











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 pfedstavuji pramér tfi nezavislych opakovani pro kazdou kombinaci patogen-slozka EQ. IC, - koncentrace, ktera vytvari 50% inhibicni Ucinek;
MIC - minimalni inhibi¢ni 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).

0br. 19: Inhibice ristu P. foveata pri aplikaci thymolu Obr. 20: Inhibice ristu P. foveata pfi aplikaci a-pinenu

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

Sloka EO Koncentrace slozky esencialniho oleje (ppm)

0 100 200 400 800 1600
(R)-(+)-limonene 0 5,131 13,72 feni 16,58 feni 30,87 fe 55,42 «
o-pinene 0 11,66 € 13,00 i 18,82 fehi 30,06 & 67,26 bcd
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 i 82,34 100° 100 ® 100®
L-linalool 0 16,98 i 33,99 ¢ 72,32 bxd 1002 100
L-menthone 0 6,86 52,57 ¢ 80,59 * 100 ® 100
L-menthol 0 32,65 °fe 68,06 b 100° 1002 1002
thymol 0 78,31° 100° 100° 100 ® 100®

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
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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. _
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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
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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 |
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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
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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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