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Fungicidni prostfedek na ochranu rostlin na zakladé esencialniho oleje

z Thymus vulgaris a jeho pouZziti

Oblast techniky

Reseni se tyka fungicidniho prostfedku na ochranu rostlin na
zakladé esencialniho oleje z Thymus vulgaris a jeho pouziti. Fungicidni
prostfedek je ve formé mikro¢astic esencialniho oleje z Thymus vulgaris, které
umoziuji jeho vyuZziti v ochrané rostlin, respektive obilnin, proti houbovym
chorobam, kdy obal mikro¢astic chrani esencialni olej proti odpafeni a
umoziuje tak prodlouzeni jeho ucinnosti. Déle je optimalizovana koncentrace
esencialniho oleje v mikrocasticich i v postfikové jiSe tak, aby nedochazelo
k poSkozeni rostlin vlivem fytotoxicity.

Dosavadni stav techniky

Uginky esencialniho oleje z Thymus vulgaris jsou popsany zejména proti
houbovym a bakteriainim patogendm v humanni medicing, rovnéz jsou
pouzivany vodné C¢i etanolové extrakty ztéto rostliny v potravinaiském
primyslu a to jako ochrana potravin proti poSkozeni skladkovymi chorobami.

Ucinek oleje z Thymus vulgaris na houbové patogeny obilovin rostlin byl
jiZ vminulosti popsan (Matusinsky, P., Zouhar, M., Pavela, R., Novy, P.
Antifungal effect of five essential oils against important pathogenic fungi of
Cereal. Industrial Crops and Products, 67, 2015, 208-215), dosud ovSem byly
esencialni oleje pouzivany ve formulacich, které neumoznovaly déletrvajici
Gcinek po aplikaci vhledem Kk jejich tékavosti. Dale podléhaly rychlému
rozloZeni vlivem klimatickych podminek, zejména slunecniho zéareni.

V procesu ochrany obilnin proti houbovym chorobam je uplatiovana
cela fada preventivnich, ale zejména pak kurativnich metod ochrany rostlin
v Cele s aplikaci fungicidnich latek a to jak kontaktnich tak systémovych.
Z hlediska ménici se legislativy dochazi k vytvafeni podminek pro aplikaci

alternativnich prostifedkdi ochrany rostlin a to zejména v integrovanych
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systémech produkce obilovin. Pouzivani fungicidd sebou pochopitelné nese i
rezidudlni zatéz potravinového fetézce a zdroji pitné vody. Vyznamny je mimo
jiné kumulativni efekt rezidui pesticidl, kdy jednotlivé pesticidy v potraviné
nepfesahuji stanoveny limit, ale kumulace vSech obsazenych rezidui
pfedstavuje zdravotni riziko. Védecké studie poukazuji na rizika spojena
s vy$Sim vyskytem nadorovych onemocnéni, alergii, naruSeni hormonalni
rovnovahy a reprodukcnich poruch v populaci. Dalsim vyznamnym problémem
spojenym s pouzivanim syntetickych pesticidd je vznik rezistence patogent

k témto piipravkam.

Podstata technického feSeni

VySe uvedené nedostatky odstrafiuje fungicidni prostiedek na ochranu
rostlin na zékladé esencialniho oleje z Thymus vulgaris, podle technického
feSeni, jehoZ podstata spoCiva v tom, Ze obsahuje stabilni formu esencialniho
oleje z Thymus wulgaris v podobé mikrokapicek esencialniho oleje, které jsou
uzavieny v obalu tvofeném biopolymerem obsahujicim Zelatinu a chitosan v
poméru 3:10, pficemz pro ochranu rostlin slouzi pfimo tato suspenze a to pro
obilniny v davce 200 aZ 400 | fungicidniho prostfedku na 1 ha, kdy ve 100 ml
fungicidniho prostfedku je obsazeno 0,5az1,5 ml esencialniho oleje
z Thymus vulgaris, 8,5 az 9,5 ml fepkového oleje na fedéni esencialniho oleje,
13,4 ml biopolymeru tvoficiho obal mikrokapiCek a 76,6 ml trypolyfosfatu
sodného.

Podstata technického feSeni dale spocCiva ve vyrobé fungicidniho
prostiedku, kdy do nadoby bylo odméfeno 15 ml 10% hmotn. esenciélniho
oleje z Thymus vulgaris fedéného v fepkovém oleji, k némuz bylo pfidano 300
ul pfipravku polyethylenglykol sorbitanu monooleatu a tato smés byla
emulgovana pomoci homogenizatoru pfi 18 000 az 22 000 rpm po dobu 3
minut, dale bylo pfidano 20 ml biopolymeru Zelatiny a chitosanu a smés byla
emulgovana pfi 20 000 rpm po dobu 3 minut, pak byla do jiné nadoby
obsahuijici 114,7 ml 0,5% hmotn. roztoku trypolyfosfatu sodného o hodnoté pH
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5,0 pomalu vlita pfipravena emulze a to pfi 18 000 az 22 000 rpm a nasledné
promichana jeSté dalSi 3 minuty.

