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Vliv rostlinnych esenci na mortalitu had’atka bramborového

Souhrn

Héad4tko bramborové patii do skupiny vyznamnych Skiidci brambor a fadi se mezi
karanténni sktidce zapsané na seznamu A2 EPPO (European and Mediterranean Plant Protection
Organization). Je §iroce rozsifeno jak v Ceské republice, tak po celém svété. Patii mezi
cystotvorna had’atka a v silné zamotenych oblastech miize zplsobit vyrazné ztraty na vynosech

brambor.

Cilem této prace bylo nejprve v literarni reSerSi popsat vyznam had’atka bramborového,
jeho morfologii, zivotni cyklus a moznosti jeho diagnostiky. V neposledni fadé byly v teoretické
¢asti charakterizovany jednotlivé metody ochrany rostlin s pfihlédnutim na vyuziti zplisobu
ochrany, ktery je zalozen na rostlinnych esencich. Dalsim cilem bylo otestovat ucinnost

vybranych esencialnich olej proti had’atku bramborovému.

Experimentalni ¢ast této prace probihala v fizenych podminkédch skleniku, ktery je
certifikovan pro praci s karanténnimi organismy. Byl zde proveden kontejnerovy test, kde bylo
zalozeno devét variant (Kontrola, FV/B, FV/A, PA/A, PA/B, TVHR/A, TVHR/B, TAO/A,
TAOQ/B), z nichz kazda méla pét opakovani. Celkem bylo pouzito pét esencialnich oleju s tim, Ze
u jedné varianty byly pouzity dva esencialni oleje v kombinaci. V praktické ¢asti byla provedena
také preparace cysty had’atka bramborového z dlivodu demonstrace morfologickych znak, které
jsou velmi dulezité pro jeho spravné urCeni. Dale byla provedena molekularni detekce a

determinace had’atka bramborového pomoci PCR.

Z vysledkll experimentu je zfejmé, Ze vétSina esencidlnich oleji méla vliv na mortalitu
had’atka bramborového. Déle bylo zjisténo, Ze kazdy esencidlni olej mé jinou Uc¢innost. U
nékterych druhd rostlinnych esenci bylo pozorovano, Ze jejich Géinnost je zavisla na spravné

zvolené formulaci.

Klicova slova: brambory, had’atko bramborové (Globodera rostochiensis), ochrana rostlin,

rostlinné esence



Effect of essential oils on the mortality of potato cyst
nematode

Summary

Globodera rostochiensis belongs to the group of major potato pests listed under the
quarantine pests listed by EPPO A2 (European and Mediterranean Plant Protection
Organization). It is widespread in the Czech Republic and all over the world. Globodera
rostochiensis belongs to the cyst nematodes and in heavily infested areas can cause significant

potato yield losses.

The aim of this study was to initially describe the importance of the potato cyst nematode,
its morphology, life cycle, and the possibilities of its diagnostics. Finally, the theoretical section
desribed the various methods of plant protection, taking into account the use of methods of
protection that is based on plant essences. Another objective was to test the effectiveness of
selected essential oils against potato cyst nematodes.

The experimental part of the work took place under controlled greenhouse conditions,
which is certified to work with quarantine organisms. The container test was conducted in which
nine variants (Check FV /B FV /A, PA/ A, PA/BTVHR/ATVHR /B TAO /A, TAO/B)
were set up. Five repetitions were used in total and in one variant a combination of two essential

oils were used.

In the practical part preparation of potato cyst nematode was carried out because of the
demonstration of morphological characters which are very important to its proper determination.
Furthermore, a molecular detection and determination of potato cyst nematodes using PCR.

From the experiment results, it is clear that the majority of essential oils had an effect on
mortality of potato cyst nematodes. It was found that each essential oil has a different effect. For
a number of types of herbal essences, it was observed that their effectiveness is dependent on the

correct choice of formulation.

Keywords: potatoes, potato cyst nematode (Globodera rostochiensis), plant protection, plant

essences
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1 Uvod

Had’atko bramborové se fadi mezi vyznamné Sklidce brambor. Je Siroce rozSifené jak
v Ceské republice, tak po celém svété. Tento druh had’atka pochézi z Jizni Ameriky, konkrétné z
horskych oblasti And, podobné jako jeho hostitelska rostlina brambory. Patii mezi cystotvorna
had’atka z rodu Globodera. Na siln¢ zamofenych porostech mize zpusobovat snizeni vynosu u
poloranych odrid brambor 50 % az 80 %, u pozdnich odrid o 30 %. Napadeni porostl je
vétSinou v ohniscich. Pfi jeho vyskytu jsou uplatiovana mimofadna karanténni opatfeni a je

zatazeno do EPPO souboru A2 mezi karanténni Skidce svétového vyznamu.

V roce 2016 se na naSem Uzemi brambory péstovaly na 23 414 ha. Oproti minulému roku
se vyméra osazenych ploch zvysila o 734 ha. Na naSem Uzemi jsou brambory povazovany za

tradiéni plodinu, a proto jsou zafazeny do skupiny citlivych komodit CR.

V ptipadé, ze vyskyt had’atka ptrekroci ekonomicky prah skodlivosti, musi byt zvolena
vhodna metoda ochrany rostlin. V soucasné dobé je v Ceské republice registrovan pouze jeden
nematocid Basamid Granulat, jehoz pouziti je ekonomicky velmi neefektivni. Obecné jsou

nematocidy velmi toxické a pfedstavuji riziko kontaminace podzemnich vod.

Vzhledem k této skutenosti se péstitelé snazi vyuzivat preventivni metody v ochrané
brambor, kterymi jsou tolerantni a rezistentni odrady. V ptipadé had’atka bramborového maji tyto
metody velky vyznam. Do budoucna muze ale dojit k prolomeni rezistence poptipad¢ tolerance
nekterych odrad. Proto je snaha o vytvofeni novych strategii pro regulaci hadatek obecné.
Trendem v zemédélstvi je v dnesni dob¢ vyuziti ptirodnich latek, hlavné extraktd z aromatickych
rostlin v ochrané proti Skidcim. V ramci ochrany proti had’atku bramborovému se vyuzivaji
napf. esencialni oleje ziskané =z rostlin Artemisia dracunculus, Thymus vulgaris, Eugenia
caryophyllus, Pimpinella anisum a Foeniculum vulgare. Tyto piipravky jsou vyhodné pifedevsim
proto, Ze nejsou V porovnani s nematocidy Skodlivé pro Zivotni prostfeni. Nevyhodou je vSak

rychlé vytékani z pidy a s tim spojena kratka doba jejich plisobeni na skodlivy organismus.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Esencialni oleje z aromatickych rostlin maji vliv na mortalitu hadd’atka bramborového.
Cilem této diplomové prace bylo otestovat G¢innost vybranych esencialnich oleji proti had’atku

bramborovému (Globodera rostochiensis).



3 Literarni reSerse

3.1 Taxonomické zarazeni

Taxonomické zatazeni had’atka bramborového bylo provedeno podle webovych stranek

National Center for Biotechnology Information.

Rise: Metazoa
Oddgéleni: Ecdysozoa
Kmen: Nematoda
Ttida: Chromadorea

Rad: Tylenchida

Podtad: Tylenchina
Nadceled: Tylenchoidea
Celed’: Heteroderidae
Podceled’: Heteroderinae

Rod: Globodera
Druh: Globodera rostochiensis Wollenweber,
1923

Zvysenym vyskytem had’atka bramborového se zacal zabyvat v roce 1913 Zimmerman
(1914). Populaci had’atka pozoroval v okoli mésta Rostock, v Némecku. Soucasné byl zkouman
tento Skidce i ve Skotsku. V roce 1923 ho popsal Wollenweber (1923) a nasledné ho oznacil jako
Heterodera schachtii var. rostochiensis. Az od roku 1940 se povazuje had’atko bramborové za

samostatny druh.

3.2 Rozsireni had’atka bramborového v celosvétovém méritku

Héad4tko bramborové je nebezpecny Skiidce brambor péstovanych v Evropé i v jinych
Castech svéta. Za jeho domovinu je povazovano Peru, konkrétné oblast And, kde bylo had’atko
rozSifeno na plané rostoucich lilkovitych rostlinach. Z téchto oblasti bylo Sifeno do Evropy a dale

na vychodni pobtezi USA, do Indie a Dalného vychodu (Siddiqi, 2000).
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V 16. stoleti se hadatko spoleéné s brambory dostava zjizni Ameriky do Evropy.
Nedostate¢na informovanost spolecnosti o tomto sktidci zpisobilo jeho pomalé hromadéni na
uzemi Evropy. K rozsifeni had’atka ptisp€l také hladomor v Irsku v roce 1800, v disledku néhoz
se zacaly do Evropy dovézet nové kultivary brambor, které byly nachylné k tomuto sktdci

(Spears, 1968).

Cannon (1941) ve své publikaci uvadi, ze v severni Americe se had’atko bramborové
poprvé objevilo vroce 1941 v oblasti Long Island, New York, konkrétné¢ v okrese Nassau
Country. K dalsimu vyskytu tohoto $kiidce doslo v roce 1970 v Mexiku ve stat€¢ Guanajuato
(Iverson, 1972).

V roce 2006 byly zaznamenany dalsi dveé ohniska, kterd se nachazeji v kanadském Quebecu
(Sun et al., 2007) a na Island Mallorca ve Spanélsku zaznamenava dal$i vyskyt ve své publikaci
Andrés et al. (2006).

3.3 Vyskyt had’atka bramborového na tizemi CR

Prvni vyskyt tohoto $kiidce byl na uzemi Ceské republiky zaznamenan v roce 1954. Na
webovych strankdch Eppo Global Database se uvadi, ze v roce 1999 je na nasem uzemi had’atko
pfitomno, ale §ifi se pouze omezené. Statni rostlinolékaiskd sprava provadéla v roce 2008
priizkum had’atka bramborového na uzemi CR celkem v 367 podnicich a nebyly zjistény zadné
nové vyskyty (Anonym 1). Populace had’atka bramborového se v Ceské republice nachazeji ve
Sluknové a v Kasperskych Horach (Vejl et al., 2002).

Potocek a kol. (1991) zkoumali v letech 1983 az 1989 vznik novych patotypti Globodera
rostochiensis a Globodera pallida zhruba na 1200 zamofenych pozemcich v Ceské republice.
Pouze u osmi populaci méli podezieni na dal$i patotypy nez Rol. Jedna populace odpovidala
patotypu Ro5. Mira vyskytu patotypl jinych nez Rol se odhaduje na 0,3 az 0,4 % ze vSech
zamotenych pozemki. Hamouz (1994) ve své publikaci uvadi, Ze se na tizemi Ceské republiky

nachdzi ptiblizné 1000 pozemki zamotfenych had’atkem.
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3.4 Vyznam a Skodlivost

Decker (1969) ve své publikaci oznacuje had’atko bramborové jako velmi nebezpecného
Skidce vyskytujiciho se na porostech brambor. V silné zamofenych oblastech ranych a stfedné
ranych odriid brambor mize zplsobovat ztraty 50 az 80 %, na pozdnich odriidach jsou Skody
mensi, zhruba 30 %. EXistuje vztah mezi poc¢tem Sktidce a ztratou na vynosech brambor. Tento
vztah popisuje napiiklad ve své publikaci Jones (1966). Uvadi, ze je rostlina schopna
kompenzovat Skody do té doby, dokud neni piekro¢ena kriticka hranice, ktera se v zavislosti na
okolnich podminkéach pohybuje v rozmezi od 10 a 50 vaji¢ek v jednom gramu pudy. V piipadé
prekroCeni této kritické hranice poté dochdzi ke sniZzeni vynost a hospodarskym ztratam. Také

uvadi, Ze dalsi ztraty jsou zplsobené karanténnim opatienim, které omezuje moznost obchodu.

Tento druh had’atka patfi mezi nejzndméjsi a velmi vyznamné karanténni Skiidce. Muaze

zpusobovat znacné Skody na vynosech.

Had’atko bramborové napada kofenovy systém brambor. Skodi predev§im larvy a dospélci,
které saji na kotenech. Pti silném napadeni kofeny odumiraji. Nad mistem, které bylo poSkozeno
sanim, se vytvaii nové vlasové kofeny tzv. mrcasatost (Cepl a kol., 2009). Kdyz nejsou had’atka
V pudé pfemnoZena, tak nedochazi ke sniZeni vynosu, ale rostlina redukuje své kotfeny. Mladé

rostliny mohou nasledné trpét nedostatkem vody a Zivin (Marks & Brodie, 1998).

3.5 Anatomie, morfologie had’atka bramborového

Télo hadatka je kryto vicevrstevnou kutikulou, kterd ho chrani, zajiStuje jeho styk
s okolnim prosttedim a ma napf. funkci exkrecni. Té€lni dutinu ohranicuje koZnésvalovy vak,

ktery je tvofen vyse zminé€nou kutikulou, svalstvem a hypodermis (Zouhar a Gaar, 2003).

Zazivaci soustava je tvofena ustnim otvorem, dutinou ustni, jicnem, stfednim stfevem,
zadnim stfevem a fitnim otvorem. Typicky pro fytoparaziticka had’atka je stylet, ktery se nachazi
v ustni duting, je duty a ma jehlicovity tvar. Pohybuje se prostiednictvim svali a slouzi had’atkiim

k ziskavani potravy (Nickle, 1991).

Na bfisni stran¢ se nachazi fitni otvor a ¢ast téla za nim se nazyva ocas. Dychani stejné jako

funkci cév zajistuje télni tekutina a kutikula. Nervovy systém je koncentrovan do nervového
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prstence, ze kterého vychdzeji anteriarn€ i1 posteriarné nervové provazce. Vétsinu téla had’atka
vypliuje stievo spolecné s pohlavnimi organy, které jsou typické pro tento druh, a proto se radi

mezi dalezité diagnostické znaky (Decker, 1969).

351 Cysty

V cystu se pfeménuji oplodnéné samicky. Takto pfeménénd samicka mlze obsahovat az
500 mikroskopickych larvicek, které po uvolnéni z cyst saji na kofenech brambor. Cysty maji
kulovity tvar s typickym krékem na polu. Znacné odolavaji chemikéliim, pidnim a klimatickym
vliviim, protoze jsou na povrchu obaleny sklerotizovanou vrstvou (Cepl a kol., 2009). Primérna

velikost cyst se pohybuje od 0,5 milimetrti do 0,8 milimetrd (Decker, 1969).

Cysty maji nejprve svétlou barvu, poté Zloutnou a po dozrani jsou zbarveny do tmavé
hnédé. Kazda (2014) ve své publikaci uvadi, Ze jsou cysty v pud¢ schopné ptetrvavat zivé az
deset let. V dusledku vysokého napadeni, v tézkych pudach v suchych létech nebo po péstovani
rezistentnich odrid se v pidé mohou objevovat i mikrocysty. PfiCiny vzniku nejsou
experimentalné prokazany, ale Decker (1969) se domniva, Ze vznikaji vlivem pfedc¢asného

dozravani.

Fenestra cysty je cirkumfenestralniho typu, coz znamena, ze vulva je kulovitého tvaru,
nejcastéji leskla a andlni otvor je na rozdil od vulvy mensi. Vzdalenost mezi nimi je primérné
vice nez dvojnasobné velkd nez primér vulvalniho okénka. Vulva se nachédzi na zadnim konci
cysty, u mladych samicek je nejdiive vietenovitd, postupem casu se rozsifuje a vznikd kruhovy

otvor, kolem néhoz je okénko (Zouhar a kol., 2002).

Potocek (1992) uvadi, ze primér cysty je 382 um (£61 pm), stfedni primér okénka je
roven zhruba 18,8 um a vzdalenost fitniho otvoru od okénka je rovna 66,5 + 10,3 um. Dle Marks
& Brodie (1998) se nachazi mezi vulvou a anusem 12 az 31 kutikularnich linii. V publikaci od

Potocka (1992) se uvadi piesnéjsi tdaj a to je 21,6 + 3,5 kutikularnich linii.

3.5.2 Larvy

v

Larvy obvykle prochazeji ¢tyimi vyvojovymi stadii, z nichZz nejvyznamnéjsi je druhé
stadium (L2). Dle Potocka (1992) je télo larvy dlouhé pfiblizn¢ 468 pum, délka styletu se
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pohybuje okolo 21,5 £ 0,9 um a ocas je dlouhy zhruba 43,9 um + 11,6 um. Tvar bazalni ¢asti

styletu je zaobleny a zahnuty dozadu.

3.5.3 Dospélci

Zouhar a Gaar (2003) uvadi, Ze ma had’atko dlouze protahlé, neclankované télo, které je
smérem k jeho konciim §tihlejsi. Samicky se v pribéhu vyvoje po oplozeni, jak uz bylo zminéno,
preménuji v cystu. Jejich stylet je dlouhy piiblizn€ 22,9 um, stiedni pramér vulvy je roven 22,4 +
2,8 um, vulvalni stérbina je dlouhd piiblizn€ 9,7 um a vzdalenost vulvy od anusu je rovna 60

+10,1 um (Potocek, 1992).

3.6 Diagnostika had’atka

Globodera rostochiensis patii stejné¢ jako Globodera pallida do skupiny cystotvornych
sedentérnich had’atek, které se fadi do rodu Globodera. Tyto dva druhy Ize odlisit pfedev§im na
zakladé morfologickych znakl (Zouhar a kol., 2002). Dale lze jejich diagnostiku a determinaci
provést na urovni nukleovych kyselin nebo prosttednictvim imunochemickych metod, konkrétné
Elisy. Spravné urceni druhu Skodlivého organismu je nasledné zakladem pro G¢innou ochranu
rostlin (Zouhar a Gaar, 2003). Douda et al. (2014) uvad¢ji, ze velmi dulezité je rozliSeni téchto
dvou druhti had’atek i proto, Ze neexistuje v dnesni dobé dostatecné mnozstvi odolnych odrud
brambor proti Globodera pallida na rozdil od Globodera rostochiensis, kdy je vétsina odrud
brambor odolnych a proto nepisobi tak velké skody v porovnani s Globodera pallida. Vybér
konkrétni metody zavisi na danych okolnostech. Ve standardech EPPO se uvadi, ze naptiklad pfi
ufedni kontrole je vyzadovano rutinni testovani pomoci molekuldrnich metod diagnostiky a
naopak pfi testovani dovezenych materidlti je na misté identifikace na zakladé morfologickych

znak, kterou provadi zkuSeny nematolog dle diagnostickych postupti EPPO.
3.6.1 Ziskavani pidnich vzorki

Decker (1969) uvadi, ze v roce 1961 v tehdejsi NDR byla vydana smérnice, podle které
muselo byt provadéno vzorkovani ptid, kde byl zaznamenan vyskyt had’atek. Na jednom hektaru
pudy se odebiralo 200 pldnich vzorkii ve vzdalenosti 6 x 8 metrd. Odbér vzorkil zacinal na

podélné strané tfi metry od okraje pole a dale ve vzdalenosti osm metrii. Napii¢ byly odebirany
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dalsi vzorky ve vzdalenosti Sest metrii. Hloubka penetrace se rovnala péti centimetrim. Vzorky

byly déle ulozeny do krabic pro standartni odbéry pudy.

