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Struktura populaci Meloidogyne hapla na tizemi CR

Souhrn

Kotenova halkotvorna had’atka rodu Meloidogyne jsou endoparazité rostlin. Vyskyt
téchto druhii byl zaznamenidn v mnoha castech svéta, kde zplisobuji znacné ztraty na
vynosech. Nékteré druhy M. hapla, M. chitwoodi a M. fallax ziji v polnich podminkach
zapadni a stiedni Evropy. Meloidogyne hapla se vyskytuje v Ceské republice a oblasti Polabi,
zpusobuje nejzavaznéjsi skody prevazne u porosti mrkve.

Cilem této prace byl monitoring vyskytu populaci Meloidogyne hapla v riznych
lokalitach Ceské republiky. Bylo odebrano 78 puadnich vzorkii a do nich byly vysety lapaci
rostliny (Lycopersicon lycopersicum (L.) Karsten ex Farw.). Celkem na 13 lokalitach byl
potvrzen vyskyt had’atek rodu Meloidogyne. Z téchto vzorki byla izolovana DNA a ta byla
podrobena sekvenaci dvou ¢asti cistronu rDNA. Ziskan4 data byla podrobena bioinformatické
analyze. Déle bylo ptistoupeno k porovnani sekvenci a konstrukei fylogenetickych stromt.

Vysledkem této prace bylo nalezeni novych lokalit s vyskytem M. hapla a zjisténi
dal§ich zajimavych bioinformatickych dat, které se stanou cilem pro dal§i vyzkum. V 78

vzorcich nebyl nalezen ani jeden z karanténnich druhtt M. chitwoodi a M. fallax.

Klicova slova: halkotvorna had’atka, Meloidogyne hapla, DNA, PCR, struktura populaci



Structure of Meloidogyne hapla populations in the area of the

Czech republic

Summary

Root knot nematodes of the genus Meloidogyne are endo-parasites of plants. The
occurrence of these species has been recorded in many parts of the world, where they cause
considerable yield losses. Some species M. hapla , M. chitwoodi and M. fallax living in field
conditions of Western and Central Europe. Meloidogyne hapla occurs in the Czech Republic
in the Polabi area, causing the most severe damage mainly in crops of carrots.

The aim of this work was to monitor the occurrence of Meloidogyne hapla populations
in different localities of the Czech Republic. Were collected 78 soil samples and these were
seeded catching plants (Lycopersicon lycopersicum (L.) Karsten ex Farw.). A total of 13
samples were confirmed occurence of nematodes of the genus Meloidogyne. From these
samples DNA was isolated, and it was subjected to sequencing the two parts cistron rDNA.
Obtained data were subjected to bioinformatic analysis. Furthermore, it was decided to
compare the sequences and construction of phylogenetic trees.

We have found new locality with the occurrence of M. hapla was obtained and other
interesting bioinformatics data that become targets for further research. In 78 samples was

found neither of quarantine species M. chitwoodi and M. fallax.

Keywords: root knot nematode, Meloidogyne hapla, DNA, PCR, population structure
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1 UVOD

Kofenova halkotvorna had’atka Meloidogyne ssp. jsou sedentérni endoparazité rostlin.
Ctyfi nejb&zngj$i druhy M. arenaria, M. hapla, M. incognita a M. javanica maji $iroky
hostitelsky okruh. V souc¢asnosti je popsano témét 100 druhti rodu Meloidogyne (Bridge and
Starr, 2007).

Kotenova halkotvorna had’atka z rodu Meloidogyne jsou rozsifena v mnoha Castech
svéta, znacné ztraty na vynosech zpisobuji predevsim v tropickych a subtropickych oblastech
(Tesatova et al., 2003). Hospodaiské ztraty zpusobené had’atky rodu Meloidogyne byly
celosvétove vycisleny na 100 miliard USD/rok (Douda a Zouhar, 2008). Had’atky napadené
rostliny tvoii ohniska pomaleji rostoucich rostlin. Na kotfenech rostlin se tvoii nepravidelné,
nékolik milimetra siln¢ ztloustlé halky (Rod a kol., 2005). Poskozeni rostlin, pokud jsou
péstované na silné zamotenych pidach, je tak velké, ze dochazi az k odumieni celé rostliny.
Vétsina druhti rodu Meloidogyne Zije v tropickych oblastech, ale pouze nékteré z nich, jako
naptiklad M. fallax, M. chitwoodi a M.hapla ziji v polnich podminkach zapadni a stiedni
Evropy. Meloidogyne incognita je jednim z druhl zijici ve stfedni Evropé¢, ale pouze ve
sklenicich s celoroénim péstovanim rostlin. M. incognita bylo prokazano i ve sklenicich v CR
(Tesatova et al., 2003).

Na tzemi Ceské republiky v soudasné dobé zpuisobuje nejzavazngjsi $kody druh
Meloidogyne hapla. Skodlivost tohoto had’atka je takova, Ze jeho pfitomnost se stava
limitujicim faktorem péstovani zejména kotfenové zeleniny na piséitych pudach v oblasti
Polabi. Na téchto lokalitach byly zaznamenany intenzivni pfiznaky zpsobené timto druhem
na ranych bramborach, coz vypovida o pfitomnosti velmi ¢etné a velmi agresivni populace
(Douda a kol., 2011). Vyrazné ztraty na vynosech jsou hlaseny zvlasté z porostd mrkve a
petrzele (Douda a Zouhar, 2008).

Vyznamnymi druhy jsou pak Meloidogyne chitwoodi a Meloidogyne fallax, které jsou
fazeny do skupiny zvlast nebezpe¢nych sktudci a jsou uvedeny i na seznamech karanténnich
organismit EPPO (Zouhar a kol., 2002). T kdyz na tizemi Ceské republiky jejich vyskyt nebyl
prokdzan, muizeme tyto druhy najit napiiklad v Némecku, Rakousku, Belgii, Francii a
Holandsku. Piipadny vyskyt téchto karanténnich had’atek v CR je mozny a to zejména
z davodu nekontrolovatelné introdukce necertifikované sadby od naSich sousedi, a déle i

pohybem zeméd¢lskych komodit v ramci EU (Zouhar a Douda, 2007).



2 VEDECKA HYPOTEZA A CiL PRACE

Hypotéza: Populace Meloidogyne hapla vyskytujici se na tzemi CR jsou z hlediska
svého plivodu variabilni, protoze zde neni ptivodni, ale doslo k jejimu zavleceni z riznych
casti svéta.

Cilem této diplomové prace je urCeni ptivodu populaci had’atka Meloidogyne hapla

ziskanych z lokalit v CR.



3 PREHLED LITERATURY

3.1 Zarazeni had’atek rodu Meloidogyne do systematickych kategorii

Kmen: Nematoda
Rad: Tylenchida
Podfad: Tylenchina
Nadceled’: Tylenchoidea
Celed’: Heteroderidae

Rod: Meloidogyne (Agrios, 2005)

3.2 Morfologie a anatomie had’atek rodu Meloidogyne

Samecci jsou nesedentérni, nitkovitého tvaru o délce v rozmezi mezi 600 — 2500 um.
Jsou bezbarvi a prisvitni, takze stavba a umisténi vnitifnich organti jsou pod mikroskopem
dobie rozpoznatelné (obr. 3 v ptilohach).

Samicky (obr. 8 v ptilohach) kofenovych halkotvornych had’atek rodu Meloidogyne
jsou sedentérni, hruskovitého tvaru téla a perletové bilé barvy. Nemaji stadium cysty. Délka
samicek je 350 um az 3 mm a maximalni §itka je 300 az 700 um (Perry and Moens, 2006).
Povrch téla kotenovych halkotvornych had’atek je kryt kutikulou, ktera je prevazné hladka
nebo krouzkovand. Béhen vyvoje dochéazi k jejimu svlékani a k vytvofeni nové kutikuly
(Agrios, 2005). Pod kutikulou se nachazi hypodermis, ktera tvoii ¢tyfi podélné listy v télni
duting a to hibetni (dorzalni), bfisni (ventralni) a dvé boéni (lateralni), jimiz probihaji nervové
provazce. V bocnich liStach se nachazi i exkre¢ni kanalky. Pruhy svalstva jsou uloZzeny mezi
hypodermalnimi listami napojenymi na spodni stranu hypodermis.

Funkéni celek — kutikula, svalstvo a hypodermis — tvoii kozné svalovy vak plnici

funkci pohybového ustroji a télniho pokryvu zajistujiciho styk s okolnim prostfedim. Mimo
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jiné maji vyvinuté specialni svaly, které napomahaji pohybu tstniho bodce, roztahovani jicnu,
stahovani a aktivaci pafici jehlice samci pfi kopulaci. V kozné svalovém vaku se nachazeji
vnitini organy: pohlavni ustroji, zaZivaci soustava a Casti nervového systému (Decker, 1969).
Travici soustava zacina Ustni dutinou, pokracuje jicnem, stievem a je zakoncena konecnikem
s fitnim otvorem. Dutina Gstni zacina Ustnim otvorem tvofenym Sesti pysky, které ho
obklopuji. Dutina ustni dale obsahuje duty stylet, ktery slouzi k vytvofeni otvori v
rostlinnych buiikach a Kinjektazi travicich a modifikujicich enzymii a v neposledni fadé
zejména k naslednému ziskani zivin. Pohlavni organy jsou dobie vyvinuty. Samicky maji
jeden nebo dva vaje¢niky, po nichz nasleduje vejcovod, déloha a vulva. Sam¢i pohlavni

organy tvoii dvé varlata, semenny vacek a jedna nebo dvé patici jehlice (Agrios, 2005).

3.3 Vyznam

Kofenova halkotvorna had’atka rodu Meloidogyne a patii k pomérné malé, ale velmi
vyznamné polyfagni skupin€ vysoce pfizplisobenych obligatnich rostlinnych $ktdci. Jsou
rozSifena po celém svété a parazituji téméf na kazdém druhu vysSich rostlin. Vzhledem k
jejich endoparazitickému zptisobu zivota a vyzive, kofenova halkotvorna had’atka narusuji
fyziologii rostlin a mohou snizit vynos plodin a kvalitu komodit, a proto maji velky
hospodarsky vyznam.

Vyskyt téchto had’atek ve vétsim meéfitku je lokalni, obzvlasté na plochach s tzkym
osevnim postupem a v teplych letech. Druh Meloidogyne incognita se v podminkach stiedni
Evropy vyskytuje pouze ve sklenicich (Rod a kol., 2005). Hospodarské ztraty zplisobené
had’atky rodu Meloidogyne byly celosvétové vycisleny na 100 miliard USD/rok (Douda a
Zouhar, 2008).

Na uzemi Ceské republiky v soutasné dobd zptisobuje nejzavazngjsi Skody
halkotvorny druh Meloidogyne hapla. Skodlivost tohoto druhu je takova, Ze jeho piitomnost
se stava limitujicim faktorem péstovani zejména kofenové zeleniny na piscitych pudach
Vv oblasti Polabi. Na téchto lokalitaich byly zaznamenany intenzivni ptiznaky zpiisobené timto
druhem na ranych bramborach, coZz vypovida o piitomnosti velmi ¢etné a velmi agresivni
populace (Douda a kol., 2011). Ztraty na vynosech jsou hlaseny zvlasté z porosti mrkve a
petrzele (Douda a Zouhar, 2008). Vyznam hadatek rodu Meloidogyne podtrhuje i

problematicka diagnostika.
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Pro spolehlivou detekci a determinaci kotenovych halkotvornych had’atek je nejlepsim
ptistupem jednak morfologicka diagnostika a dale pak dalsi technika a to jak na trovni
isozymu, tak polymorfie DNA. Nemalou ulohu muze hrat i biologicky test a pifiznaky na
hostitelskych rostlinach (Perry and Moens, 2006).

Pokud jsou rostliny napadeny had’atky jiz ve stadiu kli¢nich rostlin, ztraty jsou fatalni.
V mnoha piipadech ma toto ¢asné napadeni za nasledek 1 uplné zniceni porostu. V piipadé
napadeni starSich rostlin nejsou dopady na uplné znicena porostu tak dramatické, nic méné

vynos je vzdy negativné ovlivnén (Agrios, 2005).

3.4 Symptomy

Pfiznakem napadeni nadzemnich ¢asti rostlin jsou ohniska s pomaleji rostoucimi
rostlinami (obr. 9 v ptilohach). Tyto rostliny jsou zakrnélé ve svém ristu a maji svétle zelené
nebo nazloutlé listy. Za sucha tyto napadené rostliny vadnou a pfipadné odumiraji (Rod a
kol., 2005). Pokud dojde ke slabému napadeni kofenti, pfiznaky na nadzemnich castech
rostlin se neprojevi. Ztohoto divodu mize dojit k prehlédnuti lokality s napadenymi
rostlinami (Decker, 1969).

Charakteristické ptfiznaky onemocnéni se objevuji zejména na podzemnich Castech
rostlin. Infikované kofeny tvofi typické halky (obr. 6 v pfilohach), které jsou dvakrat i
vicekrat vétsi v priméru neZ je zdravy kofen. Na povrchu jsou nékteré halky hrubého
vzhledu. Kofeny vytvaii husty svazity kotenovy systém (obr. 10 v piilohach). Kdyz jsou
napadeny hlizy nebo jiné podzemni organy rostlin, vytvaii se malé zdufeniny na jejich
povrchu, které se zvétSuji a tim zptsobi deformaci nebo prasknuti hlizy (cibule) (Agrios,
2005). Mladé rostliny, u kterych doslo k silnému napadeni, vétSinou hynou, aniz by doslo
Kk vytvoreni halek.

