al., 2005). Druhy rodu
Fusarium mohou potencialné zpUsobit velké ztraty na vynosu odhadované v priméru od 6 do 25%, s infekci béhem skla-
fusariovou hnilobu doprovazeji béhem skladovani dalsi choroby, jako je mékka hniloba hliz bramboru zplsobena bakteriemi
rodu Pectobacterium a Dickeya a plisei bramboru vyvolana patogenem Phytophthora infestans (Mont.) de Bary, 1876 (Secor
& Gudmestad, 1999).

Kromé toho, ze jsou druhy rodu Fusarium patogenni, jsou také znamé produkci mykotoxind. Druhy zpUGsobujici fusariovou
hnilobu bramboru mohou produkovat mykotoxiny sambutoxin, trichotheceny, fusarin C, kyselina fusarova, zearalenon a deoxy-
nivalenol (Bojanowski et al., 2013; Desjardins, 2006).

Typickym priznakem na slupce hliz brambor infikovanych Fusarium spp. je predevsim vrascity hnédy vzhled a pro-
padlé pletivo se suchym a koZovitym vzhledem. Pocatecni priznaky jsou mélké, malé hnédé skvrny v mistech poranéni
hliz po priblizné 30 dnech skladovani. Nasledné se infikované pletivo zacne zvétSovat ve vSech smérech. Nakonec jsou
na zvétsenych lézich pozorovany soustfedné prstence a odumfelé pletivo zacina byt vysusovano (Xing-dong & Hua-li, 2014;
Zhang et al., 2023). Na prufezu hliz v dutiné pod lézemi (obr. 5 a 6) je pozorovano bilg, riizové, Zluté, fialové nebo cihlové
oranzové mycelium a masa spor (Stevenson, 2001; Vatankhah et al., 2019). S progresi onemocnéni maji celé hlizy s pfiznaky
tézkého rozkladu vzdy scvrkly a dehydratovany vzhled. V zavaznych pripadech se mohou postizené hlizy Uplné rozlozit, coz ma
za nasledek kasovitou strukturu a neprijemny zapach. Proto je dulezité identifikovat a zvladnout fusariovou hnilobu bramboru
vcas, aby se zabranilo jejimu dal$imu $ifeni a minimalizovaly se ekonomické ztraty (Xue et al., 2023).

Druhy rodu Fusarium jsou prenaseny sadbou i pGdou. Prezivani konidii druh(i rodu Fusarium v pidé a na rostlinnych zbyt-
cich je hlavnim rezervoarem inokula a zdrojem infekci hliz na poli (Cullen et al., 2005; Peters et al., 2008). Protoze druhy rodu
Fusarium nemohou proniknout pres periderm hliz, mdze dojit k infekci pouze pfes rany nebo praskliny v peridermu (Secor &
Gudmestad, 1999), zpGsobené hlavné manipulaci pfi sazeni, sklizni a tfidéni (Stevenson, 2001). Houby rodu Fusarium mohou
dobre prezivat pfi 4-10 °C. Agresivita rtiznych druh( zavisi na podminkach skladovani a odriidé bramboru (Al-Mughrabi et al.,
2013; Bojanowski et al., 2013; Peters et al., 2008).

Pro ochranu hliz pred patogeny rodu Fusarium je nejdGlezitéjsi zajistit vhodna péstitelska opatreni spolu s optimalizaci pod-
minek skladovani. Klicova je vysadba zdravych hliz, vyvarovani se poranéni hliz béhem sklizné a zajisténi vhodnych podmi-
nek pro hojeni ran (Stevenson, 2001). Sklizer vyzralych hliz minimalizuje moznost hniloby ve skladech. Stfidani plodin, které
je nejvice doporucovanou péstitelskou praxi pfi zvladani patogend prenasenych pldou, neni pfili$ Gcinné (Bojanowski et al.,
2013) z divodu dlouhodobého prezivani konidii druh( rodu Fusarium v padé a jejich Sirokému spektru hostitelt (Peters et
al., 2008). Ochrana hliz proti Fusarium spp. dale zahrnuje pouzivani odolnych odriid, moznost vyuziti ultrafialového zafeni
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a aplikaci fungicidd (Al-Mughrabi et al., 2013; Bang, 1992; Bojanowski et al., 2013; Gachango et al., 2012; Peters et al., 2008;
Ranganna et al., 1997). Posledni dobou jsou zkoumana a vyvijena ekologicka ochranna opatfeni, jako je pouzivani organickych
kyselin a soli (Hua-Li et al., 2017), anorganickych soli (Y. C. Li et al., 2009; Yaganza et al., 2014), chitosanu (Y. Li et al., 2009),
biologickych antagonist(i (Al-Mughrabi et al., 2013; Aydin, 2019) a esencialnich oleji (Wei et al., 2020; Xing-dong & Hua-li, 2014).

2.1.3 FOMOVA HNILOBA BRAMBORU

Phoma foveata (Foister) Aveskamp, Gruyter et Verkley, 2010 je jednim z nejéastéji se vyskytujicich skladkovych patogend bram-
bor. ZpUsobuje fomovou hnilobu bramboru (tzv. gangrénu), ktera byla poprvé popsana v roce 1940. Za uréitych podminek muize
ve skladu vyvolat znacné ztraty. Vyskytuje se ¢astéji v chladnéjsim podnebi. Diky zdokonalenému skladovacimu managementu
a zvysené dostupnosti rezistentnich odrdd se vyskyt P. foveata neustéle sniZuje, ale je stale rozsirena v Severni Evropé a v urci-
tych ¢astech Australie (Stevenson, 2001). Odrddy konzumnich brambor vak vykazuji rozdily v odolnosti, zatimco $krobové
odrady jsou pomérné odolné (Mulder et al., 2005).

Pritomnost P. foveata se projevuje symptomy na hlizach, na jejichZ slupce |ze pozorovat propadlé nekrotické skvrny (Ste-
venson, 2001). Choroba se vyviji povrchové nebo ve vétsi hloubce v zavislosti na odriidé (Mulder et al., 2005). Na slupce hliz
(obvykle v ranach, otkach nebo lenticelach) se vyvijeji malé, tmavé prohlubné, které se zvétsuji. Tyto skvrny jsou hladké nebo
nepravidelné zvrasnéné. Pod nekrdzami se nachazi tmavé hnéda nebo nafialovéla hniloba s riizné tvarovanymi dutinami s myce-
liem fialové $edé barvy (obr. 7 a 8). Pyknidy se mohou tvofit jednotlivé nebo ve shlucich, na povrchu lézi nebo v myceliu vysty-
lajicim dutiny hliz. Jsou obvykle globoidni (90-200 um v priméru) a tmavé hnédé az cerné. Zpocatku subepidermalni pyknidy,
se stavaji erumpentni a vytlacuji hyalinni, nonseptatni, cylindrické pyknidiospory (2-3 x 4-5 um) (Stevenson, 2001). Symptomy
na hlize Ize pozorovat od listopadu a prosince (Rasocha et al., 2008; Stevenson, 20071). P. foveata m(ize napadat také odumirajici
stonky vlivem dozravani nebo desikace, na jejichz bazich se tvori podélné nekrotické léze dlouhé az 25cm. Tyto [éze jsou o néco
tmavsi nez nenapadené odumfelé ¢asti rostliny a jsou pokryty hnédymi az cernymi pyknidami (Mulder et al., 2005; Rasocha et
al., 2008).

0Obr. 7 a 8: Symptomy fomové hniloby bramboru na prafezu hlizou odriidy Red Anna

Houba preziva na hlizach a v mensi mife v ptdé. Cim vy33i je uroven infekce sadbovych hliz nebo pady, tim vétsi je riziko
vzniku hniloby béhem skladovani (Mulder et al., 2005). Pfi vysadbé hliz s hnilobou nebo latentné infikovanych sadbovych hliz
mUze patogen prejit do nové vznikajicich stonk(, ve kterych infekce zUstava latentni, dokud stonky neodumrou, a to bud pfiro-
zené nebo po desikaci (Stevenson, 2001). Uroven infekce obvykle klesa v prvni ¢asti vegetaéniho obdobi a od konce ¢ervence
se zvysuje. V horkych létech je vyvoj houby znacné omezen. Stupen infekce se vyrazné zvysuje béhem druhého a tretiho
tydne po zniéeni naté (Mulder et al., 2005). Pyknidy se objevuji na povrchu stonkd, obvykle v ojedinélych skupinach. Destoveé
kapky splachnou pyknidiospory do pldy a rovnéz rozsifi inokulum na sousedni rostliny. Pred sklizni mGze dojit k infekci hliz
ocky nebo lenticelami-obvykle tam, kde je vysoka vlhkost ptdy. Pyknidiospory Sifici se pfimo pddou jsou také vyznamnym
zdrojem inokula pro infekci hliz pri sklizni. K Sifeni inokula z hlizy na hlizu dochazi snadno béhem sklizné a tridéni, kdy je
plda a povrch hliz vlihky. Témér kazda infekce hliz P. foveata se vyviji po poranéni vnesenim inokula z kontaminované pldy
na povrch hlizy, nebo je inokulum skryto v peridermu. K infekci hliz dochazi béhem sklizné, tridéni nebo jakékoli jiné manipulace
s hlizami béhem skladovani. Vyskyt fémové hniloby zvysuje vlhka pada, noéni mraziky, nizké denni teploty (méné nez 12 °C)
v obdobi sklizné a nizké teploty pfi skladovani, tfidéni nebo manipulaci (Stevenson, 2001). Problémy mohou nastat pfi opozdéné
sklizni za nizkych teplot, protoze patogen zplsobuje infekce brambor pfi teplotach pod 8 °C. Pokud jsou teploty v dobé infekce
vys$si nez 8 °C, vytvori hliza korkové pletivo kolem houby a zapouzdfi ji. Houba tak z(stane pfitomna v latentnim stadiu. PFi
niz$i teploté houba zacne rist a dochazi k rozvaji hniloby. Latentni infekce mohou byt také aktivovany pohmozdénim (Mulder
et al., 2005). Zpozdéni niceni naté nebo sklizné podporuje produkci inokula v padé a zvysuje riziko rozvoje choroby. Naopak

6 PRAKTICKE INFORMACE &. 92 |



vy$$i teploty (20-24 °C) béhem ristu a sucha plda pred sklizni udrzuji inokulum P. foveata na nizké Grovni (Stevenson, 2001).
P. foveata muze prezivat ve skladech, boxech, na strojich a zarizenich. Spory houby mohou byt prenaseny vétrem, pfi tridéni
nebo pfi ¢isténi skladovacich prostor a strojt (Mulder et al., 2005).

Ochranou proti P. foveata u bramboru je omezeni mechanického poskozeni pomoci vhodnych technologii v obdobi
sklizné a po sklizni omezenim manipulace s hlizami v pribéhu skladovani. Pro zabranéni vyskytu choroby je také pouziti
zdravé sadby. Dal$i moznost ochrany bramboru proti P. foveata je mofeni dlouhodobé skladovanych hliz fungicidy (Rasocha
et al., 2008; Stevenson, 2001).

2.1.4 MEKKA HNILOBA HLIZ BRAMBORU

V evropskych klimatickych podminkach vyvolavaji na hlizach bramboru mékkou hnilobu pektinolytické bakterie Pectobacte-
rium carotovorum subsp. carotovorum (Jones 1901) Hauben et al., 1999 emend. Gardan et al., 2003, syn. Erwinia carotovora
subsp. carotovora (Jones 1901) Bargey et al., 1923 (Pcc), Pectobacterium atrosepticum (van Hall, 1902) Garden et al., 2003, syn.
Erwinia carotovora subsp. atroseptica (van Hall, 1902) Dye 1969 (Pa), Dickeya solani van der Wolf et al., 2014 (Ds) syn.: Erwinia
chrysanthemi Burkholder et al., 1953, Dickeya dadantii Samson et al., 2005, syn.: Erwinia chrysanthemi Burkholder et al., 1953,
Dickeya dianthicola Samson et al., 2005 syn.: Erwinia chrysanthemi pv. dianthicola (Hellmers 1958) Dickey 1979 a Dickeya zeae
Samson et al., 2005, syn.: Erwinia chrysanthemi pv. zeae (Sabet) Victoria et al., 1975 (Saddler, 2016). Tyto fakultativné anaerobni
tycinkovité bakterie s peritrichalné usporadanymi bic¢iky maji G-reakci a nevytvari spory. Na kultivacnim médiu tvori hladké
krémové kolonie (Charkowski, 2006). Optimalni ristova teplota druhu Pectobacterium atrosepticum je 21-26 °C, Pectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum 26-30 °C a Dickeya spp. 30-37 °C (Vichova, 2020).

0Obr. 9 a 10: Symptomy mékké hniloby na prirezu hlizou odrddy Red Anna

Kromé bramboru zplsobuji tyto bakterie onemocnéni i u jinych hostitelskych rostlin. P. carotovorum subsp. carotovorum je
polyfagni patogen napadajici zastupce z ¢eledi Solanaceae, Brasicaceae, Cucurbitaceae, Apiaceae, Papaveraceae a dalsi (CABI
Plant, 2022). Polyfagni jsou i Dickeya dianthicola (Czajkowski et al., 2013) a Dickeya zeae (Osdaghi, 2022). P. atrosepticum byla
v minulosti povazovana za monofagni napadajici pouze lilek brambor, bylo vSak prokazano, Ze je schopna infikovat i jiné druhy
z ¢eledi Solanaceae (Ma et al., 2018). Dickeya solani se zamérfuje predevsim na brambory (Stawiak et al., 2009).

Bakterie produkuji pektinolytické enzymy, celulazu, hemicelulazy, arabanazy a proteazu. Tyto enzymy degraduji bunécné
stény rostlinnych bunék, dochazi k tzv. maceraci pletiv. Schopnost rlstu jak za pritomnosti, tak bez pristupu kysliku umoznuje
pronikat do vnitfnich pletiv rostlin (Hossain et al., 2005).

Nejvyznamnéjsim zdrojem infekce byvaji hlizy bramboru, na kterych patogen preziva v lenticelach ¢&i v cévnich svazcich,
puda, rostlinné zbytky a kontaminovana zavlahova voda. V pidé mohou bakterie prezivat od 1 tydne az do 6 mésic(, znacné
vSak zalezi na pldnich podminkach - teploté, vihkosti a pH. Délka tohoto obdobi mdze byt i delsi, ale pouze v pripadé pritom-
nosti rostlinnych zbytkd nebo Zivych i nehostitelskych rostlin, kde bakterie vegetuje v okoli koren( jako epifyt nebo saprofyt
(Czajkowski et al., 2011).

Primarni infekce vznikda z matecnych infikovanych hliz, odkud se patogen Sifi za vegetace cévnimi svazky do stonk(
rostliny. K Sireni mezi jednotlivymi rostlinami mize dochazet mnoha zpUsoby, napriklad kontaminovanou vodou, hmyzem,
mechanizaci pfi sklizni, prevozu nebo tridéni hliz, kdy se napadena macerovana pletiva rozpadaji a kontaminuji bakteriemi
své okoli (Czajkowski et al., 2011). K sekundarni infekci dochazi nejéastéji pfirozenymi otvory - lenticelami, stomaty, kofeny,
nebo pres poskozeni a poranéni (Vichova, 2020). V prabéhu skladovani hliz mohou pektinolytické bakterie dokoncovat
rozklad poskozenych pletiv primarné napadenych jinymi patogeny, napf. Fusarium spp. ¢i Phytophthora infestans (Secor
& Gudmestad, 1999).
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Priznaky mékké hniloby hliz se mohou projevit jiz v padé, nasledné i v pribéhu sklizné a skladovani. Napadené hlizy jsou
charakteristické hnilobnym zapachem. Pri napadeni pres lenticely se jejich okoli zabarvuje hnédymi, vodnatymi, propadajicimi
se lézemi. Pri systémovém napadeni se prvni priznaky projevuji v pupkové casti hlizy hnédnutim v misté napojeni na stolon.
V duzniné dochazi k hnédnuti a rozkladu cévnich svazk(i a postupné maceraci prechazejici z krémové do tmavé hnédé az cerné
hmoty s polotuhou konzistenci (obr. 9 a 10).

V pribéhu vegetace bakterie napadaji i nadzemni ¢asti rostlin bramboru, kde zplsobuji tzv. bakterialni ¢ernani stonku.
Prvotni priznaky mGzeme sledovat na bazi stonku, na kterém se zacinaji objevovat cerné léze, které za sucha zasychaji a tvrd-
nou. Rostlina zastavuje rdst a vadne, ve vlhéim prostredi se |éze zvétsuiji, pletiva ztraceji pevnost, odumiraji a hniji. Napadeny
mohou byt celé trsy nebo jen nékteré z ¢asti. Na prdrezu napadenym stonkem, miizeme pozorovat rozklad pletiv a zhnédlé cévni
rostliny, véetné novych hliz (Rasocha et al., 2008; Vichova, 2020).

Skody na napadenych porostech zplisobené $patnym vzchazenim a naslednou mezerovitosti, ztratou asimilaéni plochy a hni-
lobou hliz mohou dosahovat az 25% ztrat na vynosu. Siteni mékké hniloby ve skladech mize zpQsobit ztraty a7 30% na mnoz-
stvi a kvalité skladovanych hliz (Malko et al., 2019). Velmi dlleZitou roli hraje preventivni ochrana, ktera zahrnuje pouzivani
certifikovaného sadbového materialu, nejlépe naraseného nebo nakliceného, omezeni mechanického poskozeni hliz, omezeni
Sifeni a rozvoje ostatnich chorob (Rasocha et al., 2008). Po sklizni je dtleZitym opatfenim naskladiovani suchych hliz a v prd-
béhu skladovani vétrat, aby se zabranilo sraZzeni vody na hlizach, a tim i vzniku infekce (Vichova, 2020). Chemicka ochrana hliz
bramboru proti pektinolytickym bakteriim je znacné omezena. V Registru pripravk( na ochranu rostlin jsou povoleny pouze
pripravky s ucinnou latkou hydroxid médnaty, ktery se aplikuje pred vysadbou ¢i po vysadbé hliz bramboru. Pro zlepseni
odolnosti rostlin jsou také povoleny pripravky s tcinnymi latkami chitosan a chitosan hydrochlorid.