Jelikoz je rucni odbér vzorktl velice pracny, v tehdejsi NDR bylo vyvinuto na tuto ¢innost
mechanické zafizeni. Bylo slozeno z trubky dlouhé pfiblizné 40 centimetrd a Siroké 1,5
centimetru, kterd obsahovala vnitini a vnéjs$i kuzelovity vrtak. Tato trubka byla upevnéna na
vnitini strané¢ kola. Vy¢nivala nad kolo asi 5 az 6 centimetrii a vzorky poté byly pfivadény do
sbérné krabice. Stroj vytvoril 450 vpicht na jednom hektaru. Za hodinu byl schopen ud¢lat
vpichy na 4 az 5 ti hektarech. Na zminéném principu pracuji 1 nové¢jsi zafizeni. Je snaha

instalovat toto zafizeni i za traktor.

Proto, aby byl ziskan reprezentativni pidni vzorek, je tfeba veédét, ze pro cystotvorna
had’atka vyskytujici se na brambordch je typicky ohniskovity vyskyt na pozemku. V rdmci
ohniska se koncentrace cyst snizuje smérem k jeho okraji. Pozemek musi byt pokryt dostatecnym
mnozstvim sond, které zajisti co nejmensi chybu pfi vzorkovani. V soucasné dob¢ se nejcastéji
vyuzivaji dva typy vzorkovani pid. Odbér ptidnich sond a odbér rostlin i s kofeny. Druhou
metodou lze urcit vyvojové stddium had’atek. Na pozemku vSak musi byt pfitomny odridy
brambor, které jsou nachylné na pfitomny patotyp had’atka. Pidni vzorky se mohou odebirat jak
rucng, tak automaticky. V dnesni dobé jsou vyvinuty 1 systémy GPS, které umoziuji mapovani
vyskytu had’atek a soucasné jsou vybaveny i automatickymi sbéraci vzorkd pudy. Nejvetsi
vyhoda téchto systému spociva v tom, Ze muze byt proveden cileny zasah pfimo do ohniska

vyskytu had’atek (Zouhar a Gaar, 2003).

V Ceské republice se v dnesni dob& postupuje pii odbéru vzorkd pudy dle vyhlasky &.
75/2010 Sb., o opatienich k zabezpeceni ochrany proti zavlékani a Sifeni had’atka bramborového
a had’atka nazloutlého a o zméné vyhlasky €. 332/2004 Sb., o opatfenich k zabezpeceni ochrany
proti zavlékdni a Sifeni pivodce rakoviny brambor, had’atka bramborového a had’atka

nazloutlého, kterd je blize popséna v pfiloze.
3.6.2 Extrakce cyst z pudy

Extrakce cyst z pudy je velmi dulezitad pro identifikaci jednotlivych druhd cystotvornych

had’atek. Pro oddéleni cyst od pidnich ¢astic se vyuzivaji rtizné postupy, které jsou vsSak
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nejCastéji zalozeny na principu flotace. Decker (1969) uvadi, ze nejprve jsou vzorky pudy
vysuseny bud’ pfi teploté¢ 35 az 40 stupiiti v susarn¢ nebo jsou ponechany na vzduchu po delsi
dobu. Dle EPPO standardu PM 7/40 (3) existuji rizné zpusoby extrakce cyst z odebranych

pudnich vzorki, které funguji na principu flotace, jak jiz bylo zminéno v predeslé kapitole.

Decker (1969) ve své publikaci dale uvadi n€kolik metod extrakce, jako jsou napiiklad
nalevkova metoda dle Kirchnera, Fenwickova konev, Oostenbrinkova metoda, Wilkeho metoda
nebo prouzkova metoda. V Ceské republice se k extrakei cyst vyuziva flotaéni metoda s pouZitim

Fenvikovy konve, jak uvadi ve své publikaci Zouhar a Gaar (2003).
3.6.3 Detekce a determinace

Had’atko bramborové stejné jako dalSi druhy héd’atek nezpiisobuji specifické piiznaky
poskozeni rostlin. Zpocatku vykazuji rostliny mensi vzrist v porovnani se zdravimi, to vSak
nemusi byt zpiisobeno had’atkem, ale jinym Skodlivym cinitelem. Pozdéji se mohou objevovat
chlordzy na listech a rostliny chfadnou. PoSkozeni rostlin se nej¢astéji poznd az po sklizni, kdy
jsou zaznamenany ztraty na vynosech a hlizy mensi velikosti nez obvykle. Nejptfesnéji je zjiStén
jeho vyskyt a stupent napadeni pozemku pomoci rozboru pidy. Mohou se odebirat i rostliny, které
vykazuji pfiznaky napadeni timto Skiidcem. Nasledné je provedena detekce na zdkladé

morfologickych nebo molekularnich metod, které jsou popsany ve standardech EPPO.

3.6.4 Metoda vyuzivajici k diagnostice svételnou mikroskopii

V ramci této metody se postupuje podle urcovacich klici. Mezi zékladni rozliSovaci znaky
se fadi tvar cyst, zabarveni cyst béhem vyvoje, struktura povrchu a jejich morfometrické znaky.
Dal$im znakem je vzhled larev a dospélcii. Vyznamnymi znaky, kterymi se od sebe rozliSuji
cysty, jsou barva, pocet zvrasnénych linii, vzdalenost analniho otvoru od okénka, stiedni primeér
okénka a jejich primér. Larvy se od sebe odlisuji ve druhém stupni vyvoje a porovnava se u nich
zejména délka téla, délka ocasu, délka styletu a tvar jeho bazalni ¢asti. Had’atko 1ze rozlisit 1 na
urovni dospélce, konkrétné samicky. V tomto ptipad€ jsou nejdilezitéjsimi znaky délka styletu,

sttedni pramér vulvy, délka vulvalni Stérbiny a vzdalenost vulvy od anusu (Zouhar a kol., 2002).

Velmi dulezitd je spravna diagnostika znakil zejména u karanténnich druhti had’atek jako

jsou Globodera rostochiensis a Globodera pallida, u kterych je nutné stanovit vnitini nebo vnéjsi
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karanténu. Podrobnéjsi morfologické a morfometrické rozdily téchto dvou druhii had’atek jsou

uvedeny v piiloze na obrazku ¢. 1 az 5 a v tabulce ¢. 1.

Diagnostiku na zékladé morfologickych znakt provedl naptiklad Douda et al. (2014), kdy
byly pod svételnym mikroskopem zkoumany cysty a larvy druhého vyvojového stadia had’atka.
Hlavnim diagnostickym znakem cyst byla fenestralni Cast cysty, kde se zjiStovala napiiklad
vzdalenost anusu od vulvy, primér okénka nebo pocet zvrasnénych linii. Hlavnimi

diagnostickymi znaky pro larvy druhého vyvojového stadia byly délka jejich téla a ocasu.
3.6.5 Diagnostika na drovni nukleovych kyselin

Nukleové kyseliny jsou slozeny z mnoha stavebnich jednotek, kterym se fika nukleotidy.
(Anonym 2). Pro diagnostické ucely se vyuzivaji predevsim proto, ze se snadno replikuji a jsou

stabilni (Krémar a Brichacek, 1993).

Jesté pred tim, nez miZeme nukleové kyseliny pouzit pro diagnostiku je nutna jejich
izolace z pfirozeného materialu v neporuseném stavu, v dostateném mnozstvi a odpovidajici
Cistoté. Toho je docileno porusenim bunék, poptipad€ jejich kompartmentt, nejcastéji v pufru
obsahujicim chelata¢ni ¢inidlo. To zabrani degradaci nukleovych kyselin vlivem pilisobeni

nukleaz (Rosypal, 2000).

Pro naslednou studii struktury nukleovych kyselin jsou vyuzivany metody Elektroforéza,
PCR (Polymerazova tetézova reakce), multiplex PCR, RAPD a RFLP. Elektroforéza je metoda,
kterd umoznuje vizudlni znazornéni replikovanych fetézcii nukleové kyseliny. Funguje na
principu stejnosmérné¢ho elektrického pole, kdy se nukleova kyselina pohybuje smérem ke
kladnému néboji. Pohybuje se v agar6zovém gelu a pribéh celé elektroforézy lze sledovat diky
barvivu, které se vaze na nukleovou kyselinu. Jako barvivo se pouziva ethidium bromid nebo

Syber green.

Metoda PCR je zalozena na opakujici se enzymové syntéze novych fetézcli konkrétni
dvouretézcové DNA. K syntéze dochazi v tom okamziku, kdy jsou pfipojeny dva primery, které
se vazi na protilehlé¢ fetézce DNA. Pro syntézu DNA se pouzivaji termostabilni polymerazy,

nejcastéji se jedna o Tag DNA polymerazu. Cely proces syntézy DNA se odehrava v tak zvaném
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PCR termocykleru a je opakovan tficet a vicekrat. Pti kazdém opakovani probihaji tfi faze a to:
denaturace templatové DNA, pfipojeni primerti a polymeriza¢ni reakce. Multiplex PCR je
citlivéjsi a v nékterych ptipadech i praktictéjsi metoda PCR, kdy je do reak¢ni smési pfipojeno
nekolik primert. Jeden z nich je vétSinou univerzalni a ostatni specifické pro urcity organismus.
Touto metodou jsou identifikovany zejména taxonomicky blizci jedinci. Je vhodna naptiklad pro

rozliSeni Globodera pallida a Globodera rostochiensis (Zouhar a Gaar, 2003).

RAPD je metoda ndhodné amplifikace polymorfie DNA. K amplifikaci jsou vyuzivany
nahodné primery o délce 8 az 10 bazi, které nasedaji ndhodné, av§ak komplementarné na cilovou

DNA.

RFLP je metoda vyuzivajici restrikéni endonukleazu. Tato endonukle4za rozpozna sekvenci
nukleotidll tzv. palindromatickou strukturu, kterou nasledné rozstépi. Toto misto se také nazyva

restrikéni misto (Zouhar a Gaar, 2003).

Dle EPPO standardu PM 7/40 (3) se doporucuje pouzit pro identifikaci izolovanych cyst
nasledujici metody PCR: multiplex PCR s pouZzitim primeru na zéklad¢ ribozomalni sekvence 18
S a ITS 1 sekvence podle autort Bulman & Marshall (1997), ITS- RFLP PCR testy Fleminga et
al. (2000) nebo Thiéra & Mugniéra (1996) zalozené na primerech popsanych dle Vrain et al.

(1992). Dale se také doporucuje metoda real- time SYBR- green, ktera je komeréné dostupna.

Douda et al. (2014) izolovali DNA ze suspenze embryont had’atek a dale ziskanou DNA
podrobili amplifikaci za pouziti multiplexni PCR (Zouhar et al., 2010). Touto metodou lze
rozlisit Globodera pallida a Globodera rostochiensis i kdyz se nachazeji ve stejné zkumavce,
protoze jsou pouzity dva specifické primery pro jednotlivy druh had’atka a jeden univerzalni. Pro

tuto metodu je velmi dileZita ribozomalni DNA, na zékladé které se tyto dva druhy rozpoznaji.

3.7 Zivotni cyklus

Zivotni cyklus had’atka bramborového probiha v nékolika stadiich. Prvni je vajicko,

Z vajicka se vyviji v pribéhu Ctyt stadii larva a z ni se poté stava dospélec (Zouhar a Gaar, 2003).

Larvy se zacinaji lihnout pouze tehdy, jsou-li v padé pritomny kofenové difuzaty rostlin

z ¢eledi Solanaceae. Proces lihnuti je zahajen zménou struktury lipida lipoproteinové membrany
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vajecného obalu, kterou zpiisobuji vapenaté ionty obsazené v difuzatech kotenii. Larva je poté
schopna pfijimat vodu. Nejpozdé&ji za jeden den po pusobeni difuzati dochazi ke zméné

propustnosti vaje¢ného obalu. Tyto latky jsou také schopny stimulovat pohyb larev

Nejprve je larvou prorazena pokozka vajecné schranky v oblasti hemisféry a dochazi tak
Kk pfisunu vody, ktera nasledné zpisobuje hydrataci larev druhého vyvojového stupné. Tyto larvy
nasledn¢é aktivné hledaji kofeny hostitelskych rostlin, napadaji je a zaujimaji v nich specifickou
polohu. Jsou nehybné a ve sméru centralniho valce kofenového vlasku. Ibrahim a Haydock
(1999) uvadi, ze v dusledku napadeni rostlina tvoii buiky velkych rozméra tzv. syncitia, ktera

jsou zdrojem jejich vyzivy.

Larvy, které maji dostatek vyzivy a optimalni podminky se pfi svlékani diferencuji na
samicky a ostatni poté na samecky. Dospélé samicky ptiblizné po tfech tydnech od napadeni
kotfenli za€inaji pronikat zadni ¢asti ven z kotenli a dochdzi ke kopulaci se samecky. Samecci uz
drive koteny opustili. Samic¢ky po oplozeni stale zlstavaji ptichyceny hlavovou ¢asti v kofinku a
nasledné po dozrani vaji¢ek ukoncuji svlij vyvoj tak, ze se pfeméni v kulovité cysty. Robinson et
al. (1987) uvadi, ze had’atko bramborové ma v Ceské republice jednu generaci do roka, ale za

pfiznivych podminek miiZze mit i vice generaci.
3.7.1 Faktory ovliviiujici Zivotni cyklus

Vyvoj had’atka je velmi zavisly na vnéjSich podminkach, zejména na teploté. Optimalni
teplota pro lihnuti larev je 15 az 16 °C. Spodni hranice pro vyvoj je 11 °C a horni hranice se
pohybuje v rozmezi 30 az 38 °C (Decker, 1969). Dle Robinsona et al. (1987) je pro vyvoj larev
velmi ptizniva vlhkost pldy 72 %. Pozitivni vliv na pfitomnost had’atka bramborového maji 1
chemické a fyzikalni vlastnosti ptidy. Vice se had’atko vyskytuje na lehkych piscitych pidach na
rozdil od tézkych. Tuto skutecnost prokézal i Reinmuth (1929), kdyz do ptivodné tézké pudy

ptidal 28,6 % pisku a poté zaznamenal zvySeni poctu cyst az o 80 %.
3.7.2 Zpisob rozsifovani

Kazda (2014) uvadi, ze nejcastéji se had’atko bramborové pienasi sadbou, kdy jsou cysty
prichyceny vétSinou na hlizadch v izlabi ocek. Dalsim velmi Castym zplisobem Sifeni je spole¢né

S pidou, kterd zlstava na zeméedélskych strojich. Méné Casty zplsob je pfenos prostiednictvim
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vétrné nebo vodni eroze. Standardy EPPO uvadi, ze had’atko bramborové, konkrétné 2. infek¢ni
vyvojové stadium larvy, je schopno pohybovat se v ptidé na vzdalenost maximalné cca 1 metr.
jsou sadbové brambory a kontaminovana zemina, kterd se jiz zminénou pasivni dopravou §ifi do

nezamotenych oblasti.

3.8 Hostitelské rostliny

Larvy had4atka mohou pronikat do kotfent riznych druhii rostlin, jejich vyvoj byl vSak
prokazan jen u rostlin z ¢eled¢ lilkovitych (Zouhar a Gaar, 2003). Decker (1969) uvadi, ze
hostitelsky okruh rostlin u had’atka bramborového je omezen. NejvyznamnéjSimi hostitelskymi
plodinami podle ného jsou brambory (Solanum tuberosum) a rajéata (Solanum lycopersicum). Z
plevelnych rostlin do této skupiny fadi naptiklad lilek potméchut’ (Solanum dulcamara), lilek
¢erny (Solanum nigrum) a méné vyznamny blin ¢erny (Hyoscyamus niger). Diive byl povazovan

za hostitelskou rostlinu i hledik vétsi (Antirrhinum majus), coz se pozdgji vyvratilo.
3.8.1 Brambory (Solanum tuberosum L.)

3.8.1.1 Historie péstovani

Brambory jsou podobné jako kukufice nebo tabak rostliny ,,Nového svéta®. Nestaly se vSak
tak brzo oblibenou a znamou plodinou jako byla jiz zminéna kukufice a tabak. Bylo to nejspise
proto, ze jejich konzumni ¢asti, hlizy, se vytvaiely pod zemi, a proto u obyvatel Evropy budily

odpor.

Za puvodni oblast vyskytu je povazovana zapadni ¢ast Jizni Ameriky. Konkrétné byly
soustfedény na tzemi dnesni Kolumbie, Peru, Bolivie az po stfedni Chile. Na tomto uzemi se
Vv pribéhu let vyvinuly dva zakladni botanické druhy a to Solanum andigenum a Solanum
tuberosum, ktery vznikl pozdéji v Chile vlivem pisobeni novych podminek. Brambory zacali
péstovat jiz Inkové v dneSnim Peru a slouzily jim jako hlavni zdroj potravy. Dobyvatelé ze
Spanélska se s rostlinou bramboru setkali pravdépodobné v Sedesatych letech 16. stoleti na tizemi

dnesniho Peru, kdyz dobyli stat Inkd a nasledné je dovezly pres Atlanticky ocean do Evropy.
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Prvni popis brambor byl zaznamenan v latinském botanickém dile Rariarum plantarum
historia od Clusia, ktery v ném pojmenoval brambory Papas Peruanorum. Péstoval je také jako
vzacnou rostlinu ve videfiskych botanickych zahradach. Pies Svycarsko se dostaly brambory
z Italie do Francie a pozdé&ji do Némecka. V roce 1596 pojmenoval rostlinu bramboru Kaspar
Bauhin v botanickém dile Phytopinax latinskym nazvem Solanum tuberosum esculentum. Bauhin
pozdéji spolupracoval pii tehdy nejobsahlejsim popisu rostliny a jejiho uzitku v herbati Jakuba

Teodora Tabernaemontana z roku 1625.

Do Ceské republiky se brambory pravdépodobné dostaly v 17. stoleti. V roce 1632 je
dostal darem jihocCesky velmoz Vilém Slavata z Chlumu patrné od frantiskant, ktefi si rostlinu
piivezli z alpskych cest, coZ znamena, Ze se k nam brambory dostaly pravdépodobné z Rakouska.
Jiné tradice fikaji, Ze brambory se Vv naSich zemich zacaly pouZivat za tficetileté¢ valky, kdy je
zaslal holandsky dtstojnik eskému §lechtici. Postupem Gasu v Cechach rostlina zdomaciuje
v klasternich, Slechtitelskych i méstskych zahradach. V 18. stoleti se zacind rozSifovat polni
péstovani brambor na Klatovsku, Chebsku a napf. na Zatecku i Litoméficku. V roce 1771 az
1773 ptisla na uzemi Cech velka netroda obili vlivem vytrvalych destd, ktera zplsobila
hladomor, a nasledkem toho se pé&stovani brambor rozsifilo na celé tizemi CR. V 19. stoleti se
staly brambory kulturnim majetkem lidu a staly se také vyznamnou sloZkou krmiva a

prumyslovou surovinou (Kutnar, 2005).