Velikost a tvar halek na kotfenech je vice ¢i méné zavisly na druhu had’atek rodu
Meloidogyne, druhu napadené rostliny a na dalSich faktorech. Velikost halek se pohybuje
v rozmezi od nékolika milimetrii do nékolika centimetra.

Kotenové halky se na hlizach a cibulich netvofi a samicky s vajicky jsou patrné jen na

prufezu ve zhnédlych ¢astech pletiv, pfipadné se tvofi jen zdufeniny (Decker, 1969).
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| v ptipadé Meloidogyne hapla ovliviiuje mnoho faktorii intenzitu pfiznakd. Na
lehkych ptdach chudych na organickou slozku mnozstvi symptomu roste. Zatimco v tézkych
pudach dochazi k redukci velikosti halek, tak i ve tvaru, ktery mize byt omezen na ploché
zdvojeni kotinku. Nadale se tak mohou had’dtka mnozit, aniz by byl patrny vyskyt halek.
Jelikoz se jedna o druh, ktery napada rostliny v chladnéjSich oblastech svéta, tak i zde plati, ze
se zvySujici se teplotou stoupd intenzita napadeni. Vlivem napadeni dochazi v rostlinach také
K ur¢itym fyziologickym zménam, tim se tak stavaji atraktivni pro nékteré dalsi Skodlivé

organismy (Novakova a Zouhar, 2009).

3.5 Biologie

3.5.1 Hostitelské rostliny

K hostitelskym rostlinam Meloidogyne ssp. patii vice nez 3000 rostlinnych druht
z ruznych ¢eledi (Ardakani and Mirinejad, 2013).

Z kulturnich plodin v podminkach mirného klimatického pasma jsou to predevSim
brambory (Solanum tuberosum L.), cukrova fepa (Beta vulgarit L.), vojtéska seta (Medicago
sativa L.), petrzel obecna (Petroselinum crispum (Mill.) A. W. Hill., kapusta hlavkova
(Brassica oleracea L.), slune¢nice ro¢ni (Helianthus annuus L.), len sety (Linum
usitatissimum L.), okurka seta (Cucumis sativus L.), pastinak sety (Pastinaca sativa L.),
jahodnik (Fragaria vesca L.), por zahradni (Allium porrum L.), hrach sety (Pisum sativum
L.), salat hlavkovy (Lactuca sativa L.), mrkev obecna (Daucus carota L.), celer (Apium
graveolens L.) a rajc¢e jedlé (Solanum lycopersicum L.), pSenice Spalda (Triticum spelta L.)
(Decker, 1969). vikev seta (Vicia sativa L.), oves sety (Avena sativa L.) a pSenice seta
(Triticum vulgare L.) a dalsi (Karssen, 2002).

Z okrasnych rostlin jsou to begonie, gerbery, gladioly, sasanky, dfistal, plamének,
kosatce, riize a fada dal3ich jednoletych i vytrvalych druhti (Gaar a Cermak, 2012). Dale astra
¢inska (Callistephus chinensis (L.) Nees), chryzantémy Chrysanthemum sp., fuchsie Fuchsia
sp., hrachor vonny (Lathyrus odoratus L.), ¢ajovnik ¢insky (Camellia sinensis (L.) Kuntze),
pelargonie paskata (Pelargonium zonale (L.) Ait.), prvosenka zahava (Primula malacoides

Franch.), kavovnik (Coffea L.), ambrosie (Ambrosia spp.) a dalsi.
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Z 1&¢ivych a aromatickych rostlin naptiklad bazalka prava (Ocimum basilicum L.),
fenykl obecny (Foeniculum vulgare Mill.), kopr vonny (Anethum graveolens L.), hefmanek
pravy (Matricaria chamomilla L.), mata peprna (Mentha piperita L.), komonice lékaiska
(Melilotus officinalis (L.) Pallas) a fada dalSich (Decker, 1969).

Z plevelnych rostlin sem patii vétSina pleveld, napiiklad sedmikraska obecna (Bellis
perennis L.), hledik vétsi (Antirrhinum majus L.), merlik bily (Chenopodium album L.),
ptacinec zabinec (Stellaria media (L.) Vill.), durman obecny (Datura stramonium L.), pyr
plazivy (Agropyron repens L.), merlik bily (Chenopodium album L.), $stoviky (Rumex sp.),
jitrocele (Plantago sp.) (Decker, 1969). Dale lilek ¢erny (Solanum nigrum L.), sporys
I¢katsky (Verbena officinalis L.), laskavec zelenoklasy (Amaranthus chlorostachys (L.)
Willd.), laskavec ohnuty (Amaranthus reteroflexus L.), mochyné¢ zidovska (Physalis
alkekengi L.) (Ardakani and Mirinejad, 2013). Srha lalo¢nata (Dactylis glomerata L.), lipnice
ro¢ni (Poa annua L.), lipnice obecna (Poa trivialis L.), kostfava lu¢ni (Festuca pratensis
Huds.), jilek vytrvaly (Lolium perenne L.), ovsik vyvyseny (Arrhenatherum elatius (L.) J. &
C. Presl) (Decker, 1969).

3.5.2 Vyvojovy cyklus rodu Meloidogyne

Sameéci a samicky hadatek rodu Meloidogyne jsou snadno morfologicky
rozpoznatelni.

Kazda samicka naklade za sviij zivot pfiblizn€ 500 vaji¢ek do rosolovitého vaje¢ného
vaku na posteriarni ¢asti té€la (Agrios, 2005). Vajicka (obr. 1 v pfilohach) maji tvar ovalny,
jejich obsah je zpocatku zrnity a nasleduje diferenciace pies ruzné vyvojové stupné az
k vytvofeni larvy prvniho vyvojového stupné (Decker, 1969). Prvni a druhé vyvojové stadium
(obr. 2 v prilohach) je Cervovitého tvaru vyvijejici se uvnitt kazdého vajicka. Larva druhého
vyvojového stupné se uvolni z vajicka do pady, K prvnimu svlékani tedy dojde jesté uvnitf
vajicka (obr. 7 v prilohach), coz predstavuje jediné infekéni stadium hadatek rodu
Meloidogyne. Pokud had’atko nalezne citlivého hostitele a jeho kofenovy systém, coz je
podminkou pro jeho nasledujici vyvoj, usadi se v ném a vyvojovy cyklus mize pokracovat.

Had’atka po ataku rostliny ziskavaji vyzivu z bunék nachazejicich se kolem jejich

hlavy za pomoci styletu, kterym rovnéz a injikuji enzymaticky koktejl do téchto bunék.
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Enzymy stimuluji jejich zvétSeni a tvorbu tzv. obfich bun€k, vzniknou tak mnohojaderné
buiky s vysokym obsahem vakuol a vytvofi se tak vhodné prostiedi pro ziskavani zivin. Treti
vyvojova faze je velmi kratka, nasleduje ¢tvrta vyvojova faze, ve které se larvy diferencuji
podle pohlavi. V tomto poslednim vyvojovém stadiu dospéli sameéci Cervovitého tvaru
opoustéji kofeny a volné ziji v piid€ a pochopitelné hledaji samicky.

Samicky hruskovitého tvaru pokracuji ve zvétSovani a po oplodnéni, kladou vajicka,
kterd jsou uloZena v rosolovité hmoté uvniti nebo vné kotfenovych pletiv v zavislosti na
poloze samicky. Nékteré druhy tohoto rodu jsou schopné i partenogenetického vyvoje.

Vajicka se mohou vylihnout okamzité, n€které z nich mohou pfezimovat a vylihnout
se az na jafe. Zivotni cyklus je dokon&en po 25 dnech pii teplots 27 "C, ale mize trvat i déle
pfi nizsich nebo vyssich teplotach.

VétSina kotenovych héalkotvornych had’atek se nachéazi v kotfenové zoné 5 az 25 cm
pod povrchem pudy (obr. 4 a 5 vpfilohach). Kofenova halkotvorna hadatka se Sifi
predevsim pudou ulpivajici na zemédé€lskych strojich a zafizenich, infikovanym rostlinnym
materidlem a ptipadné€ i zadvlahovou vodou, ¢i vodou a kaly pochazejicimi z mycek kofenové
zeleniny (Agrios, 2005). Délka vyvoje zavisi piedev§im na teploté. VéEtSina druhd rodu
Meloidogyne vyzaduje pro sviij vyvoj relativné vysokou teplotu, i kdyz n€které druhy jako M.
hapla, M. naasi a M. artiellia se mohou vyvijet i v chladngjSich podminkach. V oblastech
sttedni Evropy je jejich vyskyt mozny i ve volné ptirod€. VétSina ostatnich druhil s vys$Simi
naroky na teplotu je v téchto podminkach vézana na skleniky. Délka vyvoje jedné generace
M. incognita pii pramérné teploté 23,3 °C je 26 dni, M. javanica pti 26 °C 21 dni, pii 14,3 °C
56 dni. Pocet generaci je rovné€z znacné zavisly na pfirodnich podminkach. Napiiklad
Vv tropech se miiZze vyvinout 10 — 12 generaci, v jiznich oblastech 4 — 5 generaci, ve sklenicich
az 12 generaci. Vlhkostni podminky neovliviluji podstatn€ vyvoj, pokud neni pfili§ prekrocen
rozsah 40 — 80 % vodni kapacity pudy a pokud nedochazi v prubéhu vegetace k periodam
s vysokym piisuskem (Decker, 1969).
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3.5.3 Ekologie

Dulezitymi ekologickymi faktory pro aktivitu a vyvoj hadatek jsou klima a
povétrnostni podminky, ptdni druh, pfitomnost hostitelské rostliny, $ife osevniho postupu a
s tim souvisejici dostupnost Zivin (Ravichandra, 2008).

Povétrnostni podminky, klima a ptedevsim teplota a vlhkost nejvice ovliviwuji vyvoj a
aktivitu had’atek. Vétsina had’atek vyzaduje vyssi teplotu, proto jsou svym vyskytem vazana
na tropické a subtropické oblasti.

VIhkost je nezbytna pro pohyb had’atek v pidé. Za suchého pocasi aktivita ustava,
dochazi k thynu nebo had’atka upadaji do anhydrobiézy. V mirném pasmu za teplého léta
had’atka nehynou, ale snizi se jejich aktivita.

Dalsim abiotickym faktorem je svétlo, které piisobi na had’atka jen omezené. Byl ale
zjistén nepatrny vliv svétla u had’atka Meloidogyne incognita ovlivnénim latkové vymény
hostitelskych rostlin a samicky tohoto druhu produkuji vice vajicek pti prodlouzeni doby
osvétleni.

Pohyb hadatek v pudé je zavisly na jeji porovitosti, vodnim filmu a pidni reakci.

(Ravichandra, 2008; Decker, 1969).

3.6 Metody ochrany

3.6.1 Neprima ochranna opatieni

Proti Sifeni hadatek pldou, napadenou sadbou, pracovnimi nastroji nebo
pneumatikami zeméd¢lské techniky jsou nutna preventivni ochranna opatieni jako zaklad pro
omezeni zavleCeni a $ifeni had’atek na pozemek, kde se zatim nevyskytovala. Nutné je dale
aplikovat Siroké osevni postupy. Nehostitelskymi rostlinami pro Meloidogyne hapla mize byt
vétsina jednodéloznych rostlin z Celedi lipnicovité. Z dvoudéloznych rostlin jsou to zastupci

z rodd Aster a Rudbeckia (Novakova a Zouhar, 2009).
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K prevenci dale pfispiva dostatecné organické hnojeni, pouzivani rezistentnich ¢i
tolerantnich odrid a likvidace napadenych kofeni. Ve wvnitinich prostorach, jako jsou
skleniky, je nutno udrzovat teplotu pudy co nejnizsi (Rod a kol., 2005).

Had’atka rodu Meloidogyne mohou byt také dale Sifena prostiednictvim zemédélskych
stroju nebo vozidel, které byly ve styku s kontaminovanou pudou. Proto se doporucuje Cistit
stroje pred a po pouziti (Perry and Moens, 2006). Zvlastni skupinu, pro kterou jsou
preventivni opatfeni alfou a omegou v ochrané rostlin jsou karanténni druhy. V pfipadé rodu
Meloidogyne se jedna o Meloidogyne chitwoodi a Meloidogyne fallax (Zouhar a kol., 2002). |
kdyz na uzemi Ceské republiky jejich vyskyt nebyl prokazan, mizeme tyto druhy najit
napiiklad v Némecku, Rakousku, Belgii, Francii a Holandsku. (Zouhar a Douda, 2007).