2.1.5 ESENCIALNI OLEJE A SLOZKY ESENCIALNICH OLEJU

Esencialni oleje (EQ), zndmé jako silice, jsou sekundarni metabolity aromatickych rostlin biosyntetizované v rtiznych ¢astech
rostlin jako jsou epidermalni bunky, glandularni trichomy a sekrecni dutiny nebo kanalky. EO jsou smési rGznych bioaktivnich
lipofilnich latek tékavé povahy, jako jsou terpeny (terpenoidy), fenoly, ketony, aldehydy, alkcholy, estery, fenylpropanoidy, oxidy
a dalsi slouceniny s nizkou molekulovou hmotnosti vyznacujici se silnou vani (Albuguerque et al., 2006; Bakkali et al., 2008; Bal-
dim et al., 2019; Bergman et al., 2019). Nazev ,esencialni olej* vznikl z ,esence’, tj. pfitomnosti vané a chuti (Baldim et al., 2019).
V jednotlivych EO Ize identifikovat 20 az 60 sloucenin (slozek EQ). Z téchto sloucenin jsou dvé nebo tfi slozky ve vysoké kon-
centraci oproti ostatnim. Nékteré slouceniny se mohou nachazet pouze ve stopovém mnozstvi. Biologicka aktivita EO je obecné
pripisovana jedné nebo dvéma z téchto hlavnich sloucenin. Existuje také moznost, Ze biologicka aktivita EO mdze byt vysledkem
nékolika slozek, které pusobi synergicky a maji vyznamny Gcinek (Bakkali et al., 2008). Je znamo pfiblizné 3000 EO, z toho 300
komercéné dulezitych zejména pro farmaceuticky, kosmeticky, parfumérsky, sanitarni, zemédélsky a potravinarsky pramysl
(Bakkali et al., 2008). EO se extrahuji z rostlin konven¢né hydrodestilaci, parni destilaci nebo tlakem za studena (Bahrami
et al., 2016; Maes et al., 2019; Masango, 2005; Sempere-Ferre et al., 2021).

EO se nachazi v rGznych rostlinnych druzich, které patfi do celedi Asteraceae, Lamiaceae, Cyperaceae, Zingerberaceae,
Piperaceae, Apiaceae, Myrtaceae, Solanaceae, Apocynaceae a Lauraceae (Albuguerque et al., 2006; Bakkali et al., 2008;
Bergman et al., 2019; Sempere-Ferre et al., 2021). EO mohou byt produkovany riznymi organy rostlin, tj. pupeny, kvéty, listy,
stonky, vétvicky, semena, plody, kofeny, dievo nebo kdra (Bergman et al., 2019). Mezi riznymi bioaktivnimi slozkami EO jsou
uvadény jako nejhojnéjsi monoterpeny (Bakkali et al., 2008; Caputo et al., 2018). Carvacrol a thymol jsou monoterpenoidni
fenoly s vyraznou antifungalni aktivitou (De Vincenzi et al., 2004). Carvacrol je sou¢asti EO z mnoha rostlin, napfiklad z dob-
romysle obecné (Origanum vulgare L), tymianu (Thymus vulgaris L), Lepidium flavum Torr.), saturejky zahradni (Satureja hor-
tensis L), citroniku bergamotu (Citrus aurantium subsp. Bergamia (Risso) Engl) a ¢ernuchy seté (Nigella sativa L) (Maczka et
al., 2023). Thymol je izomericky s carvacrolem a je hlavni aktivni slozkou EOQ extrahovaného z tymianu (T. vulgaris). Thymol
muzZe byt rovnéz extrahovan z dalsich rostlin, napfiklad z bazalky (Ocimum basillicum L), drsnoplodiku moracovitého (Tra-
chyspermum ammi (L) Sprague ex Turrill), z rGznych druhti rodu dobromysl (Origanum L) nebo saturejky (Satureja L) (Esco-
bar et al., 2020). D-carvone je monocyklicky monoterpenovy keton, ktery se v pfirodé vyskytuje v enantiomerech, a to jako
L-carvone a D-carvone (Bouyahya et al., 2021). D-carvone je slozkou EO z kminu kofenného (Carum carvi L) nebo kopru von-
ného (Anethum graveolens L). L-carvone se nachazi v EO napfiklad z maty klasnaté (Mentha spicata L) (Morcia et al., 2016).
Linalool je monoterpenovy acyklicky tercialni alkohol, ktery se v prirodé vyskytuje ve dvou enantiomerech, tj. L-linalool
a D-linalool (Aprotosoaie et al., 2014). Linalool je soucasti EO z mnoha rostlin, napfiklad z levandule Sirokolisté (Lavandula
latifolia Medikus), levandule lékafské (Lavandula angustifolia Mill), koriandru setého (Coriandrum sativum L), bazalky pravé
(Ocimum basilicum L), anebo yzopu lékafského (Hyssopus officinalis L) (Bakkali et al., 2008; Maczka et al., 2022). Menthol je
monocyklicky monoterpenovy alkohol. Je to bila pevna krystalicka latka vyskytujici se ve dvou enantiomerech, tj. L-menthol
a D-menthol. Hlavni formou mentholu v pfirodé je forma L-menthol (Kamatou et al., 2013). Menthol a menthon jsou hlavni
slozkou EO z maty peprné (Mentha x piperita L) (Malekmohammad et al., 2021) a maty poleje (Mentha pulegium L) (Bahrami
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et al., 2016). a-pinene je bicyklicky monoterpen, ktery ma dvé enantiomerni formy, tj. L-a-pinene [(R)-a-pinene, (J-a-pinene]
a D-a-pinene [(S)-a-pinene, (+)-a-pinene]. a-pinene je hlavnim sekundarnim metabolitem mnoha EO z jehliénand, napfiklad
z borovice lesni (Pinus sylvestris L), borovice limby (Pinus cembra L., borovice klece (Pinus mugo Turra) a borovice éerné
(Pinus nigra ). F. Arnold). Dalsimi rostlinnymi zdroji obsahujici a-pinene jsou EO ziskané z pepfovniku ¢erného (Piper nigrum L),
jalovce (Juniperus L.) a z konopi setého (Cannabis sativa L) (Allenspach & Steuer, 2021). Limonene je monocyklicky monoterpen,
ktery se vyskytuje ve dvou formach, tj. L-limonene [(R)-limonene, (-limonene] a D-limonen [(S)-limonene, (+)-limonene]. Dale
se limonen maze vyskytovat jako racemicka smés dipenten (Anandakumar et al., 2021). Limonene se nachazi v EO z vice nez
300 rostlin, pfevazné z rodu Citrus L. (Ravichandran et al., 2018). D-limonene se vyskytuje v EO z kiry citrust (Citrus L), jako
je citron, pomerang, grapefruit, limetka a mandarinka (Gupta et al., 2021). L-limonene se nachazi v EO z jehlic borovice (Pinus L)
nebo z maty klasnaté (Erasto & Viljoen, 2008). Eucalyptol je bicyklicky terpenoid, ktery je soucasti EOQ ziskavanych z rliznych
rostlinnych druhd. Je hlavni slozkou EQ extrahovanych z list( eukalyptu, napriklad Eucalyptus smithii RT. Baker, E. globulus
Labill., E. maidenii F. Muell., E. bicostata Maiden, Blakely & Simmonds, E. sideroxylon A. Cunn. ex Woolls, E. cinerea F. Muell.
ex Benth a E. leucoxylon F. Muell. Eucalyptol je také dulezitou slozkou EO z jinych rostlin, napriklad z kajeputu stridavolis-
tého (Melaleuca alternifolia (Maiden et Betche) Cheel), rozmarynu lékaiského (Rosmarinus officinalis L), $alvéje lékarské (Salvia
officinalis L), pelynku afrického (Artemisia afra Jacq. ex Willd), vaviinu vzne$eného (Laurus nobilis L) a levandule klasnaté
(Lavandula stoechas L) (Maczka et al., 2021). Cinnamaldehyde je aromaticky aldehyd (Friedman, 2017), ktery se nachazi v EO
ziskaného z kary skoficovniku a dal$ich druhti rodu Cinnamomum (Guzman, 2014). Kafr a a- a B-thuoyn byly pozorovany jako
hlavni slozka EO Artemisia herba-alba Asso (Dahmani-Hamzaoui & Baaliouamer, 2010).

V prirodé hraji EO dlleZitou roli v ochrané rostlin pro své antibakterialni, antivirové, antifungalni, insekticidni a repelentni
vlastnosti (Bakkali et al., 2008). Diky pfirodnimu pavodu, vysoké biologické odbouratelnosti a obecné nizké toxicité a Setrnosti
k Zivotnimu prostiedi jsou EO a jejich slozky slibnymi kandidaty na vyvoj novych biopesticidd pro agronomické ucely (Morke-
liiné et al., 2021; Pavela & Benelli, 2016) jako alternativy k syntetickym fungicidim (Bahrami et al., 2016; Coleman et al., 200T;
Sempere-Ferre et al., 2021).

2.2 VLASTNI POSTUP

2.21 STANOVENI VLIVU VYBRANYCH SLOZEK EO NA HOUBOVE PATOGENY BRAMBORU
PRENASENE PUDOU A SADBOU

2.2.1.1 Stanoveni vlivu slozek EO na houbové patogeny bramboru v in vitro podminkach
TECHNICKE VYBAVENI

m Autoklav (Biobase, 0T032; Cina)

m Flowbox (Telstar MH-100; Spanélsko)

m Fotoaparat Olympus TG-6 (Olympus, Japonsko)

m Termostat

m Laboratorni analytické vahy (Mettler AE 160)

m Mikrovinna trouba (ETA; Ceska republika)

m Pipety (2-20 pl, 20-200 pl a 100-1000 pl)

m Uzaviratelné plastové boxy (251) (Jysk)

m Plastové mikrozkumavky 1,5ml a 2,0ml (Eppendorf)

CHEMIKALIE

m Petriho misky o prdméru 90 mm

m Preparacni jehla na pasazovani hub
m Korkovrt o priiméru 6 mm

m Parafilm

m Odmérny valec (100 ml)

m Odmérna banka se zabrusem (50 ml)
m Jednorazové rukavice

m Méritko

m Technicky ethanol (70%) - sterilizace pracovnich prostor
m Ethanol 96%, p.a. (Ing. Petr Svec - PENTA s. 1. 0., Ceska
republika)
m D-Glukosa bezvoda (Ing. Petr Svec - PENTA s. 1. 0., Ceska
republika)
m Sabouraud Maltose Agar (SMA; HiMedia, Indie)
- 65 g/I SMA média
- 20 g/l glukosa
- doplnit destilovanou vodou
m TWEEN 20 (Sigma-Aldrich, Némecko)
m Destilovana voda - priprava pomoci pfistroje Demiwa 5 ros
(WATEK s. . 0., Ceska republika)

m Cisté pfirodni slozky EO (vée od Sigma-Aldrich, Némecko)
m a-pinene (98%; 147524-250ML

m carvacrol (99%, W224511-100G-K

m cinnamaldehyde (x95%, W228613-100G-K
m D-carvone (296%, W224928-100G-K

m eucalyptol (299%; W246506-1KG-K

m L-linalool (95%, natural

m L-menthol (299%; W266523-100G-K

m L-menthone (:96%; W266701-1KG-K

m (R)-(+)-limonene (97%; 183164-100ML

m thymol (> 98,5%; T0501-100G
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BIOLOGICKY MATERIAL
m Houba Helminthosporium solani potiebna pro pokusy byla = Houba Fusarium solani var. coeruleum (CCM F-3) potiebna
izolovana z prirozené infikovanych hliz bramboru s typic- pro experimenty byla ziskana z Ceské shirky mikroorga-
kymi pfiznaky onemocnéni (stfibfitost slupky hliz) pocha- nismd (Brno) a byla kultivovana na Potato Dextrose Agar
zejicich z Ceské republiky (Ceskomoravska vrchovina). (PDA; HiMedia, Mumbai, Indie) pfi 25 + 1 °C.
Patogen byl nasledné identifikovan pomoci real-time PCR  m Houba Phoma foveata byla zap(jcena z Ceské shirky mik-
dle Cullen et al. (2001). Jako standard slouzil izolat CCM roorganismu v Brné, péstovana na médiu PDA na Petriho
F-511 pochazejici z Ceské shirky mikroorganismd (Brno). miskach a uchovana pfi teploté 25+ 1° C.
H. solani bylo kultivovano pfi 25 + 1 °C v Petriho miskach
(pramér 90 mm) na médiu SMA.

SOFTWARE PRO ZPRACOVANI VYSLEDKU
m STATISTICA 7 (StatSoft, Inc., USA)

STATISTICKE VYHODNOCENI EXPERIMENTU
m Statistické vyhodnoceni experimentt bylo provedeno pomoci analyzy rozptylu (jednofaktorova nebo vicefaktorova ANOVA)
a Tukey HSD testu (p < 0,01).

Antifungalni aktivita testovanych slozek EO byla stanovena za pouziti techniky inhibice radialniho rdstu mycelia. Testované
slozky EO byly fedény 96% ethanolem (1: 10) s naslednym pridanim par kapek Tweenu 20 [0,01% (v/v)] k dokonalému rozptyleni
vmédiu. Pfislusny objem rozpusténé slozky EO byl pridan do sterilizovaného SMA/PDA média o teploté 40-45 °C pro ziskani finalni
koncentrace 0-1600 ppm. Po dostateéném promichani byly roztoky SMA/PDA okamzité nality do Petriho misek (20 ml/PM) o pra-
méru 90 mm. Pozchladnutia ztuhnutiZivné pldy byl pomocisterilniho korkovrtu vykrojen agarovy disk s inokulem houby z kultury
staré tfi tydny o priméru 6 mm a umistén do stredu PM, které byly nasledné utésnény parafilmem. PM bez slozky EO byly pouzity
jako kontrola. Od kazdé varianty koncentrace byly pfipraveny tfi opakovani a PM byly inkubovany pfi 25+ 1°C po dobu 10-12 dnd
u houby H. solania7 dnti u hub F. solani var. coeruleum a P. foveata. Kultivace probihala v uzaviratelnych plastovych boxech (obr. 11).
Nasledné byly zméfeny primeéry kultur hub jednotlivych variant pokusu (v mm) a vypoéitany jednotlivé riistové charakteristiky
mycelia. Vysledky byly vyjadreny jako primér tfi nezavislych opakovani pro kazdou kombinaci patogen-slozka EQ. Inhibice
rastu mycelia (MGI) byla vypoc¢itana pomoci nasledujiciho vzorce dle Albuquerque et al. (2006):

MGI = [(DC - D0O)/DC] = 100 [%]
DC: Radialni rast mycelia kontroly (mm) - pramér kolonie houby neosetfené slozkou EO
DO: Radialni riist mycelia (mm) - prdmér kolonie houby o$etfené slozkou EO

Dale byla stanovena povaha Ucinku sloZzek EO na houby (fungistaticky a/nebo fungicidni). Minimalni inhibiéni koncentrace
(MIC) a minimélm’ fungicidni koncentrace (MFC] testovanych EO u hub byly provedeny podle PIodpai et al. (2013). Hodnoty MIC
stanoveni MFC byly preneseny inhibované houby na agarovych discich v PM osetfenych EO o koncentracich vyssich nez MIC
na 6erstvé médium [SMA/PDA) a probéhla inkubace pFi 25+ 1 °C po dobu 14 dnd. Poté bylo sledovéno oziveni rastu hub které
van zadny rust kolonii hub na cerstvém medlu SMA/PDA. Hodnoty IC,, (koncentrace, ktere vytvafeji 50% inhibi¢ni ucinek) byly
graficky vypocteny z kfivek davky a reakce na zakladé méreni v riznych koncentracich dle Chang et al. (2008).

2.2.1.2 Stanoveni vlivu slozek EO na houbové patogeny bramboru v in vivo podminkach
Uginnost sloZzek EO s nejvy$si antifungalni aktivitou
zjisténou v in vitro testech (tj. carvacrol, thymol
a cinnamaldehyde) byla ovéfena pomoci in vivo
experimentd primo na hlizach bramboru, kde byl
zjistovan vliv vypar( slozek EO (fumigace) a vliv
moreni hliz slozkami EO na rust H. solani, F. solani
var. coeruleum a P. foveata.

Obr. 11: Stanoveni vlivu slozek EO na houbové patogeny
bramboru v in vitro podminkéach
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TECHNICKE VYBAVENI

m Exsikatory (Super-Star-Desiccator, Sicco, Némecko)
s vyuzitelnym objem 421 a celkovym objemem objem 451
m Uzaviratelné plastové boxy (251) (Jysk)
m Bunicina, filtracni papir
m Petriho miska o priméru 90 mm
m Fotoaparat Olympus TG-6 (Olympus, Tokyo, Japonsko)
m Laboratorni analytické vahy (Mettler AE 160)
m Pipety (2-20 pl, 20-200 pl a 100-1000 pl)

CHEMIKALIE

m Sterilni skalpel

m Korkovrt o priméru 7mm

m Trepacka (Kavalier LT 3, Nedform s. r. 0., CZ)

m Epruvety o objemu 50 ml

m Plastové mikrozkumavky 1,5ml a 2,0 ml (Eppendorf)

m Jednorazové rukavice

m Burkerova komurka (Paul Marienfeld GmbH & Co. KG,
Némecko)

m Carvacrol (2%) a cinnamaldehyde (2%) navazané na biopoly-
mer dle patentu Matusinsky et al. (2020)

mThymol (2%) - 1g krystalického thymolu byl rozpustén
ve 2ml ethanolu (96%), nasledné pfidan fepkovy olej (3ml)
a destilovana H,0 (9 ml) + Tween 20 (dle potieby k dokonalé

disperzi), vznikl tak zasobni roztok o koncentraci 6,90%,

ktery byl dale fedén na koncentraci 2% pomoci destilované
H,0 (nelze navazat na biopolymer diky jeho krystalické
formé)

m Repkovy olej

BIOLOGICKY MATERIAL

m Cinnamaldehyde (> 95%, Sigma-Aldrich, Némecko)
m Carvacrol (99%, Sigma-Aldrich, Némecko)
m Thymol (298,5%; Sigma-Aldrich, Némecko)
m SAVO (NaClO; Unilever, Bohumin, Ceska republika)
m Destilovana H,0 - pfiprava pomoci pfistroje
Demiwa 5 ros (WATEK s. r. 0., Ceska republika)
m Technicky ethanol (70%) - sterilizace pracovnich prostor
m TWEEN 20 (Sigma-Aldrich, Némecko)
m Ethanol 96%, p.a. (Ing. Petr Svec - PENTA s. 1. 0.,
Ceska republika) - Fedéni thymolu

m Houba Fusarium solani var. coeruleum (CCM F-3) potfebna

pro experimenty byla ziskana z Ceské sbirky mikroorgani-
smu (Brno) a byla kultivovana na PDA pfi 25 + 1 °C. Byla izo-
lovana z hliz bramboru. Inokulum houby F. solani var. coeru-

leum bylo pripraveno seskrabnutim mycelia z zivného média
z Petriho misky pomoci skalpelu a vlozeno do epruvety se

sterilni destilovanou vodou. Koncentrace konidii byla vyhod-

nocena pomoci Birkerovy komurky. Pro experimenty byla
pouzita koncentrace 5 x 10° konidii/ml.

m Houba P. foveata (CCM F-608) potiebna pro pokusy byla zis-

kana z Ceské sbirky mikroorganismii (Brno). Byla izolovana

z hliz bramboru s lézemi fémové hniloby. Houba byla kul-
tivovana na Potato Dextrose Agar (PDA; HiMedia, Mumbai,

SOFTWARE PRO ZPRACOVANI VYSLEDKU

India) pfi 25 + 1°C v Petriho miskach (pramér 90 mm). Inoku-
lum houby P. foveata bylo pripraveno seskrabnutim mycelia
z zivného média z Petriho misky pomoci skalpelu a vlozeno
do epruvety se sterilni destilovanou vodou. Koncentrace
konidii byla vyhodnocena pomoci Blirkerovy komUrky. Pro
experimenty byla pouzita koncentrace 4x10* konidii/ml.

m Hlizy odrady Red Anna o velikosti 35-45mm (¢eska kon-
zumni odrdda Slechtitelské spolecnosti Vesa Velhartice, a. s.,
citliva na infekci houbami a bakteriemi).

m Hlizy odridy Belana o velikosti 35-45mm se symptomy
H. solani (rana odrada pro pfimy konzum, varny typ AB, cit-
liva na infekci H. solani, udrzovatel: EUROPLANT Pflanzen-
zucht GmbH., D, zakoupena v supermarketu).

m Image) 1.53e (Maryland, USA, https://imagej.net/software/
imagej/)

STATISTICKE VYHODNOCENI EXPERIMENTU

m STATISTICA 7; StatSoft, Inc., USA

m Statistické vyhodnoceni experimentU bylo provedeno pomoci analyzy rozptylu
(jednofaktorova nebo vicefaktorovd ANOVA) a Tukey HSD testu (p < 0,01).