3.8.1.2 Naroky na stanovisté

Brambory se mohou péstovat ve viech vyrobnich oblastech Ceské republiky. Typické jsou
pro n¢ vSak bramboraiské oblasti, kde jsou nejCastéji lehéi az stiedné tézké puady, dobie
propustné, slabé kyselé a pravidelné hnojené organickymi hnojivy. Nevhodné jsou pro né pudy
hlinitojilovité az jilovité, zamokiené ¢i pfili§ lehké. Bramboram také nevyhovuji silné kamenité
pozemky a svazité pozemky nad 8°. Nejvyssich vynosti brambor bez zavlahy je v CR dosahovano

v nadmotské vysce 450 az 550 m, oproti tomu nejstabilnéjSich vynostu se dosahuje v oblastech s ro¢nim

uhrnem srazek 650 az 800 mm (Hamouz, 1994).

3.8.1.3 Morfologicka charakteristika

Brambory se fadi do ¢eledi lilkovité (Solanaceae). Jsou to viceleté rostliny, které vSak

v Ceské republice nepfezimuji a proto jsou vegetativné mnozeny kazdy rok. Tvofi hlizy, které
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vznikaji za ptiznivych podminek tloustnutim podzemnich stonkd, tzv. stolonti. Jsou velmi
vyznamné pro vyzivu clovéka, jelikoz obsahuji bilkoviny, Skrob, antioxidanty, vitaminy a

mineralni latky.

Nadzemni ¢ast rostliny bramboru je tvofena lodyhou a listy, které maji charakter trsu. Listy
bramboru jsou pretrhané lichozpetené a jejich sttedem vede vieteno. Obvykle maji jeden az tfi
jafma. V zlabi listkli vyrtstaji uzlabni mezilistky, ktré jsou ochmytené. Kvétni stopka vyrista na
vrcholu lodyhy nebo z pazdi posledniho ¢i bocniho listu. Kvétenstvi se nazyva dvojvijan a
jednotlivé kvéty jsou bilé s pruhy od zékladl korunnich listkii nebo bilé ve stfedu koruny
s hvézdou. Barva je z velké ¢asti ovlivnéna vnéjSim prostiedim. I pfesto, ze je barva ovlivnéna
vnéj§im prostfedim se povazuje za nejstalejsi znak u rostlin bramboru. Plodem je dvojpouzdra
bobule, ktera ma ovalny ¢i kulaty tvar. Uvnitt jsou bila semena, ktera maji vejcity tvar, a jejich

velikost se pohybuje od jednoho do dvou mm (Vokal s kol., 2013).
3.8.2 Rajcata (Lycopersicon lycopersicum (L.) Karsten ex Farw.)

Tento druh zeleniny patii do celed¢ lilkovité (Solanaceae). Patii mezi nejoblibené;si

zeleninu u nés 1 ve svété. Vyznamné jsou obzvlasté nutriéni latky, jako jsou napt. antioxidanty.

Je to jednoletd rostlina s bohatym kofenovym systémem. Stonek je na za¢atku riistu rostliny
nejprve bylinny a béhem vyvoje postupné dievnati. Je pokryt zlaznatymi chloupky vylucujici
latku, kterd na vzduchu tuhne a ma specificky zapach. Listy obsahuji specifickou latku tomatin a
tomatidin, které maji antibakteridlni Gc¢inky. Kvétenstvim je vijan sloZeny nebo jednoduchy.

Jednotlivé kvéty jsou pétiCetné a maji zlutou barvu. Plodem rajcete jsou duznaté bobule.

Rajcata jsou teplomilné rostliny. Nejpiithodnéj$i jsou pro né€ zahfevné, humodzni a
hlinitopis€ité az piscCitohlinité pidy. Nevhodné jsou naopak zamokiené téZké nebo pfili§ lehkeé

pudy. Maji vysoké naroky na vldhu (Petiikova a kol., 2012).
3.8.3 Lilkovité plevele a lilek jedly (Solanum melongena L.)

Mezi hostitelské rostliny had’atka bramborového, které patii do skupiny plevelnych rostlin,
patii lilek ¢erny nebo méné vyznamny blin ¢erny. Oba tyto druhy se jako vySe zminéné rostliny

fadi do ¢eledi lilkovité.
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Lilek ¢erny je vyznamny plevel v Ceské republice $kodici predeviim v Sirokofadkovych
plodinach jako je napiiklad cukrovka, kukufice a brambory. Mikulka (2014) jesté uvadi, ze se
vyskytuje 1 na nezemédélské pidé napiiklad na rumistich, zahradach a okrajich cest. Je skodlivy
hlavné na pudach, které jsou bohaté na ziviny a vlahu. Je to hostitelska rostlina nejen pro Skidce,

ale i pro choroby (Jursik a kol. 2011).

Blin ¢erny je malo vyznamny plevel. V soucasné dob¢ se ale zac¢ind vice objevovat na
nezemédélské ptidé a proto stoupa riziko zavleceni tohoto plevele 1 na zemédélskou ptidu. Tato
rostlina je jedovata stejné jako lilek Cerny. Roste predevSim v teplejSich oblastech v niZinach,

objevuje se i v pahorkatinach tam, kde jsou hluboké, vyzivné pudy (Mikulka, 2014).

Lilek jedly se v Evropé péstuje od 14. stoleti jako jednoleta zelenina. Tato zelenina hluboko
kofeni. Je velmi naro¢na na teplo, proto se péstuje v teplych oblastech, které jsou chranény pied

vétry. Vyhovuji ji humozni vlhké ptidy (Pettikova, 2012).

3.9 Ochrana

Decker (1969) uvadi, ze ekonomicky vyznamné $kody mohou zpusobovat karanténni i
nekaranténni $ktidci, zejména kdyz nejsou aplikovany spravné metody ochrany. Fytoparaziticka
had’atka jsou z hlediska ochrany velmi problematicka, protoZe pfezivaji po dlouhou dobu v ptidé
a negativné ovliviiyji kvalitu i vynos plodin. Dle Doudy a kol. (2011) patii do skupiny
nejvyznamnéj$ich had’atek druhy vytvaiejici cysty, jako je napiiklad had’atko bramborové a
had’atko nazloutlé. V soucasné dobé neni had’atko bramborové piili§ rozsiteno na uzemi CR, ale
je dulezité provadét ochranu dodnes nezamotenych oblasti ¢i pozemki, aby nedochazelo k jeho

dalSimu rozsifovani (Hamouz, 1994).

Ochrana proti fytoparazitickym had’atkim je ztizena také proto, ze neni mozné piesné
lokalizovat jejich vyskyt v pidé. Obecné lze vSak fict, Ze se vétSina jedinci v pude vyskytuje
zhruba v hloubce 25 cm. Tato skutecnost je dulezita z hlediska pouziti chemickych latek a jejich

zapraveni do pudy (Douda a kol., 2011).
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3.9.1 Preventivni

Duskova a kol. (2009) publikovala, ze pokud maji rostliny kvalitni Zivotni prostfedi, jsou
schopné 1épe Celit chorobam a Skiidctim. Nevhodné péstitelské podminky v mnohych piipadech

zpusobi nasledné napadeni patogeny.

Nejucinngjsi ochrana proti fytoparazitickym had’atkiim je prevence. Diky ni lze zabranit
Sifeni had’atek na nezamotené lokality. Velmi dilezité je pouzivat certifikovanou sadbu a osivo,
dezinfikovat zemédé€lskou mechanizaci a omezovat vstupy na infikované lokality. Nezbytny je
pfesny monitoring had’atek, ktery je zaloZen na preciznim odebirdni reprezentativnich vzorkd. Je
vSak pomérné slozity, protoze vyskyt had’atek na pozemku je ohniskovity (Douda a Zouhar,
2008).

3.9.1.1 Agrotechnickd opatieni

Pro snizeni zamoteni pidy je nutné odstranit hostitelskou rostlinu z osevniho postupu na
dobu nezbytné nutnou. Taborsky a Sedivy (1997) ve své publikaci uvadi, ze by se mél dodrzovat
Ctytlety odstup v péstovani brambor na dané lokalité. Mélo by se také zabranit tomu, aby
zustavaly po sklizni bramborové hlizy na pozemku, prostiednictvim kterych se mohou vytvatet
dalsi generace had’atek (Zouhar a Gaar, 2003). Vhodna je také pravidelna ochrana proti
plevelim, které mohou byt zdrojem infekce hadatek. Velmi dtlezité je to predev§im u druhu
Ditylenchus dipsaci a Aphelenchoides fragariae (Vondraskova, 2005). V ptipadé had’atka

bramborového je uéelna likvidace plevelt z ¢eledi Solanaceae.

3.9.1.2 Karanténa

Karanténa je jednou z metod, které zabranuji dal$imu Sifeni had’atka bramborového do
nezamoienych oblasti. Jsou stanoveny pravni pfedpisy jak na Grovni mezinarodni, tak na urovni
narodni. Karanténni opatieni na mezinarodni urovni stanovuje European and Mediterranean Plant
Protection Organization. V Ceské republice vyplyvaji karanténni predpisy ze zakona ¢. 147/1996
Sb. o rostlinolékatské péci. Konkrétné tyto predpisy upravuji vyhlasky €. 215/2008 Sb., o
opatfenich proti zavlékani Skodlivych organismil rostlin a rostlinnych produktid a vyhlaska ¢.
75/2010 S., o opatienich k zabezpeceni ochrany proti zavlékani a Siteni had’atka bramborového a

had’atka nazloutlého a o zméné vyhlasky €. 332/2004 Sb., o opatifenich k zabezpeceni ochrany
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proti zavlékani a Sifeni plivodce rakoviny bramboru, had’dtka bramborového a had’atka

nazloutlého.

3.9.1.3 Rezistentni odridy

Pti vybéru vhodné odridy brambor se fidime listinou povolenych odrid, kterda je
kazdoro¢n¢ vydavana Ministerstvem zemédélstvi a informacemi o odridach vyddvané Ustfednim
kontrolnim a zkuSebnim ustavem zemédélskym v Brné a Vyzkumnym tstavem bramboratrskym

v Havli¢koveé Brodé.

Pti vybéru odridy se také musi respektovat jeji pozadavky na dané stanovisté. Rezistentni
odridy vSak problém s hadatky zcela nefesi. Pii pravidelném péstovani totoznych odrid
rezistentnich k had’atku muze dojit k selekci jeho agresivnéjSich patotypu, a proto se musi
rezistentni odridy st¥idat (Hamouz, 1994). Vokal et al. (2000) publikoval, ze v CR se péstuje az
75 % rezistentnich odriid proti had’atku bramborovému, konkrétné jeho patotypu Rol. Odrady
bramboru odolné proti had’atku bramborovému pro rok 2017 jsou uvedeny v pfiloze, v tabulce ¢.

2.

Rezistentni odridy bramboru vylucuji kotenovy difuzat, ktery vyvolava lihnuti larev
had’atka bramborového, které napadaji kofeny brambor, avSak nejsou schopny dokoncit sviij
vyvojovy cyklus. Rezistenci zplisobuji tak zvané major geny, v tomto pfipadé se jedna o gen H1
(Zouhar a Gaar, 2003). Podle Pineda et al. (1993) byl tento gen ziskan z rostliny Solanum
tuberosum spp. andigena a je zodpovédny za vysokou troven odolnosti brambor vuci had’atku
bramborovému. Také byl popsan gen H3, ktery vSak nespada do skupiny major gent. Odrudy
obsahujici tyto geny jsou schopny snizit vyskyt had’atka az o 80 % v prub&hu jednoho roku
pestovani. V ptipadé, Ze je stejnd odriidda péstovana po dobu vice let, snizuje vyskyt az o 99 %,
ale v tom ptipadé muze dojit k selekci agresivnéjSich patotypt had’atka, jak jiz bylo zminéno

vySe (Zouhar a Gaar, 2003).
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3.9.2 Kurativni

3.9.2.1 Chemicka ochrana

Chemické ochrana je komplikovana zejména z ekonomického hlediska a diky své vysoké
toxicité. V minulosti vSak jeji pouziti vedlo ke snizeni velkého mnozstvi had’atek. Velmi ucinna
je aplikace fumigantii na vlhkych pisCitych ptudach, které jsou piikryté polyetylenovou folii.
S touto aplikaci je vSak spojeno i nebezpeci kontaminace podzemnich vod. V dnesni dob¢ je

pouzivani chemickych latek velmi omezeno (Anonym 3).

Had’atka jsou obecné velmi odolna chemickym latkdm. Nejcitlivéjsi jsou larvy a dospéli
jedinci, protoze ucinna latka do nich pronika prostiednictvim piirozenych otvort. Vajicka jsou
oproti tomu velmi odolnd, protoZe jsou chranéna nékolikavrstevnou kutikulou (Decker, 1969).
Zouhar a Gaar (2003) ve své publikaci zminuji, ze chemicka ochrana by se méla pouzivat jen v
nejkrajnéjsich situacich. Jeji velkou nevyhodou je vysoka toxicita jak pro zivotni prostiedi, tak

pro samotnou rostlinu. Také uvadéji, ze jeji efektivnost je srovnatelna s Ui€innosti rezistentnich

odrad.

V minulosti byla pouzivana naptiklad ucinnd latka abamectin. V soucasnosti je

registrovana jen pro okrasné rostliny, zeleninu a ovoce (Vondraskova, 2005).

V Ceské republice je vV soudasné dobé registrovany pouze jeden chemicky piipravek a to
Basamid Granulat s uc¢innou latkou dazomet. Je ur€eny pro dezinfekci pliidy a substrati. Hubi jak
kofenova had’atka, tak patogenni houby & plevele. PouZiva se v davee 20 az 60 g/m? nebo 200
g/m3. Ptedstavuje riziko pro v€ely 1 zivotni prostiedi. Jeho uvadéni na trh ma vsak skoncit jiz 31.
kvétna 2017 (Anonym 3). Je to pidni fumigant, ktery se pouziva pied vysevem nebo vysadbou
venkovnich nebo chranénych kultur. U¢inna latka se rozklada na MITC, coz je biocid pfirozend

se vyskytujici naptiklad v brukvovitych rostlinach (Vondraskova, 2005).

3.9.2.2 Fyzikalni metody ochrany

Jednou z fyzikalnich metod ochrany brambor proti had’atku bramborovému je sterilizace
pudy, kdy se puda piekryje n¢kolika vrstvami polyetylenové pruhledné folie. Tuto metodu lze

provadét piedevsim na mens$ich plochach a je urena pro lokality s teplym klimatem nebo pro
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péstebni plochy ve sklenicich (Zouhar a Gaar, 2003). Engelmann (1943) testoval, pii jaké teploté
zahynou cysty had’atka bramborového v piidé a zda ma na tthyn vliv také vlhkost ptdy. Zjistil, ze
Vv suchych ptidach je tfeba k zahubeni cyst az 90 °C, kdezto ve vlhkych pudéach stac¢i 60 °C.
Stelter a Moller (1961) podobné jako Engelmann zkoumali jaky mé vliv na cysty had’atka
bramborového teplota a vlhkost ptidy S ohledem na dobu plsobeni vysokych teplot. Zjistili, ze
kdyz byla po dobu jedné hodiny oSetfena suché piida teplotou 90 °C, nedoslo k usmrceni vSech
vaji¢ek ani larev. Na rozdil od oSetfeni vlhké piidy, kdy doslo k usmrceni témét vSech vajicek i
larev po pul hodin¢. Mezi fyzikalni metody ochrany proti had’atkiim patii naptiklad i vliv UV

zafeni, gama zéfeni nebo ultrazvuku (Decker, 1969).

3.9.2.3 Biologicka ochrana

Biologicka ochrana zahrnuje nechemické prostfedky, které jsou aplikovany samostatné
nebo v kombinaci s rostlinami, které potlacuji ¢i cilené¢ hubi Skodlivé organismy. Nejvyssi
uplatnéni biologické ochrany lze nalézt v ekologickém systému péstovani a v systému

integrované ochrany rostlin (Kuthan a Trubska, 2017).
3.9.2.3.1 Botanické pesticidy

Prvni zminky o botanickych pesticidech se datuji neyméné do doby pied tiemi tisici lety, kdy
se ochrana pomoci tdchto pfipravki pouzivala v Cing, Egypté, Recku a Indii. V Evropé se
napiiklad v 18. a 19. stoleti zacaly rozvijet rostlinné insekticidy, pouZival se konkrétné
insekticidni prasek z kvétenstvi rostliny Chrysanthemum sp., kotene Derris sp. a extrakt z listi
rostliny Nicotiana sp. Ve 20. stoleti doslo k intenzivnéj$imu péstovani kulturnich plodin, byly na
n¢ kladeny vyssi ndroky, predev§im na jejich vynosy a kvalitu. Zacaly se proto jednostranné
Slechtit a to vedlo nésledné¢ ke snizeni jejich odolnosti k chorobam a Skiidciim. Tyto problémy
byly feSeny pomoci synteticky vyrobenych pesticidii, jako bylo napiiklad DDT, organofosfaty,
karbamaty, pyretroidy ¢i rtutnaté fungicidy.

Nadmérné pouzivani téchto piipravki vSak vedlo v druhé poloviné minulého stoleti
k rozvoji rezistentnich populaci skadcu, zjistil se vyskyt skodlivych rezidui v potravinach nebo

negativni vliv na necilové organismy. Z toho divodu se na konci 20. stoleti zac¢aly hledat nové
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alternativni sméry v ochrané¢ rostlin, které nemaji negativni vliv jak na zdravi ¢lovéka, tak na
necilové organismy a zivotniho prostfedi. Jednim z nich je vyuziti jiz zminénych botanickych
pesticidi. Lze je rozdé¢lit do tii skupin a to botanické pesticidy prvni generace, druhé generace a

treti generace (Pavela, 2011).

Botanické pesticidy prvni generace vznikly plivodné z rostlin u nas neptivodnich, které byly
vyuzivany zvlasté¢ v Asii a Americe. V Evrop¢ se nejprve pouzivaly extrakty jednoduse vyrobené
laickou vefejnosti a az postupem ¢asu dostaly komer¢ni podobu. Extrakty jsou ziskavany z rostlin

rodu Nicotiana, Ryania speciosa, Chrysanthemum spp. a rostlinnych oleji (Pavela, 2006).