Fungicidni prostiedek podle technického feSeni je charakterizovan tim,
Zze slouzi k ochrané rostlin proti Pyrenophora teres, Blumeria graminis a
Fusarium culmorum pro potfeby ekologickych a integrovanych systéml
péstovani obilnin.

Fungicidni prostfedek podle technického feSeni byl vyroben tak, kdy do
nadoby bylo odméfeno 15 ml 10% hmotn. esencialniho oleje z Thymus
vulgaris fedéného v fepkovém oleji, k némuz bylo pfidano 300 ul pfipravku
polyethylenglykol sorbitanu monooleatu a tato smés byla emulgovana pomoci
homogenizatoru pii 18 000 az 22 000 rpm po dobu 3 minut, dale bylo prfidano
20 ml biopolymeru Zelatiny a chitosanu a smés byla emulgovana pfi 20 000
rpm po dobu 3 minut, pak byla do jiné nadoby obsahujici 114,7 ml 0,5%
hmotn. roztoku trypolyfosfatu sodného o hodnoté pH 5,0 pomalu vlita
pripravena emulze a to pfi 18 000 az 22 000 rpm a nasledné promichana jesté
dalSi 3 minuty.

Aplikace fungicidniho prostfedku podle technického feSeni umozriuje
omezit negativni vliv napadeni rostlin houbovymi patogeny a to s ohledem na
dobry zdravotni stav oSetfenych rostlin a fytotoxicitu. Fungicidni prostfedek byl
optimalizovan i z hlediska retence v Case, respektive doby, po kterou je
acinnost prokazatelnd a rovnéz z pohledu fytotoxicity nove formulace.
Esencidlni olej je formulovan ve tfech fazich. V prvni fazi je pripravena emulze
10% esencialniho oleje z Thymus vulgaris fedéného pomoci fepkového oleje
pomoci miseni pfi 20 000 otackach za minutu pomoci homogenizatoru po
dobu 3 minut. Ve druhé fazi jsou pak vzniklé mikrokapicky o velikosti 20 az 40
ul obaleny biopolymerem sestaveného z Zelatiny a chitosanu. Zelatinu 8 g/200
ml je nutné nejprve rozpustit v destilované vodé pomoci magnetické michacky
vybavené termostatem pfi 45 °C a 150 otdCkach za minutu pomoci
teflonového magnetického michadla, dale je do Zelatiny pfimichan sorbitol v

mnoZstvi 0,15 g/g Zelatiny a rovnéz pak glycerol v mnozstvi 0,15 ml/g Zelatiny.
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Takto pfipravenou smés je nutné michat az do kompletniho rozpusténi v3ech
komponent a to pomoci magnetické michacky vybavené termostatem pfi 45
°C a 150 otackach za minutu pomoci teflonového magnetického michadla.

Chitosan 2 g/60 ml je nutné nejprve rozpustit v 0,15 M kyseliné octové a
pomoci magnetické michacky vybavené termostatem pfi 45 °C a 150 otackach
za minutu pomoci teflonového magnetického michadla.

V dalSim kroku je nutné pfipravit biopolymer a to smisenim rozpusténé
Zelatiny a chitosanu v poméru 3:10 pomoci magnetické michacky vybavené
termostatem pfi 45 °C a 150 otadCkach za minutu pomoci teflonového
magnetického michadla.

Takto pfipraveny fungicidni prostfedek podle technického FeSeni je pak
pouzitelny pro ochranu rostlin proti vySe uvedenému patogenu.

Vzhledem k vySe uvedenym aspektim v dosavadnim popisu techniky a
integraci produkce obilovin je nezbytné nutné vytvafet nové prostfedky
ochrany rostlin pro integrované a ekologické zplsoby produkce zemédélskych
komodit. Primyslova vyuzitelnost je tedy spoleGensky Zadana a je tedy dobry
predpoklad pro extrapolaci téchto prostfedki do praxe. Tento vynalez je uréen
zejména pro organizace ¢inné ve vyrobé a uvadéni na trh novych podptrnych
latek v oboru ochrana a péstovani rostlin. Novy fungicidni prostfedek podle
technického feSeni umozni aplikaci esencidlniho oleje tak, aby byla
prodlouzena jeho ucinnost a nedochazelo k jeho znehodnoceni slune¢nim
svitem a v otevieném prostfedi na povrch rostlin s dostatec¢nou rezidualni
acinnosti.

Na pfilozeném vykresu je na Grafu 1 zobrazeno po3kozeni listli obilovin
houbou Pyrenophora teres v jednotlivych variantach oSetfeni.