Stanoveni vlivu fumigace hliz slozkami EO na infekci H. solani

Pokusy pro stanoveni vlivu fumigace hliz slozkami EO na infekci H. solani byly provedeny v exsikatorech s vyuzitelnym objem
421 a celkovym objemem objem 451 (obr. 12). V exsikatorech byla rovnomérné rozmisténa plata od vajec (obr. 13), na ktera
byly vyrovnany hlizy bramboru odrdy Belana (n = 7) o velikosti 35-45mm vykazujici slabé symptomy stfibfitosti (pfiro-
zena infekce). Hlizy byly pfed aplikaci vyfotografovany fotoaparatem. Do exsikatord byly poloZeny Petriho misky s buni¢inou,
na kterou byla aplikovana ¢ista slozka EO o objemu 4,2 ml, u thymolu 4,2 g (100 ml/m?). Pro zaji$téni pozadované vihkosti byla
plata a filtracni papir umistény pod Petriho miskou navlhceny destilovanou vodou. Do pokusu byla zafazena kontrola bez oset-
feni slozkami EO. Od kazdé varianty pokusu byla provedena tfi opakovani. Po 60 dnech inkubace osetfenych hliz pri teploté
10-15 °C a relativni vihkosti 99 % byl pokus vyhodnocen. Pro tento Gcel byly testované hlizy znovu vyfotografovany. Potom bylo
provedeno vlastni vyhodnoceni intenzity infekce hliz (zavaznosti onemocnéni) pomoci softwaru Image) 1.53e. Uginnost slozek
EO byla stanovena jako rozdil intenzity napadeni hliz po a pred jejich aplikaci.
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Stanoveni vlivu moreni hliz slozkami EO na infekci H. solani

V dal$im experimentu byl stanoven vliv mofeni hliz slozkami EO na infekci H. solani. Hlizy (n = 7) odrady ,Belana’ o velikosti
35-45mm vykazujici slabé symptomy stfibfitosti (pfirozena infekce) byly ponofeny do slozek EO o koncentraci 2% po dobu 2 s.
Pro vy$si Gcinnost a stabilitu byly slozky EO (carvacrol a cinnamaldehyde) navazany na biopolymer podle patentu. Matusinsky
et al. (2020), jehoz podstata spoéiva v tom, Ze obsahuje stabilni formu slozky EO v podobé mikrokapicek, které jsou uzavieny
v obalu tvoreném biopolymerem obsahujicim zZelatinu a chitosan v poméru 3 : 10, kdy ve 100 ml fungicidniho prostredku je
obsazeno 0,5 az 1,5ml EQ, 9,5 az 8,5ml repkového oleje na redéni EO, 0,2 ml polyethylenglykol sorbitanu monooleatu, 13,3 ml
biopolymeru tvoriciho obal mikrokapicek a 76,5ml 0,5% hmotn. roztoku tripolyfosfatu sodného. Thymol byl nafedény na 2%
koncentraci - viz chemikdlie (diky jeho krystalické formé nelze navazat na biopolymer). Do pokusu byla zafazena kontrola
(varianta bez osetfeni). Hlizy byly vyrovnany do sterilnich uzaviratelnych plastovych boxt (251) na filtracni papir nasyceny
destilovanou vodou (150 ml). Od kazdé varianty pokusu byla provedena tii opakovani. Boxy byly uzavieny a ulozeny do skladu
pri teploté 10-15 °C a relativni vihkosti 99%. Pred zalozenim pokusu byly hlizy vyfoceny. Po 60 dnech inkubace byl zjistén
rozsah intenzity infekce hliz (zavaznosti onemocnéni) jednotlivych variant pokusu. Pro tento uéel byly hlizy vyfotografovany
a nasledné bylo provedeno vyhodnoceni intenzity infekce hliz (%) pomoci softwaru Image) 1.53e. U&innost jednotlivych slozek
EO byla stanovena jako rozdil intenzity napadeni hliz po jejich aplikaci a pred jejich aplikaci.

Dale byla zjiSténanntenzita sporulace H. solani na osetfenych a neoSetfenych hlizach u obou variant aplikace slozek EO
(mofeni a fumigace). Pro tento Gcel byla vyfiznuta plocha slupky se symptomy stfibfitosti pomoci korkovrtu (pramér 7 mm).
Vyfiznuté terciky (tfi terciky ze sedmi hliz) byly vlozeny do uzaviratelné zkumavky s destilovanou vodou (5ml) a po uzavieni
byly trepany na trepacce 10 min pri intenzité 100 kyvd/min pro uvolnéni konidii. Nasledné byla stanovena intenzita sporulace
(pocet konidii/ml) jednotlivych variant pokusu pomoci Birkerovy komarky.

Stanoveni vlivu fumigace hliz slozkami EO na infekci P. foveata a F. solani var. coeruleum

Pomoci in vivo experimentl byl pfimo na hlizach bramboru dale zjistovan vliv fumigace a moreni hliz slozkami EO na infekci
P. foveata a F. solani var. coeruleum. Zdravé sadboveé hlizy o velikosti 35-45mm odrtdy Red Anna byly omyty pod tekouci vodou
pro odstranéni ulpivajicich zbytkd ptdy a dezinfikovany v 1% roztoku NaClO po dobu 15 min, poté byly oplachnuty ve sterilni
destilované vodé a nasledné ponechany k oschnuti pfes noc na vzduchu pfi pokojové teploté. Hlizy byly mechanicky poranény
vpichem pomoci sterilni ocelové tycky (pramér: 3mm; délka: 10 mm) v korunkové a pupkové ¢asti.

Pokusy pro stanoveni vlivu fumigace na rast P. foveata a F. solani var. coeruleum byly provedeny v exsikatorech s vyuzitel-
nym objem 421 a celkovym objemem objem 451. Pripravené rany na hlizach byly pomoci pipety inokulovany roztokem konidii
P. foveata nebo F. solani var. coeruleum (10 pl) a hlizy (n = 7) byly rovnomérné rozmistény do exsikator(i na plata od vajec.
Do exsikatort byly polozeny Petriho misky s buni¢inou, na kterou byla aplikovana cista silice o objemu 4,2ml (100 ml/m3),
u thymolu 4,2 g (100 g/m?3). Pro zajisténi pozadované vihkosti byla plata a filtrac¢ni papir umistény pod Petriho miskou navihéena
destilovanou vodou. Jako pozitivni kontrola slouzila varianta bez o3etfeni hliz slozkami EO (pouze inokulace suspenzi konidii
spor). Negativni kontrolou byla varianta s aplikaci sterilni destilované vody. Od kazdé varianty pokusu byla provedena tfi opa-
kovani. Po 28 dnech inkubace osetfenych hliz pfi teploté 5-8°C a relativni vihkosti 99% byl pokus vyhodnocen. Pomoci noze
byla hliza rozkrojena pres ockovaci body. Po vyfoceni fotoaparatem Olympus TG-6 byla hodnocena plocha hniloby hliz (intenzita
napadeni) (%) jednotlivych variant pokusu pomoci softwaru Image) 1.53e.

ok s s bt - P

0br. 12 a 13: Zalozeni pokusu vlivu fumigace hliz na patogeny hliz bramboru v exsikatorech

Stanoveni vlivu moreni hliz slozkami EO na infekci P. foveata a F. solani var. coeruleum

V dalsim experimentu byl stanoven vliv moreni hliz slozkami EO na infekci P. foveata a F. solani var. coeruleum. Hlizy odr(dy Red
Anna o velikosti 35-45mm byly ponoreny do slozek EOQ o koncentraci 2% po dobu 2 s. Pro vyssi ucinnost a stabilitu byly slozky
EO (carvacrol a cinnamaldehyde) navazany na biopolymer podle patentu Matusinsky et al. (2020). Thymol byl nafedény na 2%
koncentraci - viz chemikalie (diky jeho krystalické formé nelze navéazat na biopolymer). Do pokusu byla zafazena pozitivni kont-
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rola (pouze inokulace konidiemi P. foveata nebo F. solani var. coeruleum) a negativni kontrola (aplikace sterilni destilované vody).
Hlizy byly vyrovnany do sterilnich uzaviratelnych plastovych boxd (25 1) na filtraéni papir nasyceny destilovanou vodou (150 ml).
0d kazdé varianty pokusu byla prove-
dena tfi opakovani. V kazdé varianté
bylo sedm hliz. Boxy byly uzavfeny
a ulozeny do skladu pri teploté 5-8 °C
a relativni vlhkosti 96-99 % (obr. 14).
Po 60 dnech inkubace byl zjistén roz-
sah intenzity infekce hliz jednotlivych
variant pokusu. Pomoci noze byla
hliza rozkrojena pres ockovaci body.
Po vyfoceni fotoaparatem Olympus
TG-6 byla hodnocena plocha hniloby (%)
pomoci softwaru ImageJ 1.53e.

LN

.

Obr. 14: Stanoveni vlivu vyparU slozek EO (fumigace) a mofeni hliz brambor na patogeny ve skladu

2.2.2 STANOVENI VLIVU VYBRANYCH EO A SLOZEK EO PROTI BAKTERIALNIM PATOGENUM
BRAMBORU PRENASENYM SADBOU

2.2.2.1 Stanoveni vlivu EO a slozek EO proti pektinolytickym bakteriim v in vitro podminkach
TECHNICKE VYBAVEN|
m Autoklav (Tuttnauer 2540M, Tuttnauer Europe b.v., Nizo- m Uzaviratelné plastové boxy (12,351) (Jysk)

zemi) m Plastové mikrozkumavky 1,5ml a 2,0 ml (Eppendorf,
m Flowbox (Captair Biocap RNA/DNA, Erlab® Group, Francie) Némecko)
m Laboratorni analytické vahy (Kern EW, Kern & Sohn GmbH, = Plastové PCR mikrozkumavky 0,2 ml (Multiply®*-Procup

Némecka) 0,2ml, Satstend AG & Co. KG, Némecko)
m Termostat (Prime Series Incubator, Sanyo Gallenkamp PLC,  m Petriho misky o priméru 90 mm
Velka Britanie) m Ockovaci klitka

m Termostat (Lovibond, Liebherr, Némecko)
m Denzitometr (Den-1 McFarland Densitometer, BioSan,

m Ockovaci hokejka
m Disky z filtracniho papiru o priiméru 6 mm

Loty$sko) m Parafilm
m Sterilizator (Memmert SN55, Memmert GmbH & Co. KG, m ZIP plastoveé sacky
Némecko) m Potravinova folie

m Vortex (Stuart, BioCote Limited, Velka Britanie)

m Trepacka (GFL 3005, GFL, Némecko)

m Fotoaparat Canon EOS M200 (Japonsko)

m Pipety 1-10 pl, 10-100 pl, 100-1000 pl a vicekanalova
pipeta (Finnpipette, ThermoScientific, Finsko)

m Plastovy stojan na mikrozkumavky
m Odmérny valec (1000 ml)

m Jednorazoveé rukavice

m Pravitko

CHEMIKALIE

m Technicky ethanol (70%) - sterilizace pracovnich prostor

m Ethanol 96%, p.a. (Lih kvasny rafinovany jemny, 96 %,
Merci s. 1. 0., Ceska republika)

m King B Agar (HiMedia, Indig)

m Mueller Hinton Agar (MHA, HiMedia, Indie)

m Mueller Hinton Broth (MHB, HiMedia, Indie)

m Resazurin (Merck KGaA, Némecko)

m TWEEN 20 (Sigma-Aldrich, Némecko)

m Destilovana voda

m Fyziologicky roztok

m Cisté EO (Vé&tsinu esencialnich olejt ve 100% koncentraci
dodala firma M+H Mita&Harasta s. r. 0., Ceska republika):
m Carum carvi oil (EO z kminu kofenného),

m Cinnamomum cassia leaf oil (EO ze skoficovniku ¢inského)
slouzi v laboratofi UPSRR MENDELU jako pozitivni
kontrola,

m Cinnamomum zeylanicum bark oil (EO ze skoficovniku
ceylonského),

m Cuminum cyminum fruit oil (EO ze $abreje kminovitého),

m Eugenia caryophyllus leaf oil (EO z hiebickovce kofenného),

m Foeniculum vulgare dulce fruit oil (EO z fenyklu obecného),

m Melaleuca alternifolia leaf oil (EO z kajeputu stfidavolis-
tého neboli tea tree),

m Mentha piperita oil (EQ z maty peprné),

m Origanum vulgare oil (EO z dobromysle obecné),

m Rosmarinus officinalis leaf oil (EQ z rozmarynu |ékarskéha),
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m Thymus vulgaris oil (EO z tymianu obecného) (Florihana
Distillerie, Francie).

m Cisté slozky EO:

m o-pinene (98%; 147524-250ML; Sigma-Aldrich, Némecko),

m carvacrol (<100%; M+H Mica&Harasta s. r. 0., Ceska
republika),

m cinnamaldehyde (295%, W228613-100G-K; Sigma-Aldrich,
Némecko) slouzil v laboratofi UPSRR MENDELU jako
pozitivni kontrola,

BIOLOGICKY MATERIAL

m D-carvone (<100%; M+H Mi¢a&Harasta s. r. 0., Ceska
republika),

m L-menthone (296%; W266701-1KG-K; Sigma-Aldrich,
Némecko),

m (R)-(+)-limonene (97%; 183164-100ML; Sigma-Aldrich,
Némecko),

m thymol (pfirodni a synteticka forma <100%; M+H Mica-
&Harasta s. r. 0., Ceska republika).

m Bakterie Pectobacterium carotovorum subsp. carotovo-
rum (kmen CPPB 56) byla zakoupena ze Shirky fytopa-
togennich a zemédélsky prospésnych bakterii (VURV v.
v. i., Praha). Bakterialni kmeny byly kultivovany na King

byly kultivovany na King B agaru pri optimalni teploté pro
rdst a rozmnozovani bakterie 26 + 1 °C. Pro vSechny experi-
menty byla pouzita koncentrace 1,5 x 108 CFU/ml, coz odpo-
vida hodnoté 0,5 McFarlandovy zakalové stupnice zmérené

na denzitometru.

m Bakterie Dickeya solani (kmen CPPB 200) byla zakoupena ze
Shirky fytopatogennich a zemédélsky prospésnych bakterii
(VURV v. v. i, Praha). Bakterialni kmeny byly kultivovany
na King B agaru pri optimalni teploté pro riist a rozmnozovani
bakterie 32 +1°C. Pro véechny experimenty byla pouZita kon-
centrace 1,5 x 108 CFU/ml, coz odpovida hodnoté 0,5 McFar-
landovy zakaloveé stupnice zmérené na denzitometru.

B agaru pri optimalni teploté pro rlist a rozmnozovani
bakterie 28 + 1 °C. Pro vSechny experimenty byla pou-
zita koncentrace 1,5 x 108 CFU/ml, coz odpovida hodnoté
0,5 McFarlandovy zéakalové stupnice zmérené na denzito-
metru.

m Bakterie Pectobacterium atrosepticum (kmen CPPB 81) byla
zakoupena ze Shirky fytopatogennich a zemédélsky pro-
spésnych bakterii (VURV v. v. i., Praha). Bakterialni kmeny

SOFTWARE PRO ZPRACOVANI VYSLEDKU
m TIBCO Statistica® version 14.0.0.15 (USA)

Pro prvotni testovani EO a slozek EO byla vybrana diskova difuzni metoda (DDM), pfi které byly hodnoceny inhibiéni zony
vzniklé po oSetreni EO/slozkami EQ, a na zakladé nich vyhodnocena citlivost bakterialnich kmen(. Nasledovaly metody minimalni
inhibi¢ni koncentrace (MIC) a minimalni baktericidni koncentrace (MBC), jejichz cilem bylo stanoveni nejniz$i mozné koncentrace,
ktera inhibuje ¢i trvale usmrcuje testované bakterialni patogeny.

Diskova difuzni metoda
Metodika vychazela z EUCAST (2021) s uzptsobenim pro podminky antibakterialniho vlivu esencialnich olej a jejich slozek.
Bakterialni suspenze byla pripravena do fyziologického roztoku.