Botanické pesticidy druhé generace jsou vyrabény piedevSim z léCivych rostlin, u
kterych je jiz z historie zndmo, Ze nemaji zadné negativni ucinky jak na zdravi ¢lovéka, tak na
zdravi zvitat. Koul et al. (2008) také uvadéji, ze jsou bezpecné, ekologicky Setrné a kompatibilni
s zivotnim prostfedim. Botanické pesticidy této generace byly vyvijeny tak, aby byly selektivni
K pfirozenym neptatelim a zdravotné nezavadné. Tyto piipravky pusobi nejen kurativné, ale
mnohdy 1 preventivné. Jejich selektivnost spociva v tom, Ze jsou pouzivany extrakty, které
obsahuji latky s inhibi¢nim u¢inkem. Rezidua stim spojend jsou nasledné povazovana za

neSkodna.

Nejobsahlejsi skupinou botanickych pesticidi druhé generace jsou aromatické rostliny.
V dnesni dobé je jich zhruba 10 000 druhti a z toho pfiblizn€¢ 3000 z nich je popsano podrobnéji.
Velice pozitivni u téchto olejl je jejich nizka toxicita. VéEtSinou jsou ziskavany z 1é€ivych rostlin,
a proto je jejich vliv na ¢lovéka znamy. Lze také fici, Ze jejich rezidua jsou pro ¢lovéka naprosto

nesSkodna, v nékterych piipadech pisobi i pozitivné na jeho zdravi (Pavela, 2011).

Obsahuji velké mnozstvi biologicky aktivnich latek, mezi které patii naptiiklad terpeny,
esencidlni oleje (Pavela, 2011). Vykazuji Siroké spektrum aktivity proti hmyzim Skidcim i
patogennim houbdm rostlin. Nedavné vyzkumy prokazuji, ze nékteré slozky téchto olejii piisobi
na nervovy systém hmyzu, avSak nepusobi na savce a ryby. Sangwan et al.(1990) také tvrdi, zZe

nekteré éterické oleje a jejich slozky, napiiklad eugenol jsou povazovany za insekticidni. AvSak
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jiz dtive bylo zjisténo, ze G¢inkuji i na nékteré druhy had’atek napadajici rostliny. Napiiklad na
tuto skupinu Skadcti pusobi esencialni oleje z rostlin Ocimum basilicum, Mentha piperata,
Eugenia caryophyllata, Callistemon lanceolatus a Cymbopogon caesius a jejich hlavni slozky

linalool, eugenol, mentol, cineol a geraniol.

Ve velké mife jsou pouzivany i v potravinaistvi a parfumerii. Na rozdil od jinych pesticidl
nepodléhaji registraci a ve spojeni s dostupnosti esencialnich oleju se staly velmi oblibenymi jak
u laické vetejnosti, tak v zemédélstvi piedevs§im v ekologické produkci potravin a v integrované
ochrang¢ rostlin (Koul et al., 2008). Esencialni oleje jsou slozeny z nékolika desitek latek, ale
Casto obsahuji jeden az pét latek, které jsou zastoupeny v nejvétsi mife a jsou pro dany druh

rostliny typické.

Botanické pesticidy tieti generace jsou uplné¢ novou kategorii, kterd je zkoumana
v nékolika poslednich letech. Jsou urceny ptedevSim k preventivni ochrané rostlin a jsou
povazovany spise za podpurné latky. V soucasné dob¢ je u nas na trhu jediny pfipravek, a to
extrakt z kopitivy dvoudomé a btizy bélokoré. Tento piipravek podporuje rast kofent rostlin. Je

ur¢en pro zeleninu, drobné ovoce, balkonové a pokojové rostliny (Pavela, 2011).
3.9.2.3.2 Bakterie

Cronin et al. (1997a; 1997b) testoval, jaky maji vliv na mortalitu vajicek had’atka
bramborového bakterie, které produkuji do piidy chitinasy. Prokazalo se, ze vV ramci testovani
diky témto bakteriim doSlo ke sniZeni poctu vajicek u patotypu had’atka bramborového Rol o
70 % na rozdil od kontrolni varianty. Bylo testovano celkem 3200 bakterialnich izolath a pouze
137 z nich bylo pozitivnich. V dalsi publikaci pro zménu zkoumali, jaky ma vliv bakterie
Pseudomonas fluorescens F113 na mortalitu téhoz druhu had’atka. Uvadgji, ze tento druh
produkuje 2, 4- diacetylphloroglucinol jinak znadeny DAPG. Uéinky této bakterie se ovéfovaly
jak v in vitro podminkach, tak v pidé. Prokazalo se, ze DAPG zdvojnasobila schopnost lihnuti
larev z cyst, ale také zpusobila, Ze mobilita nové vylihnutych larev se zhruba tfikrat snizila.
Zkoumalo se také pusobeni syntetického DAPG, jehoz ucinnost se také prokézala, a proto byl
navrZzen jako potencionalni nastroj k biologické regulaci v ochran€ brambor proti hadatku

bramborovému.
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Insunza et al. (2002) zkoumal G¢innost 44 bakterialnich izolatd na Trichodorus primitivus a
Paratrichodorus pachydermus, coz jsou had’atka pienasejici Tobacco rattle virus na bramborach.
Zjistili, ze Sestnact izolati snizovalo v pid¢ hustotu téchto had’atek o 50 az 100 %. Testované
byly rostliny bramboru, které se nachazely na pozemku zamofeném jak vySe zminénymi had’atky
tak Tobacco rattle virem. Ctyfi bakteridlni izolaty trvale sniZily hustotu had’atka o zhruba 56 az
74 % bez vizudlntho vlivu na rist rostlin. Tyto izolaty byly identifikovany jako
Stenotrophomonas maltophilia, Bacillus mycoides, Pseudomonas spp. a dalsi neidentifikovatelny
druh. Tyto izolaty pochazeji z nasledujicich rostlin ve stejném poradi: Plantago major, Thymus
vulgaris, Asparagus officinalis. Jiz zminéné bakterie vykazuji nematocidni u¢inky hlavné proto,

ze produkuji hydrolytické enzymy, kyanovodik a naptiklad fenoly.
3.9.2.3.3 Nematofagni houby

MtuzZeme je definovat jako mikroskopické organismy, které se zivi zejména vajicky nebo
jinymi vyvojovymi stadii had’atek. Povazuji se proto za jejich ptirozené neptatelé a lze je vyuzit
vramci biologické ochrany (Morton et al., 2004). Dulezité je zohlednit, ze mnozstvi
nematofagnich hub v piid€ je ovlivnéno nékolika faktory, z nichz nejvyznamné;jsi je teplota a
vihkost pidy (Douda a kol., 2011). Nematofagni houby se vyskytuji ve vétSiné pudnich
ekosystémd, ale preferuji nejCastéji plidy s vysokym obsahem organickych latek. Douda a kol.
(2010) publikovali, Zze v soucasnosti je popsano zhruba 150 druhi mikroskopickych hub

S nematofagni aktivitou.

Skupina nematofagnich hub zahrnuje velké mnozstvi druhii jak obligatnich, tak fakultativnich.
Zahrnuji také dravé ¢i endoparazitické houby (Morton et al., 2004). Dravé houby patii nejcastéji
do oddéleni Fungi imperfecti a Ascomycota. Had’atka zachytavaji prostfednictvim preménénych
lapacich struktur. VétSina endoparazitickych hub spada do oddéleni Zygomycota, Basidiomycota
a Chytridiomycota. Na rozdil od dravych parazituji endoparazitické houby pomoci spor a
zoospor. Nematofagni houby nejsou vyznamné jen v biologické ochrané proti had’atktim, ale jsou
podstatné z hlediska rozkladu uhliku, dusiku a dalSich prvka, které pochazi z tél had’atek. Tvofi
tak nepostradatelnou slozku v kolob&hu téchto prvka v ptirodé (Zouhar a kol., 2010a). Vyuzivaji
se také proto, Ze nekteré druhy mohou zpomalovat nastup napadeni péstovanych plodin, jako je

napiiklad druh Pochonia chlamydosporia. Tento druh houby infikuje vaje¢né vaky tvotfené
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halkotvornymi fytoparazitickymi had’atky rodu Meloidogyne. Vajicka jsou zni¢ena a nasledné je
tak ptrerusen jejich vyvojovy cyklus (Douda a kol., 2011).

Paecilomyces lilacinus je ptadni houba, ktera je bézna v tropickych a subtropickych oblastech
a je znama predevs$im svymi nematofagnimi ucinky (Gokge and Kubilay, 2005). Mendoza et al.
(2007) uvadi, ze Paecilomyces lilacinus konkrétné kmen 251 (PL 251) byl registrovan a uveden
na trh v n€kolika zemich jako prostfedek Bioact WG, ktery ucinkuje naptiklad na Meloidogyne
spp. u rajat a na Globodera rostcohiensis u brambor. V USA byl tento kmen pouzit
Vv biologickém nematocidu, ktery se prodava pod obchodnim ndzvem Melocon WG jak uvadi
publikace od Kiewnick and Sikora (2006). Zminuji také, ze tento kmen byl ptivodné izolovan

praveé z had’atka Meloidogyne na Filipinach.

Arthrobotrys oligosporum Fresen. 1850 je pudni houba, ktera vyuziva schopnost
chemotropicky reagovat na pfitomnost kofeni pro ni vhodnych rostlin a pouzivd ji k
jejich nasledné Kkolonizaci. Tento druh houby Zije bézné v rhizosféte rostlin, které vSak
neposkozuje, naopak zvysuje odolnost k had’atkiim a jinym patogentim. Houba pomoci apresoria
kolonizuje rhizodermis a kiru kotene, nepronika vSak do stfedniho valce, kde jsou cévni svazky
(Douda a kol., 2011). Arthrobotrys oligosporum ma vyvojové nejvyvinutéjsi lapaci struktury
v podob¢ tak zvanych lapacich ok. Tyto lapaci struktury maji houby také z rodu Dactylella.
Princip lapacich ok je nasledujici, pokud jsou bunky lapacich ok stimulovany télem had’atka, tak

dojde k prudkému rozsiteni téchto bunék, které nasledné zachyti had’atko (Douda a kol., 2010).

Zouhar a kol. (2010b) testovali nematofagni ucinky této houby u hadatek Globodera
rostochiensis, Meloidogyne hapla a Ditylenchus dipsaci. Zkoumali také nematofagni aktivitu hub
zroda Dactylaria a Monacrosporium. Zavérem tohoto experimentu bylo, Ze Arthrobotrys
oligosporum byla nejvice patogenni ke vSem testovanym druhtim hadatek. Nejvyssi uhyn
zpusobila tato houba u Globodera rostochiensis (100 %), dale u Ditylenchus dipsaci zputsobila

mortalitu 97 % jedincti a u Meloidogyne hapla 80 %.

3.10 Esencialni oleje

Zdrojem esencidlnich oleji jsou rtzné aromatické rostliny, které se nachdzeji jak ve

Stiedomoti, tak v tropickych oblastech. Jsou ziskdvany z pupenti, kvéth, listll, stonkt, vétvi,
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semen, plodi, kofenli, mohou byt obsazeny i v kiife nebo dfevu. V pfirod¢ jsou vyuzivany
pfedevsim k odpuzovani bylozravcl, maji antibakterialni, antimykotické ¢i insekticidni uc¢inky.

Ziskavaji se nejcasteji hydro- destilaci, a destilaci prostfednictvim pary.

Esencidlni oleje jsou Siroce vyuzivané diky svym specifickym vlastnostem, jako jsou
napiiklad chut’ a viné, v potravinarstvi a parfumerii. Pomérné dlouhou dobu jsou jiz znamé i
jejich inhibi¢ni u€inky viici hmyzu. Vyzkumy v poslednich letech prokazaly nejen G¢innost viici

hmyzu, ale i jinym vyznamnym patogentm rostlin (Bakkali et al., 2008).

Bakkali et al. (2008) popsali esencialni oleje jako velmi slozité sloueniny obsahujici zhruba
20 az 60 slozek, které mohou byt ve zcela rozdilnych koncentracich. Obsahuji vSak zpravidla dveé
nebo tfi majoritni komponenty. Pfikladem muze byt esencialni olej z rostliny Origanum

compactum, ve kterém je nejvice zastoupen karvakrol (30 %) a thymol (27 %).

Pro blizsi popis bylo vybrano pét nasledujicich rostlin obsahujici esencialni oleje, které byly

Vv ramci této diplomové prace pouzity.
3.10.1 Artemisia dracunculus L.

Jednd se o silné¢ aromatickou bylinu, kterd je fazena i1 do skupiny léCivych rostlin
(Arabhosseini et al., 2009). Lidov¢ se ji fika estragon a patii do Celedi Asteraceae. Esencialni olej
se ziskava vétS§inou z nadzemni Casti rostliny a je Casto vyuzivan v lidovém léCitelstvi. Dale
nachdzi Siroké uplatnéni v potravinarském primyslu diky své pfijemné vini, antibakteridlnim a
antimykotickym vlastnostem. V tomto odvétvi se muze pouzivat i pii zvySeni bezpecnosti

potravin pii skladovani a béhem jejich zpracovani (Preedy, 2015).

Z rostliny Artemisia dracunculus se ziskava esencidlni olej Tarragon, ktery se vyuziva
naptiklad pii aromaterapii nebo pii 1é¢bé poruch svali. Dle Adamse (2007) se sklada z

devatenacti slozek, z nichz nejvice je zastoupen estragol (76,52 %) a limonen (6,55 %).

V minulosti byla prokdzdna Sirokd antimikrobidlni aktivita proti patogennim
mikroorganismim a schopnost inhibice ristu naptiklad: Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Listeria monocytogenes, Staphylococcus epidermidis a Bacillus subtillis. Dale bylo

zjisténo, ze ma vliv i na houbové patogeny jako jsou naptiklad Pythium ultimum, Sclerotinia
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sclerotiorum, Botrytis sp., Colletotrichu fragariae, Colletotrichum acutatum (Obolskiy et al.,
2011). Kordali et al. (2005) ve své publikaci popisuji antibakterialni G¢innost tohoto oleje
napiiklad na Pseudomonas syringae pv. glycinea, Xanthomonas axanopodas pv. vesicatoria,

Brevibacterium casei, Proteus vulgaris a dalsi.
3.10.2 Foeniculum vulgare Mill.

Jedna se o aromatickou rostlinu, kterd je v Evropé a Asii zndma jiz od starovéku (Ozbek et
al., 2003). Patii do celedi Apiaceae a je Siroce pouzivana k 1é€bé nejriiznéjSich onemocnéni,
naptiklad pfi poruchach traveni nebo pii nadymani. Casto se vyuziva také v potravinatstvi jako
kofeni. Mimo jiné je také znamé jeho pusobeni vuci patogennim mikroorganismim (Kaur et

Arora, 2009).

Esencidlni olej je vétSinou ziskdvan ze semen této rostliny. Adams (2007) uvadi, Ze se
sklada z patnacti slozek. Majoritn€ obsahuje anethol (76,48 %) a limonen (5,68 %). Lo Cantore et
al. (2004) zjistovali antibakterialni aktivitu tohoto oleje v in vitro testech u 27 fytopatogennich
bakterii a u dvou fytopatogennich hub. Jeho aktivita vi¢i zkoumanym Skodlivym organismim
byla prokazana. Vyuziti tohoto oleje mize byt uplatiiovano naptiklad v ekologickém zeméd¢lstvi
jako preventivni oSetfeni semen rostlin proti bakterialnim chorobam. U tohoto oleje byla
prokazana i nematocidni G¢innost vué¢i had’atku Meloidogyne javanica. Oka et al. (2000) testovali
celkem 27 esencialnich oleji, znichz mezi nejucinngjsi patiil i esencidlni olej z rostliny

Foeniculum vulgare.
3.10.3 Eugenia caryophyllus (Spreng.) Bullock & S. G. Harrison

Patfi do celedi Myrtaceae a mad vyznamné antioxida¢ni ucinky, vyznauje se také
antimikrobialni aktivitou a ptsobi napftiklad proti kie¢im (Lee et Shibamoto, 2001). Byla
prokazana i jeji ucinnost proti vsi détské. Bézné je pouzivana v potravinaistvi jako koteni (Khalaf
et al., 2008). Kim et al. (1998) také uvad¢ji, ze Eugenia caryophyllus se v Koreji tspésné pouziva

pfi 1é¢bé astmatu a riznych alergiich.

Esencialni olej je ziskavan piedevs§im z pupent Eugenia caryophyllus. Dle Adamse (2007)
se sklada ze ¢trnacti slozek, z nichZ nejvice je zastoupen eugenol (85,6 %) a B- caryophyllen

(8,75 %). Martini et al. (1996) uvadi, ze jiz zminovany eugenol je uc¢inny proti nékterym druhiim
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houbovym patogentim. Pinto et al. (2009) také zkoumali ucinnost tohoto esencidlniho oleje na
houbové patogeny a to konkrétné u rodu Aspergillus, Candida a Dermatophyta v Americe.
Prokazalo se, ze je u¢inny na vSechny testované rody. Ho et al. (1994) prokazali u Eugenia
caryophyllus i insekticidni ucinky, konkrétné pak na skladistni Skidce Tribolium castaneum a
Sitophilus zeamais. Meyer et al. (2008) v neposledni fadé uvadi, ze tento olej ucinny proti

had’atkiim, konkrétné k Meloidogyne incognita.
3.10.4 Pimpinella anisum L.

Pimpinella anisum je jednoleta rostlina, ktera se vyskytuje piedevsim v Turecku, franu,
Indii, Egypté a dalSich teplych oblastech (Pourgholami et al., 1999). Tuto rostlinu fadime do
Celedi Apiaceae (Kosalec et al., 2005). Prokazalo se, ze ma né€kolik 1é¢ivych ucinka jako jsou

napiiklad zazivaci, gynekologické, neurologické a respira¢ni poruchy (Giil¢in et al., 2003).

Esencialni olej je ziskavam nejcastéji ze semen této rostliny (Al-Bayati, 2008). Dle Adamse
(2007) je slozen z 23 slozek, z nichz nejvice je zastoupen anethol (88,55 %) a estragol (4,38 %).
Tunc et al. (2000) také zjistili, ze esencialni olej Pimpinella anisum ma ovicidni G¢inky na
vajicka skladistnich sktdci, konkrétné na Tribolium confusum a Ephestia kuehniella. Al-Bayati
(2008) testoval jeho antibakterialni uG¢inky na né&kolika druzich gram negativnich a gram
pozitivnich bakterii, napfiklad na Escherichia coli a Salmonella typhi. V tomto experimentu se

jeho antibakterialni G€inky potvrdili.
3.10.5 Thymus vulgaris L.

Thymus vulgaris je vyznamnou aromatickou a 1é¢ivou rostlinou z ¢eledi Lamiaceae (Reddy
et al., 1998). Ma antioxida¢ni ucinky a je velice oblibena v potravinaistvi jako kofeni diky své
chuti a vyraznému aroma. Dale se také vyuziva v kosmetickém pramyslu nebo v lékaistvi
napiiklad pro svou antibakterialni aktivitu a proti nadymani (Lee et al., 2005). V ranském

lidovém lécitelstvi je vyuzivana proti kasli, kie¢im nebo jako anthelmintikum (Al-Bayati, 2008).