3.6.2 Prima ochranna opatieni

Nematocidy jsou piipravky urcené k ochrané rostlin proti had’atkim (Luc et al., 1990).
Tyto latky jsou ¢asto velmi toxické a vykazuji dlouhou rezidualni u€innost. Pii snaze o uinny
zasah pomoci pfislusnych chemickych prostfedki je nutno na tuto skuteCnost brat ohled.
Proto je dilezité pouZziti maximalnich pfipustnych davek chemické latky a jeji kvalitni
zapraveni do puady. Sortiment nematocidd, V registru povolenych piipravki na ochranu
rostlin, také komplikuje G¢innou ochranu proti fytoparazitickym had’atkim (Douda a kol.,
2011). Jediny registrovany piipravek v kategorii nematocidii je Basamid granulat s u¢innou
latkou Dazomet (Agromanual, 2013). Aplikace tohoto piipravku s sebou nese riziko
kontaminace spodnich vod a nevhodnost pouziti v systémech produkce biopotravin (Douda a
kol., 2011). Fumiganty typu nematocidu jsou sice vysoce ucinné, ale pro necilové organismy
také velmi toxické, navic uzivani fumiganti ve vysokych davkach vede k obavam z jejich
Skodlivosti na lidské zdravi a zivotni prostiedi, jsou i velmi nakladné (Gugino et al., 2006),
nehledé na to, ze v CR tyto prostiedky nelze pouzivat. Dalsi piimou metodou, kterou je
mozné uplatnit v boji s had’atky je pudni solarizace. Tato metoda spocivajici ve zvySeni
teploty ptidy pomoci vlivem slune¢niho zateni a zakryti pidy pomoci polyethylenové folie.
Metoda mé smrtici t¢inek pro Skodlivé organismy, které se vyskytuji v pad€ do hloubky cca

15 cm. Tato technika je uc¢inna pouze v oblastech, kde je po dlouhou dobu dostatek slune¢ni
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energie, sttedni Evropa tedy oblasti s moznosti vyuziti této techniky neni. Limitujicim
faktorem této metody mohou byt nejen klimatické podminky v dané lokalité, ale i ndklady na
aplikaci této metody vcetné nakladl na polyethylenovou f6lii (Luc et al., 1990).

Dalsi ptimé metody jako je ozonizace ¢i propafovani pudy jsou pouzitelné a rentabilni
jen u malych ploch a objemu pudy, pfi polnim péstovani jsou z ekonomického hlediska
nemozné (Douda a kol., 2011).

3.6.3 Biologicka ochrana

Had’atka rodu Meloidogyne maji mnoho pfirozenych nepiatel v ptdé, kteii se mohou
podilet na snizovani popula¢ni hustoty. Pocet organismu, které mohou byt pouzity pro
biologickou ochranu, je omezeny (Perry and Moens, 2006).

Pidni had’atka predstavuji dilezitou soucést plidni fauny. Tato skupina bezobratlych
obsahuje zastupce vétsiny trofickych skupin, véetné druhti, které zpracovavaji rozkladajici se
organicky materidl (bakterie, jiné pldni bezobratlé vcetné dalSich had’atek a rostlinného
materialu). Had’atka slouzi jako zdroj energie pro pocetné pidni organismy, mezi néz patii
rozto¢i (Acarina), chvostoskoci (Collembola), dokonce i kofeny masozravych vyssich rostlin.
Tato skupina organismti vyvinula Sirokou skalu rtiznych strategickych pasti, specializovanych
organt — napiiklad konstriktivni a nekonstriktivni prstence, lepivé knofliky, lepivé vétve a
stahujici oka. Biologicka ochrana na zakladé nematofagnich pidnich hub se v nedavné dob¢
stala komeréné dostupnou (Zouhar et al., 2013).

Pochonia chlamydosporia (Goddard) Zare & W. Gams 2001 se vyskytuje v padé a
kolonizuje kotfeny rostlin. Houba nasledné¢ napada vaje¢né vaky kotenovych hélkotvornych
had’atek rodu Meloidogyne, tim jsou vajicka zniCena a zivotni cyklus had’atka je pteruSen.
Vyznam aplikace nematofagni houby nemusi spocivat pouze v eradikaci fytoparazitickych
had’atek, ale pro péstitele miize byt dalezitym efektem pouhé zpomaleni nastupu napadeni
pestované plodiny had’atky.

Arthrobotrys oligospora Fresen. 1850 patii k nejbéznéjsim a zaroven kosmopolitné
vyskytujicim se druhem nematofagnich hub. Tento druh se vyskytuje v pudach lesostepi,

v ptudach riznych typt lest, pastvin, travnikti a v obdélavanych ptdach (Douda a kol., 2011).
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Byla izolovéna z mnoha riznych substrati, kompostt, tlejiciho dfeva a zivocisnych vykalil
(Zouhar a kol., 2010). Arthrobotrys oligospora patii do skupiny nematofagnich hub
vytvarejici lapaci struktury patfici do skupiny takzvanych dravych hub. Tento druh neni
hostitelsky specializovan na konkrétni druhy had’atek. Jako zdroj vyzivy pouziva volné zijici,
zooparazitické i fytoparazitické druhy had’atek. Arthrobotrys oligospora neposkozuje rostliny,
naopak zvySuje obranné reakce rostlin a muze podpofit rezistenci rostlin k had’atkim nebo
patogenum (Douda a kol., 2011).

Arthrobotrys dactyloides Drechsler 1937 zachycuje had’atka pomoci $krticich ok.
Vykazuje pomalejsi rist hyf oproti podobnym druhtim (napt. A. oligospora a A. superba).

Hirsutella rhossiliensis Minter & B. L. Brady 1980 ma Siroky hostitelsky okruh véetné
rostlinnych parazitickych had’atek, voln¢ Zijicich had’atek a roztoch. Tato houba tvoii
nepohyblivé konidie pfichycujici se na kutikulu hadatek. Kli¢ni hyfa houby penetruje
kutikulu hadétka a vném se vytvoii bulbus, zn¢hoz vyrlstaji hyfy asimilujici ziviny
z hostitele a zaroven proristaji t€lni dutinou had’atka. Dactylellina candida (Nees) Yan Li
2005 patii do skupiny nematofagnich hub. Hustota mycelia a rychlost rlstu je srovnatelnd s A.
dactyloides, avsak jeji mycelium je jemnéjsi. Dactylella lysipaga Drechsler 1937. Tato houba
parazituje na saprofytickych nebo parazitickych had’atkach. Monacrosporium phymatopagum
(Drechsler) Subram. 1964 je saprofyticky druh Zijici v pudé€, na dievé nebo parazituje na
had’atkach. Dalsi nematofagni houbou je Monacrosporium ellipsosporum (Preuss) R. C.
Cooke & C. H. Dickinson 1965 (Zouhar a kol., 2010).

3.7 Popis jednotlivych druhi rodu Meloidogyne

Kotenova halkotvorna had’atka jsou Siroce rozsifeni parazité rostlin. Do roku 1998
bylo popsano vice nez 80 druhti. Rod téchto rostlinnych paraziti rozpozname snadno, ale
jejich identifikace na trovni druhu se vzhledem Kk relativné malé specifické morfologické
variabilité¢ urcuje obtizné. V poslednich letech se ukdzalo, ze nékteré popsané druhy jsou

V podstaté smésné populace n¢kolika druhi (Karssen, 2002).
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V nasledujicim chronologickém uspotadani jsou uvedeny druhy Meloidogyne, které byly

popsany nebo zjistény v Evropé (Karssen, 2002):

. marioni (Cornu, 1879) Chitwood & Oteifa, 1952 (species inquirenda).
. artiellia Franklin, 1961.

. haasi Franklin, 1965.

. kirjanovae Terenteva, 1965.

. ardenensis Santos, 1968.

. deconincki EImiligy, 1968.

. litoralis EImiligy, 1968.

. megriensis (Poghossian, 1971) Esser, Prry & Taylor, 1976.
. kralli Jepson, 1983.

. hispanica Hirschmann, 1986.

. maritima (Jepson, 1987) Karssen, van Aelst & Cook, 1998.
. lusitanica Abrantes & Santos, 1991.

. fallax Karssen, 1996.

. duytsi Karssen, van Aelst & van der Putten, 1998.

. chitwoodi Golden, O’Bannon, Santo & Finley, 1980.

. graminis (Sledge & Golden, 1964) Whitehead, 1968.

. hapla Chitwood, 1949.

. incognita (Kofoid & White, 1919) Chitwood, 1949.

. exigua (Goldi, 1892) Chitwood, 1949.

. arenaria (Neal, 1889) Chitwood, 1949.

. javanica (Treub, 1885) Chitwood, 1949 .

LT L L L L 5 K £ K £ K5 KKK k£ kL £ kL

3.7.1 Meloidogyne exigua

Meloidogyne exigua (Goldi, 1892) Chitwood, 1949 je Castym Skidcem pro vétSinu odrud
péstované kavy (Coffea arabica L.). Pfedstavuje vazné agronomické omezeni, ponévadz je
Siroce rozsifeno ve Stiedni a Jizni Americe. M. exigua zpusobuje vSeobecné oslabeni

kavovnikl spojené s poklesem vynosu, ktery je odhadovan na 10 az 20 %. Cely Zivotni cyklus
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trva 32 az 42 dnu pii teploté 25 — 30 °C u vnimavého kultivaru (Anthony et al., 2005). M.
exigua byla rovnéz hlagena i v Evropé, a to z Italie a Recka. Neexistuje zadny néznak, Ze by
se §ifila z jizni Evropy. Pravdépodobnéjsi vyklad jejiho vyskytu v Evropé je takovy, ze zde
byla zavleCena s popinavymi rostlinami pochazejicimi z Brazilie, kde je M. exigua Siroce

rozsitena (Karssen, 2002).

3.7.2 Meloidogyne arenaria

Meloidogyne arenaria (Neal, 1889) Chitwood, 1949 parazituje témét na kazdé rostlinné
Celedi, véetné hospodarsky vyznamnych plodin a okrasnych rostlin. Velikost halek se
pohybuje od malych aZ po relativné velké, nékdy jsou uspofadany jako $itira perel, coZ je pro
tento druh typické. V jiznich zemich Evropy, napf. Portugalsko, jizni Francie, Spanélsko,
Italie, Recko, se na poli M. arenaria vyskytuje jen omezené. V severni Evropd byva asto
detekovana ve sklenicich (Karssen, 2002).

Tento druh se vyskytuje v Severni, Jizni a Stfedni Americe, Indii, Izraeli, Jizni Africe,
Belgii, Velké Britanii, Holandsku, Némecku, Polsku, Bulharsku, Mad’arsku a v dalSich
zemich. Jako hostitelské rostliny vyuziva rajéata, salat, okurky, mrkev, petrzel, zeli, celer,
hrach, z okrasnych rostlin pak naptiklad Antirrhinum, Begonia, Cactus, Chrysanthemum,
Gerbera, Iris, Pelargonium, Primula, Rosa. Z polnich plodin jsou to Zito, oves, pSenice,
jeCmen, fepa, brambory, vojtéSka, kukufice a dal$i. Naopak odolné jsou nékteré odrudy
jahodniku, kavovniku, baviniku a batatd. M. arenaria mize napadat také ruzné dieviny
Prunus persica (L.), Psidium guajava L., Ficus, Philadelphus a Philodendron (Decker, 1969).
skiidci podzemnice olejné. V siln¢ zamotfenych oblastech tak zptsobuje velké ztraty

na vynosech (Korayem and Bondok, 2013).

3.7.3 Meloidogyne hispanica (Hirschmann, 1986)

Tento druh byl poprvé nalezen v Seville v jiznim Spanélsku na kofenech podnoze

broskve (Prunus persica (L.) (Karssen, 2002). Od té doby zptsobovala velké ztraty na
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vynosech a kvalit¢ na rodu Prunus spp. vmnoha zemich, obzvlast¢ v oblastech
Stredomotského klimatu. Pivodné se zdalo, ze vyskyt M. hispanica je omezen na jizni ¢ast
Spanélska, ale jeji distribuce je potvrzena po celém svétd. Byla hlaSena na cukrové titing
(Saccharum officinarum L.), révé vinné (Vitis vinifera L.), hlediku vétsim (Antirrhinum majus
L.), pelargonii (Pelargonium notatum (L.) L'Herit), cukrové tepé (Beta vulgaris L.), rajceti
(Solanum lycopersicum L.), fikovniku (Ficus carica L.) a bananovniku (Musa sp.).

Podle morfologickych znakt se M. hispanica velmi obtizn¢ odliSuje od M. arenaria.
Oba druhy jsou totiz velmi podobné jak v morfologickych a biologickych vlastnostech, tak i
Vv hostitelském okruhu (Landa et al., 2008).

3.7.4 Meloidogyne naasi (Franklin, 1965)

Tento druh byl popsan v Anglii na jilku mnohokvétém (Lolium multiflorum Lamk.)
(Decker, 1969). Siroce rozsifeny je v Evrop&, hlasen byl z Walesu, Anglie, Holandska,
Némecka, Ruska, Belgie, Francie, Italie a byvalé Jugoslavie (Karssen, 2002). Mimo Evropu
se objevuje v Severni a Jizni Americe, ptilezitostné i v Asii.