Esencialni oleje a jejich slozky byly fedény 96% ethanolem s pfidanim nékolika kapek Tween 20 (0.01% [w/v]) pro lepsi homo-
genitu a pro ziskani zakladni koncentrace 100 pl/ml. Dal$i koncentrace (75; 50; 25; 10 a 5 pl/ml) byly pfipraveny ze zakladniho

Na Petriho misky s MHA bylo pipetovano 100 pl pripravené bakterialni suspenze a sterilni hokejkou byla suspenze rovnomérné
rozetfena. Po zaschnuti inokula bylo pipetovano 7,5 ul roztoku EQ/slozky EO o dané koncentraci na ctyfri disky sterilniho filtrac-
niho papiru o priméru 6 mm, které byly na Petriho misce rovnomeérné rozmistény do ¢tverce. Inkubace probihala v termostatu
pri optimalni teploté pro rust bakterii: 28 °C pro Pcc, 26 °C pro Pa a 32 °C pro Ds. Po 24 h byly odecitany vzniklé inhibi¢ni zony
(1Z). Testovani probihalo ve tfech opakovanich, s negativni rastovou kontrolou (disky se sterilni destilovanou vodou), pozitivni
kontrolou (EO ze skoficovniku ¢inského pro EO a cinnamaldehyde pro slozky EQ) a ethanolem v dané koncentraéni radé.

Citlivost bakterii k EQ/slozkam EO byla hodnocena podle metodiky Ponce et al. (2003). Ke kategorizaci citlivosti bakterii
byl pouzit prameér inhibicni zony. Bakterie byly necitlivé k uc¢inkiim EOQ/slozky EO pri prdméru IZ mensim nez 8 mm, citlivé pri
IZ 9-14 mm, velmi citlivé pfi IZ 15-19 mm a extrémné citlivé pfi prdmeéru 1Z vice nez 20mm.

Minimalni inhibi¢ni koncentrace a minimalni baktericidni koncentrace
Metodika byla pfevzata od Hajian-Maleki et al. (2021) a EUCAST (2003) a modifikovana dle testovanych podminek. Bakterialni
suspenze byla pfipravena v MHB.
Esencialni oleje a slozky EO byly fedény v koncentraéni fadé (100; 75; 50; 25; 10; 5; 3; 2,5; 1,5; 0,5 pl/ml) a jejich roztoky
byly pfipraveny 1,1x koncentrovanéjsi z diivodu pridani bakterialniho inokula. K redéni naslednych koncentraci byl pouzit MHB.
Vzhledem k tékavosti EQ/slozek EO bylo zvoleno testovani v 0,2ml PCR mikrozkumavkach, do kterych bylo pipetovano
135 pl roztoku EO/slozky EO v danych koncentracich a 15 pl bakterialniho inokula. Testovani probihalo ve ¢tyrech opakova-
nich. Byly takeé pfipraveny kontrolni varianty - negativni kontrola bakterialniho inokula, pozitivni kontrola (EO ze skoficovniku
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¢inského ¢i cinnamaldehyde ve zvolené koncentracni Fadé), kontrola ¢istoty MHB, kontrola Cistoty EQ/slozky EO v dané koncen-
traci. Desticka s mikrozkumavkami byla zabalena do félie a inkubovana pfi optimalni teploté pro rist bakterie s nepretrzitym
trepanim pfi rychlosti 100 rpm.

HODNOCENI MIC

Nejprve byl z mikrozkumavek odebran potrebny objem pro hodnoceni MBC. Do zbylého objemu jednotlivych vzorkd bylo pipe-
tovano 15 yl 0,01% roztoku barviva resazurinu, jehoz zména zabarveni v roztoku slouZila jako indikator Zivych bakterialnich
bunék. Metodika byla ¢astecné prevzata od Mann & Markham (1998). Vzorky byly opét zabaleny do félie a inkubovany dalsi
2 h pri optimalni teploté pro rlst bakterii s nepretrzitym trepanim pfi rychlosti 120 rpm. Poté byly hodnoceny barevné zmény
vzork( oproti kontrolam. Fialové az r(izoveé zbarveni testovaného vzorku znamenalo pfitomnost zivych bakterii, modré zbarveni
znamenalo pritomnost mrtvych bakterii. Posledni koncentrace, u které bylo zjisténo modré zabarveni, byla hodnocena jako MIC.

HODNOCENI MBC
Po 24 h byl z mikrozkumavek odebran vzorek 10 pl, ktery byl pipetovan na plotny s MHA. Inkubace probihala pri optimalni

teploté pro rdst bakterii dalSich 24 h. Prvni koncentrace, u které nebyl zjiStén rast bakterii, byla hodnocena jako MBC.

2.2.2.2 Stanoveni vlivu EO a slozek EO proti pektinolytickym bakteriim v in vivo podminkach

TECHNICKE VYBAVENI

m Autoklav (Tuttnauer 2540M, Tuttnauer Europe b.v., Nizo-
zemi)

m Flowbox (Captair Biocap RNA/DNA, Erlab® Group, Francie)

m Laboratorni analytické vahy (Kern EW, Kern & Sohn GmbH,
Némecka)

m Termostat (Prime Series Incubator, Sanyo Gallenkamp PLC,
Velka Britanie)

m Termostat (Lovibond, Liebherr, Némecko)

m Denzitometr (Den-1 McFarland Densitometer, BioSan,
Loty3sko)

m Sterilizator (Memmert SN55, Memmert GmbH & Co. KG,
Némecko)

m Fotoaparat Canon EOS M200 (Japonsko)

CHEMIKALIE

m Pipety 1-10 pl, 10-100 pl, 100-1000 pl, 1-10ml (Finnpipette,
ThermoScientific, Finsko)

m Uzaviratelné plastové boxy (12,351) (Jysk)

m Plastové mikrozkumavky 1,5ml a 2,0 ml (Eppendorf,
Némecko)

m Petriho misky o prdméru 90 mm

m Ockovaci klicka

m Parafilm

m Plastovy stojan na mikrozkumavky

m Odmérny vélec (25ml, 100 ml, 1000 ml)

m Laboratorni kadinky (150 ml, 1000 ml)

m Kovova tycinka o praméru 2mm

m Jednorazové rukavice

m Technicky ethanol (70%) - sterilizace pracovnich prostor

m Ethanol 96%, p.a. (Lih kvasny rafinovany jemny, 96 %,
Merci s. 1. 0., Ceska republika)

m King B Agar (HiMedia, Indie)

m TWEEN 20 (Sigma-Aldrich, Némecko)

m Chlornan sodny (NaClO, SAVO Unilever, Ceska republika)

m Destilovana voda

m Cisté EO - Esencialni oleje ve 100% koncentraci dodala
firma M+H Mig¢a&Harasta s. r. 0. (Ceska republika):

BIOLOGICKY MATERIAL

m Mentha piperita oil (EQ z maty peprné),

m Cinnamomum cassia leaf oil (EO ze skoficovniku ¢inskéha),

m Origanum vulgare oil (EO z dobromysle obecné).

m Cisté slozky EO:

m carvacrol (M+H Mita&Harasta s. r. 0., Ceska republika),

m cinnamaldehyde (295%, W228613-100G-K; Sigma-Aldrich,
Némecko),

m L-menthone (296%; W266701-1KG-K; Sigma-Aldrich,
Némecko).

m Bakterie Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum
(kmen CPPB 56) byla zakoupena ze Shirky fytopatogennich

a zemédélsky prospésnych bakterii (VURV v. v .i., Praha).

Bakterialni kmeny byly kultivovany na King B agaru pri

optimalni teploté pro rdst a rozmnozovani bakterie 28 £ 1°C.

Pro vSechny experimenty byla pouzita koncentrace 1,5 x 108
CFU/ml, coz odpovida hodnoté 0,5 McFarlandovy zakalové
stupnice zmérené na denzitometru.

m Bakterie Pectobacterium atrosepticum (kmen CPPB 81) byla

zakoupena ze Shirky fytopatogennich a zemédélsky pro-

spésnych bakterii (VURV, v. v. i., Praha). Bakterialni kmeny
byly kultivovany na King B agaru pfi optimalni teploté pro

rast a rozmnozovani bakterie 26 + 1 °C. Pro vSechny experi-
menty byla pouzita koncentrace 1,5 x 108 CFU/ml, coz odpo-
vida hodnoté 0,5 McFarlandovy zakalové stupnice zmérené
na denzitometru.

m Bakterie Dickeya solani (kmen CPPB 200) byla zakoupena ze
Shirky fytopatogennich a zemédélsky prospésnych bakterii
(VURV, v. v. i., Praha). Bakterialni kmeny byly kultivovany
na King B agaru pri optimalni teploté pro rlist a rozmno-
zovani bakterie 32 + 1 °C. Pro vSechny experimenty byla
pouzita koncentrace 1,5 x 108 CFU/ml, coZ odpovida hodnoté
0,5 McFarlandovy zéakalové stupnice zmérené na denzito-
metru.
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m Hlizy odrtdy Red Anna o velikosti 30-38 mm (Ceska kon- m Hlizy odridy Antonia o velikosti 35-40mm (polorana az
zumni odriida citliva na infekci houbami a bakteriemi; sSlech- polopozdni odrtida pro primy konzum, varny typ AB, udr-
titelska spole¢nost Vesa Velhartice, a. s., Ceska republika). Zovatel: EUROPLANT Pflanzenzucht GmbH., D) (Ovo-Sadba,

spol. sr. 0., Ceska republika).

SOFTWARE PRO ZPRACOVANI VYSLEDKU
m Software pro obrazovou analyzu Assess 2.0 (APS Press, USA),
m TIBCO Statistica® version 14.0.0.15 (USA).

V in vivo podminkach bylo zvoleno o$etieni EO/slozkami EQ metodou mofeni (tj. maceni a oplachu) a fumigace hliz dvou odrtd
bramboru. U metody maceni a oplachu byla zkousena ucinnost jak preventivni, tak i kurativni. Vzorky byly inkubovany v temné
mistnosti pfi teploté 22 + 2 °C (pokojova teplota) a pfi teploté 15 °C (predskladovaci teplota vhodna pro regeneraci hliz) po dobu
7-10 dnd.

Moreni - maceni

Metodika byla ¢astecné prevzata od Hajian-Maleki et al. (2021). Testy byly zaloZeny po 6 hlizach ve dvou opakovanich s kontro-
lou rastu inokula prislusné bakterie. Hlizy byly nejprve povrchové desinfikovany NaClO a 2x ddkladné oplachnuty destilovanou
vodou.

Preventivni o$etfeni macenim - do hliz byly udélany sterilni kovovou tyc¢inkou dva protilehlé vpichy (pupkova a korunkova ¢ast
hlizy) o priméru 2mm a hloubce 4 mm. Hlizy byly maceny 20 min v EO/slozce EO ve stanovené MIC a poté se nechaly oschnout.
Po oschnuti bylo do ran pipetovano 15 pl bakterialniho inokula. Hlizy byly umistény do krabice, uzavreny vikem a inkubovany bud
pfi teploté 22 + 2 °C, ¢i 15 °C. Po 7-10 dnech byly hlizy podéIné rozfiznuty pfes mista poranéni a hnilobné plochy byly vyfotografo-
vany. Vyhodnoceni velikosti hnilobné plochy bylo provedeno pomoci obrazové analyzy programem Assess 2.0.

Kurativni o$etfeni maéenim - sterilni kovovou tycinkou byly udélany dva protilehlé vpichy (pupkova a korunkova ¢ast hlizy)
o primeéru 2mm a hloubce 4 mm. Do ran bylo pipetovano 15 pl bakterialniho inokula. Hlizy byly umistény do krabice na navlihceny
filtracni papir, dobre uzavieny vikem a inkubovany 24 h za teploty 22 + 2 °C. Po 24 h byly hlizy maceny na 20 min v EQ/slozce EO
ve stanovené MIC a poté se nechaly oschnout. Hlizy byly umistény do krabice, uzavieny vikem a inkubovany za danych podminek -
viz preventivni oSetreni. Po 7-10 dnech byly hlizy podélné rozfiznuty pres mista poranéni a byly porizeny fotografie hnilobné plochy.
Vyhodnoceni velikosti hnilobné plochy bylo provedeno pomoci obrazové analyzy programem Assess 2.0.

Mofeni - oplach
Test probihal totozné jako test maceni, rozdil byl pouze v délce kontaktu EO/slozky EO s povrchem hlizy. Oplach probihal
po dobu 30 s.

Fumigace

Metodika byla ¢astecné prevzata od Song et al. (2009) a Perumal et al. (2017). Testy byly provedeny na odrtidach Red Anna (n =
6) a Antonia (n = 6) ve dvou opakovanich, s kontrolou ristu inokula pfislu$né bakterie. Hlizy byly nejprve povrchové desinfiko-
vany NaClO a 2x dlikladné oplachnuty destilovanou vodou. Do hliz byly udélany sterilni kovovou tyc¢inkou dva protilehlé vpichy
o praméru 2mm a hloubce 4 mm. Do ran bylo pipetovano 15 pl bakterialniho inokula. Hlizy byly umistény do krabice. Do krabice
byla také vloZena oteviena Petriho miska s bunicitou vatou, na kterou byl pipetovan cisty EQ/slozka EQ. Mnozstvi EQ/slozky EQ
bylo prepocitano na objem pouzité krabice, tak aby bylo spinéno mnozstvi 100 ml/m3. Krabice byly uzavreny vikem. Viko bylo
jesté po obvodu fixovano parafilmem. Inkubace probihala za teploty 22 + 2 °C nebo 15 °C po dobu 7-10 dnti v temné mistnosti.

2.2.3 ZKOUSKA STOLNI HODNOTY HLIiZ PO OSETRENI SLOZKAMI EO MORENIM A FUMIGACI

Na zaveér byla provedena zkouska stolni hodnoty hliz po oSetfeni EO morfenim a fumigaci. Hlizy byly jeden den pred zkouskou
vyjmuty ze skladu a umistény pfi pokojové teploté. Vzorky hliz byly vafeny v pafe ve varnych sklenénych misach (obr. 15).
Hlizy nebyly predem loupany, krajeny a soleny. Vlastni hodnoceni provadélo pét osob. Testované vzorky hliz byly servirovany
pod ¢isly degustatordm (obr. 16), ktefi nezavisle na sobé bonitovali jednotlivé vlastnosti podle CSN 46 22 11 a Vidner et al.
(1987). K neutralizaci chuti mezi jednotlivymi vzorky slouzila voda. Zkouska byla provedena za denniho svétla.

TECHNICKE VYBAVENI
m Hrnce (varné sklenéné misy) s parou

CHEMIKALIE
m Mléko nebo voda (k neutralizaci chuti mezi jednotlivymi vzorky)
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Obr. 15: Hrnce (varné sklenéné misy) s parou pro pfipravu vzorka hliz Obr. 16: Zkouska stolni hodnoty hliz oSetrenych fumigaci a morenim
ke zkousce stolni hodnoty

2.3 PRIKLAD PRAKTICKEHO VYUZITI
2.3.1 STANOVENI VLIVU SLOZEK EO NA HOUBOVE PATOGENY BRAMBORU

2.3.1.1 Stanoveni vlivu slozek EO na houbové patogeny bramboru v in vitro podminkach
Pro zjisténi vlivu EO na rdst hub byly provedeny nejprve laboratorni in vitro pokusy, kde byla vyhodnocena antifungalni aktivita
EO pfi raznych koncentracich.

Stanoveni vlivu sloZzek EO na H. solani v in vitro podminkach

Z vysledk( stanoveni vlivu slozek EO na rist houby H. solani v in vitro podminkach vyplyva, ze vsechny hodnocené slozky EO
prokazaly antifungalni aktivitu (Tab. 1). Porovnani ziskanych dat pfi koncentraci 100 ppm ukazalo, Ze vechny testované slozky
EO byly schopny inhibovat rst mycelia H. solani v rozmezi od 3,1% do 100 %. Mezi jednotlivymi slozkami EO byly zjistény stati-
sticky vysoce prikazné rozdily v antifungalni aktivité. Nejvyssi troven inhibice ristu mycelia (inhibi¢ni Gcinek) proti H. solani
byla ziskana pomoci thymolu, carvacrolu (obr. 17) a cinnamaldehydu bez statisticky vyznamnych rozdild mezi nimi. Proto byly
uvedené slozky EO vybrany pro pouziti v dalSich in vivo experimentech. NejnizZsi Uroven inhibice proti tomuto patogenu byla
zjisténa u (R)-(+)-limonenu (obr. 18).

Obr. 17: Inhibice rlstu H. solani pri aplikaci carvacrolu

Tab. 1: Rozdily v pramérné inhibici rastu mycelia (MGI) H. solani mezi riiznymi koncentracemi slozek EO

Slozka EO Koncentrace slozky EO (ppm)

0 100 200 400 800 1600
(R)-(+)-limonene 0 3,19 7.1¢ 14,2¢ 31,4° 51,1°
a-pinene 0 7,4 14,9% 18,1¢ 29,3¢ 54,9°
D-carvone 0 24,2 39,5¢ 1002 1002 1002
carvacrol 0 1002 1002 1002 1002 1002
eucalyptol 0 6,9 31,8 35,1¢ 59,7° 1002
cinnamaldehyde 0 86,9° 1002 100? 1002 1002
L-linalool 0 41,3 49,6 92,6 1002 1002
L-menthone 0 10,0« 14,3 50,9 1002 1002
L-menthol 0 38,2° 63,6° 1002 1002 1002
thymol 0 1002 1002 1002 1002 1002

Vsechny Udaje jsou primeéry tfi opakovani. Primérné hodnoty ve sloupci, které sdili stejny horni index, se na zakladé Tukey HSD testu vyznamné nelisi
(p < 0,01). Riizna mala pismena v tabulce oznacuji statisticky vyznamné rozdily.
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testovanymi slozkami EO. Slozky EO inhibovaly rist patogenu zplisobem zavislym na davce. Nejvyssi fungicidni schop-
nost byla zaznamenana u thymolu (80 ppm), carvacrolu (100 ppm) a cinnamaldehydu (120 ppm), naopak nejnizsi ua-pinene
(3400 ppm) a (R)-(+)-limonene (3300 ppm).