Nejcast&ji je olej z této aromatické rostliny ziskavan z listi. Podle Adamse (2007) se olej
sklada z 23 slozek, z nichz nejvice je zastoupen thymol (48,07 %), p- cymen (16,4 %) a naptiklad
- caryophyllen (5,91 %). Reddy et al. (1998) testovali vliv esencialniho oleje z Thymus vulgaris

na houbové patogeny jahod, jako jsou Botrytis cinerea a Rhizopus stolonifer pficemz se jejich
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ucinnost potvrdila. Abd-Elgawad a Omer (1995) testovali nematocidni G¢innost esencialniho

oleje z Thymus vulagris a jeho G¢innost potvrdili naptiklad u had’atka Meloidogyne incognita.
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4 Materialy a metody

4.1 Kontejnerové testy

Pokus byl zalozen ve Skolnim pokusném skleniku s fizenymi podminkami prostfedi, ktery
je certifikovany pro praci s karanténnimi organismy. Do kazdého kvétinace bylo odméteno 50 ml
perlitu, do néhoz bylo pfedtim pfimichano vzdy 7,5 ml daného formulovaného esencialniho oleje.
Vysledna koncentrace formulovaného esencialniho oleje v emulzi se rovnala vzdy 1 %. Byl
formulovan do mikrokapsulek z biopolymeru. Pfesny postup vSak v této praci nemize byt

popsan, protoze je tento experiment ve fazi patentového fizeni.

Experiment byl zalozen 25. inora 2016. Pro kontejnerovy test byly pouzity kvétinace o
objemu 1000 ml (obr. ¢. 49). Na dno kazdého z nich byla vloZena jedna vrstva netkané textilie
branici propaddvani plidnich ¢astic a perlitu z kvétindce a nasledné byl do kvétinace vlozen
pytlicek s deseti cystami had’atka bramborového (obr. ¢. 51), ktery byl poté zasypan smési
zeminy a perlitu zhruba do poloviny. Cysty had’atka bramborového pouzité v tomto experimentu
pochéazely z populace Sluknov (patotyp Rol Gesky standard pro testy rezistence novych odrid

brambor).

Do kazdého kvétinae byla pak vloZena hliza velmi nachylného kiizence bramboru
(HR23/495) k had’atku bramborovému (obr. ¢. 50), ktera byla nasledné ptekryta smési zeminy a
perlitu. VSechny kvétinace byly pak dikladné zality. Behem rtstu brambor byl pokus pravidelné
2 krat tydn¢ kontrolovan a dle aktudlni potifeby zalévan. Ve skleniku nebyly kvétinace
ptrisvétlovany umélym svétlem, plisobilo na né ptirozené svétlo, které simulovalo pfirozené
podminky pro péstovani na stanovisti. Experiment byl vyhodnocen po $esti mésicich. Tato doba
simulovala vegetacni obdobi pozdni odridy brambor v polnich podminkach. Celkem bylo
zalozeno 9 variant pokusu, z nichz kazda méla pét opakovani. Jedna varianta byla pozitivni
kontrola, do které¢ byl ptfimichan perlit bez esencialniho oleje. Ostatni varianty obsahovaly
esencialni olej ziskany z rostliny Artemisia dracunculus (TAO/A, TAO/B), Foeniculum vulgare
(FVIA, FV/B), Pimpinella anisum (PA/A, PA/B), Thymus vulgaris a Eugenia caryophyllus,
pfi¢emz tyto dva posledni esenciélni oleje byly pouzity v kombinaci (TVHR/A, TVHR/B).

36



Material a pomucky:

= Cysty had’atka bramborového

» Hlizy nachylného kiiZence bramboru k had’atku bramborovému (HR23/495)
= Esencialni oleje od firmy Salus

= Tarragon oil od firmy SIGMA- ALDRICH

= Kvétinace o objemu 1000 ml

* Netkana textilie

= Pytlicek pouzity na cysty

= zemina
= Perlit
= [7icka

» Laboratorni vahy

4.2 Extrakce cyst z pudy

Pfi praci v laboratofi se postupovalo dle zasad prace s karanténnimi organismy na Katedie

ochrany rostlin. Podrobny piehled z4sad je uveden v ptiloze, obrazek €. 6.

Cysty had’atka bramborového byly extrahovany ze zeminy pochazejici z kvétinach
pouzitych v kontejnerovém testu, ktery je blize popsan v ptedchozi kapitole. Pro extrakci cyst
zpudy je nutné, aby byla zemina vysuSena. Kvétinaée ve Skolnim skleniku s fizenymi
podminkami prostiedi se tudiz pfestaly zalévat, aby zemina dokonale vyschla (obr. ¢. 49). Poté
byl obsah kvétinact vyjmut spolec¢né s rostlinou bramboru i pytlickem, kde byly uloZeny cysty.
Rostliny bramboru spolecné s pytlickem na cysty a netkanou textilii byly ponechany v prazdném
kvétinaci a smes zeminy a perlitu byla pfesypana do umélohmotnych boxt, kde se nechala jesté
dokonale doschnout (obr. ¢. 52). Po pfesypani smési perlitu a zeminy byly v umélohmotném

boxu jesté dokonale rozdrceny hroudy zeminy, a kazdy box byl oznacen jmenovkou (obr €. 11).

Po vysuseni zeminy pak nasledovala samotna extrakce cyst z pudy pomoci Fenwickovi
konve (obr. ¢. 10). Tato metoda je zalozena na tak zvané flotaci. Nejprve je obsah Fenwickovi

konve naplnén po okraj vodou a nésledné je na sito o velikosti ok 2 mm vsypédna lopatkou
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vysusend zemina, kterd je rozmélnéna a proudem studené vody proplavovana tak dlouho, dokud

netece ¢ird voda (obr. €. 14).

Z Fenwickovi konve vytéka voda spoleéné slehkymi c¢asticemi pudy a cystami had’atka
bramborového, které jsou usmérnovany tak zvanym limcem na umélohmotna sitka o velikosti ok
250 a 150 um (obr. €. 9). Material je nasledné ze sitka o priméru ok 250 pm pfevedem pomoci
stficky na sitko o priméru ok 150 pm. Sitko o priméru ok 150 um bylo pouzito z divodu
zachytavani mikrocyst. Material na sitku je dale umistén na buni¢inu a vysuSen pii laboratorni

teploté ptiblizné 24 hodin (obr. €. 15, 16).

Fenwickova konev byla dokonale ocisténa od zbytkli zeminy a vyplavend zemina byla
presunuta do umélohmotného kyble, ktery byl uréen pro karanténni organismy (obr. ¢. 13). Kybl
byl na zavér umistén do sterilizatoru, kde byl zvoleny vhodny program pro sterilizaci zeminy

(obr. €. 17).

Vysuseny material byl dale podroben tzv. prouzkové metodé dle Buhra, ktera umoziuje
snadng&jsi pocitani cyst pod stereomikroskopem (obr. €. 18). VysuSend zemina byla pievedena ze
sitka do kadinky s vodou, ve které byl po obvodu umistén filtra¢ni papir (obr. ¢. 21). Zemina byla
dokonale promichana a poté se do kadinky pfidala kapka detergentu (jaru). Vznikla suspenze
byla rozvifena a diky detergentu se cysty spole¢né s lehkymi ¢asticemi piidy pfilepily na filtracni
papir. Nejvice cyst se nachdzi na rozmezi hladiny vody a filtracniho papiru v prouzku, proto se
také této metodé fikéd prouzkova. Filtracni papir byl po 3 minutach vyjmut z kédinky, umistén na
buni¢inu (obr. ¢. 23) a ptfenesen pod stereomikroskop, kde se pomoci nematologické jehly a
pocitadla (obr. ¢. 19) pocitaly namnozené cysty. Material, ktery byl spocitan, byl nasledné

pieveden do zkumavek o objemu 50 ml a fadn¢ oznacen (obr. €. 26).

Materidly a pomucky:

= Fenwickova konev

= nalevka

= kovové sito 2 mm

=  Umélohmotna sitka (200, 150 um)

= Stficka s vodou
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* Buni¢ina

= Lopatka

= Stereomikroskop (Olympus SZ61)
= Sterilizator (Sanyo MLS 3780)

» Nematologickd jehla

= Pocitadlo

= Zkumavky

=  Kadinka

» Filtracni papir

= Sklenéna tyCinka

= Jar

4.3 Preparace cysty had’atka bramborového

Cysta had’atka bramborového byla vlozena na podlozni sklicko a umisténa pod mikroskop.
Poté ji byla pomoci skalpelu odfiznuta fenestralni ¢ast (obr. ¢. 53), kde byl sledovan analni otvor

a vulva. Preparat byl poté vyfocen a fotografii 1ze nalézt v ptilohach, na obrazku ¢. 54, 55, 56.

4.4 lzolace DNA z cysty

DNA byla izolovana celkem z 11 cyst. Nejprve bylo do kazdé mikrozkumavky, ktera byla
oznacena ¢isly od 1 do 11, napipetovano 30 pl pufru CL. Poté se do kazdé z nich vlozila vzdy
jedna cysta, ktera byla rozdrcena pomoci malého umélohmotného tlouc¢ku (obr. ¢. 29). K tomuto
homogenatu bylo nasledn¢ pfidano 170 pul pufru CL, 20 ul proteinasy K a 20 pul IM DTT. Objem
mikrozkumavky byl poté promichan na vortexu (obr. ¢. 34) a vlozen na jednu hodinu do
termobloku, kde bylo nastaveno 56 °C (obr. ¢. 30).

Po vyndani mikrozkumavek z termobloku bylo do kazdé z nich napipetovano 200 ul pufru
BL, byly promichany na vortexu a opét vloZzeny po dobu 10 minut do termobloku, ve kterém bylo

vSak nastaveno 70 °C.

Do mikrozkumavek bylo dale napipetovano 200 pl absolutniho etanolu a jejich obsah byl
promichédn pomoci vortexu. Cely objem kazdé mikrozkumavky byl pipetovan do specialnich

centrifugacnich kolonek pro izolaci DNA, které maji vazebnou kolonku DNA a sbérnou
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zkumavku. Opét byly tyto kolonky dikladné oznaceny ¢isly od 1 do 11 a vlozeny do centrifugy
nastavené na 8000 g po dobu 1 minuty (obr. ¢. 35). Po centrifugaci byly sbérmé zkumavky

vyhozeny a vazebné kolonky ptendany do novych sbérnych zkumavek.

Do kazdé kolonky bylo napipetovano vzdy 500 ul pufru BW a opét byly vlozeny do
centrifugy na 1 minutu pfi stejnych otackach jako v predeslém kroku. Sbérné kolonky byly opét

vyhozeny a nahrazeny novymi.

Do kolonek bylo poté napipetovano 700 ul pufru TW a byly vlozeny do centrifugy na 1
minutu pii stejnych otdckach jako v poslednim kroku. Po centrifugaci byl obsah sbérnych
kolonek vylit a opét do nich byly vlozeny vazebné kolonky, které se poté umistily opét do
centrifugy, ktera byla nyni nastavena na 3 minuty a 13000 g. Tento krok byl proveden proto, aby

byly odstranény zbytky promyvaciho pufru.

Vazebné kolonky byly po centifugaci pfemistény do mikrozkumavek 1,5 ml a k jejich
obsahu bylo ptidano 20 ul pufru AE, ktery musel byt aplikovan piimo na plochu vazebné
kolonky, aby tento krok splnil sviij ti¢el. Obsah mikrozkumavek byl nasledné inkubovan po dobu
3 minut pii laboratorni teploté a nasledné byl vlozen na 1 minutu do centrifugy, kde bylo opét

nastaveno 13000 g.

Vazebné kolonky po posledni centrifugaci mohly byt odstranény, nebot DNA uZz se

nachazela ve sbérné zkumavce.

Materialy a pomucky:

= 200 ul pufr CL

= 20 pl proteinasa K

= 20ulIMDTT

= 200 ul pufr BL

= 200 pl absolutni etanol

= 500 ul pufr BW

= 700 ul pufr TW

= 20 ul pufr AE

= Cysty had’atka bramborového (11Ks)
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= 1,5 ml mikrozkumavky (22 Ks)

= Specialni centrifuga¢ni kolonky pro izolaci DNA (33 Ks)
»  Umélohmotny tlouéek (11KSs)

= Centrifuga (Universal 320 R)

»=  Vortex (IKA VORTEX GENIUS 3)

= Termoblok (Thermo Block TDB- 120, Biosan)

= Popisovec

= Pipety

* Rukavice

» Podlozka na mikrozkumavky

Poznédmka: MnoZstvi chemikalii, které je uvedeno v materidlech a pomuckach je uvedeno pro

jeden vzorek, celkové mnozstvi jednotlivych chemikalii musi byt vynasobeno 11x)

4.5 Molekularni detekce a determinace had’atka bramborového pomoci PCR

Prvnim krokem pro PCR bylo pfipravit reakéni smés. Nejprve bylo do mikrozkumavky
napipetovano 182,4 ul vody, poté 30 ul pufru, 36 ul MgSO,, 4,8 ul ANTP, 4,8 ul primerMIX a na
zaveér bylo napipetovano 6 pl Taq polymerazy. Celd reakéni smés byla dikladn€é promichéna
pomoci vortexu a vloZena na par vtetin do malé centrifugy (Microspin FV- 2400, Biosan), na
obrazku ¢. 36. Mezi tim bylo piipraveno 11 specialnich PCR zkumavek, které byly popsany ¢isly
od 1 do 11. Do kazdé z nich bylo napipetovano 22 ul reakéni smési a na vicko kazdé z nich byly
napipetovany 3 pul DNA. Tyto zkumavky byly vlozeny do malé centrifugy (Wealtec , E-
Centrifuge) na obrazku ¢. 41, z které byly po par sekundach vyndany a ptendany do termocykleru
(obr. ¢. 33), ktery uz byl prednastaven na specidlni program, ktery bude uveden v nasledujici
tabulce. Pro PCR reakci byly pouzity dva primery, z nichZ jeden je specificky pro druh had’atka

bramborového a druhy je specificky pro rod Globodera.
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Tabulka €. 1: Program termocykleru

GRO3T calculated
1. 95°C 4 min
2. 94 °C 1 min
3. 62 °C 0,3 min
4. 72 °C 1 min
5. Goto 2 35 krat
6. 72 °C 5 min
7. 4°C Forever

Materidly a pomucky:

Reakéni smés pro vSechny PCR zkumavky

182,4 ul vody

30 ul pufr

36 ul MgSO4

4,8 ul dNTP

4,8 ul primerMIX

Specificky primer pro had’atko bramborove:
Gro5A 5'-ATGTTGTACGTGCCGTACCTT
Specificky primer pro rod Globodera:

UNIglob 5'- GCAGTTGGCTAGCGATCTTC
6 ul Taq polymeraza

36 ul DNA izolovanych z cyst had’atek
Mikrozkumavky (1 Ks)

PCR zkumavky (11 Ks)

Podlozka na PCR zkumavky

Popisovac

rukavice

Termocykler (MJ Research PTC- 200)
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»  Vortex (IKA VORTEX GENIUS 3)
= Centrifuga (Microspin FV- 2400, Biosan)
= Centrifuga (Wealtec , E- Centrifuge)

4.6 Elektroforéza

Nejprve byla v mikrovinné troubé dokonale rozvatrena 1% agaréza v TBE pufru (1x). Poté
byla sklenénd nadoba s agar6zovym gelem schlazena na zhruba 60 °C a byl pfidan roztok
ethidium bromidu (1 mg/ml). Obsah sklenéné nddoby byl nésledné dikladné promichén (obr. €.
42). V prub¢hu byla pfipravena elektroforeticka forma (obr. ¢. 37), do které byl nasledné
ptfipraveny gel nalit. Do formy byl ihned po naliti gelu vlozen hfebinek, pomoci kterého se

vytvaruji jamky. Gel se poté musel nechat ztuhnout po dobu ptiblizné 30 minut.

Po tficeti minutich byl z formy vyjmut hiebinek a vanicka s gelem byla pfesunuta do
elektroforetické cely s 1x TBE elektroforetickym pufrem, ktery prevrstvil gel (obr. ¢. 38). Kazdy
vzorek DNA (5 ul) byl smichan na specialni desticce (obr. ¢. 40) s2 pl nandSeci barvy a
napipetovan do jamek v gelu. Pro odhad velikosti PCR produktu bylo napipetovdno do prvni a
posledni jamky 5 pl markeru (standard molekulovych hmotnosti). Do jedné z jamek byla také

napipetovana pozitivni kontrola, kterd obsahovala DNA had’atka bramborového.

Nasledné bylo spusténo elektroforetické déleni pii elektrickém poli 8 V/ecm po dobu 15
minut. Po zhruba jedné hodiné byl gel pfemistén z elektroforetické cely na UV transluminator

(obr. €. 39), kde byly pozorovany a zdokumentovany DNA fragmenty v gelu.

Materialy a pomucky:

» TBE pufr (1x)

* 1% agardza

= Ethidium bromid

» PCR produkt

» Nanaseci barva (6x DNA Loading Dye)

= Marker (MassRuler™ DNA Ladder Low Range)
= Pipeta

* Rukavice
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» UV transluminator (Cleaver Scientific Ltd)
= Elektroforeticka cela
= Elektroforeticka forma na gel

=  hiebinek

4.7 Vyhodnoceni vysledku a zpracovani literarni reSerse

Nameétené hodnoty z experimentu byly vklddany do tabulky vytvofené v programu
Microsoft Excel 2010. V tomto programu byl vytvofeny i graf Géinnosti esencialnich oleju.
Statistické vyhodnoceni vysledki bylo provedeno v programu Statistika 12 pomoci analyzy
rozptylu tak zvané ANOVY. Tato metoda umoznuje ovétit, zda maji zjisténé hodnoty pro jedince
statisticky vyznamny vliv ¢i nikoli. Literarni reSerSe byla napsana v programu Microsoft Word
2010.
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5 Vysledky

5.1 Kontejnerové testy zaloZené ve Skolnim pokusném skleniku

Celkem bylo zalozeno 9 variant pokusu, z nichz kazda méla pét opakovani. Jedna varianta

byla pozitivni kontrola, do které byl pfimichan perlit bez esencialniho oleje.

Hodnoty, z kterych vychazi tento graf, jsou uvedeny v piiloze, v tabulce ¢. 4. Tento
statisticky vystup ukazuje, Ze na mortalitu had’atka bramborového mély vliv vSechny testované
esencialni oleje. Nejvétsi vliv méla kombinace esencialnich oleju, které byly ziskany z rostlin
Thymus vulgaris (TV) a Eugenia caryophyllus (HR). Nejmensi vliv na mortalitu mé&l esencialni
olej ziskany z rostliny Foeniculum vulgare, konkrétné jedna z jeho formulaci (FV/A), dale také
jedna formulace esencialniho oleje ziskaného z rostliny Pimpinella anisum (PA/B) a ob¢
formulace Tarragon oil (TAO/A, TAO/B). Z tohoto vystupu nelze jednoznaéné uréit, zda jsou
statistické rozdily mezi variantami Kontrola, FV/B, FV/A, TAO/A, TAO/B a proto byl pro

podrobnéjsi testovani pouzit Tukeylv test.