M. naasi se vyskytuje na né€kolika druzich trav (vCetné golfovych hiist' a travnikd) a
obilovin (Perry and Moens, 2006). Piikladem je pSenice, jeCmen, srha fiznacka (Dactylis
glomerata L.), lipnice luéni (Poa pratensis L.), kostfava lu¢ni (Festuca pratensis Huds.), jilek
vytrvaly (Lolium perenne L.), ovsik vyvyseny (Arrhenatherum elatius (L.) Presl.), pyr plazivy
(Elytrigia repens (L.) Nevski.), z dvoud€loznych pleveltu jitrocel (Plantago sp.), $tovik
(Rumex sp.), ptacinec Zabinec (Stellaria media L.), rdesno ¢ervivec (Polygonum persicaria
L.), merlik mnohosemenny (Chenopodium polyspermum L.), dale je napadan mangold a
cukrovka. Pro M. naasi jsou charakteristické obloukovité zahnuté halky, které tvoii samicky
na Spickach kotenil (Decker, 1969).
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3.7.5 Meloidogyne artiellia (Franklin, 1961)

Tento druh byl nejprve nalezen v Anglii na ovsu. Pozdgji byl zjistén v Recku na p3enici,
kdy dochazelo ke ztratim na vynosech, a nasledn¢ na cizrné (Cicer arietinum L.) ve
Spanélsku, Italii a Syrii (Vito and Greco, 1988). Dalsimi hostitelskymi rostlinami jsou fepka
olejka (Brassica napus L.), brukev zelna (Brassica oleracea L.), vikev seta (Vicia sativa L.),
oves sety (Avena sativa L.) a pSenice seta (Triticum vulgare L.). Experimentalnimi hostiteli
jsou i dalsi druhy z celedi Brassicaceae, Fabaceae a Poaceae (Karssen, 2002). Halky
samicky M. artiellia jsou malé (vyjimecné 1cm) a tvoii se pfevazné na postrannich kofincich

(Decker, 1969).

3.7.6  Meloidogyne incognita

Meloidogyne incognita (Kofoid & White, 1919) Chitwood, 1949 se vyskytuje na vSech
péti kontinentech. Hlavnimi oblastmi vyskytu jsou jih USA, Afrika, Australie, Indie a Stiedni
a Jizni Amerika, ale tento druh se rovnéz objevuje v Turecku, Izraeli, Japonsku, Indonésii,
Italii, Francii, gpanélsku, Anglii, Belgii, Holandsku, Némecku, Svédsku, Bulharsku, Polsku a
Mad’arsku (Decker, 1969). Ve stiedni Evropé pieziva Meloidogyne incognita pouze
ve sklenicich. P¥itomnost byla prokazina i v Ceské republice (Tesafova et al., 2003).
K péstovanym hostitelskym rostlinam ve sklenicich patfi rajcata, okurky, salat, celer, zeli,
mrkev, z okrasnych rostlin Begonia, Cactus, Chrysanthemum, Fuchsia, Gerbera, Iris,
Petunia, Rosa, Monstera a dalsi. Mezi rezistentni rostliny patii pyr plazivy (Elytrigia repens
(L.) Nevski.), pSenice Spalda (Triticum spelta L.), Lycopersicon peruvianum (L.) Mill.,
Chrysanthemum morifolium Ram., Prunus persica (L.) Batsch., jahodnik obecny (Fragaria
vesca L.), kavovnik (Coffea L.) a ambrosie (Ambrosia spp.) (Decker, 1969).
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3.7.7 Meloidogyne chitwoodi

Meloidogyne chitwoodi Golden, O’ Bannon, Santo & Finley, 1980 je hlavnim $kiidcem
Vv oblasti severozapadniho Pacifiku v USA, zndmy v osmi dalSich statech USA a Mexiku.
V Evropé se vyskytuje v Belgii, Francii, Némecku, Portugalsku, Svycarsku a Nizozemi. Dale
v Jizni Africe, Australii a Jizni Americe (Argentina) (Perry and Moens, 2006). Meloidogyne
chitwoodi zptsobuje problémy v péstovani brambor Solanum tuberosum L., protoze negativné
ovlivituje kvalitu brambor, a tim i jejich prodejnost (Powers et al., 2005). Napada Siroké
spektrum hostitelt, k nimz se fadi jednodélozné a dvoudélozné rostliny véetné ekonomicky
dalezitych plodin jako jsou brambory, pSenice a kukufice. Tento druh zpisobuje relativné
malé halky (Perry and Moens, 2006). M. chitwoodi bylo v roce 1998 piidano do seznamu

karanténnich organismu, aby se zabranilo dal$imu $ifeni v ramci Evropy (Karssen, 2002).

3.7.8 Meloidogyne fallax

M. fallax a M. chitwoodi Karssen, 1996 jsou blizce ptibuzné druhy parazitujici na
jednodé€loznych a dvoudéloznych rostlinach, véetné nékolika vyznamnych plodin jako jsou
brambory, mrkev a rajcata. M. fallax bylo poprvé zjisténo v roce 1992 v oblasti severné od
Baexemu (Nizozemsko) a ptivodné identifikovan jako odlisna populace M. chitwoodi. Po této
prvni zpravé byl zaznamenan na bramborach na nékolika mistech v jizni a jihovychodni ¢asti
Nizozemska. Nasledné byl popsan jako samostatny druh (Perry et al., 2009).

Dalsimi oblastmi vyskytu tohoto druhu v Evropé je Belgie, Francie, Némecko,
Svycarsko, Nizozemsko. Mimo Evropu se objevuje v Jizni Africe, Australii a na Novém
Zélandu, kde je velice rozsitené (Perry and Moens, 2006). Oba tyto druhy - M. fallax a M.
chitwoodi — se ¢asto vyskytuji v oblastech mirného pasma (Castagnone-Sereno et al., 1999).
Stejné jako M. chitwoodi je i M. fallax v mnoha zemich uveden jako karanténni organismus
(Perry and Moens, 2006).
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3.7.9 Meloidogyne javanica

M. javanica (Treub, 1885) Chitwood, 1949 je rozsiteno v USA, Stfedni a Jizni Americe,
Australii, Indonésii, Indii, Jizni Africe a na Madagaskaru. Tento druh se vyskytuje i v Egypt¢,
Izraeli, Turecku, Italii, Spanélsku, Holandsku, Belgii a Polsku (Decker, 1969). M. javanica
ma schopnost reprodukce na mnoha jednodéloznych a dvoudéloznych rostlinach (Perry and
Moens, 2006). Mezi rostliny, které M. javanica napada ve sklenicich, patii rajcata, okurky,
salat, mrkev, Spenat. Z okrasnych rostlin jsou napadany Cactus, Freesia, Begonia, Gerbera,
Gladiolus, Pelargonium, Petunia, Primula, Viola, Rosa, Phlox a Lathyrus a z obilovin proso,
kukufice, brambory, fepa, sluneénice, fepka, len, vojtéska, ryze, jetel, lupina, séja, hrach,
fazole, vikev, petrzel, cibule, zeli, rebarbora, bazalka, fenykl, levandule, broskvon a dalsi. Za
rezistentni se povazuje paprika, nékteré odridy ovsa a je¢mene, jahodnik, kavovnik, bavinik
(Decker, 1969). Spolu s M. arenaria a M. incognita patii M. javanica k nejbézné&jsim
kofenovym halkotvornym had’atkiim. Je znamo po celém svété, v oblastech mirného pasma je
omezeno na skleniky. Na kofenech rostlin vyvolava obvykle pomérn¢ velké halky (Perry and
Moens, 2006).

3.7.10 Meloidogyne graminis

Meloidogyne graminis (Sledge & Golden, 1964) Whitehead, 1968. Tento druh parazituje
na travach, vcetné¢ ruznych kultivari obou druhti troskut prstnatych (Cynodon dactylon (L.)
Pers.) a Zoysia japonica Steud., Paspulum notatum Fluegge, Stenotaphrum secundatum
(Walter) Kuntze, Oryza sativa L., Digitaria sanguinalis (L.) Scop. a Ammophila arenaria (L.)
Link. Detekovan byl také na obilovinach Sorghum vulgare Pers. a Zea mays L. V Evropé byl

hlasen z pobteznich dun v Némecku a Nizozemsku (Karssen, 2002).
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3.7.11 Meloidogyne hapla

Meloidogyne hapla Chitwood, 1949 patii mezi nejvyznamnéjsi had’atko ve stiedni
Evropé véetnd Ceské republiky, kde piedstavuje hrozbu kultur kofenové zeleniny (Zouhar et
al., 2010). Ztraty na vynosech v dasledku tohoto poskozeni mohou dosahovat 50 az 90 %
(Novakova a Zouhar, 2009). Meloidogyne hapla bylo zjisténo na n¢kolika polich s komeréné
péstovanou zeleninou ve stiednich Cechach. K napadenym plodinam v oblastech s vyskytem
patii porek, cibule, kvétak, brambory rané a mrkev (Zouhar et al., 2003). V Ceské republice
byl proveden monitoring v roce 2001 v né€kolika zelinafskych oblastech. V dusledku tohoto
monitoringu na nékolika mistech v Polabi byla zjisténa ohniska vyskytu M. hapla o vyméie
zhruba 2 ha. Ptiznaky napadeni se projevuji od jednotlivych zdufenin na kotfenech az po
deformace, nevyvinuti hliz, bulev nebo hlavniho kofene. To mélo za nasledek doporuceni
prodlouZeni osevniho postupu mrkve a zatazeni obilnin. Celkové ztraty za posledni dva roky
vykazovaly nutnost vyloucit z osevniho postupu na nékolik let mrkev, celer, rané brambory.
V Ceské republice i celosvétové je nejvice napadanou plodinou mrkev. Vyskyt M. hapla byl
zjistén i na Slovensku v roce 1998 (Novakova a Zouhar, 2009). V fijnu v roce 2002 byl
poprvé zjistén vyskyt Meloidogyne hapla na poli ve Slovinsku, ktery byl izolovan z halek na
sladkych paprikach z poli v Lublani (Sirca et al., 2004).

V Evropé je M. hapla nepochybné nejbéznéjsi a Siroce rozsifené kotenové halkotvorné
had’atko v zeméde€lskych oblastech, ale také na piirodnich stanovistich jako jsou pobiezni
duny, lesy a feky (Karssen, 2002). Vyskyt M. hapla je zaznamendm po celém svété jak
vV oblastech mirného péasma, tak 1 v tropickych a subtropickych oblastech ve vysSich
nadmoiskych vyskach (Perry and Moens, 2006).

Piikladem zemi, kde se M. hapla vyskytuje, je Belgie, Anglie, Holandsko, Dansko,
Svédsko, Francie, Spanélsko, Polsko a Némecko. Déle pak Japonsko, Australie, severni,
stfedni a jizni Afrika, Severni a Jizni Amerika, Turecko a Izrael. Hostitelskych rostlin M.
hapla je vice nez 350 druhd z riznych celedi (Decker, 1969). Jako hostitelské rostliny jsou
popisovany zejména dvoudélozné rostliny a to véetné hospodaisky vyznamnych plodin a
okrasnych rostlin, jednodélozné rostliny jsou uvadény jako hostitelské s vyraznym dopadem
na kvalitu a vynos jen okrajové (Perry and Moens, 2006). V nasich klimatickych podminkach
se jedna piedevs$im 0 brambory, cukrovou fepu, jetel, vojtésku zeli, bob, petrzel, kapustu,
slunecnicli, len, vI¢i bob, vikev, pastinak, jahody, porek, hrasek, salat, mrkev, celer a rajéata a

dalsi (Decker, 1969). Z okrasnych rostlin jsou to begonie, gerbery, gladioly, sasanky, dfist’al,
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plamének, kosatce, rtize a fada dal3ich jednoletych i vytrvalych druht (Gaar a Cermak, 2012);
z 1é¢ivych a aromatickych rostlin bazalka prava (Ocimum basilicum L.), fenykl obecny
(Foeniculum vulgare Mill.), kopr vonny (Anethum graveolens L.), hefmanek pravy
(Matricaria chamomilla L.), mata peprna (Mentha piperita L.), komonice 1ékaiska (Melilotus
officinalis (L.) Pallas) a fada dal$ich; z plevelnych rostlin sedmikraska obecna (Bellis perennis
L.), hledik vétsi (Antirrhinum majus L.) a dalsi (Decker, 1969).

3.8 Zpisoby diagnostiky

3.8.1 Determinace morfologicka

K diagnostice samic¢ek rodu Meloidogyne ssp. se vyuziva rozdili v kresbé kutikuly tzv.
perinea (oblast vulvy a analniho otvoru). Perinealni vzor (obr. 11 v pfilohach) je variabilni u
vétSiny druhti (Jepson, 1983). Vulva a analni otvor jsou obklopeny ¢etnymi kutikularnimi
liniemi, které se svym vzhledem podobaji otisku prstu. Tyto linie jsou pievazn€ zvinéné a po
stranach pii¢né prerusené. Fasmidy v této oblasti mohou byt Casto vidény jako malé lesklé
tecky (Decker, 1969). Perineum je slozeno z konce ocasu, fasmid, ktidla, ryhy, hibetniho
oblouku, bo¢ni linie, teCkovani, anusu, vulvy, hibetni ¢asti a bti$ni ¢asti (Kudela a kol., 2007).
Pouziti morfologickych znakt hlavové casti sameckl je dilezité pro jejich identifikaci
(Jepson, 1983). Kli¢ k ur¢ovani samicek je zaloZen na rozdilnosti perinea jednotlivych druht.
K rozliseni samecki je uvedena jejich délka, délka tstniho bodce, délka spikuly a vzdalenost
vyusténi dorzalni jicnové zlazy do dutiny jicnu od baze ustniho bodce (Decker, 1969).