Fungicidni prostfedek podle technického feseni byl plivodci s Gsp&chem
ovéfen v praxi pii testech pfihlagovateld, kterymi jsou Ceska zemédélska
univerzita v Praze, CZ, a Agrotest fyto, s.r.0., Kroméfiz, CZ.

Nasledujici pfiklady provedeni fungicidni prostfedek podle technického
feSeni pouze dokladaji, ale nijak neomezuiji.



Priklady provedeni
Priklad 1

Fungicidni prostiedek podle technického fteSeni byl pfipraven

nasledujicim zplsobem:

Do 100ml kadinky bylo nalito 15 ml 10% hmotn. esencialniho oleje z Thymus
vulgaris fedéného v fepkovém oleji.

Pfipipetovalo se 300 pl pfipravku polyethylenglykol sorbitan monooleét
(TWEEN 80) (Sigma Aldrich P1754).

Smés byla emulgovana pomoci homogenizatoru DI 25 basic (IKA) pfi 20 000
rpm po dobu 3 minut

Dale byl pripipetovano 20 ml biopolymeru z chitosanu a Zelatiny v jejich
vzajemném pomeéru 3:10.

Smés byla emulgovana v homogenizéatoru pfi 20 000 rpm po dobu 3 minut.

Do vysoké 250ml kadinky bylo pfipraveno 114,7 ml 0,5% hmotn. roztoku
trypolyfosfatu sodného (TPP) (Sigma Aldrich T5633) o hodnoté pH 5,0.

Do roztoku TPP byl pomalu vlit obsah 100 ml kadinky.

Pfi liti roztoku TPP nutno emulgovat pfi 20 000 rpm a nasledné jesté dalSi 3
minuty emulgovat stejnym zplisobem.

Uginnost nového fungicidniho prostiedku podle technického feSeni byla
ovéfena v experimentu ve sklenikovych podminkach spolecné s dalSimi
vybranymi fungicidnimi prostfedky oznacenymi A, B, G, D, pficemz prostiedek
A je predmétem tohoto technického feSeni. Vzdy 168 rostlin (28 kultivacnich
nadob po 6-ti rostlinach) jarniho jeémene (Hordeum vulgare) odrlida Prestige
(nachylna k Pyrenophora teres) v kazdé varianté oSetfeni byla ve fazi dvou
listli o3etfena jednotlivymi formulacemi a to postfikem na list fungicidnim
prostfedkem v koncentraci 10 % hmotn. koacervatu a cilové koncentraci 1 %
hmotn. Pfed aplikaci byly rostliny uméle inokulovany smési konidii a
fragmentl mycelia Pyrenophora teres - 12 virulentnich izolatll ziskanych
v roce 2015 z jeEmend na Gzemi Ceské republiky. Tim bylo zabezpe&eno, Ze

napadeni rostlin bude dostateéné pro vyhodnoceni G€innosti jednotlivych
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variant oSetfeni. Soucasti experimentu byla i varianta kontrolni bez o3etfeni a
také varianta se standardnim syntetickym fungicidem jako standardem.
Dosazené vysledky jsou znazornény v grafu 1, kde je uvedeno procento
poskozeni listi houbou Pyrenophora teres v jednotlivych variantach o3etfeni.
NejlepSi Gcinnosti dosahl standard. U variant s oSetfenim jednotlivymi
fungicidnimi prostfedy bylo dosazeno vyznamného potlaéeni rozvoje napadeni

listl houbou Pyrenophora teres.

Priklad 2

Uginnost nového fungicidniho prostfedku podle technického Fedeni byla
oveéfena v dalsim experimentu v polnich podminkach experimentu spolecné
s dalSimi vybranymi fungicidnimi prostfedky oznaCenymi A, B, G, D, pficemz
prostfedek A je pfedmétem tohoto technického feSeni. V polnim experimentu
byla vyseta odriida jarniho je¢mene Malz nachylna k Blumeria graminis.
Aplikace fungicidnich prostfedkd byla provedena postfikem na list ve fazi
objeveni se praporcového listu. VSechny Ctyfi prostiedky byly aplikovany
postfikovatem na list. Do experimentalniho schématu byla zafazena varianta
kontrolni (voda) a také varianta se standardnim fungicidem (Hutton 0,8 l.ha™,
Prothioconazole 100 g/, Spiroxamine 250 g/l, Tebuconazole 100 g/l). VSechny
varianty byly zaloZeny ve 4 opakovanich s parcelami o rozméru 10 m?®
nahodné rozmisténymi. Hodnoceni bylo provedeno ve fazi mlécné zralosti.
Bylo hodnoceno vzdy 40 listll v kaZzdé varianté v listovych pater F-2 a F-3.