Graf ¢. 1: Statisticky vystup vypovidajici o pusobeni esencidlnich oleji a jejich formulaci

(hladina vyznamnosti 0,05)

Varinta; Praméry MNC
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Tukeylv test jak uz bylo vySe zminéno, umoziluje detailnéj$i analyzu naméfenych dat.
Diky tomuto vystupu Ize jednoznacné fici, Ze na Gc¢innost nékterych esencialnich oleji ma vliv i
formulace, v jaké jsou aplikovany v kvétinacich. Tato skute¢nost se potvrdila u esencialniho oleje
FV, kdy formulace FV/A byla o poznani u¢innéjsi nez formulace FV/B, u které nebyla prokazana
74dna Gginnost na mortalitu hadatka bramborového. U esencialniho oleje PA, kombinace TVHR
a TAO nebyl prokazan statisticky vyznamny vliv formulace na ucinnost esence. Déle byl
prokazan statisticky vyznamny rozdil mezi variantami PA/A a TAO/B, kdy byla PA/A G¢innéjsi.

V porovnani s variantami TAO/A a PA/B, kde nebyl rozdil v G¢innosti zjistén.

Tab. ¢. 2: Tukeytv test pro detailn€jsi vyhodnoceni ucinnosti esencialnich olejt

Tukeyiv HSD test; proménna poéet cyst (globodera krestanova)

FfibliZné pravdépodobnosti pro post hoc testy

Chyba: meziskup. PC = 19780,, sv = 33.000
. Varinta M 7] €] @ G} G} 0 @) 9
C. bufiky 30643 29272 2306,8 1759,6 1919.6 1385.6 1443.3 2220.5 2512,2
1 KOMNTROLA, 0,868588 0,000144| 0.,000144| 0,000144 0,000144 0,000144 0.000144 0.,000180
2 Fv/B|| 0.868588 0.000145 0.000144| 0.000144| 0.000144 0.000144| 0.000144  0.001550
3 FW/A|  0.000144| 0,000145 0.000157| 0.003537| 0.000144| 0.000144 0.990535 0,365711
4 PAJA(  0,000144  0,000144| 0.000157 0,662595 0005249 0.045843 0000879 0.000144
5 PA/B| 0,000144 0000144 0,003537| 0,682595 0,000166) 0000597 0.066977 0,000146
6 TVHR/ A 0,000144| 0,000144| 0,000144) 0,005249 0,000166 0,999442| 0000144  0.000144
7 TVHR/B| 0,000144| 0,000144 0,000144  0,045843 0,000597 0,999442 0.000144| 0,000144
8 TAOMA| 0.000144| 0.000144  0,990535| 0.000879 0,066977) 0.000144 0.000144 0.083293
9 TAO/MB| 0.000180| 0.001550 0.365711| 0.000144) 0000146/ 0.000144| 0.000144 0,083293' _|

Udaje, které byly pouzity pro nasledujici graf, byly ziskany z tabulky, kterd se nachazi
Vv ptilozev v tabulce ¢. 4. Procentické hodnoty jsou pramérné.

Graf ¢&. 2: U¢innost esencialnich olejii u jednotlivych variant v %
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5.2 Molekularni detekce a determinace had’atka bramborového pomoci PCR

DNA byla izolovana celkem z 11 cyst, které pochazely z populace had’atek ve Sluknové
(patotyp Rol Cesky standard pro testy rezistence novych odrid brambor). Pro PCR reakci byly
pouzity dva primery, znichz jeden je specificky pro hadatko bramborové (GRO5A
5- ATGTTGTACGTGCCGTACCTT- 3") a ma sekvenci o 21 bazich. Druhy primer je
specificky pro rod Globodera (UNIGlob 5'- GCAGTTGGCTAGCGATCTTC- 37) a ma sekvenci
0 20 bazich. Tyto dva primery tvoii produkt dlouhy 239 bp.

Obrazek ¢. 1 dokazuje ptitomnost fragmentit DNA had’atka bramborového. Markery, které
byly pouzity jako standart molekulovych hmotnosti, jsou znaceny pismenem M. Pozitivni
kontrola (P) byla pipetovana do agarozového gelu proto, aby se zjistilo, ze experiment probé&hl

spravné. Jednotlivé testované vzorky jsou pak oznaceny €isly od 1 do 11.

Fragmenty DNA jsou viditelné po ozafeni UV paprsky proto, ze doslo k absorbci zafeni

molekulou DNA diky ethidium bromidu, ktery se uspé$né navazal mezi baze nukleové kyseliny.

Obrazek ¢. 1: Elektroforeogram znazoriujici fragmenty DNA had’atka bramborového
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6 Diskuze

V soucasné dob¢ jsou u rostlin brambor velmi vyznamné dva karanténni druhy
cystotvornych had’atek a to Globodera rostochiensis a Globodera pallida. Globodera
rostochiensis je rozsifena v Ceské republice i na Slovensku. Globodera pallida je vsak
zastoupena V téchto dvou zemich jen omezené. Poprvé byla popsana v CR v roce 2003 Zouharem
a kol., a na Slovensku Hubinskou et al., az v roce 2009. V soucasnosti je vySlechténo velké
mnozstvi odolnych odrud proti Globodera rostochiensis a proto nepisobi zna¢né Skody. Proti
had’atku Globodera pallida vsak tolik odriid vyslechténo neni, a proto mize zplsobovat vEtsi
Skody. Aby byla ochranna opatfeni u¢innd, je velmi dulezitd diagnostika vySe zminénych druhii

had’atek (Douda et al. 2014).

Had’atka jsou obecné pomémné odolna chemickym latkam. Nejcitlivéjsi na chemicky
ptipravek jsou larvy a dospéli jedinci, protoze Uc¢inna latka do nich snadnéji pronikd ptes
pfirozené otvory. Vajicka jsou oproti témto stadiim velmi odolnd, protoZe jsou chranéna
nekolikavrstevnou kutikulou (Decker, 1969). Zouhar a Gaar (2003) ve své publikaci uvadéeji, ze
chemické ochrana by se m¢la pouzivat jen v nejkrajnéjSich situacich. Jejim velkym negativem je
vysoka toxicita jak pro Zivotni prostfedi, tak pro samotnou rostlinu a dalsi necilové organismy.
V minulosti byla pouzivana napfiklad u¢inna latka abamectin. V soudasnosti je registrovana jen
pro okrasné rostliny, zeleninu a ovoce (Vondraskova, 2005). V dne$ni dobé je v Ceské republice
registrovany pouze jeden chemicky ptipravek a to Basamid Granulat, ktery ma u¢innou latkou

dazomet. Pouziva se pro dezinfekci piidy a substratii. Hubi jak kofenova had’atka, tak patogenni

houby ¢i plevele (Anonym 3).

Ochrana naptiklad velmi nebezpe¢ného had’atka Meloidogyne spp. je zaloZena na chemickych
metodach, které jsou v dnesni dobé celosvétoveé velmi omezovany. Proto je trendem soucasnosti
monitorovat pfirozené¢ se vyskytujici rostliny a jejich ucinné latky, které zprostiedkovavaji
interakci s dalsimi organismy a mohou byt vyuzivany i v integrované ochrané rostlin.
Stfedomoii je oblasti, kde se ve velké mife vyskytuji rostliny, obsahuji G¢inné latky naptiklad
proti had’atkim, ale i obecné proti Skodlivym organismim, kter¢é mohou byt vyuzivany
v alternativni ochrané rostlin (Ntalli et Caboni, 2012). Ochrana had’atka bramborového je pro

zménu v dnes$ni dobé zalozena na péstovani rezistentnich odrad, vétSinou k patotypu Rol. V

48



budoucnu vsak muze dojit vlivem opakovaného pouzivani totoznych odrid k selekci jeho
agresivnéjSim patotypim a jeho nasledné rezistenci. Z toho divodu je také dilezité vyvijet dalsi
alternativni metody, jako jsou napiiklad esencialni oleje, které by mohly do budoucna tento

problém vyiesit.

Alternativnim zplisobem ochrany brambor proti had’atku bramborovému mohou byt
nematofagni houby, coz jsou mikroskopické organismy, které se zivi zejména vajicky nebo
jinymi vyvojovymi stadii had’atek. Jsou proto povazovany za jejich piirozené neptatelé a Ize je
vyuzit v ramci biologické ochrany (Morton et al., 2004). V ramci této metody ochrany rostlin
mize byt pouzita napiiklad pidni houba Paecilomyces lilacinus, ktera je bézna v tropickych a
subtropickych oblastech a je zndma predevsim diky svym nematofagnim u¢inkiim (Gokge and
Kubilay, 2005). Mendoza et al. (2007) uvadi, ze Paecilomyces lilacinus konkrétné kmen 251 (PL
251) byl uveden na trh v n€kolika zemich jako prostiedek Bioact WG, ktery ucinkuje naptiklad
na Meloidogyne spp. u rajéat a na Globodera rostcohiensis u brambor. V USA byl tento kmen
pouzit v biologickém nematocidu, ktery se nazyva Melocon WG jak uvadi publikace od
Kiewnick and Sikora (2006). Zouhar a kol. (2010b) pro zménu v Ceské republice testovali
nematofagni ucinky houby Arthrobotrys oligosporum u hadatek Globodera rostochiensis,
Meloidogyne hapla a Ditylenchus dipsaci. Testovali také nematofagni aktivitu hub k rodam
Dactylaria a Monacrosporium. V tomto experimentu bylo zjisténo, ze Arthrobotrys oligosporum
byla nejvice patogenni ke vSem testovanym druhiim had’atek. Nejvyssi uhyn vSak zpiisobila u
had’atka Globodera rostochiensis (100 %), dale u Ditylenchus dipsaci zptisobila mortalitu 97 % a
u Meloidogyne hapla 80 %. U¢innost tohoto nematofagniho druhu zkoumali napiiklad i Belder a
Jansen (1994), ktefi pozorovali niz§i ucinnost (mortalita cca 20 %) u druhu Globodera

rostochiensis ve srovnani s vysledky od Zouhara a kol. (2010b).

Addabbo et al. (2012) zkoumali, jaky ma vliv na hadatka rostlina Medicago sativa,
konkrétn¢ latky které obsahuje, coz jsou saponiny. Zjistili, Ze maji biocidni G¢inky na rizné
pudni mikroorganismy, z nichz nejpodstatnéjsi jsou had’atka. Testovan byl vliv této rostliny
konkrétn¢ na had’atka Meloidogyne incognita, Globodera rostochiensis a Xiphinema index.
Nejvice nachylny druh had’atka byl Globodera rostochiensis, avsak u vSech druht had’atek byla

zaznamenana ucinnost této rostliny.
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V dnesni dobé je pro zemédélce velkd vyzva pouzivani alternativnich zpiisobii ochrany
rostlin zvlast¢ vzhledem ke zvySenym pozadavkim na bezpecnost potravin, zvifat a ochrany
zivotniho prostfedi. Velice pozitivni u botanickych pesticidii, zejména pak u botanickych
pesticidit druhé generace, je jejich nizka toxicita. Lze také fici, ze jejich rezidua jsou pro ¢loveka
naprosto neskodnd, v nékterych ptipadech plsobi i pozitivné na jeho zdravi (Pavela, 2011).
Rozvoj tak zvanych pfirodnich pesticidi na bazi esencialnich oleji uzce souvisi s udalostmi
vroce 1996 v USA, kdy byl vydan zakon Food quality protection act. Ten zpusobil vyrazné
omezeni pouzivani konvencnich insekticidii, zejména pak organofosfatl a karbamati. Vzhledem
k této skuteCnosti se zacCaly rozvijet jiz zminéné alternativni metody ochrany rostlin na bazi

esencialnich olej (Isman, 2000).

Pesticidy druhé generace jsou vyrdbény piedevSim z léCivych rostlin, u kterych je jiz
Z historie znamo, ze nemaji zadné negativni ucinky jak na zdravi ¢lovéka, tak na zdravi zvirat.
Koul et al. (2008) také uvadeji, ze jsou bezpecné, ekologicky Setrné a kompatibilni s zivotnim
prostiedim. Byly vyvinovany tak, aby byly selektivni k pfirozenym neptatelim a zdravotné
nezavadné. Tyto piipravky plisobi jak kurativng, tak casto i1 preventivné. Jejich selektivnost
spociva v tom, Ze jsou pouZzivany extrakty, které obsahuji latky s inhibi¢nim uc¢inkem. Rezidua
Stim spojena jsou nasledné¢ povazovana za neSkodnd. Nejobsahlejsi skupinou botanickych

pesticid druhé generace jsou aromatické rostliny.

Aktivita esencialniho oleje naptiklad z rostliny Foeniculum vulgare byla vici bakterialnim
a houbovym patogeniim prokazéana, ale nebyla tak vyrazna jako u esencialniho oleje ziskaného
z rostliny Coriandrum vulgare (Lo Cantore et al., 2004). U tohoto oleje byla dokazana i
nematocidni uc¢innost vu¢i hadatku. V této diplomové praci se esencialni olej z rostliny
Foeniculum vulgare také pfilis neosvédcil, vykazoval nejnizsi GiCinnost ve srovnani s ostatnimi
variantami. Oka et al. (2000) v experimentu zkoumal celkem 27 esencialnich oleju, z nichz
dvanact bylo u¢innych vici had’atku Meloidogyne javanica. Byla testovana koncentrace 1000
ul/l, pti které vétSina oleji inhibovalo lihnuti had’atek. Nejucinnéjsi byly oleje z rostlin Carum
carvi, Foeniculum vulgare, Mentha rotundifolia a Mentha spicata. Tento experiment stejné jako
tato diplomovd prace prokazuje, Ze esencidlni oleje mohou slouzit jako nematocidy.
Prostfednictvim kontejnerovych testl provedenych v ramci této diplomové préci bylo zjisténo, ze

nejucinngj$i na had’atko bramborové byla pouZitd kombinace esencidlnich oleji (TVHR/A,
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TVHR/B) ziskana z rostlin Thymus vulgaris a Eugenia caryophyllus. Abd-Elgawad a Omer
(1995) testovali nematocidni ucinnost esencialniho oleje z Thymus vulagris a jeho ucinnost
potvrdili napiiklad i u had’atka Meloidogyne incognita. Meyer et al. (2008) testovali vliv
esencidlniho oleje zrostliny Eugenia caryophyllus také u hadatka Meloidogyne incognita,

pfi¢emz byla jeho nematocidni G¢innost také potvrzena.
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7 Zavér

Had’atko bramborové je fazeno mezi vyznamné Skidce brambor. V ptipade, ze je zjistén
jeho vyskyt, jsou uplatiiovdna mimotadnd karanténni opatfeni. Tento druh je zapsan také na
seznamu A2 EPPO (European and Mediterranean Plant Protection Organization). Je Siroce
rozsiteno jak v Ceské republice, tak po celém svété. Patii mezi cystotvorna had’atka a v silnd

zamortenych oblastech miize zplisobit vyrazné ztraty na vynosech brambor.

Cilem této prace bylo V literarni resSersi charakterizovat had’atko bramborové, jeho zivotni
cyklus, vyznam a Skodlivost, morfologii a moznosti jeho diagnostiky. Déle byly v teoretické casti
popisovany metody ochrany rostlin proti tomuto Skidci, z nichZ nejdetailnéji byly popsany

nechemické metody vcetné pouziti rostlinnych esenci.

V praktické c¢asti této prace byl proveden kontejnerovy test ve skleniku s fizenymi
podminkami, ktery je certifikovany pro praci s karanténnimi organismy. Bylo zalozeno celkem
devét variant (kontrola, FV/A, FV/B, PA/A, PA/B, TVHR/A, TVHR/B, TAO/A, TAO/B), které
byly vzdy pétkrat opakovany. V kontejnerovém testu bylo zkouSeno celkem pét esencialnich
oleju, z nichz dva oleje byly testovany v kombinaci a to ve dvou riznych formulacich. Soucasti
praktické casti bylo také provedeni preparace cysty had’atka bramborového, na jejimz zakladé
k diagnostice na zakladé morfologickych znakl. V ramci praktické Casti byla provedena také
PCR spolecné s elektroforézou, ktera prokéazala, Ze se jednd skute€né¢ o druh hadatka

bramborového.

Z vysledku experimentu je zietelné, ze vétSina esencialnich oleji méla vliv na mortalitu
had’atka bramborového. Kazdy esencidlni olej mél jinou ucinnost. Nejucinné€jsi byla vSak
varianta, ve které byla pouzita kombinace dvou esencialnich oleji (TVHR/A, TVHR/B), které
jsou ziskany z rostlin Thymus vulgaris a Eugenia caryophyllus. Byla zjisténa také velmi zajimava
skutecnost, Ze ucinnost esencialniho oleje nezéalezi jen na jeho druhu, ale i na formulaci, ve které
je pouzit. Tato skuteCnost se potvrdila u esencialniho oleje ziskaného z rostliny Foeniculum
vulgare (FV), kdy formulace FV/A byla o poznani u¢innéjsi nez formulace FV/B, u které nebyla

prokazana zadna Gc¢innost na mortalitu had’atka bramborového.
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Diky ziskanym vysledkiim lze fici, Ze esencidlni oleje maji velky potencial jako alternativni
ochrana vici had’atku bramborovému. Nejsou vSak v soucasné dobé testovany na vétSich
pestebnich plochach, coz je zpiisobeno i1 diky tomu, Ze tento druh had’atka podléha karanténnim
opatfenim. Proto bych doporucila zaméfit se na vyzkum dalSich rostlinnych esenci, u kterych
byla dosud zjisténa ucinnost napiiklad u jinych druhi had’atek. Déle by se mél vyzkum zaméfit
také na detailnéjsi testovani formulaci jednotlivych esencidlnich olejii, protoze i ty maji

vyznamny vliv na jejich ucinnost.

péstovani rezistentnich odrid k had’atku bramborovému. V budoucnu vSak mutze dojit vlivem
opakovaného pouzivani totoznych odrud k selekci jeho agresivnéjSich patotypt a jeho nasledné
rezistenci, proto je dulezité vyvijet dalsi alternativni metody, jako jsou esencialni oleje, které by

mohly do budoucna tento problém vyiesit.
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10 P¥ilohy

10.1 Vyhlasky

Vyhlaska 1
Vyhlaska ¢. 215/2008 Sb., o opatienich proti zavlékani Skodlivych organismu rostlin a

rostlinnych produkti

Nadrazenym predpisem pro tuto vyhlasku je Zakon ¢. 326/2004 Sb., o rostlinolékatské péci a

o zmeén¢ nekterych souvisejicich zakont.