Klasickou metodou pro identifikaci a stanoveni po¢tu had’atek je tedy svételna
mikroskopie a to jak nativnich tak trvalych preparatt. (Mekete et al., 2012).
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3.8.2 Molekularni genetické metody diagnostiky — metody zaloZené na PCR

V soucasné dob¢ existuje nékolik metod PCR (polymerazova fetézova reakce)
pouzivanych k diagnostice had’atek. PCR — RFLP, PCR se specifickymi primery, PCR —
SSCP — konformacni polymorfizmus jednovlaknové DNA (Punja et al., 2007).

PCR je metoda, kterou se in vitro amplifikuji pro enzymatickou syntézu definované
DNA sekvence. Metoda se nazyva polymerazova fetézova reakce (Polymerase Chain
Reaction). Podstatou je opakujici se enzymova syntéza novych fetézcti vybranych tsekt
dvouretézcové DNA, ke které dochazi po piipojeni dvou primerti vazajicich se na protilehlé
fetézce DNA tak, ze jejich 3’OH — konce sméfuji proti sob¢. Jako primery se pouzivaji dva
uméle pfipravené kratké oligonukleotidy o délce 18 — 30 bazi, odvozené z koncovych
sekvenci DNA urc¢ené k amplifikaci (Zouhar a kol., 2002). Tato technika vyuziva vlastnosti
termostabilnich DNA polymeraz (Raclavsky, 1998). Ty byly pivodné izolovany z bakterie
Thermus aquaticus zijicich v podminkach extrémné vysokych teplot termalnich prament (70
— 75 °C) Yellowstonského narodniho parku v roce 1969. Reakéni smés pro amplifikaci
specifického fragmentu DNA se sklad4 z pufru pro danou polymerazu, MgCl,, templatové
DNA, dvou nebo vice primerti, DNA polymerazy a smési deoxyribonukleotid.

V soucasné dob¢ je na trhu cela fada polymeraz izolovanych z riznych bakterii (Pfu,
Tfl, Dynazyme, Taq gold) a fada dalSich.

Bé&zné pouzivanym objemem pro jednu reakci je 25 — 50 pl. Amplifikace DNA u PCR
probiha v tepelné a chemicky inertnich mikrozkumavkach nebo v jamkéach specidlnich
desticek (Zouhar a kol., 2002).

Samotna reakce probiha formou 30 1 vice cykll, v zavislosti na teploté reakéni smeési
se opakuji tfi nasledujici kroky: (1) zahfati na teplotu 94 — 96 °C vede k denaturaci
templatové DNA, ¢imz se rozdéli komplementarni fetézce DNA, (2) ochlazeni, sniZeni
teploty na 30 °C — 65 °C umozni nasednuti primert (annealing) k jednovlaknovym DNA
fetézclim, a (3) zahtati na teplotu (65 — 75 °C) vede k aktivaci termostabilni polymerazy, ktera
rozpozna volné 3’ - konce a syntetizuje novy fetézec ve sméru 5" — 3 podle denaturované
templatové DNA. Vyslednymi produkty jsou fragmenty DNA piesn¢ definované délky, které
jsou vymezené vazebnymi misty primert. Opakovani jednotlivych cyklti umoznuji specialni
PCR termocykléry.

Po skonCeni reakce se produkty PCR analyzuji pomoci horizontalni agarozové

elektroforézy (Raclavsky, 1998; Zouhar a kol., 2002). Agaroza je polysacharid slozeny 3,6 —
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anhydro-L-galaktosy a D-galaktosy. Ptipravuje se z agaru o vysokém stupni Cistoty. Ve
vrouci vodni 1dzni se rozpousti v pufru a pii teploté 50 — 60 °C se naléva do vodorovné formy
a nasledn¢ se do ni zasune $ablona, jez vytvofi jamky. Po ztuhnuti gelu se plastova nadoba
vlozi do elektroforetického aparatu, ktery se naplni pufrem. Ke vzorkim rozpusSténych
nukleovych kyselin se pfidavaji barviva. Nizkonapétovou elektroforézou pti potencidlovém
spadu 5 — 10 V/cm délky gelu se déli nukleové kyseliny. Priubéh elektroforézy je mozné
sledovat pomoci pohyblivosti pfidaného barviva. Pokud byl do gelu pfidan ethidiumbromid,
latka, kterd cervenooranzové fluoreskuje v ultrafialovém svétle, lze nukleové kyseliny
zviditelnit pod dlouhovinnym ultrafialovym svétlem jiz v prubéhu elektroforézy (Kiemen a
kol., 1998). Ethidium bromid je latka s mutagennim u¢inkem, proto je potiecba zvySené
opatrnosti a pouzivat ochrannd opatieni (Zouhar a kol., 2002). PCR metoda byla vyuzita jako
rychly PCR test pro identifikaci M. hapla, M.chitwoodi a M.fallax a jeji citlivé rozliseni od
sebe navzajem a od M. incognita ve smésich (Zijlstra, 1997).

PCR — RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) polymorfismus délky
Stépnych fragmentt. Tato metoda se pouziva k diagnostice monospecifickych vzorki a ma
dva kroky: enzymatické $tépeni molekul DNA ve specifickém §tépném restrikénim misté
enzymem zvanym restrikéni endonukleaza a amplifikaci specifického tseku genové DNA
univerzalnich primerd. Techniky zaloZzené¢ na PCR se pouZzivaji pro diagnostiku rtznych
zem&délsky vyznamnych druhG kofenovych hélkotvornych hadatek na zakladé jejich
rozliseni (Punja et al., 2007). PCR metoda RFLP byla pouzita v Koreji pro identifikaci tii
hlavnich druhtt Meloidogyne. Poskytla tak diskrimina¢ni profil pouzitelny pro tii hlavni
Meloidogyne druhy, M. hapla, M. incognita, a M. arenaria (Han et al., 2004).

PCR se specifickymi primery. Tento typ PCR pfedstavuje novy krok ve vyvoji DNA
diagnostiky a umoziuje detekci jednoho nebo vice druhit had’atek ve smési jednoho testu
PCR. Tim se snizi ¢as pro diagnostiku i naklady.

Diagnostika pomoci PCR se specifickymi primery byla vyvinuta pro siroké spektrum
rostlinnych parazitickych had’atek. V multiplexni PCR se sada né€kolika primert pouziva pro
amplifikaci nékolika cilovych gent. Nested PCR v multiplexnim testu se specifickymi

primery pochazejicimi ze SCAR byl vyvinut pro diagnostiku nékolika druht kofenovych
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halkotvornych had’atek (Punja et al., 2007). Metoda byla pouzita pro identifikaci M. hapla, M.
chitwoodi a M. fallax jako u¢inny zptuisob umoznujici spolehlivou identifikaci populace nebo

jedinca, ktefi sdileji spole¢né znaky a patii tedy k jednomu druhu (Zijlstra, 2000).

Metoda PCR — SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism) slouzi k detekci
mutaci typu zamény jedné baze (mutace, ktera neméni délku fetézce nukleovych kyselin).
Tato metoda je zalozena na principu rizné migrace jednovlaknovych molekul DNA (ssDNA).
Ty se 1i8i svou sekundarni strukturou v nativnim polyakrylamidovém gelu. Konformace
jednovlaknového DNA fragmentu je dana intramolekularnimi interakcemi uvnité sekvence
DNA. Pied zahajenim elektroforézy je nutné ziskany fragment denaturovat a nasledné nechat
nukleové kyseliny v podminkach vhodnych pro vytvofeni jednovldknové prostorové
konformace. Tato technika je jednoducha, velice citliva a zaroven efektivni (Zouhar a kol.,
2002). Metoda byla pouzita pro rychlou identifikaci kofenovych halkotvornych had’atek rodu
Meloidogyne spp. na zaklad¢ ITS2 sekven¢ni variace detekované pomoci PCR — SSCP
v kulturach a polnich vzorcich (Clapp et al., 2000).

3.8.3 Sekvenaéni techniky

Nejpouzivangj$i metodou pro stanoveni sekvence DNA je Sangerova dideoxy terminacni
metoda, kterd vyuzivd modifikovanou tzv. asymetrickou PCR k syntéze kopii DNA. Tato
modifikovana PCR vyuziva na rozdil od klasické PCR pouze jeden primer. Amplifikace PCR
produktu tedy probiha pouze na jednom fetézci DNA, na ktery se tento primer specificky vaze
a kopie molekul DNA nepiibyvaji exponencialni fadou. Kromé& deoxynukleosidtrifosfati
(ANTP) jsou do PCR reakce pouzity i dideoxynukleosidtrifosfaty (ddNTP), které postradaji
hydroxylovou skupinu na 3" — konci, na kterou by se mohl navazat dal$i nukleotid v nové
vznikajicim fetézci. Tyto dANTP tedy slouZi jako termindtory syntézy. Diive se samotna
syntéza DNA pomoci PCR provadéla oddélené ve ctyfech vzorcich, pficemz kazdy z nich
obsahoval jiny dideoxynukleosidtrifosfat (A, T, G, nebo C). Pro detekci nove syntetizovanych
fetézci je fluorescencni znafeni nukleotidl, kterého se vyuziva pii automatickém
sekvenovani. Detekce PCR produkti probihd béhem kapildrni elektroforézy pomoci

laserového detektoru napojeného na pocitac. Elektroforéza probihd v tenké kapildfe naplnéné
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gelem (Kiemen a kol., 1998). Metoda sekvenace je v soucasné dobé pouzivana nejen pro
diagnostiku, ale i pro studium evoluce organismu. Vzhledem k automatizaci a rozsifeni této t
echniky do komer¢ni sféry se stdva rutinné¢ pouzivanou technikou zejména v humanni

medicing, ale i ve fytopatologické praxi (Abad et al., 2008).

3.9 Bioinformaticka analyza dat

Rozvoj a ekonomicka dostupnost sekvenac¢nich technik vedl v poslednich dvou dekadach
k zna¢nému rozvoji i na poli bioinformatické analyzy ziskanych dat. Cela fada genoma je
znama a to dava dobry piedpoklad studia nové ziskanych populaci had’atek. Bioinformaticka
analyza se tak stava jednim z fertilnich kli¢ti pro analyzu biologickych dat, ktera jsou pii
vyzkumu ziskana a to jak na Grovni RNA, DNA tak proteint (Lesk, 2008). Bioinformaticka
analyza byla pouzita v mnoha pracich pro objasnéni ptibuznosti populaci hadatek a
komparaci jejich fazeni v taxonomickém systému vytvoifeném na zakladé morfologickych
biologickych dat. Jako ptiklad lze uvést praci Douda et al., (2013), kdy byly porovnavany
populace D. dipsaci a D. destructor s dalsimi dostupnymi daty v genobance a kde autofi
pfimo upozoriiuji na nutnost provést revizi stavajiciho fazeni studovanych druhii had’atek
V souc¢asném taxonomickém systému. Jsou tu ale i prace kde molekularni analyza napomohla
pfi objasnéni druhové piislusnosti nové objevenych had’atek, jako je to v ptipad¢ prace Marek
et al. (2014).
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4 MATERIAL A METODY

Prace byla rozd¢lena do ¢tyt posloupnych kroki:

1. Biologicky test a ziskani had’atek pro izolaci DNA.

2. lzolace DNA v dostate¢ném mnozstvi a kvalité.

3. Amplifikace dnou vybranych usektt DNA pro sekvenaci a naslednou bioinformatickou
analyzu.

4. Sekvenace a bioinformaticka analyza.

4.1 Biologicky test pritomnosti had’atek rodu Meloidogyne

Z nahodnych lokalit na tizemi Ceské republiky byly odebrany pomoci vzorkovaci
lopatky pfiblizné€ 2 kilogramy ptdy z hloubky 15 centimetrii. Takto ziskané vzorky ptidy byly
umistény do jednotlivych kontejneri o objemu 500 ml, aby nedochazelo ke kontaminaci
s jinymi vzorky pudy. Do jednotlivych kontejnert byly vysazeny hostitelské rostliny rajcete
(Lycopersicon lycopersicum (L.) Karsten ex Farw.) — odrtida Tornado v mnozstvi jedna
v kazdém jednotlivém kontejneru. Tyto rostliny byly pouzity jako biologicka past na had’atka
rodu Meloidogyne. Po c¢tyfech meésicich kultivace v fizenych podminkach, byly vzorky
provéfeny na piitomnost symptomt napadeni had’atky, jako kriterium napadeni byly
stanoveny halky nebo zdufeniny na kofenech. Rostliny bylo nutné vyjmout z pidy
Vv kontejnerech tak, aby nedoslo o odtrzeni postrannich kotfent a nasledné vizudlné zhodnotit
ptitomnost halek na kofenovém systému. Odebrané halky z kofeni rostlin byly uchovany
v mikrozkumavce pii — 18 °C. Pomoci stereo-mikroskopu SZX7 a mikroskopu BX51

prob&hla fotodokumentace.
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4.2 lzolace DNA

Byla zvolena metoda izolace DNA, ktera je za timto ucelem na KOR bézn¢ pouzivana.

Extrakce DNA z halek pomoci fenolu, postup:

Pouzité chemikalie

fenol, chloroform, izoamylalkohol, CTAB extrak¢ni pufr, isopropanol, etanol, TE pufr

1. Halky rozdrtit v tekutém dusiku ve tfeci misce.

2. Poté pridat 500 pl do tfeci misky extrakéniho pufru CTAB a homogenizovat.
Homogenat odsat pipetou a vlozit do mikrozkumavky.