Tab. 2: Antifungalni aktivita slozek EO na rist mycelia H. solani

Slozka EO IC50 (ppm) | MIC (ppm) | MFC (ppm) Slozka EO IC50 (ppm) | MIC (ppm) | MFC (ppm)
(R)-(+)-limonene 1600 3200 3300 cinnamaldehyde 60 120 120
a-pinene 1600 3200 3400 L-linalool 225 450 500
D-carvone 175 350 350 L-menthone 300 600 600
carvacrol 40 80 100 L-menthol 125 250 250
eucalyptol 700 1400 1700 thymol 40 80 80

Hodnoty pfedstavuiji primér tfi nezavislych opakovani pro kazdou kombinaci patogen-slozka EQ. IC,, - koncentrace, ktera vytvafi 50% inhibicni icinek;
MIC - minimalni inhibicni koncentrace; MFC - minimalni fungicidni koncentrace.

Stanoveni vlivu slozek EO na P. foveata v in vitro podminkach

Pro zjisténi vlivu slozek EO na rust houby P. foveata byly provedeny nejprve laboratorni in vitro pokusy, kde byla vyhodnocena
antifungalni aktivita EO pfi rliznych koncentracich. Z vysledk( pokust vyplyva, Ze vSechny hodnocené slozky EO prokazaly
antifungalni aktivitu (Tab. 3). Porovnani ziskanych dat pfi koncentraci 100 ppm ukazalo, Zze véechny testované slozky EO byly
schopny inhibovat rdst mycelia P. foveata v rozmezi od 4,59 % do 78,31%. Mezi jednotlivymi slozkami EO byly zjiStény statisticky
vysoce prukazné rozdily v antifungalni aktivité. Nejvyssi aroven inhibice riistu mycelia (inhibi¢ni G¢inek) proti P. foveata byla
ziskana pomoci thymolu (obr. 19), carvacrolu a cinnamaldehydu bez statisticky vyznamnych rozdild mezi nimi. Nejnizsi Groven
inhibice proti tomuto patogenu byla zjiténa u (R)-(+)-limonenu a a-pinenu (obr. 20).

kontrola

0br. 19: Inhibice ristu P. foveata pri aplikaci thymolu

kontrola

Tab. 3: Rozdily v primérné inhibici ristu mycelia (MGI) P. foveata mezi riznymi koncentracemi slozek EQ

Obr. 20: Inhibice ristu P. foveata pfi aplikaci a-pinenu

Slozka EO Koncentrace slozky esencialniho oleje (ppm)

0 100 200 400 800 1600
(R)-(+)-limonene 0 5,131 13,72 feni 16,58 fehi 30,87 fe 55,42 «
a-pinene 0 11,66 13,00 fehi 18,82 feni 30,06 fe 67,26 b
D-carvone 0 24,53 fehi 72,78 b 1002 100 100
carvacrol 0 74,99 e 1002 1002 100® 100®
eucalyptol 0 459 9,18 27,57 feh 75,04 bed 100
cinnamaldehyde 0 22,20 fehi 82,34 1002 100* 100*
L-linalool 0 16,98 fehi 33,99 ¢ 72,32 bed 1002 1002
L-menthone 0 6,861 52,57 80,59 * 1002 1002
L-menthol 0 32,65 ¢fe 68,06 bd 1002 1002 1002
thymol 0 78,31° 1002 1002 1002 1002

VSechny udaje jsou primeéry tri opakovani. Primérné hodnoty ve sloupci, které sdili stejny horni index, se na zakladé Tukey HSD testu vyznamné nelisi
(p < 0,01). Riizna mala pismena v tabulce oznatuji statisticky vyznamné rozdily.
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Dale byla stanovena IC_,, MIC a MFC (Tab. 4). Nejnizsi hodnota IC_, byla pozorovana za pouziti thymolu a carvacrolu (65 ppm)
nasledovaného cinnamaldehydem (125 ppm). Zkoumani fungistatickych a/nebo fungicidnich aktivit odhalilo, ze EQ thy-
mol a carvacrol mély fungicidni vlastnosti proti P. foveata v koncentracich 200 ppm, cinnamaldehyde 300 ppm (Tab. 4).
Naopak nejnizsi fungicidni schopnost byla zaznamenana u (R)-(+)-limonene (2900 ppm), a-pinene (2600 ppm) a eucalyptolu

EQ inhibovaly rdst patogenu zplsobem zavislym na davce. Thymol, carvacrol a cinnamaldehyde byly na zakladé nejvyssi anti-

fungalni aktivy vin vitro testech vybrany pro pouZiti v nasledujicich in vivo experimentech.

Tab. 4: Antifungalni aktivita slozek EQ na rGst mycelia P. foveata

Slozka EO IC50 (ppm) | MIC (ppm) | MFC (ppm) Slozka EO IC50 (ppm) | MIC (ppm) | MFC (ppm)
(R)-(+)-limonene 1400 2800 2900 cinnamaldehyde 125 250 300
a-pinene 1200 2400 2600 L-linalool 280 560 600
D-carvone 150 300 800 L-menthone 250 500 600
carvacrol 65 130 200 L-menthol 150 300 500
eucalyptol 500 1000 1300 thymol 65 130 200

Hodnoty pfedstavuiji pramér tfi nezavislych opakovani pro kazdou kombinaci patogen-slozka EQ. IC, - koncentrace, kterd vytvari 50% inhibicni Ucinek;
MIC - minimalni inhibicni koncentrace; MFC - minimalni fungicidni koncentrace..

Stanoveni vlivu sloZzek EO na F. solani var. coeruleum v in vitro podminkach
Z vysledk( pokust vyplyva, ze vSechny hodnocené slozky
EO mély v in vitro podminkach prikazny vliv na inhibici rdstu
F. solani var. coeruleum. Mezi kontrolou a jednotlivymi kon-
centracemi slozek EQ byly zjiStény vyznamné rozdily. Antifun-

Nejvyssi antifungalni aktivita byla zaznamenana u carvacrolu,
thymolu a L-mentholu (obr. 21), které zptsobily jiz pfi koncen-
traci 200 ppm inhibici ristu mycelia F. solani var. coeruleum

kontrola

1600 ppm

>

Obr. 21: Inhibice rlistu Fusarium solani var. coeruleum pri aplikaci
-mentholu

Obr. 22: Inhibice rlstu Fusarium solani var. coeruleum pri aplikaci
(R)-(+)-limonenu

Tab. 5: Rozdily v primérné inhibici ristu mycelia (MGI) F. solani var. coeruleum mezi riznymi koncentracemi slozek EO

Sloka EO Koncentrace slozky esencialniho oleje (ppm)

0 100 200 400 800 1600
(R)-(+)-limonene 0 0 2,22'm 12,96 hik 15,56 hi 29,268
o-pinene 0 0 0 5,512 M 22,46 ¢ 41,05f
D-carvone 0 9,82 ikim 66,32 ¢ 92,63 % 1002 1002
carvacrol 0 92,59 1002 1002 1002 1002
eucalyptol 0 0 0 10,37 69,26 91,11
cinnamaldehyde 0 16,67 M 60,00 ¢ 100? 100 1002
L-linalool 0 22,50¢ 41,25f 75,00 « 1002 1002
L-menthone 0 5,11) it 39,63 83,33 100+ 1002
L-menthol 0 42,59 f 82,96 b 100+ 100 100
thymol 0 46,25 f 1002 100? 1002 1002

VSechny udaje jsou primeéry tfi opakovani. Primérné hodnoty ve sloupci, které sdili stejny horni index, se na zakladé Tukey HSD testu vyznamné nelisi
(p < 0,01). Riizna mala pismena v tabulce oznacuji statisticky vyznamné rozdily.
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Déle byla stanovena IC, , MIC a MFC (Tab. 6). Nejniz$i hodnota IC, byla pozorovana za pouziti carvacrolu (60 ppm) a thymolu
(100 ppm) nasledovaného L-mentholem (150 ppm). Pfi stanoveni fungistatickych a/nebo fungicidnich aktivit zjisténo, ze nej-
vy$s$i fungicidni Ucinek proti F. solani var. coeruleum mél carvacrol (150 ppm), thymol (250 ppm) a cinnamaldehyde (400 ppm)
(Tab. 6). Naopak nejnizéi fungicidni schopnost byla zaznamenana u (R)-(+)-limonenu (5600 ppm), a-pinenu (3900 ppm) a euca-

EQ inhibovaly rlst patogenu zplGsobem zavislym na davce.

Tab. 6: Antifungalni aktivita sloZek esencialnich oleji na riist mycelia F. solani var. coeruleum

Slozka EO IC50 (ppm) | MIC (ppm) | MFC (ppm) Slozka EO 1C50 (ppm) | MIC (ppm) | MFC (ppm)
(R)-(+)-limonene 2800 5600 5600 cinnamaldehyde 180 360 400
a-pinene 1900 3800 3900 L-linalool 250 500 600
D-carvone 210 420 900 L-menthone 270 540 600
carvacrol 60 120 150 L-menthol 150 300 900
eucalyptol 670 1340 1600 thymol 100 200 250

Hodnoty predstavuji primér tfi nezavislych opakovani pro kazdou kombinaci patogen-slozka EQ. IC,, - koncentrace, ktera vytvafi 50% inhibicni Ucinek;
MIC - minimalni inhibi¢ni koncentrace; MFC - minimalni fungicidni koncentrace.

2.3.1.2 Stanoveni vlivu sloZzek EO na houbové patogeny bramboru v in vivo podminkach
Uginnost nejucinnéjsich slozek EO v in vitro experimentech byla ovéfena pomoci in vivo pokus( pfimo na hlizach, které byly
oSetreny pomoci fumigace a moreni.

Stanoveni vlivu sloZzek EO na H. solani v in vivo podminkach

Po osetreni hliz fumigaci bylo zjisténo statisticky vysoce prikazné sniZeni intenzity napadeni H. solani oproti neosetiené
kontrole u véech testovanych slozek EO (obr. 23). Nejvyssi vliv na snizeni intenzity napadeni mél thymol (99,83 %). Cinna-
maldehyde snizil intenzitu napadeni o 93,40% a carvacrol o 40,72%. Po osSetreni hliz mofenim bylo zjisténo statisticky
vysoce prukazné snizeni intenzity napadeni H. solani rovnéz u vsech testovanych slozek EO (obr. 24). Relativni sniZeni napa-
deni hliz H. solani se pohybovalo od 99,57% do 99,78% (Tab. 8). Vy3si vliv na snizeni napadeni hliz H. solani mélo mofeni.

Obr. 23: Primérna intenzita napadeni hliz H. solani (plocha lézi

0Obr. 24: Primérnd intenzita napadeni hliz H. solani (plocha lézi
v %) po 60 dnech od aplikace slozek EQ formou fumigace

v %) po 60 dnech od aplikace slozek EQ formou mofeni
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Vsechny udaje jsou prameéry tfi opakovani, z nichz kazdeé je reprezentova-
no sedmi hlizami; riizna pismena ve sloupcich oznacuji statisticky vyznam-
né rozdily (p < 0,01) podle Tukey HSD testu.

VSechny udaje jsou primeéry tfi opakovani, z nichz kazdé je reprezentova-
no sedmi hlizami; riizna pismena ve sloupcich oznacuji statisticky vyznam-
né rozdily (p < 0,01) podle Tukey HSD testu.

Po osetreni hliz vSemi testovanymi slozkami EO bylo zjisténo statisticky vysoce pridkazné sniZeni intenzity sporulace
H. solani oproti neosetfené kontrole u obou variant aplikace (obr. 25 a 26). Vy$$i vliv na intenzitu sporulace H. solani mélo mofeni
hliz nez fumigace. Relativni snizeni intenzity sporulace se pohybovalo od 97,44 % do 98,44 % u moreni, resp. 65,92 % do 97,73%
u fumigace (Tab. 7). Aplikace thymolu byla nejicinnéjsi u obou variant osetfeni hliz, sporulace se snizila 0 98,44% a 9773 %
ve srovnani s neosetfenou kontrolou.
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Obr. 25: Primérna intenzita sporulace H. solani na hlizach po apli- ~ Obr. 26: Priimérna intenzita sporulace H. solani na hlizach po apli-

kaci slozek EO formou fumigace po 60 dnech od aplikace kaci slozek EQ formou moreni po 60 dnech od aplikace
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Vsechny udaje jsou primeéry tii opakovani, z nichz kazdé je reprezento- VSechny tdaje jsou priméry tfi opakovani, z nichz kazdé je reprezento-
vano sedmi hlizami (z kazdé hlizy tfi terciky); rizna pismena ve sloupcich  vano sedmi hlizami (z kazdé hlizy tfi teréiky); rdzna pismena ve sloupcich
oznacuji statisticky vyznamné rozdily (p < 0,01) podle Tukey HSD testu. oznacuji statisticky vyznamné rozdily (p < 0,01) podle Tukey HSD testu.

Tab. 7: Relativni snizeni inzetzity sporulace H. solani na hlizach po fumigaci a moreni (%)

Druh slozky EO Fumigace Moreni
Carvacrol 95,46 97,44
Cinnamaldehyde 65,92 98,23
Thymol 97,73 98,44

Stanoveni vlivu sloZzek EO na P. foveata v in vivo podminkach

Hlizy oSetfené sterilizovanou vodou (negativni kontrola) nevykazovaly symptomy hniloby. Dochazelo pouze k viditelné
diskoloraci pletiva v okoli vpichu vlivem oxidace a suberizace. Naproti tomu hlizy inokulované P. foveata (pozitivni kontrola)
vykazovaly silné priznaky hniloby. Hlizy oSetfené slozkami EO a inokulované P. foveata vykazovaly slabé priznaky hniloby
(obr. 28). Pfi aplikaci slozek EO doslo ke zpomaleni hniloby hliz a k vyraznému zmirnéni symptom(. Po o$etfeni hliz fumi-
gaci bylo zjisténo vysoce prikazné snizeni intenzity napadeni P. foveata oproti neosetfené kontrole u vSech testovanych
slozek EO (obr. 27). Nejvys$si vliv na snizeni intenzity napadeni mél cinnamaldehyde (44,64 %). Thymol sniZil intenzitu napadeni
0 38,15% a carvacrol 0 36,55%. Mezi testovanymi slozkami EQ nebyl v U¢innosti na patogen zaznamenan vyznamny rozdil.
Po osetreni hliz morenim bylo zjiSténo statisticky vysoce prikazné snizeni intenzity napadeni P. foveata rovnéz u vsech tes-
tovanych EO (obr. 29). Vyhodnoceni napadeni P. foveata hliz po osetfeni hliz slozkami EO formou mofeni je dokumentovano
na obr. 28. Relativni snizeni napadeni hliz P. foveata (Tab. 8) se pohybovalo od 67,88 % (cinnamaldehyde) do 78,28 % (carvacrol).
Mezi testovanymi slozkami EO nebyl v Gc¢innosti na patogen zaznamenan vyznamny rozdil. Vyssi vliv na sniZeni napadeni hliz
P. foveata mélo moreni oproti fumigaci.

Obr. 27: Primérna intenzita napadeni hliz P. foveata (plocha

45
hniloby v %) po ¢tyfech tydnech od o$etfeni slozkami EO /6
pomoci fumigace. _
% 35
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S 25
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Statistické hodnoceni experimentd bylo provedeno pomoci analyzy = 5
rozptylu (jednofaktorova ANOVA). Véechny udaje jsou priméry
tfi opakovani, z nichz kazdé je reprezentovano sedmi hlizami; rGzna 0 carvacrol cinnamaldehyde thymol negatlvnl e
pismena ve sloupcich oznaduji statisticky vyznamné rozdily (p < 0,01) po- kontrola ontrola
dle Tukey HSD testu. Varianta
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Obr. 28: Vyhodnoceni napadeni P. foveata hliz po oSetreni hliz slozkami EQ formou moreni

Obr. 29: Primérna intenzita napadeni hliz P. foveata (plocha hniloby v %) 30
po Cctyrech tydnech od osetfeni slozkami EQ pomoci moreni. = a
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Statistické hodnoceni experiment( bylo provedeno pomoci analyzy roz- 0 ¢
ptylu (jednofaktorova ANOVA). Vsechny tdaje jsou primeéry tfi opakovani, carvacrol cinnamaldehyde thymol negativni pozitivni
z nichz kazdé je reprezentovano sedmi hlizami; riizna pismena ve sloupcich Varianta kontrola kontrola
oznatuji statisticky vyznamné rozdily (p < 0,01) podle Tukey HSD testu.

Stanoveni vlivu sloZzek EO na F. solani var. coeruleum v in vivo podminkach

Hlizy oSetfené sterilizovanou vodou (negativni kontrola) nevykazovaly symptomy hniloby. Dochazelo pouze k viditelné diskolo-
raci pletiva v okoli vpichu vlivem oxidace a suberizace. Naproti tomu hlizy inokulované F. solani var. coeruleum (pozitivni kont-
rola) vykazovaly silné pfiznaky hniloby. Hlizy o$etiené slozkami EO a inokulované F. solani var. coeruleum vykazovaly slabé pfi-
znaky hniloby (obr. 31). P¥i aplikaci slozek EO doslo ke zpomaleni hniloby hliz a k vyraznému zmirnéni symptomd. Po o$etieni hliz
fumigaci bylo zjisténo vysoce prikazné snizeni intenzity napadeni F. solani var. coeruleum oproti neosetfené kontrole u vsech
testovanych slozek EO (obr. 30). Nejvyssi vliv na relativni sniZzeni intenzity napadeni mél cinnamaldehyde (69,63 %). Thymol sni-
zil intenzitu napadeni 0 57,31% a carvacrol 0 40,03 %. Mezi testovanymi slozkami EO nebyl v i¢innosti na patogen kromé cinna-
maldehyde zaznamenan vyznamny rozdil. Po o$etfeni hliz morenim bylo zjiSténo statisticky vysoce prikazné snizeni intenzity
napadeni F. solani var. coeruleum rovnéz u viech testovanych EO (obr. 32). Vyhodnoceni napadeni F. solani var. coeruleum hliz
po oSetreni hliz slozkami EO formou moreni je dokumentovano na obr. 31. Relativni snizeni napadeni hliz F. solani var. coeruleum
(Tab. 8) se pohybovalo od 56,07 % (cinnamaldehyde) do 81,44 % (carvacrol). Mezi testovanymi slozkami EO nebyl v U¢innosti
na patogen zaznamenan vyznamny rozdil. Vys$si vliv na snizeni napadeni hliz F. solani var. coeruleum mélo moreni oproti fumigaci.