§1

Pifedmét Gpravy a zakladni pojmy

(1) Tato vyhlaska zapracovava prislusné predpisy Evropské unie a upravuje opatieni proti

zavlékani a rozsifovani Skodlivych organismu rostlin a rostlinnych produktt.
(2) Pro ucely této vyhlasky se rozumi

a) Patotypem geneticky ustaleny soubor jedinct jednoho druhu Skodlivého organismu, ktery se

svymi vlastnostmi li8i od jiného geneticky ustadleného souboru jedinct t¢hoz druhu.

§5
Povolovani nakladani s karanténnim materialem

(K § 8 odst. 1, 2 a 4 zakona)

(1) Povolit dovoz, pfemisténi a prechovavani Skodlivych organismi, rostlin, rostlinnych
produktl a jinych pfedméti podle § 8 odst. 1 zakona (dale také jen ,karanténni materidl®) a
manipulaci s nimi miize Ustav jeding za predpokladu, Ze je vylou¢eno zjistitelné nebezpedi $iteni

Skodlivych organismt uvedenych v § 3 odst. 1 az 3.

pfemistovani, pfechovavani a manipulaci s nimi anebo pii dovozu, piemistovani, pfechovavani

rostlin, rostlinnych produkti a jinych pfedméti a manipulaci s nimi posuzuje Ustav na zakladg:
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a) dostupnych soucasnych védeckych poznatkti o ptislusnych skodlivych organismech, zejména o

jejich biologii a schopnosti aktivniho Sifeni,

b) zhodnoceni odbornych a technickych predpokladi dovozce nebo piijemce zasilky nebo
dodavky nebo osoby, ktera ptislusné skodlivé organismy dovazi, premistuje nebo prechovava,

k zamezeni jejich rozsifeni,
¢) Setfeni provedeného v piipad¢€ potieby v zemi pivodu zasilky,

d) vylouceni moznosti skrytého napadeni pfislusSnymi Skodlivymi organismy vhodnymi

metodami véetné laboratorniho testovani.

(5) V mistech a zafizenich, v nichz se karanténni material pfechovava, rozmnozuje nebo se
S nim jinak manipuluje, musi byt zajisténo, aby vSechny Skodlivé organismy byly pod kontrolou a
aby se zamezilo moZznosti jejich tniku. Pro kazdou ¢innost uvedenou v zadosti podle odstavci 3 a
4 musi byt Ustavem stanoveno riziko moznosti tniku $kodlivych organismi uvedenych
v odstavci 1, vzhledem Ktypu karanténniho materidlu a piredpokladané cinnosti, biologii
Skodlivych organismd, ke zptisobum jejich Sifeni, k jejich interakci s okolim a k jinym dalezitym

faktorim spojenym s riziky, ktera vykazuje karanténni material.

§9
Oznamovani vyskytu Skodlivych organismi Evropské komisi

(K § 10 odst. 5 zakona)

Ustav oznamuje Evropské komisi (dale jen , Komise®) a ostatnim &lenskym statiim Evropské

unie jakykoliv vyskyt

a) Skodlivych organismil uvedenych v ptiloze €. 1 ¢asti A oddilu I a v ptiloze €. 2 ¢asti A oddilu I

k této vyhlasce na tizemi Ceské republiky,

b) Skodlivych organismil uvedenych v piiloze €. 1 ¢asti A oddilu II nebo casti B a v ptiloze ¢. 2
Casti A oddilu II nebo &asti B k této vyhlasce na té Gasti tizemi Ceské republiky, na niz jejich

vyskyt dosud nebyl znam.
Priloha 1
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Skodlivé organismy, jejichZ zavlékani a rozsirovani je zakdazano

CAST A
Skodlivé organismy, jejichz zavlékani a rozgifovani na Gizemi Evropské unie je zakazano

Oddil I

Skodlivé organismy, které se vyskytuji v Evropské unii a jsou zdvazné pro celou Evropskou unii

a) Hmyz, roztoc¢i a hlistice ve vsech stadiich vyvoje

0.01. Bursaphelenchus xylophilus (Steiner & Biihrer) Nickle et al.

1.  Globodera pallida (Stone) Behrens

2. Globodera rostochiensis (Wollenweber) Behrens

6.1. Meloidogyne chitwoodi Golden et al. (v§echny populace)

6.2. Meloidogyne fallax Karssen

7. Opogona sacchari (Bojer)

8.  Popillia japonica Newman

8.1. Rhizoecus hibisci Kawai & Takagi

9.  Spodoptera littoralis (Boisduval)

10. Trioza erytreae Del Guercio

Piiloha 5
Podminky pro prechovavani a jiné manipulace se §kodlivymi organismy, rostlinami,
rostlinnymi produkty a jinymi predméty, pro pokusné a védecké ucely nebo pro praci ve

Slechténi odrud

a) Obecné zasady pro zachéazeni s karanténnim materialem:
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1) technické izolace od jinych rostlin nebo Skodlivych organismt zahrnujici i ochranu rostlin

v prilehlé oblasti,

2) jmenovani osoby odpovédné za veSkeré CcCinnosti spojené s manipulaci s karanténnim

materialem,

3) omezeni ptistupu do vymezenych prostor a zafizeni, poptipadé, je-li to ucelné, i do pfilehlé

oblasti, ktery je povolen pouze opravnénym jmenovanym osobam,
4) vhodné oznaceni vymezenych prostor a zatizeni udavajici druh ¢innosti a osobni odpovédnost,

5) vedeni zaznamu o vykonanych ¢innostech a metodiky pracovnich postupii, v€etné postupil pro

pripad uniku skodlivych organismii,
6) vhodny bezpecnosti a poplachovy systém,

7) vhodnd ochrannd opatfeni k zamezeni proniknuti Skodlivych organismi do vymezenych

prostor a zafizeni a jejich $ifeni v nich,

8) ochrannd opatfeni pro vzorkovani karanténniho materidlu a jeho pfemistovani v ramci

vymezenych prostor,

9) ochranna opatfeni pro nakladani s odpadem, pouZitou zeminou a vodou, jsou-li potiebna,

véetné zajisténi vhodného vybaveni k jejich likvidaci,
10) vhodné dezinfekcni a hygienické postupy a vybaveni pro osoby, prostory a zafizeni,
11) vhodna opatteni a vybaveni pro likvidaci pokusného materialu,

12) vhodné vybaveni, prostory a postupy pro indexovani, véetné testovani.
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Vyhlaska 2
Vyhlaska €. 75/2010 Sb., o opati‘enich k zabezpeceni ochrany proti zavlékani a Sifeni
had’atka bramborového a had’atka nazloutlého a o0 zméné vyhlasky ¢. 332/2004 Sb., o
opatienich k zabezpeceni ochrany proti zavlékani a Sifeni piivodce rakoviny bramboru,

had’atka bramborového a had’atka nazloutlého

Nadrazenym piedpisem pro tuto vyhlasku je Zékon ¢. 326/2004 Sb., o rostlinolékarské péci a

o zmeéné nekterych souvisejicich zékont.

§1

Piedmét apravy

Tato vyhlaska zapracovava pravni predpisy Evropské unie a upravuje opatieni, kterd se
uplatiiuji na uzemi Ceské republiky proti zavlékani a $ifeni had’atka bramborového (Globodera
rostochiensis Woll.) a had’atka naZloutlého [Globodera pallida (Stone) Behrens] (dale jen
,had’atko®).

§2
Pojmy

Pro tcely této vyhlasky se rozumi

a) hostitelskymi rostlinami - rostliny bramboru Solanum tuberosum L., rostliny s kofeny

papriky Capsicum spp., rajcete jedlého Solanum lycopersicum L. a lilku vejcoplodého
Solanum melongena L.,

b) podezienim z vyskytu had’atka - stav po zjisténi pfiznakd jeho mozné pfitomnosti na
hostitelské rostliné anebo v zeming ¢i jiném péstebnim substratu (dale jen ,,zemina®) trvajici do

doby, nez je vyskyt potvrzen nebo vyvracen odbornym Setfenim,

¢) odbornym Setfenim - ovéfeni vyskytu had’atka vcetné ovéfeni jeho patotypu, zjisténi ptvodu

vyskytu had’atka, posouzeni moznosti jeho Sifeni a pfipadné provedeni vymezovaciho prizkumu,

71



d) vyskytem hadatka - zjisténi pfitomnosti alespon jedné cysty hadatka ve vzorku zeminy,
jejichz zivotnost byla prokézana biologickym testem nebo nalezem zivych embryonti nebo larev

tohoto had’atka v cysté€, nebo zjisténi alespon jedné had’atkem napadené rostliny nebo jeji Casti,

e) agresivnim patotypem had’atka - patotyp had’atka, schopny napadat odriidy brambor rezistentni
proti had’atku bramborovému (Globodera rostochiensis Woll.) patotypu Rol a rozmnozovat se

na nich,

f) odriidou bramboru rezistentni proti uré¢itému patotypu had’atka - odrida bramboru, ktera, je-li

péstovana, zplsobuje ptirozeny mezirocni pokles populace tohoto patotypu,

g) pozemkem - piirozena ¢ast zemédélské pidy vymezena druhem pudy nebo oddélend od

sousednich pozemkii rozhranim zpisobu vyuziti pozemku,

h) zamofenym pozemkem nebo objektem - pozemek nebo objekt, na kterém nebo ve kterém byl

zjistén a ovéten vyskyt had’atka,

1) pozemkem nebo objektem podezielym ze zamoteni - pozemek nebo objekt, na ktery nebo do

kterého se pravdépodobné rozsifila nebo mohou rozsitit had’atka,
j) tfedné stanovenou oblasti - katastralni izemi mimo uzavienou péstebni oblast,

k) velkym stravovacim stfediskem - zafizeni pro hromadné stravovani osob, ve kterém pfi
zuzitkovani konzumnich brambor z zemi dot€éeného mimofadnym rostlinolékarskym opatienim
nafizenym z divodu vyskytu had’atka je zajisténo zpracovani odpadu v souladu s bodem C pism.

b) ptilohy €. 6 k této vyhlasce.

§3

Preventivni opatieni

(1) Rozmnozovaci materidl bramboru, ureny k uvadéni na trh, je mozno péstovat jen na
pozemku, na kterém byl v souladu s § 10 odst. 1 zdkona v dobé od posledni sklizné brambor do
vysadby porostu bramboru urc¢eného k vyrobé rozmnozovaciho materidlu proveden prizkum
vyskytu had’atka s negativnim vysledkem, a to odbérem a testovanim vzorkil zeminy z pozemku

podle prilohy €. 2 k této vyhlaSce. Provedeni tohoto prizkumu a jeho negativni vysledek je
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jednim z pozadavkil na vlastnosti pozemku, na kterém bude rozmnoZzovaci material bramboru

péstovan, a je podminkou pro uznani mnozitelského porostu bramboru podle jiného zakona.

(3) Rostliny urcené k péstovani uvedené v priloze €. 1 k této vyhlaSce a ur¢ené k uvadéni na
trh je mozno péstovat jen na pozemku, na kterém byl v souladu s § 10 odst. 1 zékona v obdobi
mezi sklizni posledni plodiny na pozemku a vysadbou rostlin uvedenych v pfiloze ¢. 1 k této
vyhlasce proveden prizkum vyskytu had’atka s negativnim vysledkem, a to odbérem a
testovanim vzorkii zeminy z pozemku podle pfilohy €. 2 k této vyhlasce. Prizkum muze byt
proveden i diive, je-li dokladovan potvrzenim, Ze vyskyt had’atka timto prizkumem nebyl zjiStén
a ze hostitelské rostliny nebyly od doby provedeni prizkumu na tomto pozemku péstovany. U
rostlin uréenych k péstovani uvedenych v bodé 2 prilohy ¢. 1 k této vyhlaSce muize byt tento

priazkum nahrazen ovétenim, ze:

a) za poslednich 12 let neexistuje zadny zdznam o vyskytu had’dtka na uvedeném pozemku

zalozeny na vysledcich ptisluSného tfedné schvaleného testovani, nebo

b) existuji zaznamy o péstovani plodin, podle nichZ na uvedeném pozemku nebyly za poslednich

12 let péstovany hostitelské rostliny.

(6) Prechovavani had’atka je v souladu s § 7 odst. 1 zakona zakazéano s vyjimkou pfechovavani
k védeckym, §lechtitelskym nebo diagnostickym uéeltim, které povoluje Ustav podle § 8 odst. 1
zékona, pokud tim nebudou narusena ochranna opatieni pii vyskytu had’atka ani nevznikne riziko

jeho Sifeni.

§4

Zjistovani a evidence vyskytu had’atka

(1) Vyskyt had’atka zjistuje Ustav priizkumem v souladu s § 10 odst. 1 zdkona a soustavnou

rostlinolékarskou kontrolou v souladu s § 15 odst. 2 zékona, a to:
a) kontrolou porostil hostitelskych rostlin, nebo

b) odbérem a testovanim vzorkl zeminy.
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(2) Rozsah a zptsob prohlidky porostt hostitelskych rostlin a zpiisob odbéru vzorkt rostlin a
zeminy a metody jejich rozboru nebo testovani a rozsah pouziti téchto metod stanovuje Ustav
ufednim sdélenim ve Véstniku na zéklad¢é védeckych a statistickych zasad a biologie had’atka, s
piihlédnutim k systémtm produkce hostitelskych rostlin a k aktualni situaci ve vyskytu anebo k
mife rizika zavleceni had’éatka. Na pozemcich, kde jsou péstovany nesadbové brambory, musi
rozsah prizkumu vyskytu had’atka dosahovat minimalné 0,5 % vyméry nesadbovych brambor v

prislusném roce.

(3) Vysledky prizkumu vyskytu had’atka oznamuje Ustav pisemné jednou roéné ostatnim
¢lenskym statim a Komisi v souladu s § 10 odst. 5 zdkona. Vysledky prizkumu na pozemcich,
kde byly péstovany nesadbové brambory, oznamuje Ustav kazdoro¢né Komisi do 1. dubna za

ptedchézejici vegetacni obdobi.

(4) Podezieni z vyskytu nebo potvrzeny vyskyt had’atka v disledku selhdani nebo zmény U€innosti
rezistence rezistentni odridy bramboru, kterd souvisi s vyjimec¢nou zménou ve skladbé druhu,
patotypu nebo skupiny virulence had’atka, se oznamuje Ustavu v souladu s § 9 a 13 zakona.
Ustav zajisti prozkoumani a potvrzeni druhu had’atka a piipadné daného patotypu nebo skupiny
virulence. Podrobné informace o téchto vyskytech se kazdoro¢né pisemné piedavaji Komisi a

ostatnim ¢lenskym statim do 31. Prosince.

Priloha 2

Odbér a testovani vzorki
1. Odbér a testovani vzorkll v rdmei prizkumu podle § 3 odst. 1 az 3

a) odbér vzorkli zahrnuje vzorek zeminy o standardnim objemu alespoii 1500 ml zeminy/ha
odebrany z nejméné 100 dil¢ich vzorkl (vrypl) na ha v pravouhlé souradnicové siti pokryvajici
cely pozemek o Sifce nejméné 5 metrl a délce nejvice 20 metrit mezi body odbéru vzorki. Cely
vzorek se pouZije pro dalsi zkoumani, tj. pro extrakei cyst, identifikaci druhu a ptipadné i urceni
patotypu/skupiny virulence; velikost standardniho objemu odebraného vzorku se pifi mensi

vymeéte pozemku neméni;

b) testovani zahrnuje metody extrakce had’atka popsané v ptislusnych rostlinolékaiskych

postupech nebo diagnostickych protokolech pro
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Globodera pallida a Globodera rostochiensis: EPPO standardy.

2. Odbér a testovani vzorklli v ramci prizkumu podle § 4 odst. 2 - prizkum pozemkl

nesadbovych brambor
a) odbérem vzorkl se rozumi:

- odbér vzorkil popsany v bod¢ 1 s minimdlnim objemem vzorku zeminy nejméné 400 ml/ha,

nebo

- cileny odbér vzorkii nejméné 400 ml zeminy po vizudlni prohlidce kotfenli s viditelnymi

ptiznaky, nebo

- odbér vzorkd nejméne 400 ml zeminy spojené s hlizami brambor po sklizni za ptedpokladu, ze

pozemek, kde byly brambory péstovany, lze vysledovat;
b) testovanim se rozumi testovani podle bodu 1.

3. Standardni objem vzorku uvedeny v bodé 1 mlze byt snizen na minimaln¢ 400 ml zeminy/ha

za predpokladu, Ze:

a) existuje doklad, ze v poslednich $esti letech pfed prizkumem nebyly na pozemku péstovany a

pfitomny brambory ani jiné hostitelské rostliny,

b) ve vzorcich o objemu 1500 ml zeminy/ha nebyl béhem poslednich dvou po sobé nésledujicich
prazkumech zjistén vyskyt had’atka a po prvnim prizkumu nebyly na pozemku péstovany
brambory ani jiné hostitelské rostliny s vyjimkou téch, pro néz se podle § 3 vyzaduje pruzkum,

nebo

¢) pfi poslednim prizkumu, ktery musel sestdvat ze vzorku o objemu nejméné 1500 ml
zeminy/ha, nebyl zjistén vyskyt had’atka ani jeho cyst s zivym obsahem a na pozemku nebyly od
posledniho prizkumu péstovany brambory ani jiné hostitelské rostliny s vyjimkou téch, pro néz

se podle § 3 vyzaduje prizkum.

4. Objem vzorku uvedeny v bodé 1 pro pozemky vétsi nez 8 ha a vzorku uvedeného v bodé 3 pro

pozemky vétsi nez 4 ha mlize byt snizen:
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a) u standartniho objemu uvedeného v bodé 1 se z prvnich 8 ha odeberou vzorky o standartnim
objemu alesponi 1500 ml zeminy/ha, na kazdy dalsi hektar 1ze tento objem snizit na nejméne 400

ml zeminy/ ha, nebo

b) u snizeného objemu uvedené¢ho v bod¢ 3 se z prvnich 4 ha odeberou vzorky o stanoveném
objemu minimalné¢ 400 ml zeminy/ha, na kazdy dalSi hektar lze tento objem dale snizit na

nejméné 200 ml zeminy/ha.

5. Vzorky o sniZeném objemu uvedené v bodech 3 a 4 se mohou dale pouZzivat pii naslednych

prizkumech podle §3 odst. 1 az 3, dokud nebude na daném pozemku zjistén vyskyt had’atka.

6. Standartni objem vzorku zeminy uvedeny v bod¢ 1 Ize snizit na nejméné 200 ml zeminy/ha,
pokud se pozemek nachazi v oblasti shledané prostou vyskytu had’atka a je oznacen, udrZzovana
zkouman v souladu s piislusnymi mezinarodnimi standardy pro fytosanitarni opatieni. Podrobné

udaje o takovych oblastech se ufedné oznami Komisi a ostatnim ¢lenskym statim pisemné.
7. Minimalni objem vzorku zeminy musi byt v kazdém ptipad¢ 200 ml zeminy na pozemek.