Znovu piidat 500 pl extrakéniho pufru CTAB opét rozetfit a odsat.

Homogenat inkubovat 1h pfi teploté 65 °C ve vodni lazni.

Pridat 800u1 smési fenol : chloroform : izoamylalkohol (25 : 24 : 1).

10" tfepat na vortexu (IKA — VIBRAX — VXR).

10 odstiedit pti 9000 g (CENTRIFUGA — UNIVERSAL 320 R).

Po centrifugaci horni fazi odsat a dat do nové mikrozkumavky.

© ®© N o g bk~ w

Pridat 800 pul smési chloroform: izoamylalkohol (24 : 1).

10. 10" tfepat na vertexu (IKA — VIBRAX — VXR).

11. 10" odstiedit pii 9000 g (CENTRIFUGA — UNIVERSAL 320 R).

12. Po centrifugaci horni f4zi odsat a vlozit do nové mikrozkumavky.

13. Pridat stejny objem isopropanolu.

14. Precipitovat DNA v tekutém dusiku 3x po sob¢, vzdy nechat rozmrznou 9 — 12 h pfi
teploté — 25 °C.

15. Odsttedit pii 10 000 g po dobu 10°.

16. Nasledné slit tekutinu.

17. Ptidat 200 ul 70% etanolu.

18. Piepat 10" na (IKA — VIBRAX — VXR) pii 600 rpm.

19. Odsttedit pti 10 000 g po dobu 10°.
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20. Slit supernatant a peletu susit na stole ptiblizné 30 minut.
21. Nasledné¢ ptidat 50 pl TE pH 8,0 a 30 tfepat na (IKA — VIBRAX — VXR).

22. Resuspendovat a zméfit koncentraci.

Meéieni Cistoty DNA

Cistota a koncentrace vzorkl byly pfeméfeny na pfistroji NanoDrop 2000 (Thermo
Scientific). Pro méfeni na tomto pfistroji je zapotiebi jen 1 pl studovaného vzorku a 2 ul TE
pH 8,0.

Dle stanovenych parametrii bylo rozhodnuto o vhodnosti izolovaného vzorku pro dalsi
molekularné biologické analyzy, pokud ¢istota nebo kvantita byla nedostacujici, izolace byla

opakovéana.

a) Rogol2s0= 1,8 do 2,0 ¢ista DNA

b) Raeol280 < 1,8 kontaminace proteiny

€) Ruasol280 > 2,0 kontaminace organickymi slou¢eninami (fenol, chloroform)
d) Rasol230 > 2,0 optimum

e) Rasol230 < 2,0 kontaminace sacharidy

4.3 PCR

Pro tuto praci byly vybrany dva tseky pro amplifikaci evolu¢né stalych nic méné
druhové polymorfnich fragmentd cistronu rDNA (region mezi geny S18 a S28 a cast genu
S28) a dale pak specifické primery pro detekci M. hapla. Amplifikace probihaly
v termocykléru Biorad C1000. V prvni fazi experimentu byla amplifikovatelnost ocekavanych

fragmentti ovéfena pomoci levné Taq polymerazy a u vybranych, vhodnych vzorku pak
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prob&hla piiprava fragmenti pro sekvenaci pomoci Pfu polymerazy a to za ucelem sniZzeni

chybovosti zafazovani nukleotidii v pritbéhu amplifikace.

Celkovy objem reakéni smési pro PCR byl 25 ul a byly pouzité primery S 18 — S 21, MH1 R,
MHO.

Primery: S 18 — S 21.
S18-5"-TTGATTAGGTCCCTGCCCTT -3’
S21-5 -TTTCACTCGCCGTTACTAAG -3’

Slozeni PCR master mixu:

1. ddH,O 17,1 ul
2. pufr pro Taqg DNA polymerazu (10 x), (Fermentas) 2,5 ul
3. hotecnaté soli MgCl, (25 mM), (Fermentas) 3,0 ul
4. dNTP (25 mM), (Fermentas) 0,5 ul
5. primer —mix (25 puM), (Sigma) 0,4 ul
6. Tag DNA polymeraza, (Fermentas) 0,5 ul
7. izolovana DNA 1,0 pl

PCR program:

1. pocatecni denaturace 94 °C 3:00
2. denaturace 94 °C 1:00
3. annealing 60 °C 0:30
4. elongace 72 °C 1:00
5. 35x od kroku 2.

6. konec¢na elongace 72 °C 5:00
7. chlazeni 12 °C
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Primery: MH1 R, MHO.
MHO - 5" - CAGGCCCTTCCAGCTAAAGA - 3’
MH1R -5 - CTTCGTTGGGGAACTGAAGA -3’

Mastermix pro PCR:

1. ddH,O 17,1 ul
2. pufr pro Tag DNA polymerazu (10 x), (Fermentas) 2,5 ul
3. hofeénaté soli MgCl, (25 mM), (Fermentas) 3,0 ul
4. dNTP (25 mM), (Fermentas) 0,5 ul
5. primer —mix (25 uM), (Sigma) 0,4 ul
6. Taq DNA polymeraza, (Fermentas) 0,5 ul
7. izolovand DNA 1,0 pl

PCR program:

1. pocatecni denaturace 94 °C 2:00
2. denaturace 94 °C 0:30
3. annealing 58 °C 1:00
4. elongace 72 °C 1:00
5. 35x od kroku 2.

6. konecna elongace 72 °C 5:00
7. chlazeni 12 °C

Celkovy objem reak¢ni smési pro PCR byl 25 ul a byly pouzité primery D2A, D3B, S18 —
S 2L

Primery: D2A, D3B.
D2A -5 - ACAAGTACCGTGAGGGAAAG - 3’
D3B - 5" - TCGGAAGGAACCAGCTACTA -3’
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Reak¢ni smés obsahovala:

1. pufr (EURy)
dNTP (5 uM), (EURy)
primer
PfuUltra (5 U/p), (EURy)
DNA
ddH,0

S T o

PCR program:
1. pocatecni denaturace
. denaturace

. annealing

. 40x% od kroku 2.

2
3
4. elongace
5
6. konecna elongace
7

. chlazeni

Primery: S18 — S21.

S18-5"-TTGATTAGGTCCCTGCCCTT -3’
S21-5"-TTTCACTCGCCGTTACTAAG -3’

Reak¢ni smés obsahovala:

1. pufr (EURy)
dNTP (5 uM), (EUR,)
primer
PfuUltra (5 U/p), (EURY)
DNA
ddH,0

S O

2,5l
1,0 ul
0,4 ul
0,25 pul
1,0 ul
19,85 nl

95 °C
95 °C
53 °C
72 °C

72 °C
12 °C

2,5 ul
1,0 pl
0,4 ul
0,25 pul
1,0 pl
19,85 pul
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PCR program:

1. pocatecni denaturace 95°C 3:00
2. denaturace 95°C 1:00
3. annealing 60 °C 0:30
4. elongace 72 °C 3:00
5. 40x od kroku 2.

6. konecna elongace 72 °C 15:00
7. chlazeni 12 °C

4.4 Priprava PCR produkti pro nanaseni do gelu

Z PCR mikrozkumavek s produktem se odpipetovalo 5 pl a smichalo s 1 ul barvy (6
Orange Loading Dye (Fermentas). Tento vzorek se vlozil do prostfednich jamek v agardze a
do okrajovych jamek se napipetoval marker (Mass Ruler™ DNA Ladder Low Range) o
objemu 2 — 3 ul, pomoci néhoz je mozné odhadnou délku amplifikovaného fragmentu.

Elektroforéza (Cleaver) byla spusténa po dobu 30 az 45 minut pii konstantnim napéti 85
voltd. Po ukonceni elektroforézy se separované kyseliny na gelu zviditelnily pomoci UV
transiluminatoru (Infinity). Obraz vznikly fluorescenci molekul nukleové kyseliny v gelu, byl
sniman videokamerou a byl zobrazen na monitoru osobniho pocitace. Jednotlivé obrazy bylo

mozné ukladat v riznych formétech nebo tisknout ptimo na tiskarné.

4.5 Sekvenace a bioinformaticka analyza

Pted sekvenaci byl produkt PCR vyfiznut z agarozového gelu a purifikovan pomoci
GelJet purification kit (Fermentas) a to ptesn¢ podle navodu vyrobce. Po purifikaci byla opét
zméfena koncentrace produktu, produkt byl nafedén na pozadovanou koncentraci 50ng/ pl a
rozdélen do dvou mikrozkumavek 1,5 ml v objemu 5 pul a ke kazdé ¢asti bylo piipipetovano 5
ul primeru o koncentraci 5pmol/ ul. Takto pfipravené produkty byly opatfeny zakoupenym

barkodem a zaslany k sekvenaci (firma GATC Biotech). Po ziskani sekvenci byly tyto pouzity
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pro bioinformatickou analyzu a konstrukci fylogenetickych stromli a to pomoci volné

dostupnych aplikaci tak jak je popsano v kapitole vysledky.
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5 VYSLEDKY

5.1 Biologicky test pritomnosti had’atek rodu Meloidogyne

Vyskyt populaci had’atek rodu Meloidogyne na tizemi CR byl sledovan na 78 lokalitach.
Cilem vyzkumu bylo zjistovani vyskytu Meloidogyne hapla nebo jinych druhd rodu
Meloidogyne. Ze 78 odebranych vzorka ulozenych do kontejnerti vykazovalo pouze 13
vzorkd pozitivni symptomatické napadeni. Vzhledem k obtizné diagnostice by bylo nutné
provést morfologickou determinaci samic¢iho perinea, ovSem nedostatek biologického
materidlu tuto diagnostiku znemoznil. Tato problematika bude otdzkou pro dal$i vyzkum.
Pfinosem tohoto vyzkumu Vtéto fazi bylo zjiSteni vyskytu novych lokalit napadenych

Meloidogyne (viz ptilohy).

5.2 lzolace DNA

Tab. 1 — Cistota a koncentrace DNA izolovanych vzorki z pozitivnich lokalit

Nuc!eic _ Sample
# | Sample ID Acid Unit | A260 | A280 | 260/280 | 260/230 T Factor

Conc. ype
1 | Hradistko 68.2 ng/ul | 1.364 | 0.740 | 1.84 1.50 DNA 50.00
2 | Valenka 154 ng/ul | 0.308 | 0.185 | 1.66 141 DNA 50.00
3 188 61.8 ng/ul | 1.236 | 0.809 | 1.53 1.27 DNA 50.00
4 191 132.7 ng/ul | 2.654 | 1.421 | 1.87 1.79 DNA 50.00
5 196 64.9 ng/ul | 1.298 | 0.934 | 1.39 0.94 DNA 50.00
6 211 122.8 ng/ul | 2.456 | 1.270 | 1.93 1.84 DNA 50.00
7 213 16.8 ng/ul | 0.336 | 0.214 | 1.57 2.25 DNA 50.00
8 214 50.0 ng/ul | 0.999 | 0.589 | 1.70 1.47 DNA 50.00
9 12- 46.9 ng/ul | 0.938 | 0.634 | 1.48 1.25 DNA 50.00
10 3+ 14.0 ng/ul | 0.279 | 0.170 | 1.65 0.97 DNA 50.00
11 10+ 442 ng/ul | 0.885 | 0.520 | 1.70 1.13 DNA 50.00
12 11+ 31.3 ng/ul | 0.626 | 0.434 | 1.44 1.22 DNA 50.00
13 14+ 26.6 ng/ul | 0.533 | 0.341 | 1.56 1.12 DNA 50.00

| v piipadé nizké Cistoty se potvrdila amplifikovatelnost ziskané DNA.
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5.3 Priprava PCR fragmenti pro sekvenaci

V nékterych ptipadech doslo k amplifikaci semi-nespecifickych produktt, tato
skuteCnost byla zohlednéna pii vybéru produktu pro sekvenaci a to tak, ze byl vybran

fragment predikované délky.