Obr. 30: Primérna intenzita napadeni hliz F. solani var. coeruleum (plo- 50
cha hniloby v %) po ttyfech tydnech od oSetfeni slozkami EO 5 a
pomoci fumigace. 5240 |
=S —
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£25 — —
520 — —
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Statistické hodnoceni experiment( bylo provedeno pomoci analyzy roz- z ] d [
ptylu (jednofaktorova ANOVA). Véechny Udaje jsou praméry tfi opakovani, e T o T — negativni. pozitivni
z nichz kazdé je reprezentovano sedmi hlizami; rizna pismena ve sloupcich Varianta  Kontrola  kontrola
oznatuji statisticky vyznamné rozdily (p < 0,01) podle Tukey HSD testu.
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Obr. 31: Vyhodnoceni napadeni F. solani var. coeruleum hliz po oSetreni hliz slozkami EQ formou moreni

Obr. 32: Pramérna intenzita napadeni hliz F. solani var.
coeruleum (plocha hniloby v %) po ¢tyrech tyd-
nech od osetreni slozkami EO pomoci moreni.
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Statistické hodnoceni experiment( bylo provedeno pomoci . c
analyzy rozptylu (jednofaktorova ANOVA). Vsechny udaje 0
jsou praméry tfi opakovani, z nichZ kazdé je reprezentova- carvacrol  cinnamaldehyde  thymol rlLege%tivIni ozittivlnl’
no sedmi hlizami; rizna pismena ve sloupcich oznacuji sta- , ontrofa ontrofa
tisticky vyznamné rozdily (p < 0,01) podle Tukey HSD testu. Varianta
Tab. 8: Relativni snizeni inzetzity napadeni hliz houbami po fumigaci a mofeni (%)
Druh houby Druh slozky EO Fumigace Moreni
Carvacrol 40,72 99,57
Helminthosporium solani Cinnamaldehyde 93,40 99,62
Thymol 99,83 99,78
Carvacrol 36,55 78,28
Phoma foveata Cinnamaldehyde 44,64 67,88
Thymol 38,15 74,29
Carvacrol 40,03 81,44
Fusarium solani var. coeruleum Cinnamaldehyde 69,63 56,07
Thymol 57,31 61,16

2.3.2 STANOVENI VLIVU EO A SLOZEK EO NA PEKTINOLYTICKE BAKTERIE NAPADAJICI
HLIZY BRAMBORU

2.3.2.1Stanoveni vlivu EO a slozek EO na pektinolytické bakterie napadajici hlizy bramboru
v in vitro podminkach

Stanoveni vlivu EO a slozek EO na Pectobacterium carotovorum subsp. carorovorum v in vitro podminkach

Pii koncentracich 100, 75 a 50 pl/ml (Tab. 9) byl nejuginnéjsi EO ze skoficovniku ceylonského. Priimérné hodnoty 1Z byly
podobné jako u pozitivni kontroly (EO ze skoficovniku ¢inského). Inhibi¢ni zony pfi koncentrace 100 ul/ml EO z dobromysle,
maty a Sabreje byly srovnatelné s koncentracemi 75 a 50 pl/ml pozitivni kontroly. Nejmensi primérné IZ pfi nejvyssi kon-
centraci byly naméreny u EO z fenyklu, kminu, rozmarynu a tymianu, tyto hodnoty byly srovnatelné s hodnotami pozitivni
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kontroly pfi koncentraci 25 pl/ml. Testovan byl také ucinek ethanolu, ktery byl pouzit pro pocatecni redéni EO. Pri koncent-
raci odpovidajici 100 pl/ml vzorku byla namérena primérna hodnota 1Z 7,2mm a pri dalSich koncentracich byla rovna 6 mm.

Dle (Ponce et al., 2003) byl kmen CPPB 56 Pcc extrémné citlivy na EQ ze skoficovniku ceylonského (IZ 20,46 mm) pfi
koncentraci 100 pl/ml a velmi citlivy pfi koncentracich 75 a 50 pl/ml. Bakterie byla rovnéz velmi citlivd na EQ z dobromysle
(1Z 15,0 mm) pfi koncentraci 100 pl/ml. U ostatnich EO v koncentracich 100 a 75 pl/ml, stejné jako u EO ze skoficovniku ceylon-
ského a tymianu v koncentraci 25 pl/ml, byla zjisténa pouze citliva reakce Pcc.

Pfi stanoveni MIC bylo zjisténo, ze EO ze skoficovniku ceylonského (< 0,5 pl/ml) vykazuje nejlepsi antibakterialni aktivitu
(Tab. 9). Hodnota MIC byla shodna s pozitivni kontrolou. Pfekvapivy obrat véak nastal pfi stanoveni MBC, kdy EO ze skoficov-
niku ceylonského mél vyssi hodnotu MIC (5 pl/ml) nez EO z hiebickovce (2,5 pl/ml) a maty (3 ul/ml). Esenciélni oleje z dobro-
mysle a $abreje mély shodnou hodnotu MIC a MBC (5 pl/ml). Nejvy3$si hodnota MBC byla zjisténa u EO z rozmarynu (obr. 33).

Tab. 9: Diskova difuzni metoda, minimalni inhibicni koncentrace a minimalni baktericidni koncentrace EO pro Pectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum

dobromysl 15,00 cde 12,679 11,67k 8,50kmop 5 5
fenykl 10,71 ik 10,33fehikim 7,380 7,330 3 10
hiebitkovec 12,83 12,08¢fehii 9,08kimno 7,88mp 1,5 2,5
kmin 11,25 ehik! 9,96ehikimno 7,500 7,13 5 10
mata 14,79 12,425 11,27 fenikd 6,00° 2,5 3
rozmaryn 11,96¢fehi 10,25¢hikimn 8,65k 6,000 5 50
skoficovnik 2 20,462 17,54 15,58 ©) Salittane <05 5
Sabrej 13,38 11,46ehiK 7,67mp 6,96 5 5
tea tree 12,71%f 11,29fehikd 8,54/mnop 7,63 3 5
tymian 12,33 11,25k 10,21 eniskimn 9,5(Qhikimno 3 10
skoricovnik® 20,96° 17,00¢ 16,50¢ ©),219) s <05 2,5

MIC - minimalni inhibi¢ni koncentrace; MBC - minimalni baktericidni koncentrace. Riizné horni indexy (a-p) u primérd inhibicnich zon oznatuji vy-
znamné rozdily (p < 0,05) podle Tukey HSD testu. 2 Primérné inhibitni zény jsou uvedeny v mm, soucasti je i rozmér disku 6 mm. ¥ Esenciélni olej ze
skoficovniku ¢inského slouzil jako pozitivni kontrola.

Pfi srovnani inhibi¢nich zon pri testovani slozek EO bylo zjisténo, ze Zadna slozka EO nedosahovala ucinnosti jako pozitivni
kontrola cinnamaldehyd (Tab. 10). Nejvétsi 1Z pfi koncentraci 100 pl/ml byly naméfeny u thymolu pfirodniho (obr. 34) a syntetic-
kého a dale pak carvacrolu, coz je srovnatelné
s 1Z cinnamaldehydu pfi koncentraci 50 pl/
ml. Inhibi¢ni zdny ostatnich slozek EQ pfi
nejvyssi koncentraci odpovidaly I1Z cinnamal-
dehydu pri koncentraci 25 pl/ml. Byl testovan
také vliv ethanolu pouzitého pro naredéni
zakladniho roztoku slozek EO. Pfi koncentraci
odpovidajici vzorku 100 ul/ml byla namérena
pramérna 1Z 7,2mm a pfi dalSich koncentra-
cich byla tato hodnota rovna 6 mm.

Pfi hodnoceni ucinnosti slozek EOQ podle
(Ponce et al, 2003) byla bakterie Pcc
extrémné citlivd na slozky tymol pfirodni
a synteticky pri koncentraci 100 ul/ml, nic-
méné na pozitivni kontrolu cinnamaldehydu
az do koncentrace 50 pl/ml. Na ostatni slozky
EO, s vyjimkou R-(+)limonenu, byla bakterie
citliva do koncentrace 75 pl/ml.

EO - kontrola ¢istoty EO v dané koncentraci bez inokula s barvivem resazurin; IN - kontrola V testech MIC a MBC opét zadna slozka EO
ristu bakterie s barvivem resazurin; MHB - kontrola ¢istoty Mueller Hinton Broth s barvivem  nedosahla hodnot pozitivni kontroly. Nejnizsi
resazurin, EO+IN+RS - vzorek EO a inokula s barvivem resazurin sodné stl; EOpk - kontrola  kgncentrace MIC a MBC byla zjiténa u D-car-
o st o €02 oo Gt e e 691 By, ey R limonen a0

s barvivem resazurin sodna sul. Fialova a riizova barva testovaného vzorku indikovala pritom-
nost zivych bakterii, modra barva indikovala pritomnost mrtvych bakterii. Posledni koncent-
race s modrou barvou oznacovala MIC.

EOne+IN+RS

*

) y
0Obr. 33: Stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace EQ z rozmarynu pro Pectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum
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Tab. 10: Diskova difuzni metoda, minimalni inhibi¢ni koncentrace a minimalni baktericidni koncentrace slozek EO
pro Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum

Pramér inhibiéni zony (mm)*2
EO Koncentrace (ul/ml) MIC (ul/ml) MBC (ul/ml)
100 75 50 25
carvacrol 19,00¢ 14,254 11,63¢fen 8,42km 5 10
D-carvone 13,00¢%f 12,21¢f 9,04phik 8,00Km 1,5 2,5
L-menthone 12,423 11,71¢f 8,67Km 6,00™ 2,5 10
R-(+)limonene 10,421 8,08Km 6,67™ 6,00™ 10 25
pfirodni thymol 20,58° 14,92¢ 10,29¢hik VNSh 3 5
synteticky thymol 20,88¢ 12,290 10,79 6,21 2,5 3
cinnamaldehyde® 30,50° 27,08° 21,29¢ 12,83dfe <05 1,5

MIC - minimalni inhibiéni koncentrace; MBC - minimalni baktericidni koncentrace. "Razné horni indexy (a-m) u pramérd inhibi¢nich zon oznacuji vyznam-
né rozdily (p < 0,05) podle Tukey HSD testu. 2 Primérné inhibi¢ni zony jsou uvedeny v mm, soucasti je i rozmér disku 6 mm. ¥Cinnamaldehyde slouzil
jako pozitivni kontrola.

Obr. 34: Inhibi¢ni zony vzniklé po aplikaci prirodniho thymolu na plotny s Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum

Stanoveni vlivu EO a slozek EO na bakterii Dickeya solani v in vitro podminkach
Esencialni olej ze skoficovniku ceylonského vykazoval nejvétsi inhibicni zony (25,1mm) v koncentraci 100 pl/ml, které byly
srovnatelné s kontrolou EO ze skoficovniku éinského (skoficovnik 2) v koncentraci 100 a 75 pl/ml (Tab. 11). Druhé nejvétsi IZ byly
nameéreny u EO z tymianu a dobromysle v koncentraci 100 pl/ml, coz bylo srovnatelné s IZ EO ze skoficovniku 2 v koncentraci
75 ul/ml. Nejmensi 1Z byla zjisténa u EO ze Sabreje v koncentraci 25 pl/ml. Tato 1Z byla obdobna s IZ u EO ze Sabreje, kminu
a fenyklu v koncentraci 100 pl/ml. Testovan byl také ucinek ethanolu, ktery byl pouzit pro pocatecni redéni EQ. Pri koncentraci
odpovidajici 100 pl/ml vzorku byla namérena prameérna hodnota IZ 7mm a pfi dalSich koncentracich byla rovna 6 mm.
Vybrany kmen bakterie Ds byl extrémné citlivy na ptsobeni EO ze skoricovniku 2 a velmi citlivy na EO z dobromysle a tymi-
anu, naopak necitlivy k uc¢inkGim EO z fenyklu, kminu a Sabreje.

Tab. 11: Diskova difuzni metoda, minimalni inhibicni koncentrace a minimalni baktericidni koncentrace EO pro Dickeya solani

Pramér inhibiéni zony (mm)12
EO Koncentrace (ul/ml) MIC (ul/ml) MBC (ul/ml)
100 75 50 25
dobromysl 16,5¢ 125 10,7fh 7,61Km 2,5 10
fenykl 7kim 7im 7im 6,84m 10 25
hrebickovec 11,5% 11,1fen 9,4ehik WAL 25 5
kmin 7kim 7im 7im 6,3m 3 10
mata 10,67 9,4shiik 8,9hik! yASD 3 25
rozmaryn 10 8,8hiikim 7,5ikim 6,5 10 75
skoricovnik 2 25,1l 16,6 14,8% 9,5eni <05 15
Sabrej 7kim 6,3m 6,3m 6,25™ 1,5 10
tea tree 10,8fe" 9,5ehi 7] S 7 SHmw 5 25
tymian 18,9 12,4¢f 10,5f¢ 9, 5ehik 5 10
skoricovnik? 27,52 24,2° 11,8 10,7fh <05 15

MIC - minimalni inhibiéni koncentrace; MBC - minimalni baktericidni koncentrace. "Rizné horni indexy (a-m) u pramérd inhibiénich zén oznacuji vy-
znamné rozdily (p < 0,05) podle Tukey HSD testu. 2 Primérné inhibi¢ni zony jsou uvedeny v mm, soucasti je i rozmér disku 6 mm. ¥ Esencialni olej ze
skoficovniku ¢inského slouzil jako pozitivni kontrola.

Nejvétsi inhibicni zony byly naméreny pri testovani carvacrolu pri koncentraci 100 pl/ml, nicméné pfi porovnani s kontrolou
cinnamaldehydem v koncentraci 100, 75 i 50 pl/ml byly tyto 1Z vyznamné rozdilné (mensi) (Tab. 12). Carvacrol v koncentraci 75

niho, L-menthone pfi koncentraci 25 pl/ml a R-(+)limonene v koncentraci 50 a 25 pl/ml, pficemz tyto hodnoty byly srovnatelné
i s R-(+)limonene a L-menthone v koncentraci 100 pl/ml.
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Extrémné citlivy byl kmen 200 Ds ke carvacrolu, velmi citlivy na Gcinky thymolu prirodniho a naopak necitlivy pro D-carvone,
a to v nejvyssich testovanych koncentracich.

byly vyrazné vyssi nez u kontroly cinnamaldehydu. Nejvy$si koncentrace byla naméfena u L-menthonu a R-(+)limonenu (Tab. 12).

Tab. 12: Diskova difuzni metoda, minimalni inhibi¢ni koncentrace a minimalni baktericidni koncentrace slozek EO
pro Dickeya solani

Pramér inhibiéni zony (mm)*2
EO Koncentrace (ul/ml) MIC (ul/ml) MBC (ul/ml)
100 75 50 25
carvacrol 22,84 16,7¢ 9,9ni 7,8ikim 2,5 10
D-carvone 7,0Kim 7,0Kim 7,0Kim 6,6m 5 10
L-menthone 9,8hi () i yASLAL 6,0m 10 25
R-(+)limonene 8,Qikim 7, 4kim 6,0m 6,0m 10 25
prirodni thymol 18,9¢ 12,4 10,5¢ 6,0m 2,5 S)
synteticky thymol 14,2f 12,6% 10,7¢ 8,7hK 2,5 5
cinnamaldehyde® 35,92 31,3° 25,8° 13,4f <05 <05

MIC - minimalni inhibi¢ni koncentrace; MBC - minimalni baktericidni koncentrace. "Razné horni indexy (a-m) u priméru inhibicni zén oznacuji vyznam-
né rozdily (p < 0,05) podle Tukey HSD testu. 2 Pramérné inhibi¢ni zony jsou uvedeny v mm, soucasti je i velikost disku 6 mm. ¥Cinnamaldehyde slouzil
jako pozitivni kontrola.

2.3.2.2 Stanoveni vlivu EO a slozek EO na pektinolytické bakterie napadajici hlizy bramboru

v in vivo podminkach
V in vivo podminkach byly testovany tfi EO - z dobromysle obecné, maty peprné a skoricovniku c¢inského a tfi slozky EO -
carvacrol, cinnamaldehyde a L-menthone v o$etfeni mofenim (maceni, oplach) a fumigaci. U bakterie Pcc bylo hodnoceno pre-

ventivni i kurativni oSetfeni, u Ds pouze preventivni. Inokulované hlizy odrid Red Anna a Antonia byly skladovany za teploty
22+2°Cal5°C.

Stanoveni vlivu EO a slozek EO na Pectobacterium carotovorum subsp. carorovorum v in vivo podminkach
Preventivni oSetreni

U preventivniho zplsobu ochrany byly zvoleny metody aplikace EQ/slozky EO macenim a oplachem. Data byla vyhod-
nocena zvlast vzdy pro danou teplotu skladovani. Pfi porovnani primér( ploch hnilobné skvrny pfi hladiné vyznamnosti
p < 0,05 bylo zji$téno, ze po skladovani za teploty 22 + 2 °C byly vyznamné rozdily pouze mezi hodnotou plochy hnilobné
skvrny po oplachu v cinnamaldehydu s hodnotou carvacrolu aplikovaného macenim u odriidy Red Anna (obr. 35). Mezi odrd-
dami ani mezi aplikacemi oplachem a macenim nebyly zjiStény zadné dalsi vyznamné rozdily. Primérna plocha hnilobné skvrny
u pozitivni kontroly (inokula) dosahovala
1216,7 mm?u odrdy Red Anna a 1161,3
mm? u odr(dy Antonia.