Piiloha 7

Hubeni had’atka v zamorené zeminé

1. Hubeni had’atka se provadi po souhlasu a pod dohledem Ustavu, kterému vlastnik nebo
uzivatel zamotfeného pozemku ¢i objektu pfedem oznami datum provadéni jednotlivych zasahti a

opattent.

2. Vybér metod hubeni a jejich optimalni kombinace zavisi na mistnich podminkach (intenzité
zamoteni pudy, velikosti pozemku, nebezpeci dal§iho Sifeni infekce, ekologické situaci,
ekonomickych moznostech péstitele aj.). Zakladem je asanace pudy chemickymi prostiedky a
pomoci rezistentnich odrid bramboru s nejvysSim stupném rezistence podle oddilu 1. ptilohy €. 4.
Metody hubeni had’atka zveiejiiuje Ustav ve Véstniku a pisemné predava Komisi a ostatnim

¢lenskym statim EU.

3. Uginnost hubeni se ovéiuje piezkousenim zamorenosti pozemku & objektu podle § 8.
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4. Evidenci o hubeni had’atka vede protokolarné Ustav. Protokol obsahuje popis a data viech

provedenych praci a zaklada se do evidence vyskytu had’atka.
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10.2 Tabulky

Tabulka 1: Morfologické a morfometrické znaky Globodera rostochiensis a Globodera pallida

Morfologické a morfometrické znaky Globodera rostochiensis a Globodera pallida dle Subbotin et al. (2010)

CYSTY LARVA DRUHEHO VYVOJOVEHO STUPNE
. iy pocet Granekiv vzdalenost . y tvar bazalni
Delka sika zvrasnénych linii pomeér anus- okénko deélka téla| stylet casti styletu Ocas
Globodera 445-690| 82~ 17-20 3-45 51-70 | 392-468 |20-22| zaobleny |44-51
rostochiensis 559
Globodera pallida | 510-675 465415 12 21-25 4854 | 452-486 [23-24| zaostieny |50-53

Poznamka: hodnoty jsou uvedeny v um
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Tabulka 2: Seznam odrid bramboru odolnych proti had’atku bramborovému (Anonym 4)

Seznam odriid bramboru odolnych proti had’atku bramborovému
(patotyp Rol) registrovanych v CR pro rok 2017

Adéla Bropanna Granada Mariannka Rosara Verne
Adora Camilla Granola Marketa Sagitta Verona
Alice Capri Janet Milva Saline Victoria
Amado Cecile Jasmina Miranda Samantana Vineta
Ambra Colette Jelly Monika Sanjava Vitesse
Annabelle |Courage Julinka Mozart Sarion* ** *** | \/[adan
Arabela Dagmar Kariera Nicola Satina Vlasta
Arnika Dali Karlena Opal Secura Valkyra
Asterix David Karo Panda Sibu Vysoc¢ina
Axa Ditta Koruna Poutnik Solara Westamyl
Baccara Dominator Krasa Presto Solo Zuza
Belana Dominika Krumlov | Priamos Suzan
Bella Everest Lada Primarosa** | Tomensa
Bellarosa | Fabia Laura Quarta Valetta
Berber Fanchette Liliana Rafaela Valfi
Bernard Felsina Lydia Ramos Valmont
Bettina Filea Madona Ramses Valy
Bionta Finka Marabel Red Anna Velox
Bohemia |Flavia Marcela Red Scarlett | Vendula
Borek* Golf Marena Roberta Verdi
Poznamky:

* rovnéz odolnost proti ** rovnéz odolnost proti *** rovnéz odolnost proti
had’atku bramborovému had’atku nazloutlému had’atku nazloutlému
Globodera rostochiensis, Globodera pallida, patotypu Globodera pallida, patotypu

patotypu Ro5 Pal Pa3
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Tabulka 3: Procentualni slozeni pouzitych esencialnich oleji (Adams, 2007)

Compound FvV | PA |TEO| TV Compound HR
Tricyclene Santene
a-Thujene 0,35 Tricyclene
o-Pinene® 3,21 0,35| 1,70| 1,27 B-Thujene
Camphene 0,13 0,06| 1,51 o-Pinene® 0,06
2-Hexy!l hydroperoxide d-Camphene
Sabinene 0,08 Camphene

. c 2-Hexyl
B-Pinene 0,36 0,42 hydroperoxide
1-Octen-3-ol 0,88 Benzaldehyde
3-Octanone Sabinene
Myrcene® 0,53] 0,04] 0,13] 1,34 B-Pinene® 0,03
Octanol-3 6-methyl-5-Hepten-2-

one

o-Phellandrene 1,50| 0,26 Myrcene®
3-Carene 0,11 Pseudolimonene
Hexyl acetate a-Phellandrene
o-Terpinene® 1,09 3-Carene 0,02
Carvomenthene p-Methylanisole
p-Cymene® 0,16| 0,05| 0,05 16'3 p-Cymene®
Limonene® 568| 0,34] 6,55] 0,33 Limonene®
Eucalyptol® 0,11 1,29 Eucalyptol®
cis-p-Ocimene 3,87 cis-p-Ocimene
trans -B-Ocimene 3,96 trans -B-Ocimene
Dihydro tagetone Bergamal
y-Terpinene® 0,12| 0,04 5,74 y-Terpinene®
1-Octanol Fenchone®
cis-Linalool oxide trans-Linalool oxide
Fenchone® 5,51 Terpinolene
trans-Linalool oxide Linalool®
Terpinolene a-Thujone
a-Pinene oxide cis-Rose oxide
Linalool® 1,00| 0,04| 4,68 B-Thujone
2-Methylbutyl 2- .
methylgutyrgte trans-Rose oxide
a-Thujone trans-pinocarveol
Amyl vinyl carbinol Camphor®
acetate
Fenchol cis-p-terpineol
B-Thujone Isopulegol®
a-Campholenal Menthone®
3,4—D!methyl-2,4,6— B-Citronellal
octatriene
allo-Ocimene Isomenthone
trans-pinocarveol Borneol®
Camphor® 0,23 1,87 Menthol®
Isopulegol® Terpinen-4-ol
Menthone® Verbenol
trans-Tagetone Cryptone
Isoborneol a-Terpineol
Isomenthone Methyl salicylate
Borneol® 1,76 Myrtenol
Lavandulol Estragole®
Menthol® Decanal
Terpinen-4-ol 0,10 1,78 Fenchyl acetate
Isomenthol Nerol
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a-Terpineol 0,08 1,66| 0,23 Citronellol®
1-Hexyl butyrate Neral
Methyl salicylate Carvotanacetone
Dihydrocarveol Chavicol 0,05
Myrtenol Geraniol®
cis-Carvone, dihydro- Cyclofenchene
y-Terpineol Ethyl salicylate
c trans-
Estragole 4,75 4,38|76,52 Cinnamaldehyde
trans-Carvone, dihydro- Geranial®
trans-Carveol Citronellyl formate
cis-Carveol a-Pinene oxide
Thymol methyl ether 0,58 Bornyl acetate
Pulegone Safrole
) (E,2)-2,4-
Hexyl isovalerate Decadienal”
Carvacrol methyl ether 0,92 Geranyl formate
c (E,E)-2,4-
Carvone Decadienal
Anisaldehyde 0,50| 0,84| 0,07 a-Cubebene
Piperitone a-Terpinyl acetate
Linalyl acetate Citronellyl acetate
cis-Carvone oxide Eugenol 85,60
Bornyl acetate 0,15 a-Copaene 0,04
Anethole® 76,48 88,55 B-Bourbonene
Lavandulyl acetate Cedr-9-ene
Menthyl acetate Geranyl acetate
Thymol® 48’3 B-Elemene
Carvacrol® 2,75 Vanillin
Isomenthol acetate” Longifolene
cis-2,3-Pinanediol Methyleugenol
Dihydrocarveol acetate a-Cedrene
5-Elemene’” B-Caryophyllene® 8,75
Eugenol 0,10| 0,23 B-Cedrene
cis- Carvyl acetate Thujopsene
Neryl acetate v-Elemene
a-Ylangene Aromadendrene
a-Copaene 0,09 Cltro_nellylc
propionate
cis-Ethyl cinnamate trans-Cinnamyl
acetate
trans-Methyl Cinnamate 0,13 trans-lsoeugenol
Anisketone 0,08| 0,11 a-Caryophyllene 2,60
B-Bourbonene B-Farnesene
Geranyl acetate Acoradien
B-Elemene a-Acoradiene
Longifolene Geranyl propionate
Methyleugenol 0,41 B-Chamigrene
cis-a-Bergamotene 0,05 y-Muurolene
B-Caryophyllene® 0,30 0,07 5,91 Germacrene D
trans-o-Bergamotene 0,36 B-Selinene
a-Caryophyllene a-Selinene 0,04
B-Farnesene 0,07 y-Gurjunene
Alloaromadendrene Elemene isomer’
trans-Ethyl cinnamate Cedrene-V6'
Germacrene D 0,05 a-Muurolene 0,04
B-Selinene a-Chamigrene
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Elemene, isomer” o-Bulnesene 0,05
a-Farnesene 0,10 NI
y-Cadinene Cuparene
Davana ether a-Farnesene 0,06
5-Cadinene 0,26 y-Cadinene
B-Cadinene 0,06 d-Cadinene 0,48
Davana ether, isomer’ B-Cadinene
Davanone, isomer’ Citronellyl butyrate
Davanone, isomer’ Eugenyl acetate
IF\)/IethoxycinnamaIdehyd Elemol
e
Spathulenol 0,16 Geraniol butyrate
Caryophyllene oxide 0,33 Germacrene D-4-ol
Globulol Spathulenol
Davanone Caryophyllene oxide 0,82
tau-Cadinol Phenethyl tiglate
B-Eudesmol a-Cedrol
a-Cadinol 0,05 Cedrenol
-crc())r:?:)(;ﬂengt;ﬂed 99,33|97,43196,10 99,8 tI_ri;?\sg)]ipinocarveol
v-Eudesmol
Cubenol
tau-Muurolol
a-Muurolol
B-Eudesmol
Guaiol
a-Cadinol
Geranyl tiglate
NI
Farnesol
Benzyl benzoate
Farnesol acetate
Benzyl salicylate
Beyerene
Cembrene
Cembrene, isomer’
Sclareol”
NI
NI
NI
NI
NI
NI
I
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Tabulka 4: Ptehled napocitanych cyst had’atka bramborového v jednotlivych variantach
kontejnerového testu

VARIANTA | POCET CYST V 1 KVETINACI
Kontrola 2861
Kontrola 3088
Kontrola 3413
Kontrola 2895
Kontrola 3064
FV/B 3108
FV/B 2550
FV/B 2906
FV/B 3278
FV/B 2794
FV/IA 2240
FV/IA 2343
FV/IA 2442
FV/A 2137
FV/A 2372
PA/A 1747
PA/A 1766
PA/A 1760
PA/A 1717
PA/A 1808
PA/B 1897
PA/B 1936
PA/B 1911
PA/B 1982
PA/B 1872
TVHR/ A 1309
TVHR/ A 1388
TVHR/ A 1449
TVHR/ A 1368
TVHR/ A 1414
TVHR/ B 1418
TVHR/ B 1340
TVHR/ B 1562
TVHR/ B 1453
TAO/A 2249
TAO/A 2123
TAO/A 2284
TAO/A 2226
TAO/A 2221
TAO/B 2476
TAO/B 2432
TAO/B 2642
TAO/B 2493
TAO/B 2518
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10.3 Obrazky

Obrazek 1: Stylet druhého vyvojového stadia

A- Globodera rostochiensis B- Globodera pallida

Obrazek 2: Pocet kutikularnich linii

Obrazek 3: Tvar hlavové ¢asti a ocasu L2
Zdroj: Marks and Brodie (1998)

Zdroj: Brzecki (1998)
§ TEE T
= "2,2&,_.

== T=——=

= =

G. rostochiensis

G. pallida

C, G- Globodera pallida

D, H- Globodera rostochiensis
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Obrazek 4: Cirkumfenestralni typ cysty
Zdroj: Marks and Brodie (1998)

Vulvélni
region

Analni region

o EAARE Cirkum fencstréln
Obrazek 5: Odlisnosti v tvaru cysty
Zdroj: Marks and Brodie (1998)
Globodera Punctodera Cactodera Heterodera
.\,\ , ,//“ N \ —//'{ A\
| ) )
\\ / \ /
. - \\// \/
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Obrazek 6: Zasady prace s karanténnimi organismy na Katedie ochrany rostlin

b}

K))

4)
5)

6)

7

8)

9)

Zisady price s karanténnimi Skodlivymi organismy ( KSO) na KatedFe ochrany rostlin (KOR)

Price s ivymi KSO smi byt providena na Katedte ochrany rostlin jen ve vyhrazengch prostorech:
laboratot &, 10, 8, 012 - laboratornf testy, luboratot 045 a kéje ve sklenfku € 2 - biologické testy.
Mistnosti musf byt viditelnd oznadeny a zajistény proti nepovolangm osobdm,

KSO 2 riznych lokalit musf byt choviny a uchoviny vzdy oddélend tak, aby nedoslo ke vzniku
smdsné populace. Na niddobdch musf byt viditelnd ozna¢en druh (patotyp) a lokalita pivodu KSO.
Veikeré pomucky smi byt pou2iviny jen k tomuto i¢elu v uvedenych mistnostech.

Hostitelské rostliny KSO smf byt pdstoviéiny pouze v nddobdch, které jsou umfstény na nepropustnych
miskdch, aby nemohlo dojit k odtoku vody nebo ptenesenf kontaminované zeminy.

Vedkeré manipulace musf byt rovnd? provddeny na nepropustnych miskéch. Kontaminované zemina
musi byt pti manipulaci ptimeten? vihkd, aby nedoslo k rozprafovéni. B¢hem manipulace je nutno
omezit ptendleni materidlu na nezbytnou miru. Materidl musi byt transportovén jen ve specidlnich
uzavienych ndrazuvzdomnych nddobdch.

K manipulaci s KSO je moZno pouZit jen k tomu urdené pomiicky, které nesmi byt pouZiviny
k jinému udelu. Pracovnik musi pracovat v rukavicich.

Behem manipulace je nutno mit k dispozici dostatedné mnoZstvf dezinfckéniho materidlu (lfh, Savo
apod.). V ptipad® zjisteni moZnosti uniku je nutné neprodiené pferusit préci, prostor moZzné
kontaminace vydezinfikovat (véetn¢ odévu a obut{) a sepsat zdznam.

Po skonteni price se viechny pomucky dezinfikuji (véetnd rukavic) oplichnutim dezinfek&énimi
prostiedky nebo v autokldvu minimdiné¢ 30 min pti teploté 120 °C.

10) Veskeré odpady (rostliny, zemina, voda apod.) musi byt pted likvidaci o3etfeny v autokldvu po dobu

minimdlng 1 hod pti teplot¢ 120 °C.

11) Dlouhodobé skladovén{ kontaminované zeminy je moZné jen v laboratofi v suterénu v nerozbitnych

uzavienych nidobdch na nepropustné podloZce.

| 12) S K30 sméji pracovat jen odpovedni pracovnici KOR a doktorandi KOR, studenti bakalafského a

magisterského studia jen pod ptimym dozorem pracovnika KOR.

13) Osoby pracujici s KSO musf byt seznmeny se zdsadami préce s KSO a charakteristikou K$O.
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Obrazek 7: Zivotni cyklus had’atka bramborového (Anonym 5)

THE GOLDEN NEMATODE

DETECTION MANUAL Globodera rostochiensis
D.T. 51
7
3’2
J': f“ infested

S

e

ey

injury
nate giant cels

o,

A

washed roots

DISTRIBUTION

Iustrations by C.S.PAPP

STATE OF CALIFORNIA — DEPARTMENT OF FOOD AND AGRICULTURE — DIVISION OF PLANT INDUSTRY — EXCLUSION AND DETECTION
PAINTING BY CHARLES S. PAPP

80



Obrazek 8: sitko na vyplavené cysty Obrazek 9: 3 sitka s riznou velikosti ok

Obrazek 10: Fenwickova konev Obrazek 11: VysuSena zemina

Obrazek 12: stticka Obrazek 13: kybl na karanténni zeminu
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Obrazek 14: Proplavovani zeminy
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Obrazek 15: Vyplavena zemina Obrazek 16: Vyplavena zemin

Obrazek 17: Sterilizator Obrazek 18: Stereomikroskop Obrazek 19: pocitadlo a
Sanyo MLS 3750/3780 Olympus SZ61 nematologicka jehla

Obrazek 21: kadinka s filtraénim papirem
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Obrazek 22: stereomikroskop SZ 61 Obrazek 23: filtra¢ni papir s vyplavenymi
cystami a zeminou

Obrazek 25: Tarragon oil od firmy Obrazek 26: Zkumavky se spo¢itanymi cystami a
Sigma- Aldrich vysuSenou a vysusenou zeminou
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Obrazek 27: pipeta Obrazek 28: Podlozka pro

mikrozkumavky

Obrazek 29: umélohmotny tlouc¢ek Obrazek 30: termoblok

Attention,
HOT!

Obrazek 32: PCR zkumavky v podlozce
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Obrazek 33: termocykler PTC 200 Obrazek 34: Vortex Genius 3

DNA Engine
RO3T

MJ Researc
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Obrazek 37: elektroforeticka forma na gel Obrazek 38: elektroforeticka cela

Obrazek 39: UV Transluminator Obrazek 40: desticka, kde byla smichana
nanéseci barva s PCR produktem

€ &

ENE

*

Obrazek 41: centrifuga Wealtec , E- Centrifuge ~ Obrazek 42: rozvateny elektroforeticky
gel

e e,
ZEPEH rotor s
(VN
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Obrazek 43: Had’atko bramborové- detail styletu

Obrazek 44: Had’atko bramborové- cely jedinec
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Obrazek 45: Embryony z jedné cysty had’atka bramborového

e
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Obrazek 47: Detail embryonti had’atka bramborového

Obrazek 48: Detail had’atka bramborového
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Obrazek 49: Kontejnerovy test

Obrazek 50: nachylny jedinec bramboru Obrazek 51: Pytlicek na cysty had’atka
bramborového

Obrazek 52: Kontejnerovy test ve skleniku certifikovaném pro praci s karanténnimi
organismy
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Obrazek 53: fenestralni ¢ast cysty (zadni vulvalni konec)

(Zouhar, 2017)

Obrazek 54: vnitini okénko vulvy pfeménéné samicky had’atka bramborového v cystu

(Zouhar, 2017)

92



Obrazek 55: Vnéjsi okénko vulvy preménéné samicky had’atka bramborového v cystu

(Zouhar, 2017)

Obrazek 56: anus pfeménéné samicky had’atka bramborového v cystu

(Zouhar, 2017)
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