Elektroforeogram produkti PCR s pouzitim primerta S18, S21
bp M 1 2 3 4 5 6 7 M

M — molekularni marker

1 — DNA izolovana z halek z lokality 213 (obr. 21 v ptilohach)

2 — DNA izolovana z halek z lokality 14+ (obr. 20 v ptilohach)

3 — DNA izolovana z halek z lokality 3+ (obr. 18 v pfilohach)

4 — DNA izolovana z halek z lokality 214 (obr. 22 v pfilohach)

5 — DNA izolovana z halek z lokality 211 (obr. 23 v ptilohach)

6 — DNA izolovana z halek z lokality 10+ (obr. 19 v ptilohach)

7 — DNA izolovana z halek z lokality Valenka (obr. 13 v ptilohach)
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Elektroforeogram produktti PCR s pouzitim primertt D2A, D3B
bp M 1 2 3 4 5 6 7 M

M — molekularni marker

1 — DNA izolovana z halek z lokality 213 (obr. 21 v ptilohach)

2 — DNA izolovana z halek z lokality 14+ (obr. 20 v ptilohach)

3 — DNA izolovana z halek z lokality 3+ (obr. 18 v ptilohach)

4 — DNA izolovana z halek z lokality 214 (obr. 22 v pfilohach)

5 — DNA izolovana z halek z lokality 211 (obr. 23 v pfilohach)

6 — DNA izolovana z halek z lokality 10+ (obr. 19 v ptilohach)

7 — DNA izolovana z halek z lokality VValenka (obr. 13 v ptilohach)

Elektroforeogram produktti PCR s pouzitim primerti S18, S21

bp M 1 2 3 4 5 6 M
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M — molekularni marker

1 — DNA izolovana z halek z lokality 188 (obr. 12 v ptilohach)
2 — DNA izolovana z halek z lokality 191 (obr. 16 v pfilohach)
3 — DNA izolovana z halek z lokality 196 (obr. 17 v pfilohach)
4 — DNA izolovana z halek z lokality 12- (obr. 14 v ptilohach)

5 — DNA izolovana z halek z lokality 11+ (obr. 15 v ptilohach)
6 — DNA izolovana z halek Meloidogyne hapla (sklenik CZU)

Elektroforeogram produktii PCR s pouzitim primerd D2A, D3B

bp M 1 2 3 4 5 6 M

M — molekularni marker

1 — DNA izolovana z halek z lokality 188 (obr. 12 v ptilohach)
2 — DNA izolovana z halek z lokality 191 (obr. 16 v pfilohach)
3 — DNA izolovana z halek z lokality 196 (obr. 17 v ptilohach)
4 — DNA izolovana z halek z lokality 12- (obr. 14 v ptilohach)

5 — DNA izolovana z halek z lokality 11+ (obr. 15 v ptilohach)
6 — DNA izolovana z halek Meloidogyne hapla (sklenik CZU)
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5.4 Sekvenace a bioinformaticka analyza

Kazdy fragment byl sekvenovan z obou stran tedy sence a anti sence. Sekvence byly po
zaslani otevieny v programu Sequence scaner, byla posouzena kvalita sekvence a baze, které
byly ,,nejasné ,, byly dle obdrzeného elektroforeogramu (obr. 26 v ptilohach) opraveny, dale
byly slozeny sekvence sence a antisence tak, aby vznikla jedna sekvence, pro transformace
sekvenci byl pouzit volné pfistupna program (reverse and complement tool). Sekvence byly
V prvnim, pfipadé pouzity pro diagnostiku a to pomoci algoritmu BLAST nucleotide blast. Ve
vSech piipadech byla nalezena nejvys$si podobnost s M. hapla. Dale bylo pfistoupeno
k porovnani sekvenci a konstrukci fylogenetického stromu. Pro aligment a konstrukci
fylogenetického stromu byl pouzit program ClustalW omega (obr. 28 v pfilohach). Byla
pouzita metoda UPGMA a byl vytvofen nezakofenény fylogeneticky strom. Ktery byl déle
upraven v programu FigTreel.4.0. Pro konstrukci matice podobnosti byly zatazeny i data
z databaze NCBI a to jmenovité (M. fallax, M. chitwoodi, M. minor a M. hapla) Byla ziskana
nasledujici bioinformaticka data o genetické vzdalenosti mezi populacemi z jednotlivych

lokalit.

Vybrana data z matice podobnosti sekvenci useku cistronu rDNA s pouzitim primerd S18,
S21 (obr. 25 v ptilohach).

3+ podobnost s lok. Hradistko z 99,61 %
188 podobnost se 191 z 99,22 %

211 podobnost s Valenkou z 99,22%

213 podobnost se 191, 214 7 99,47%

11+ podobnost s 10+ z 99,55%

Vybrana data z matice podobnosti D23 (obr. 24 v ptilohach).
1) lok 11+  podobnost s Hradistko, Valenka, M. hapla z 99,40%

2) lok 188  podobnost s Hradistko z 99,18 %
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Analyza dat:

Sekvence pouzité jako standardy pro ITS (S18/S21)
M.chitwoodi gi|359300691|gb[JN157868.1|
M.fallax gi|544183281|gh|KC241958.1]

M.hapla gi|388850736|gb|JX024148.1]

M.minor gi|519766939|gb|KC545879.1]

Sekvence pouzité jako standardy pro ITS (D2/3)
M. hapla gi|84794916|gh|DQ328685.1|
M.chitwoodi gi|544183304|gb|KC241981.1]
M.fallax gi|544183297|gb|KC241974.1|
M.minor gi|544183301|gh|KC241978.1]
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Obr. 1 — Fylogeneticky strom podobnosti druhtt Meloidogyne z jednotlivych lokalit (nahote
(S18, S21, dole D2/3).
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Po provedeni BLAST analyzy (obr. 27 v ptilohach) nebylo piekvapujici, ze i v ptipadé
konstrukce fylogenetickych stromii byly populace ziskané na tGzemi CR shlukovany k M.
hapla a ostatni pouzité sekvence tedy M. fallax, M. chitwoodi, M. minor vykazuji nejblizsi
vztah. Co je piekvapujici, je fakt, Ze pii pouziti sekvenci genu S18 byly vSechny populace
striktné blize M. hapla ovSem v ptipadé pouziti obou ITS regionti v¢éetné genu 5,8S byly
populace 196, 12-, 214, 213,191 a 188 blize skupin¢ M. fallax, M. chitwoodi, M. minor.
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6 DISKUZE

Na uzemi Ceské republiky v souasné dobé& zptisobuje nejzavazngjsi skody halkotvorny
druh Meloidogyne hapla. Po jeho prvnim publikovaném vyskytu Zouhar et al., (2003) na
tizemi CR nebyl provedena §ir§i monitoring tohoto vyznamného $ktidce zeleniny. Byly pouze
popsany dalsi lokality v oblasti Polabi, kde se tento Sktidce rozsitil a doposud zpiisobuje
obrovské ztraty a to jak na kvalit¢ produkce kofenové zeleniny, tak na jejich vynose.
Skodlivost tohoto druhu je takova, Ze jeho piitomnost se stava limitujicim faktorem péstovéni
zejména kotenové zeleniny na piscitych pudach v této oblasti (Zouhar et al., 2010). Na téchto
lokalitich byly zaznamenany intenzivni pfiznaky zplsobené timto druhem na ranych
bramborach, coz vypovida o pfitomnosti ¢etné a velmi agresivni populace (Douda a kol.,
2011). Ztraty na vynosech jsou hlaseny zvlasté z porostii mrkve a petrzele (Douda a Zouhar,
2008). Tato prace tedy rozSifuje oblast patrani po M. hapla i na dalSich 11 lokalit, kde
v minulosti nebylo toto had’atko detekovano. Tato prace se stane zdrojovym materidlem pro
dalsi studium rozsiteni a nebezpecnosti tohoto sktidce. Lokality, kde bylo had’atko prokazéno,
nebyly jesté studovany a je tedy nezbytné nutné provést podrobny monitoring konkrétnich
lokalit, tak aby bylo mozné stanovit jeho mistni rozsifeni a pfipadnou Skodlivost. Je rovnéz
mozné, ze v lokalitdch v okoli Hradce kralové a v oblasti Havlickova brodu pisobi had’atko
tak malé Skody, které nejsou patrné, protoZe se v dané oblasti nepéstuje tak Casto kotfenova
zelenina. To muZe byt vysvétleni toho, ze zemécdélskd vefejnost nezaznamenala tohoto
Skiidce. Z literatury jsou znamy piipady, kdy zcela obycejnd ndhoda vedla k objeveni
had’atka, které pozdéji zaujalo odbornou vetejnost a ziskalo celospolecensky vyznam. Tento
piiklad 1ze dokumentovat na B. xylophylus a jeho prvnimu popisu v Evropé (Mota et al.,
1999). Tento dil¢i vysledek lze povazovat za velmi vyznamny a to i vzhledem k naplnéni cile
této prace a tou bylo mapovani struktury populaci Meloidogyne hapla na uzemi CR. Paklize
by v rdmci monitoringu nebyly nalezeny dalsi populace, bylo by mozné porovnat jiz znamé a
geograficky velmi blizké populace. Je pravdou, ze dvé pivodni geograficky blizké populace
byly zafazeny i do tohoto testovani v rimci mé prace a jak je vidét, ze ziskanych dat, opravdu
jsou si i geneticky blizké. Lze tedy usuzovat na jejich spolecny ptivod.

Pro molekularné biologickou studii ptibuznosti ziskanych populaci had’atka Meloidogyne
hapla byly vybrany dva useky cistronu tDNA a to na zakladé¢ jednak dostupnych dat
v databazi NCBI a v neposledni fadé podle udaji v literatuie (Marek et al., 2010, Coleman
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and May, 1997, Ellis et al., 1986, Kane et al., 1996, Subotin et al., 2006, Subotin et al., 2005,
Vogler and DeSalle, 1994). Tyto dva tseky jsou §iroce pouzivany pro podobné studie a bylo
vhodné je pouzit také. Izolovana DNA z jednotlivych lokalit byla amplifikovdna pomoci
vybranych primerti a fragmenty sekvenovany. Ziskané sekvence byly analyzovany a byly
vytvofeny aligmenty a z nich po té fylogenetické stromy. Do hodnoceni byly pfifazeny i
dostupna data o had’tcich, kterd by se mohla na tizemi CR vyskytovat, jmenovité M.
chitwoodi, M. fallax a M. minor. Po provedeni analyzy pomoci BLAST bylo zjisténo, Ze
vSechny studované populace jsou M. hapla. Bohuzel nebyl dostatek biologického materialu
ani pudy pro namnozeni had’atek tak, aby bylo mozné provést detailni morfologickou studii.
Ziskana sekvencni data byla pouzita pro mapovani pfibuznosti populaci podobné, jako tomu
bylo v publikaci Subotin et al., (2006) az na predikci 2-d struktur a jejich aligmentu. Nic mén¢
1 tato data dala odpovéd’ na otazku, jsou li populace na Gzemi piibuzné a jak. Vzhledem
k nedostatku informaci v oteviené databazi NCBI nebylo mozné pfiblizit ptvod cesky
populaci, ale sekven¢ni udaje genu 28S jasné naznacuji, ze lokality HradiStko a Velenka jsou
si nejpiibuznéjsi. Pokud porovname tuto skute¢nost s geografii, je tato ptibuznost logicka.
Stejn¢ tak tato data vypovidaji o velké genetické vzdalenosti ceskych populaci od
karanténnich druht. I kdyZ na tizemi Ceské republiky jejich vyskyt nebyl prokazan, mizeme
tyto druhy najit naptiklad v Némecku, Rakousku, Belgii, Francii a Holandsku. Vyskyt téchto
karanténnich had’atek vlivem introdukce do Ceské republiky je mozny nejen z téchto lokalit,
ale i pohybem zemédélskych komodit v ramci EU (Zouhar a Douda, 2007). Situace je ovSem
ponékud odlisna v piipad¢ sekvenénich udaji pochazejicich z ITS regiond. Tyto Useky jsou
velmi variabilni, ale je ovéfeno, Ze jsou i evolu¢né stale (Hugall et al., 1999, Subotin et al.,
2001). Nezustava bez povSimnuti, Ze Lokality Hradistko a Velenka vykazuji opét vysokou
pfibuznost, ovSem na jedné vétvi se spolecné s vybranymi karanténnimi druhy nachazeji i
populace z lokalit 196, 12-, 214 , 213, 191 a 188. Tato informace je ponékud znepokojujici a
dava divod pro znovu provéfeni danych lokalit na vyskyt pfipadnych smésnych populaci. Jak
jiz bylo uvedeno Karsen (2002) ¢asto dochéazi k popisu nového druhu na lokalité, kde byl
ptivodné popsan jiny, ptibuzny druh. Alarmujici je zejména fakt, ze populace z lokality 12- je
geograficky oblasti péstovani brambor a mnoho odrid brambor je introdukovano praveé
z oblasti s vyskytem napiiklad M. fallax. Tyto udaje oteviely celou fadu otazek a bezpochyby

se tedy stanou zédkladem budouciho vyzkumu.
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7 ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo uréeni ptivodu populaci had’atka Meloidogyne hapla
ziskanych z lokalit v CR, respektive jejich piibuznosti a piipadné rodové piibuznosti. Pro
naplnéni tohoto cile byla stanovena védecka hypotéza: Populace Meloidogyne hapla
vyskytujici se na uzemi CR jsou z hlediska svého pivodu variabilni, protoZe zde neni
puvodni, ale doslo k jejimu zavleCeni z riznych ¢asti svéta. Piinosy této prace lze shrnout do
nasledujicich bodu:

e Ztestovanych 78 pidnich vzorkii byla prokdzana pfitomnost hadatek rodu

Meloidogyne ve 13 piipadech.

e Bylo popsano 11 novych lokalit s vyskytem had’atka M. hapla.

e Byly ziskany sekvenc¢ni tidaje dvou oblasti cistronu rDNA a to 13 populaci M. hapla.

e Byla provedena bioinformatickd analyza dat a byly clusterovany populace nalezené na

tizemi CR.

e V pfipadé¢ analyzy ITSI, 53,8S, ITSII regionu byly u populaci pochazejicich z lokalit

196, 12- , 214, 213, 191 a 188 popsana piibuznost se skupinou karanténnich druhti
rodu Meloidogyne.

Vysledky ziskané pfi feSeni této diplomové prace jsou plivodni védecké vysledky, které dosud

nebyly publikovany. Data, ktera byla ziskana, daji zaklad budouci podrobné védeckée studii.
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Obr. 1 — Vajicka Meloidogyne hapla.