Obr. 35: Plocha hnilobné skvrny zplsobena Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum
po preventivnim oSetreni hliz bramboru EO ¢i slozkou EO

Pri hodnoceni dat ziskanych po skla- | " 400
dovani hliz pfi 15 °C nebyly zjistény %ggg
zadné vyznamné rozdily mezi EO/sloz- | £ 250
. o . . o v v , =
kami EO, odridami ani zpisoby osetfeni. | @ %gg
Prdmérna plocha hnilobné skvrny u pozi- :g 100 || | . .
tivni kontroly (inokula) dosahovala 657,9 £ 50 «If — ~|:I% — 71— ~| 1—F 1—4— B
) oly ) s 0 10|
mm?u odrady Red Anna (obr. 36) a 854,6 2 B O Xt © 0]p U X 5t 2p 8 X5 L 0y T X 8 2
: . 5 |EEcsS5|PEtcSss|fEcszs|EEcEss
mm? u odrudy Antonia. = S§c885El6 5825565855658 ¢8%5¢%
o) s 5 5 o|l2 ;Cm%m_o ;Ccuam_c: ;CmTﬂm
o o S e o o o £ IS o o o e o o o IS
o X e T | O X [+ — | O X e T | O X e 5
w < — v e - n < - g < -
c < c c
.S c .S .S
o c o (=}
o
maceni oplach maceni oplach
Red Anna Antonia
m Teplota 22+2 °C Teplota 15 °C

* Kk

. Vicefaktorovou analyzou variance a nasledné Tukey HSD testem byl zjiStén pfi hladiné vyznam-
nosti (p < 0,05) vyznamny rozdil mezi plochami hnilobné skvrny po oplachu hliz cinnamaldehydem
amacenim hliz v carvacrolu u odriidy Red Anna po skladovani pfi teploté 22 + 2 °C. Dal$i vyznamné
rozdily nebyly prokazany. Data byla hodnocena zvlast vzdy za danou teplotu skladovani.
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Teplota22 +2°C Teplota 15 °C
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Obr. 36: Porovnani plochy hnilobné lézna hlizach bramboru odridy Red Anna po preventivnim o$etfeni macenim v L-menthonu s kontrolou riistu

inokula
Kurativni oSetreni Obr. 37: Plocha hnilobné skvrny zp(isobena Pectobacterium carotovorum subsp. caratovorum
U kurativniho odetfeni byly testovany tfi po kurativnim osetreni hliz bramboru EO ¢i slozkou EO
zpUsoby aplikace EO/slozky EO - oplachem, 7T 400
macenim a fumigaci. Data byla vyhodno- £.350
cena zvlast vzdy pro danou teplotu sklado- 5300
vani. Mezi priméry ploch hnilobnych lézi % 250
po skladovani hliz za teploty 22 + 2°C i 15 %200
°C nebyly nalezeny zadné vyznamné rozdily E 150 s
pfi p < 0,05, Tukey HSD testu (faktory: EQ/ © 100 - 5
slozka EO, odriida, osetfent) (obr. 37). S 50 - LR N 17 IEEEEEETE HuHUtl g
0 i |
T X Bl I X E LB XTI Tl IXT LG IXTL 2
AR O e
Vicefaktorovou analyzou variance a nasledné Tukey S 5838 ETEZ8 58T é:; 583 é,‘% 58T é:; 583 é
HSD testem nebyl zjistén pfi hladiné vyznamnosti (p = - b I b IR b I e I
< 0,05) vyznamny rozdil mezi praméry ploch hnilob- i B e B - © . ®°
nych skvrn po skladovani pfi teplots 22 £ 2 °C a 15 °C. maceni oplach fumigace maceni oplach fumigace
Data byla hodnocena zvlast vzdy za danou teplotu Red Anna Antonia
skladovani. uTeplota 22+2 °C = Teplota 15 °C

Uginnost preventivniho a kurativniho osetfeni

Uginnost preventivniho o3etieni EO/slozkami EO se pohybovala v rozmezi 71-97% pfi skladovani za teploty 22 + 2 °C
i za teploty 15 °C (Tab. 13). Data byla vyhodnocena zvlast vzdy pro danou teplotu skladovani. Vyznamné rozdily byly zjistény
pouze mezi macenim hliz odridy Red Anna v carvacrolu a oplachem v cinnamaldehydu pfi skladovani za teploty 22 + 2 °C.

Tab. 13: Uginnosti preventivniho o$etfeni EO a slozkami EO vzhledem ke kontrole inokula Pectobacterium carotovorum subsp. caroto-
vorum mezi jednotlivymi odridami hliz bramboru

Tl Teplota Teplota Els Teplota Teplota
:§ _g EOQ/slozka EO 22:2°C 15°C :g _g EO/slozka EO 22:2°C 15°C
o|° Ucinnost (%) o|° Ucinnost (%)
dobromysl 89,73 71,28 dobromysl 81,92 90,20
« | mata 92,59 91,87 < | mata 88,74 76,34
E skoricovnik 85,98 90,68 E skoricovnik 86,65 92,93
2| carvacrol 70,872 77,90 2| carvacrol 93,89 85,97
“ [ cinnamaldehyde 93,29 81,17 “ [ cinnamaldehyde 96,26" 89,93
§ L-menthone 90,74 83,89 ‘é L-menthone 94,63® 83,99
g dobromysl 92,61 82,84 E dobromysl 87,15 83,99
mata 90,89 96,72 mata 92,19 89,12
% skoricovnik 91,82 94,21 g skoricovnik 85,93 94,85
£ | carvacrol 76,28 86,24 £ carvacrol 92,65 81,45
cinnamaldehyde 94,65 95,75 cinnamaldehyde 91,00 93,03
L-menthone 93,72 96,64 L-menthone 85,33 95,70

Data byla vyhodnocena vicefaktorovou analyzou variance. Rizné horni indexy (a-b) u pramérné Gcinnosti pfi teploté 22 + 2 °C oznatuji vyznamné
rozdily (p < 0,05) podle Tukey HSD testu. Mezi hodnotami G¢innosti pfi teploté 15 °C nebyly zjistény vyznamné rozdily. Data byla vyhodnocena zvlast
vzdy pro danou teplotu skladovani.
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PFi kurativnim zpGsobu aplikace nebyly nalezeny zadné vyznamné rozdily v Gcinnosti EQ/slozek EO (Tab. 14) pfi hladiné
vyznamnosti p < 0,05 podle Tukey HSD testu (faktor: EQ/slozka EO, odrida a o$etfeni). U¢innost se pohybovala v rozmezi

69,2-97,0% pro skladovani pri teploté 22 + 2 °C a 77,9-97,0% pro 15 °C.

Tab. 14: Uginnosti kurativniho oetfeni EO a slozkami EQ vzhledem ke kontrole inokula Pectobacterium carotovorum subsp. carotovo-

rum mezi jednotlivymi odrddami hliz bramboru

Tl Teplota Teplota Els Teplota Teplota
2|5 EO/slozka EO 22:2°C 15°C S| 2|  EO/slozkaEO 22:2°C 15°C
8|° Uginnost (%) 3| Uginnost (%)
dobromysl 85,14 92,21 dobromysl 85,85 92,71
| mata 69,23 95,63 < | mata 95,96 92,75
£ | skoficovnik 7847 86,32 £ skoficovnik 8599 89,52
2| carvacrol 85,07 92,25 2| carvacrol 69,65 91,25
= cinnamaldehyde 90,17 94,11 = cinnamaldehyde 88,56 86,56
g L-menthone 95,29 89.14 '::% L-menthone 81,11 77,92
g dobromysl 82,46 95,60 g dobromysl 86,57 91,92
mata 87,90 93,99 mata 72,17 90,03
£ | skoricovnik 70,59 93,76 Z | skoricovnik 69,05 95,06
E carvacrol 85,40 93,77 ;:E carvacrol 71,63 96,99
cinnamaldehyde 79,56 96,36 cinnamaldehyde 79,68 93,16
L-menthone 86,85 89,94 L-menthone 76,60 84,91
E P : - Teplota Teplota Data byla vyhodn?.cena Ivivcefgktorovou Ianalyzou varianpe a nésledpé”Tlu-
=3 sencialni olej/slozka 2212°C 15°C key HSD testem pfi hladiné vyznamnosti (p < 0,05). Mezi hodnotami Géin-
g = esencialniho oleje Ocinnost (%) nosti nebyly zjistény vyznamné rozdily. Data byla vyhodnocena zvlast
s vzdy pro danou teplotu skladovani.
dobromysl 97,02 93,30
« | mata 87,73 84,17
£ | skoficovnik 81,41 91,46
2| carvacrol 88,70 90,16
° « cinnamaldehyde 94,46 91,17
8 L-menthone 74,51 82,28
E dobromys| 88,81 92,03
- méta 83,72 87,16
£ | skoficovnik 87,63 90,73
£ carvacrol 86,99 88,99
cinnamaldehyde 85,10 95,56
L-menthone 86,27 77,96

Celkova ucinnost esencialnich oleju a slozek esencialnich oleji (Tab. 15) pfi preventivnim o$etfeni a skladovani za teploty
22 + 2 °C, bez ohledu na zpusob aplikace, se pohybovala v rozmezi 83,4-93,8 %, pficemz mezi carvacrolem a cinnamaldehydem
byl vyznamny rozdil. Za téZe teploty skladovani byla pfi kurativnim osetfeni tcinnost EQ/slozek EQ 78,9-87,6 % a nebyly mezi
nimi rozdily. Pfi kombinaci preventivni oSetfeni x skladovani pfi 15 °C byla G¢innost 82,1-93,2 % a mezi EOQ/slozkami EO nebyly
zjistény rozdily. Naopak u kurativniho odetfeni byly prokazany vyznamné rozdily (Tab. 15) mezi L-menthonem (83,7%) a ostat-
nimi EO/slozkami EO (90,6-93,0 %). Vyznamny rozdil byl také u kurativniho oSetfeni pfi teploté 15 °C zjistén mezi vyparem
(88,7%) a macenim (92,8 %) (faktor: o$etieni) podle Tukey HSD testu (p < 0,05).

Tab. 15: Celkova ucinnost EO a slozek EO pfi preventivnim a kurativnim o$etreni hliz bramboru

Teplota Teplota Teplota Teplota
EO /slozka EO 22+2°C 15°C 22:2°C 15°C
Preventivni oSetreni Kurativni oSetreni

dobromysl 87,86 82,07 87,64 92,96°
mata 91,10® 88,03 81,78 90,62°
skoricovnik 87,59® 93,16 78,86 91,14°
carvacrol 83,422 82,89 81,24 92,24°
cinnamaldehyde 93,80° 89,97 86,26 92,820
L-menthone 91,10 90,05 83,44 83,702

Data byla vyhodnocena jednofaktorovou analyzou variance. Rizné horni indexy (a-b) u primérné Gcinnosti v preventivnim oSetieni pri teploté
22 + 2 °C a(a-b) u kurativniho osetieni po skladovéani v 15 °C oznacuji vyznamné rozdily (p < 0,05) podle Tukey HSD testu. Data byla vyhodnocena zvlast
vzdy pro danou variantu o$etreni a prislusnou teplotu skladovani. Mezi dal$imi hodnocenimi nebyly zjistény vyznamné rozdily.
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Stanoveni vlivu EO a sloZzek EO na Dickeya solani v in vive podminkach

Preventivni oSetreni
Nejmensi primérna plocha hnilobné léze
pfi skladovani za teploty 22 + 2 °C (obr.
38) byla zjisténa u odrtdy Antonia pfi
oSetfeni macenim v EO ze skoricovniku
(38,7 mm3. Nejvétsi primeérna plocha
hnilobné éze byla namérena u odridy
Red Anna po maceni v L-menthonu
(700,8 mm?3. Mezi zmifovanou nej-
mensi prdmeérnou plochou byly zjistény
vyznamné rozdily pri hladiné vyznam-
nosti p < 0,05 podle Tukey HSD testu se
vsemi slozkami EO v oplachu ¢i maceni,
kromé L-menthonu v oplachu. Primérna
plocha hnilobné skvrny u pozitivni
kontroly (inokula) dosahovala 1060,3
mm? u odridy Red Anna a 1180,8 mm?
u odrldy Antonia.

Pfi inkubaci za teploty 15 °C (obr. 38)
byla nejmensi prdmérna plocha hnilobné
léze prokazana u odrddy Red Anna

0Obr. 38: Plocha hnilobné skvrny zplisobena Dickeya solani po preventivnim osetieni hliz
bramboru EO ci slozkou EO
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Vicefaktorovou analyzou variance a nasledné Tukey HSD testem byly zjistény pfi hladiné vyznam-
nosti (p < 0,05) vyznamné rozdily mezi EQ/slozkami EO - viz text. Data byla hodnocena zvlast vzdy
za danou teplotu skladovani. Zdroj zakladnich dat - Kocicova A., Jilkova B.

po oplachu EO z dobromysle (56,5 mm?) a naopak nejvétsi u odriidy Antonia po maceni v carvacrolu (329,0 mm?). Pfi hladiné
vyznamnosti p < 0,05 podle Tukey HSD testu byly mezi hodnotou 56,5 mm? zjistény vyznamné rozdily s plochami po oSetreni
slozkami EO, mimo oplach cinnamaldehydem a také L-menthonem u odrdy Red Anna. Primérna plocha hnilobné skvrny u pozi-
tivni kontroly (inokula) dosahovala 1475,8 mm?u odrtidy Red Anna a 875,3 mm? u odrdy Antonia.

Ve vétsiné pripadech byla primérna hnilobna plocha vétsi pfi inkubaci za teploty 22 + 2 °C nez za teploty 15 °C.

Kurativni oSetreni - fumigace

Pri skladovani za teploty 22 + 2 °C nebyly mezi EQ/slozkami EQ nalezeny vyznamné rozdily pfi hladiné vyznamnosti p < 0,05
podle Tukey HSD testu. Nejmensi priimérna plocha hnilobné léze byla naméfena u EO ze skoficovniku (146,3 mm? u odrtdy
Red Anna a nejvétsi pfi oSetfeni L-menthonem (494,8 mm?3 u téze odridy (obr. 39). Primérna plocha hnilobné skvrny

u pozitivni kontroly (inokula) dosa-
hovala 1060,3 mm? u odrddy Red
Anna a 1180,8 mm? u odriidy Antonia.

Pri teploté skladovani 15 °C (obr. 39)
byl zjistén vyznamny rozdil podle Tukey
HSD testu (p < 0,05) esencialniho oleje
z maty u odridy Antonia (401,5 mm?3
s EO z dobromysle (1021,6 mm3), skoficov-
niku (1165,8 mm3), carvacrolu (978 mm3),
cinnamaldehydu (1142,7 mm? a L-ment-
honu (1021,7mm?) u odriidy Red Anna.
Primérna plocha hnilobné skvrny
u pozitivni kontroly (inokula) dosahovala
1475,8 mm?u odrtdy Red Anna a 875,3
mm?u odrdy Antonia.

Hnilobna plocha za nizsi teploty
byla vyrazné vyssi nez pfi inkubaci za
22 +2°C.

Obr. 39: Plocha hnilobné skvrny zplisobena Dickeya solani po fumigaci hliz bramboru EO
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Vicefaktorovou analyzou variance a nasledné Tukeyho HSD testem (p < 0,05) byly zjistény vyznam-
né rozdily mezi EQ/slozkami EO pouze pfi teploté skladovani 15 °C - viz text. Data byla hodnocena
zvlast vzdy za danou teplotu skladovani. Zdroj zakladnich dat - Kocicova A., Jilkova B.
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Uginnost preventivniho osetfeni a fumigace
Uginnost testovanych EOQ/slozek EO pfi inkubaci za teploty 22 + 2 °C se pohybovala v rozmezi 33,9-96,7% a mezi hodnotami
byly zjistény vyznamné rozdily (Tab. 16). Nejnizsi ucinnost byla po macéeni v L-menthonu u odridy Red Anna. Tato Uc¢innost
byla srovnatelna s ucinnosti po maceni v L-menthonu u odriidy Antonia a také s ucinnosti macenim a oplachem v carvacrolu
a cinnmaldehydu. Nejvyssi ucinnost byla dosazena pfi maceni v EO ze skoficovniku u odrdy Antonia, vyznamné se vSak nelisila
od EQ/slozek EQO do Ucinnosti 67,8 %.

Pfi skladovani za teploty 15 °C byla u¢innost 62,4-96,2% (Tab. 16). Nejniz$i Ucinnost mélo maceni v carvacrolu u odrady
Antonia, nicméné podobna ucinnost byla vyhodnocena az do hodnoty 75,6 %. Naopak nejvyssi Gcinnost byla zjisténa u oplachu
EO z dobromysle u odridy Red Anna, s touto hodnotou byly srovnatelné Gcinnosti az do hodnoty 83,8 %.

Tab. 16: Ucinnosti preventivniho oetfeniEO a slozkami EO vzhledem ke kontrole inokula Dickeya solani mezi jednotlivymi odr(idami hliz

bramboru
Tl Teplota Teplota Els Teplota Teplota
2|5 EO/slozka EO 22:2°C 15°C S| 2|  EO/slozkaEO 22:2°C 15°C
N o P >N o v
o Ucinnost (%) o Uginnost (%)
dobromysl 67,770cdefeh 91,724 dobromysl 78,70cdefen 96,17¢
< | mata 80,33¢%fen 94 55¢ < | mata 82,19defen 89,08¢
£ | skoficovnik 87,52¢¢" 93,90 £ skoficovnik 91 5tfen 93,02¢
9| carvacrol 38,99 85,080 2| carvacrol 57,18z20cde 83,830
= cinnamaldehyde Sl 15 83,930 = cinnamaldehyde 49,00%¢ 88,99¢
g L-menthone 33,90? 85,97b« '?5 L-menthone 67,93bcdefeh 86,35b¢
= dobromysl 71,08cdefen 89,454 = dobromysl 80,96%fe" 89,874
mata 92,96f%" 85,13bc mata 87,42¢fn 88,37
£ | skoficovnik 96,73" 87,68 Z | skoricovnik 94,10¢ 91,81°
E carvacrol 64,572bcdefe 62,412 ;E:' carvacrol 62,3620cdef 75,63%¢
cinnamaldehyde 53} Gpakiete 74,39 cinnamaldehyde (&1L fBg et 755554
L-menthone 59,9(Qzbede 70,142 L-menthone 67,76cdefeh 66,30?

Data byla vyhodnocena vicefaktorovou analyzou variance. Rizné horni indexy (a-h) u primérné Géinnosti pfi teploté 22 + 2 °C a (a-d) pfi teploté 15 °C
oznatuji vyznamné rozdily (p < 0,05) podle Tukey HSD testu. Data byla vyhodnocena zvlast vzdy pro danou teplotu skladovani. Zdroj zakladnich dat -
Kocicova A., Jilkova B.

Pri fumigaci za teploty 22 + 2 °C a 15 °C nebyly prokazany zadné vyznamné rozdily mezi hodnotami Gc¢innosti EQ/slozek EO
(Tab. 17). U&innost se pohybovala v rozsahu 53,3-86,2 % pro teplotu skladovani 22 + 2 °C a 21,0-54,1% pro teplotu 15 °C.

Tab. 17: Uginnosti fumigace EO a slozkami EQ vzhledem ke kontrole inokula Dickeya solani mezi jednotlivymi odridami
hliz bramboru

K] Teplota Teplota ] Teplota Teplota
:g EO /slozka EO 22+2°C 15°C _g EQ /slozka EO 22+2°C 15°C
© Uéinnost (%) © Ucinnost (%)
dobromysl 76,92 30,77 dobromysl 62,07 40,23
« mata 70,90 41,01 mata 60,14 54,13
E skoricovnik 86,20 21,00 % skoricovnik 81,23 40,77
E carvacrol 59,30 33,73 g carvacrol 66,86 38,44
cinnamaldehyde 84,58 22,57 cinnamaldehyde 71,60 23,21
L-menthone 53,33 30,77 L-menthone 61,02 22,70

Data byla vyhodnocena vicefaktorovou analyzou variance a nasledné Tukey HSD testem. Pfi hladiné vyznamnosti p < 0,05 nebyly zjistény zadné vy-
znamné rozdily. Data byla vyhodnocena zvlast vzdy pro danou teplotu skladovani. Zdroj zakladnich dat - Kocicova A., Jilkova B.