Dosazené vysledky jsou znazornény v tabulce 1. Aplikaci fungicidniho
prostfedku podle technického feSeni A bylo dosaZzeno vyznamné redukce

poSkozeni listl patogenem Blumeria graminis, odrliida jarniho jeémene Malz.

Tabulka 1

Varianta List F-2 List F-3 primér ucinnost
Kontrola 3,50 30,09 16,79 -

Hutton 0,00 4,11 2,05 87,76

A 0,12 23,01 11,56 31,14




B 0,53 26,78 13,65 18,69

G 0,37 27,70 14,03 16,43

D 0,22 26,13 13,17 21,55

pramér 0,79 22,97 11,88 -
Priklad 3

Uginnost nového fungicidniho prostiedku podle technického feseni byla
ovéfena v dalsim experimentu v polnich podminkach experimentu spolec¢né
s dalSimi vybranymi fungicidnimi prostfedky oznaCenymi A, G, D, pficemz
prostiedek A je pfedmétem tohoto technického feSeni. V polnim experimentu
byla vyseta pSenice ozima odrida Bohemia. Pfed provedenim aplikace
fungicidnich prostfedkld v ristové fazi kveteni byla provedena i uméla
inokulace rostlin makrokonidiemi virulentiho kmene F culmorum. Aplikace
fungicidnich prostfedkd byla provedena postfikem do klasi. Do
experimentalniho schématu byla zafazena varianta kontrolni (voda) s inokulaci
a varianta kontrolni bez inokulace. Dale varianta se standardnim fungicidem
(Prosaro 0,75 l.ha, Prothioconazole 125 g/l, Tebuconazole 125 g/l). VSechny
varianty byly zaloZeny ve 4 opakovanich s parcelkami ndhodné rozmisténymi.
Hodnoceni bylo provedeno ve fazi mlécné voskové zralosti. Bylo hodnoceno
vzdy 80 klasli v kazdé varianté. Po sklizni bylo zrno odeslano ke stanoveni
obsahu mykotoxinu deoxynivalenol (DON) pomoci metody ELISA.

Dosazené vysledky jsou znazornény v tabulce 2. Aplikaci fungicidniho
prostiedku podle technického feSeni A bylo dosazeno vyznamné sniZeni

obsahu mykotoxinu.

Tabulka 2
' Varianta % uéinnost | DON uéinnost
napadeni ug.kg™
klasu
Kontrola inokulace ano | 7,00 - 4861,2 -
Prosaro 0,00 100 508,5 89,53
A 3,00 57,14 1588,0 67,33




G 6,00 14,28 2458,0 49,43
D 6,00 14,28 2705,5 44,34
Kontrola inokulace ne [0,0 100* 52,5 98,92*
pramér - - 2028,95 |-

* hvézdiCkou oznacena hodnota neudava Gcinnost aplikace, pouze vyjadfuje

efekt neprovedeni inokulace

Primyslova vyuZitelnost

Novy stabilni fungicidni prostfedek na ochranu rostlin proti houbovym
patogenlm na zakladé esencidlniho oleje  z Thymus wulgaris je
charakterizovan tim, Ze mikrokapicky esencialniho oleje jsou uzavieny v obalu
tvofeném biopolymerem obsahujicim Zelatinu a chitosan, dale se feSeni tyka i
vyroby téchto mikrokapsuli. Pro ochranu rostlin Ize pouzit tuto suspenzi a to
pro obilniny v koncentraci 10 % hmotn. koacervatu a v nasledném fedéni 1 %
hmotn. esencialniho oleje z Thymus vulgaris do postfikové jichy a to v davce
300 I/ha. Fungicidni prostiedek je ucinny k ochrané rostlin proti houbovym
patogentim Pyrenophora teres, Blumeria graminis a Fusarium culmorum pro

potfeby ekologickych a integrovanych systému péstovani obilnin.




NAROKY NA OCHRANU

1. Fungicidni prostfedek na ochranu rostlin na zakladé esencialniho oleje
z Thymus wvulgaris, vyznacujici se tim,Ze obsahuje stabilni formu
esencialnino oleje z Thymus vulgaris v podobé mikrokapicek esenciélniho
oleje, které jsou uzavieny v obalu tvofeném biopolymerem obsahujicim
Zelatinu a chitosan v poméru 3:10, pficemz pro ochranu rostlin slouzi pfimo
tato suspenze a to pro obilniny v davce 200 az 400 | fungicidniho prostfedku
na 1ha, kdy ve 100 ml fungicidniho prostfedku je obsazeno 0,5 az 1,5 mi
esencialniho oleje z Thymus vulgaris, 8,5 az 9,5 ml fepkového oleje na fedéni
esencialniho oleje, 13,4 ml biopolymeru tvoficiho obal mikrokapi¢ek a 76,6 ml

trypolyfosfatu sodného.
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