Foto: E. Spacilova, 2013

Obr. 2 — Juvenilni stadia Meloidogyne hapla.

Foto: E. Spacilova, 2013
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Obr. 3 — Larva Meloidogyne hapla se zvyraznénou vnitini stavbou téla.

Foto: E. Spacilova, 2013

Obr. 4 — Meloidogyne hapla L2 v kotenech rostlin.

Foto: E. Spacilova, 2012
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Obr. 5 — Naméfena celkova délka had’atka L2.

Foto: E. Spacilova, 2012

Obr. 6 — Halka s vajecnym vakem na kofenu rajcete (Lycopersicon lycopersicum (L.) Karsten

ex Farw.). Foto: E. Spacilova, 2013
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Obr. 7 — Dospéla samicka s vajicky.

Foto: E. Spacilova, 2012

Obr. 8 — Halky Meloidogyne hapla se sami¢kami v kofenech rostlin.

Foto: E. Spacilova, 2013
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Obr. 9 — Ohnisko napadeni had’atkem Meloidogyne hapla v porostu mrkve.

Foto: E. Doudova, 2006
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Obr. 10 — Napadeni mrkve had’atkem Meloidogyne hapla.

Foto: M. Zouhar, 2008
62



Obr. 11 — Perineum Meloidogyne hapla.

Foto: M. Zouhar, 2011
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Obr. 23 — Lokalita 211, N50 10.052 E16 02.723
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Percent Identity Matrix - created by Clustal?.l

1218 100,00 96,52 96,73 98,30 96.48 96,53 96,93 9673 96,88 96.53 97,35 97.35 9735 96,73 60.04 80.37 80.66
2: 196 96,52 100,00 98.56 98.08 96,36 98,38 98.79 98,36 96.38 96.38 99.19 99,19 99,19 98,57 245 62.96 8327
3: llplus 9.73 96,58 100.00 98.30 98.87 98,59 98.59 98,59 96,59 96,59 99.40 99.40 99,40 9878 8230 6246 82.76
4214 98.30 98.06 96.30 100.00 98.26 98.09 96.09 98,30 98.09 98.09 96,94 96.94 98,94 9830 80.94 61.28 8158
5: 168 96,48 96,36 98.57 98.28 100.00 98,36 98.3¢ 98,36 96.36 96.36 99.18 99,18 99,18 98,55 2.5 62.62 2.9
6: 10plus 96,53 98,36 98.59 96.09 98.36 100.00 96,39 98,59 98,59 96.59 99.19 99,19 98,19 96.57 8232 82.65 82.93
Tl 96,53 96.79 98.59 98,09 98,36 98,39 100.00 98,79 96.39 96,39 99.19 99,19 99,19 98,57 8232 62.83 8313
§: Iplus 96,73 98,38 96,59 96,30 96,36 98.59 98,79 100,00 98.59 9839 99.19 99.19 99.19 9887 @Al 842 8N
9: l4plus 96,53 96.38 98.59 98,09 98,36 98.59 98.39 98,59 100.00 96,39 99.19 99,19 99,19 98.57 2.1 242 2.7
10: 191 96,53 98,38 96,59 98,09 98,36 98.59 98,39 98,39 98.39 100.00 99.19 99.19 99.19 98.87 2.8 8265 8.9

11¢ Hradistko 97,35 99,19 9940 96,94 99.18 99.19 99,19 99,19 99,19 99,19 100.00 100.00 100.00 99,39 82,93 83.28 §3.%4
121 Velenka 97,35 99,19 99,40 96,94 99.18 99,19 99,19 99,19 99,19 99,19 100.00 100.00 100.00 99,39 82,93 83.28 83.%4
13: M 97,35 99,19 99,40 96,94 99.08 99,19 99,19 99,19 99,19 99,19 100.00 100.00 100.00 99,39 84,52 83.99 85.31
14: 12minus 9.73 96,57 98.76 96.30 96.55 98,87 96.57 98.57 98,57 9857 99,39 99.39 99,39 100.00 82,14 82.45 82.75
15¢ M.minor 80.04 82045 6235 80.94 62,51 823 8.8 8211 8211 8232 6293 82,93 8452 82,14 100.00 92,75 93.%4
16: M.chitwoodi 80,37 82,96 62046 61,28 @82.62 82.63 B82.83 82,42 682,42 82.63 63,23 83.23 €3.99 8245 92,75 100,00 97.13
17 M. fallax 80.66 63.27 62.76 81.56 62,92 82,93 83,18 82,72 8272 8293 63,54 83.54 @581 8275 93.94 97,13 100.00

Obr. 24 — Matice podobnosti D2/3.

Percent Idencity Matrix - created by Clustal?,l

1: 188 100,00 99.22 9.67 9730 96,19 9631 9,53 96,98 96,32 96,69 9750 529 9635 8610 788 7669 7T.03
019 89,22 100,00 99.47 96.69 96,58 9670 95,93 96,98 9671 97,09 97,90 9573 9676 96,55 7645 7699 7.3
323 8.67 89,47 100,00 99.47 95,99 96,29 95,89 96,66 96,40 9679 97.46 9544 96,50 96,25 ‘"e.64 64 MU
4 24 .90 %669 99.47 120000 95,13 95.64 95,00 96,05 95,79 96,17 96,58 95.15 96,20 95.95 7076 76,11 76,66

5t 12minus %.19 9,58 95.99 95,13 100,00 96,19 95.56 96.60 96.3¢ 96.87 97.65 95.16 96,22 95.% 77.62 7699 7.8
§: 3plus 86,31 86,70 96,25 95.64 96,19 100.00 96.69 99.61 99.3¢ 97.49 98.43 9660 97.66 915 72l T6IL 7646
Tl 85,53 985,83 95,59 95,00 95.56 96.69 100.00 96.96 99.20 96.84 9778 95.60 96.66 96,13 7690 757 7613
§: Hradistko 96,55 96,95 96.66 96,09 96.60 99.61 98.% 100.00 99.74 97.89 9883 %678 9182 4032 MN.EY 638 7673
9: Velenka 86,52 86,71 96,40 96,79 9634 99.34 99.22 9974 100.00 97.63 98.57 9649 9753 9.02 769 76,38 7673
10: 196 8,69 97.09 %679 9607 9687 9749 9684 97.89 97.63 100.00 98.82 %678 9.8 9731 7831 76.69 77,04
11+ M.hepla .50 9.8 9746 %658 9T.65 9843 9778 9683 98,57 98.82 100.00 97.81 98.84 98.36 76.24 76,84 T70.18
12 14plus 85,29 85,73 %544 95,05 95,16 96.62 99.61 9678 96,49 9678 97.81 100.00 9898 9895 7h.4L 7406 75,12
13+ 1lplus 9,35 96,76 96,50 96,20 96.22 97.66 96.66 97.82 97,53 97.82 96.84 98,98 100.00 99,55 76.61 79,04 75,93
14 10plus %.10 9,55 96.25 95,85 95.%6 97,15 9613 9.3 9.0 9781 9636 9895 99,55 100.00 75.83 742 7.0
15: M.minor 7819 7645 7864 7076 7.6 7721 76,80 7.9 77.68 7831 78,24 7541 76,61 75,83 10000 €754 8776
16: M.chitwoodi 76,69 76,99 76.42 7611 76,99 7611 7577 76,38 76,38 76,69 76,84 7406 75,04 7412 87,54 100.00 96.69
M Mfallex 77,08 77,83 7.1 76.66 77,18 76.46 76,13 7673 7673 .04 T8 7502 7583 75,04 8176 96,69 100.00

Obr. 25 — Matice podobnosti S18, S21.
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Obr. 26 — Piklad vystupu (elektroforeogram sekvenacéni reakce).

Home RecentResults Saved Strategies Help

» NCBI/ BLAST/ blastn suite/ Formatting Results - KSSPRMVH015

Edit and Resubmit

Save Search > Formatting options > Download

3plus

RID

Query ID
Description
Molecule type
Query Length

KSSPRMVHO1S (Expires on 04-04 03:19 am)

Iel|12115
3plus
nucleic acid
496

Database Name nr
Description Nucleotide collection (nt)
Program BLASTN 2.2.29+ b Citation

Other reports: > Search Summary [Taxonomy reports] [Distance tree of results’
©Graphic Summary

Distribution of 100 Blast Hits on the Query Sequence &

}Mouse-over to show defline and scores, click to show alignments

Obr. 27 — Ptiklad vystupu (analyza podobnosti BLAST).
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EMBL-EBI

Clustal Omega

Input form Web services Help & Documentation

Tools > Multiple Sequence Alignment > Clustal Omega

Results for job clustalo-120140402-202610-0930-57969536-0y
Result Summary  Phylogenetic Tree Submission Details

Download Alignment File  Send to Clustalw2_Phylogeny

CLUSTAL 0(1.2.1) multiple sequence alignment

1gg8 --TTGATTACGTCCCIGCCCITTGTACACACCGCCCGTCGCTGCCCGGGACTGAGCCATT 58
191 --TTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGICGCTGCCCGGGACTGAGCCATT g
213 2000000 === TITACGTICCCTGCCCTITGTACACACCGCCCGTCGCTGCCCGGGACTGAGCCATT 55
214 2000 mmeee TTTACGTGGCTGCCCTTITGTACACACCGCCCGTCGCTGCCCGGGACTGAGCCATT 55
12minus --TTGATTACGTCCCIGCCCTTTGTACACACCGCCCGTICGCTIGCCCGGGACTGAGCCATT g
3plus --TTGATTACCTCCCTGCCCCTITGTACACACCGCCCGTICGCTGCCCGGGACTGAGCCATT 5
211 --TTGATTACGICCCTGCCCTTITGTACACACCGCCCGTCGCTGCCCGGGACTGAGCCATT 58
Hradistke --TTGATTACGTCCCTGCCCITTGTACACACCGCCCGTICGCTGCCCGGGACTGAGCCATT g
Velenka --TTGATTACGTCCCIGCCCTITGTACACACCGCCCGTCGCTIGCCCGGGACTGAGCCATT 8
196 @00 =——==- TTACGTCCCTGCCCTTITGTACACACCGCCCGTICGCTGCCCGGGACTGAGCCATT 54
M.hapla --TTGATTACGTCCCTGCCCITITGTACACACCGCCCGTCGCTGCCCGGGACTGAGCCATT g
14plus ---ACTGACCCCAT 11
Rk 3 e el D) ACTGAGCCATT 11
10plus a
M.minor -TTGATTACCGICCCTGCCCITITGTACACACCGCCCGTCGCTGCCCGGGACTGAGCCATT 59
M.chitwoedi @~ — -———————-- GICCCTGCCCTTITGTACACACCGCCCGTICGCTGCCCGGGACTGAGCCATT 50
M.fallax TITGATTANCGICCCIGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTGCCCGGGACTGAGCCATT &0
88 TCGAGRRACTTGGAGACTGTIGIC--TAATTTITITACC----TTACTTITGATGGRAACC 112
191 TCGAGAAACTTGGAGACTGITGIC--TAATTTTITTACC----TTACTTTGATGGARACC 112
213 TCGAGARACTTGGAGACTGTIGIC--TRATTTTITTITACC----TTACTTTGATGGARACC 109
214 CGAGAAACTTGGAGACTGTTIGIC--TAATTITTITTITICC----TTACTTTGATGGARACC 109
12minus TCGAGRRACTTGGGGACTGTIGA-TCTAATTTTITITAAC----AAACTTTGATGGRAACC 113
3plus CGAGAAACTTGGAGACTGTIGA-TCTAATTTTTTTAAG-—--TTACTTTGATGGARACC 113
211 TCGAGARACTTGGAGACTGTIGA-TCTAARTTTITTITARG----TTACTTTGATGGARACC 113
Hradistko CGAGRAACTTGGAGACTGTTGA-TCTARTTITTTTARG----TTACTTTGATGGARACC 113
Velenka TCGAGRARACTTGGAGACTGTIGA-TCTARATTTITITAAG-~---TTACTTITGATGGAAACC 113
196 TCGAGAAACTTGGAGACTGTTIGCCTCTAATITTITITTAAG----TTACTTTGATGGARACC 110
M.hapla CGAGAAACTTIGGAGACTGTIGA-TCTRAATTTTITITAAG----TTACTTTGATGGARACC 113
l4plus CGAGRAACTTGGAGACTGTTGA-TCTAATTTITTTTARG----TTACTTTGATGGRARCC 66
1liplus TCGAGRAAACTTGGAGACTGTITGA-TCTAATTTITITAAG----TTACTTTGATGGRRACC 68
10plus @ -====-- ACTTGGAGACTIGTTGA-TCTAATTTTITTAAG----TTACTTTGATGGARACC g
M.minor TCGAGAAATTTGGGGACTGTTGATTTARCTTTTITTITTAARARAGTTTITTITTIGATGGARACC 119
M.chitwoodi CGAGRAATTTGGGGACTGTTGATTTAACTTITTIT-TAARRRAGTTTTTITTGATGGARACC 109
M.fallax TCGAGRRATTTGGGGACTGTIGATITRAACTTITITT --ARARAAGTTTTTITGATGGRARCC 118
* EkEE khkkhkhk Ak * ok kk Rk LR R R

Obr. 28 — Priklad vystupu (Clustal omega).
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