Pri celkovém zhodnoceni ucinnosti EOQ/slozek EO byly pfi preventivnim oSetfeni za teploty 22 + 2 °C nejucinngjsi EO ze
skoficovniku a maty a za teploty 15 °C EO z dobromysle, skoficovniku a maty (Tab. 18). Nejméné ucinné byly véechny slozky EO
jak za teploty 22 + 2 °C, tak za teploty 15 °C.

PFi testovani fumigace (Tab. 18) za teploty skladovani 22 + 2 °C byl nejucinnéjsi EO ze skoficovniku a nejméné Gcinny
L-menthone. Pfi teploté 15 °C nebyly mezi jednotlivymi EO a slozkami EO vyznamné rozdily.
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Tab. 18: Celkova Ucinnost EQ a slozek EO pri preventivnim oSetreni hliz bramboru a fumigaci

Preventivni oSetreni Fumigace
EO/slozka EO Teplota22 + 2°C | Teplota 15°C Teplota22+2°C | Teplota 15°C
U¢innost (%) Ucinnost (%)
dobromysl 74,63 91,80° 69,50 35,50
mata 85,73 89,28° 65,572 47,57
skoricovnik 92,46¢ 91,60° 83,71° 30,88
carvacrol 55,782 76,742 63,08 36,08
cinnamaldehyde 56,002 80,722 78,09 22,89
L-menthone 57,372 7719 57,172 26,73

Data byla vyhodnocena jednofaktorovou analyzou variance. Riizné horni indexy (a-c) u pramérné ucinnosti preventivniho oetfeni pfi teploté 22 + 2 °C,
(a-b) pri teploté 15 °C, (a-b) pfi fumigaci za teploty 22 + 2 °C oznacuji vyznamné rozdily (p < 0,05) podle Tukey HSD testu. Mezi hodnotami pi fumigaci
za teploty skladovani 15 °C nebyly nalezeny prikazné rozdily. Data byla vyhodnocena zvlast vzdy pro danou variantu osetfeni a pfislusnou teplotu
skladovani. Zdroj zakladnich dat - Kocicova A., Jilkova B.

2.3.3 ZKOUSKA STOLNI HODNOTY HLIiZ PO OSETRENI SLOZKAMI EO MORENIM A FUMIGACI

Na zaveér experimentU byla provedena zkouska stolni hodnoty hliz pomoci degustace po oSetreni slozkami EQ. Slozky EO nemély
vyrazny vliv na kvalitu varenych hliz (Tab. 19), nicméné pfi degustaci hliz osetfenych slozkami EO formou moreni byla zjisténa
zhorsena kvalita diky vani a chuti po aplikovanych slozkach EQ. Chut hliz osetrenych slozkami EO pomoci fumigace nebyla
degradovana diky vini a pachuti. Slozky EO jsou tékavé latky, a proto nezanechavaji zbytky nebo jen velmi malo (Sanh & Kara-
dogan, 2019).

Tab. 19: Vyhodnoceni stolni hodnoty hliz po oSetreni EO mofenim a fumigaci

Varianta Viné Chut Pevnost duziny a varivost
carvacrol 6 21 14
Fumigace cinnamaldehyde 7 22 13
thymol 7 22 13
kontrola 7 25 13
carvacrol 2 (viiné po EO) 17 (chut po EO) 13
Mofen cinnamaldehyde 2 (viné po EQ) 18 (chut po EQ) 13
thymol 2 (viiné po EO) 18 (chut po EO) 13
kontrola 7 25 13
LEGENDA
Pevnost duziny a varivost
prijemna, typicka 13-16............ lojovité, tuhé, jemna struktura, nerozvarivé
...vyhovujici (ojedinéle nezadouci pach) 9-12 . slabé moucnaté, polotuhé, polojemné,
nevyhovuijici (nezadouci pach) ojedinéle slabé rozvarivé
....moucnaté, polohruba struktura, slabé rozvarivé
vyborna silné moucnateé, hruba struktura,
...velmi dobra stredné az silné rozvarivé
...dobra (O ridké, silné vodnaté, mazlavé, silné rozvarivé

..méné dobra
nevyhovujici

2.3.4 MOZNOSTI ZVYSENI UCINNOSTI A STABILITY EO

Piestoze EO vykazuji vynikajici antimikrobialni vlastnosti, prakticka pouZitelnost vétsiny z nich je komplikovana (Bilia et al.,
2014). Kromé charakteristického silného aroma a chuti, které mohou zptsobit nezadouci organoleptické zmény pfi senzorickém
hodnoceni (Ghosh et al., 2013; Weiss et al., 2005), jsou EO vysoce nestalé (tékavé) a snadno degraduji pfi vystaveni svétlu,
vy$sim teplotam, kysliku a vihkosti (Bilia et al., 2014). Nizka rozpustnost ve vodé je jednim z nejvétsich omezeni pfi pouziti EO
(Ghosh et al., 2013; Weiss et al., 2005).

Zapouzdreni (tzv. enkapsulace) EO a jejich slozek uvnitf raznych matric (jako jsou polymery) mdze tyto problémy prekonat
(Pasukamonset et al., 2016; Giunti et al., 2021). Zapouzdfeni EO usnadriuje fizené uvoliiovani EO a zlep3uje bioaktivitu a sta-
bilitu EO. Pro vyvoj stabilnich emulzi se jevi jako vysoce slibné nano- a mikroformulace zaloZené na enkapsulaci EO na matrici
(Campolo et al., 2018; Giunti et al., 2021). Zapouzdfeni je definovano jako proces, pfi kterém dochazi k retenci EO uvnitf kapsle
(Nedovic et al., 2011). Zapouzdfeny material (EQ) se nazyva material jadra, vnitini faze nebo aktivni ¢inidlo, zatimco latky enkap-

sulujici jsou znamé jako material stény, nosic, vnéj$i faze nebo matrice (Pandit et al., 2016; Zuidam & Shimoni, 2010). Kapsle
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Ize rozdélit do tfi skupin podle velikosti: makrokapsle, které jsou vétsi nez 5000 um, mikrokapsle o velikosti 0,2-5000 um
a nanokapsle, které jsou mensi nez 0,2 um (Rebello, 2009). Technika zapouzdieni minimalizuje interakce EO, ktery tvofi jadro,
s prostredim, sniZuje rychlost odparovani nebo prenosu EO do prostredi, zvysuje snadnost manipulace se zapouzdienou latkou
(Gandra et al., 2018), usnadruje aplikaci EO jejich preménou kapaliny na pevnou fazi (Mishra, 2015), umozniuje fizené a cilené
uvolhovani uéinnych latek, zvysuje antifungalni, antioxidacni uéinnost a tepelnou stabilitu EO (Tiwari et al., 2020) a sniZuje
pachy a nezadouci chuté EO (Gandra et al., 2018). Uvadi se, Ze techniky zapouzdfeni zvys$uji antimikrobialni G¢innost EO. Napfi-
klad zapouzdfeny levandulovy EO ve svém projevu trojnasobné zlepsil antimikrobialni potencial (Yuan et al., 2019). Zapouzdieni
Ize dosahnout pomoci mnoha technik (Kavousi et al., 2018). Pro enkapsulaci Ize pouzit nékolik metod: atomizaci, emulzi, extruzi,
fluidni loZe, koacervaci, bubnové suseni, molekularni inkluzi a lyofilizaci (Pinto et al., 2018). Pro tvorbu kapsli je nutna pfitomnost
materialu stény (biopolymeru) (Gandra et al., 2018). Doposud byla vyvinuta $iroka skala polymernich nosi¢d pro zapouzdfeni EO,
které nabizeji Fadu vyhod, zejména Fizené uvolfovani EO a jejich slozek béhem skladovani nebo aplikace (Chiriac et al., 2021).
chitosan, karagenan, skrob a celuldza), lipid( (fosfolipidy, triglyceridy a cholesterol) a proteint (albumin, lektin, kasein, lutein,
zein, zelatina, kolagen, lepek a izolat s6jového proteinu) (Gandra et al., 2018; Puscaselu et al., 2022; Khandelwal et al., 2016; Patti
& Acierno, 2022). Dal$i moznosti je zapouzdieni EO do mikroporéznich struktur zeolitt (obr. 40), protoZe tyto materialy jsou
levné a netoxické pro prostredi (Ferreira et al., 2022). Pro snizeni tékavosti EO Ize rovnéz vyuzit formulace s oxidem hlinitym
nebo zaclenéni/adsorpce do anorganickych matric, véetné jilovych minerald (obr. 41, 42 a 43), jako je montmorillonit (hlavni
slozka bentonitovych jild) nebo kaolinit (Cizkova et al., 2000; De Oliveira et al., 2022; Owolabi et al., 2010).

EO a jejich slozky jsou tékavé latky, a proto se aplikace doporucuje opakovat pravidelné nebo nepretrzité (Sanl
& Karadogan, 2019). Ve skladu brambor Ize aplikovat EO elektrickymi ULV zmlZovaci (obr. 44) nebo odpafovacimi aplikatory
(Vacek & Plistil, 2020).

Obr. 40: Zeolit (frakce 1-2,5mm) Obr. 41: Keramzit (frakce 4-8 mm)

#4 Obr. 44: Elektricky ULV zmizovat
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Obr. 43: Bentonit (granulat)

2.3.5ZAVER

Pomoci in vitro a in vivo experimentU byl testovan vliv slozek esencialnich oleji na houby H. solani, F. solani var. coeruleum
a P. foveata a esencialnich oleji a sloZek esencialnich olej na bakterie P. carotovorum subsp. carotovorum, P. atrosepticum a D.
solani. Tyto patogeny patfi mezi dilezité pavodce predevsim skladkovych chorob hliz bramboru.

Vsechny hodnocené slozky EO a EO mély v podminkach in vitro prikazny vliv na inhibici ristu sledovanych hub a bakterii.
Antimikrobialni aktivita jednotlivych slozek EO a EO se vSak vyznamné liSila. Nejvyssi vliv na inhibici ristu hub a bakterii
prokazal thymol, carvacrol, cinnamaldehyde a skoficovnikovy olej.

Uginnost slozek vybranych slozek EQ a EO byla ovéFena v experimentech in vivo jejich aplikaci na hlizy formou mofeni a fumi-
gace ve skladovacich podminkach. Pfi moreni hliz byly slozky EQ navazany na biopolymer pro zvyseni jejich Gcinnosti a stability.
Po osetreni hliz testovanymi slozkami EQ a EQO morenim a fumigaci bylo zjisténo statisticky vysoce prikazné snizeni rozsahu
infekce (intenzity napadeni) houbami a bakteriemi. Slozky EO aplikované mofenim a fumigaci mély vyznamny vliv na snizeni
intenzity sporulace H. solani na hlizach, coz je velmi dulezité zjisténi pro zamezeni dalSiho Sireni patogenu béhem skladovaciho
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procesu. Patogen H. solani totiz m(iZe sporulovat a infikovat zdravé hlizy ve skladech brambor. Konidie z infikovanych hliz mohou
byt rozptylovany ventilacnim systémem na zdravé hlizy a zpUsobit infekci. VysSi vliv na intenzitu napadeni a intenzitu sporulace
H. solani mélo moreni hliz.

Vybrané slozky EO nemély vyrazny vliv na stolni hodnotu hliz, nicméné pfi organoleptickém hodnoceni hliz oSetrenych
slozkami EO formou moreni byla zjisténa zhorsena kvalita diky vani a chuti po aplikovanych slozkach EO. Pri aplikaci slozek EO
formou fumigace nebyla zaznamenana zhorsena kvalita hliz diky vini a chuti.

Na zakladé ziskanych vysledk |ze doporudit proti houbam H. solani, F. solani var. coeruleum a P. foveata a bakteriim P. caro-
tovorum subsp. carotovorum, P. atrosepticum a D. solani preventivni oSetfeni morenim. Slozky EO a EO mohou byt ekologickou
alternativou syntetickych latek ke snizovani napadeni hliz brambor houbovymi a bakterialnimi patogeny béhem skladovani. Pro
jejich Gcinnost v provoznich podminkach je velmi dilezita jejich vhodna forma aplikace, davka a koncentrace.

3 SROVNANiI NOVOSTI POSTUPU

V metodice je uvedena Gcinnost EO a jejich slozek na dllezité houbové a bakterialni patogeny hliz brambor jako ekologicka
moznost jejich omezovani béhem skladovani. Informace o Gc¢innosti EO na patogeny hliz brambor jsou dilezité pro vyvoj novych
biopesticid. Konvencni syntetické latky mohou vést k vyvaji rezistence a mohou zpUsobhit potencialni ekotoxikologicka rizika
a byt nebezpeéné pro $irokou $kalu necilovych organismu (Chang et al., 2008). Problematicka je ochrana hliz brambor pfed pek-
tinolytickymi bakteriemi rodu Pectobacterium a Dickeya. K potlacovani infekce bramboru bakteriemi v soucasné dobé neexistuji
kromé vyuziti bakteriofagd a rtiznych mikroorganismu (bioagens) Gcinné latky Setrné k Zivotnimu prostiedi. Jednou z moznosti
je vyuziti $lechténi odolnych odrud, coz je ale pomérné slozity a velice dlouhodoby proces (8-10 let), kdy je ovsem riziko, Ze nova
rezistentni odrida ztrati dalSi vyznamné vlastnosti. Souc¢asné péstované odridy bramboru nejsou odolné proti pektinolytickym
bakteriim. DalSi fesSeni bakterialnich chorob u brambor nejsou v praxi znama. Na zakladé popsanych skutecnosti tak mohou
infekce bramboru bakteriemi a houbami pfi skladovani zplisobit znaéné ekonomické ztraty, a proto je nezbytné hledat vhodné
metody ochrany hliz pred patogeny. V soucasné dobé je celosvétovym trendem posun smérem k omezovani pouzivani syntetic-

ke snizovani napadeni hliz brambor houbovymi a bakterialnimi patogeny béhem skladovani.

4 POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY

Certifikovana metodika mdze byt uplatnitelnd v ekologickém zemédeélstvi pfi skladovani konzumnich, pfipadné sadbovych
brambor, ale i pfi prani konzumnich hliz ve slupce. Metodika bude vyuzivana v poradenstvi, v dalSim vyzkumu a pfi vyvaoji bio-
pesticid(, pripadné statni spravé. Dale bude metodika slouzit studentdim strednich a vysokych skol pfi vyuce predméti zamé-
fenych na mikrobiologii, fytopatologii a ekologické péstovani brambor. Certifikovana metodika bude zverejnéna v elektronické
podobé na webovych strankach portalu Agronavigator (www.agronavigator.cz) a strankach vydavatele Vyzkumného Ustavu
bramboraiského Havlickdv Brod, s. r. 0., (www.vubhb.cz). V tisténé formé bude $ifena vydavatelem a Ceskym bramborafskym
svazem (www.cbshb.cz).

5 EKONOMICKE ASPEKTY

Houbové a bakterialni patogeny nepfriznivé ovliviuji kvalitu skladovanych hliz, coz zplsobuje ekonomické ztraty. H. solani zpd-
sobujici stribritost slupky snizuje predevsim trzni hodnotu hliz, vzhledem k rostouci poptavce po pranych hlizach bramboru,
¢imz mGze negativné ovlivnit trh s konzumnimi a sadbovymi bramborami. Patogen mdze mit vyznamny vliv na vyvoz, zejména
sadbovych hliz, protoze na certifikovanych sadbovych hlizach je povolena pouze omezena infekce H. solani. Béhem skladovani
mUze dochazet ke snizovani hmotnosti hliz, protoze slupka napadenych hliz ma vyssi propustnost pro vodu. Hranolky a chipsy
vyrobené z napadenych hliz maji casto neprijatelné hnédé okraje. Druhy rodu Fusarium a P. foveata zpUsobujici hniloby hliz
mohou byt za urcitych podminek pricinou vyznamnych ekonomickych ztrat pri skladovani hliz. Druhy rodu Fusarium mohou
potencialné zpUsobit velké ztraty na vynosu odhadované v praméru od 6 do 25% s infekci az béhem skladovani 60 % a mohou
zhorsit zaroven i kvalitu hliz. Pri ztraté 1% béhem skladovani je to cca 10 kg/t. Pfi primérné cené konzumnich nepranych
brambor 6,50 K¢/kg se jedna o ztratu 65 KE/t. Pri primérné cené sadbovych brambor 8,30 Ké/kg se jedna o ztratu 83 K¢/t. Pri
soutasné plose konzumnich brambor 14 517 ha (zemédélsky sektor, tzn. bez domacnosti) a primérné vytéznosti hliz 27 t/ha se
jednd o ztratu cca 32 mil. K&. Pfi plose sadbovych brambor 2 770 tis. ha (zemédélsky sektor, tzn. bez domacnosti) a primérné
vytéznosti hliz 20 t/ha se jedna o ztratu cca 5 mil. K¢.

Rovnéz bakterie zpUsobujici bakterialni mékkou hnilobu hliz bramboru mohou znacné snizit vynos a kvalitu hliz. Vyrazné
ztraty mohou vzniknout béhem skladovani a pfi manipulaci s hlizami. Ztraty zptsobené pektinolytickymi bakteriemi rodu Pecto-
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bacterium a Dickeya béhem skladovani se odhaduji na cca 5% (cca 50 kg/t). PFi primérné cené konzumnich nepranych brambor
6,50 Kc/kg se jedna o ztratu 325 K¢/t. Pri pramérné cené sadbovych brambor 8,30 Ké/kg se jedna o ztratu 415 K¢/t. Pri
soutasné plose konzumnich brambor 14 517 ha (zemédélsky sektor, tzn. bez doméacnosti) a priimérné vytéznosti hliz 27 t/ha se
jedna o ztratu cca 127 mil. K&. PFi plose sadbovych brambor 2 770 tis. ha (zemédélsky sektor, tzn. bez domacnosti) a primérné

vytéznosti hliz 20 t/ha se jedna o ztratu cca 23 mil. K¢.
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