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Vyznam fytoparazitickych had’atek pro produkci
chmele v CR

Importance of phytoparasitic nematodes for hop

production in the Czech Republic

Souhrn

Fytoparazitickd had’atka se fadi do kategorie specialnich Skodlivych organismi. To
z diivodu mnohdy zavazné Skodlivosti, av§ak ne vzdy je na prvni pohled jasn¢ definovatelna
pricina. U nékterych produkéné péstovanych zemédélskych plodin jsou tyto zastupci zcela
zasadni. V mnohych zemich jsou zafazeni na seznam karanténnich organismu. V literdrnim
ptehledu je obsazena charakteristika had’atek a jednotlivych druhti s ostatnimi souvislostmi.
V této Casti také nemohl byt opomenut chmel, jako vyznamny prvek zemédélstvi v nejvetsi
produkéni oblasti této plodiny v Ceské republice. Byl popsan historicky vyvoj chmelafstvi,
ucelem bylo pfiblizit dilezitost tradi¢niho zemédelského odvétvi v této historicky vyznamné
lokalité. Tato diplomova prace je zamétfena na zjisténi vlivu fytoparazitickych had’atek pro
produkci chmele v oblasti Zatecka. V praktické &asti byly odebrany vzorky ptidy z chmelnic a
zaneseny pomoci GPS do map z LPIS. Flota¢ni metoda s vyuzitim Fenwickovy konve byla
pouzita ke stanoveni mnoZstvi cyst z pidnich vzorkli. Vybrané vzorky cyst byly podrobeny
analyze pomoci molekularné biologickych metod. Ve vysledcich pfevazovala had’atka druhu
Heterodera humuli, ktera jsou typicka pro chmel Humulus lupulus. Potvrzen byl také vyskyt
had’atka Heterodera schachtii. Z jednotlivych pozemka byla zkompletovana data o vynosu a
obsahu alfa hotkych kyselin, z nichz byl vytvofen statisticky rozbor korelace jednotlivych
parametrt s vyskytem cystotvornych had’atek. Pozorovaly se podezielé piiznaky pfitomnosti
had’atek Ditylenchus dipsaci a D. destructor. Odebrané vzorky neprokazaly vyskyt téchto
osnich had’atek. Korela¢ni analyzy nepotvrdily statisticky vyznam mezi poftem cyst a

vynosem ¢i obsahem alfa hotkych kyselin.

Klicova slova: Heterodera humuli, chmel, fytoparaziticka had’atka, monitoring,

diagnostika



Summary

Phytoparasitic nematodes are classified into the category of special harmful
organisms. Because of the often serious harm, but not always, the cause is at first glance
claerly definable. In some production of cultivated agricultural crops these nematodes are
quite essential. In many countries they are included on the list of the quarantine organisms.
Inthe literary overview there are contained characteristics of nematodes and individual
species with the other context. In this part | also like to mention the hops as a significant
element of the agriculture in the Czech Republic. This thesis is aimed at finding out the effect
of the phytoparasitic nematodes for the production of hops in the Zatec area. In this practical
part soil samples were taken from hop yards and recorded by using GPS into the map from
the LPIS. A flotation method using of the Fenwick can was used to determine the number of
cysts in soil samples. Selected samples of the cysts were subjected to the analyses by
molecular-biological methods. In the results there were prevailing nematode species of the
Heterodera humuli, that are typical for hops Humulus lupulus and it was also confirmed the
appearance of the Sugar beet cyst nematode Heterodera schacchtii. From the idividual plots
were assembled data of the yield and content of alpha-bitter acids. The statistical analysis was
created by means of the correlation of the individual parameters with the incidence
of nematode cyst number. The suspicious signs of the presence of the nematodes Ditylenchus
dipsaci and D. destructor were observed. The presence of these stem nematodes wasn't
proved from the collected samples. The correlation analyses haven’t confirmed any statistical
important difference between the number of cysts and yield or between the number of cysts

and the content of alpha-bitter acids.

Keywords: Heterodera humuli, hop, phytoparasitic nematodes, monitoring, diagnostics
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1 Uvod

Zatecka oblast, co se produkce chmele tyée, patii k celosvétové nejvyznamnéj$im uz jen
ze své historické podstaty. V porovnani s rozlohou nasi malé republiky lze presto velikost
nasi péstebni plochy pienesené ptirovnat k produkci ostatnich chmelafskych velmoci. Vsak
také Ceska republika patii mezi prvni tfi nejvétsi producenty chmele na svété.

V dnesni dobé se celkové podceniuje vyznam fytoparazitickych had’atek, obzvlasté na
porostu trvalych kultur. Je obtizné vysledovat tyto ucinky a dopady na produkci chmele
vzhledem k mnozstvi ostatnich fyziologickych, klimatickych a biologickych faktort a jinych
Ciniteld, ale 1 vi¢i del$i vegetativni, tim padem i generativni dobé nez u jednoletych plodin.
Dalsim prizkumtm tohoto druhu navic neptfidava relativni ojedin€lost péstovani této plodiny
Vv celosveétovém méfitku.

Na chmelu mize parazitovat nékolik druhti had’atek. Nejznaméjsi a nejbéznéjsi druh
adaptovany na tuto plodinu je chmelové cystotvorné had’atko Heterodera humuli. Had’atka
mohou ovlivnit vyvoj chmelové rostliny piimo, parazitickym sanim nebo nepfimo,
vytvafenim infekénich mist pro dal$i patogeny a také ohrozuji rostliny pienosem vird. Navic
mohou setrvat dlouhou dobu na stanovisti v tzv. dormantnim stavu.

Vytrvalost této plodiny, velikost kofenového systému a rapidni narGsty béhem jara
naznacuji, Ze tyto rostliny maji velkou kapacitu k toleranci nematofagniho poskozeni (Warner

etal., 2013).
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2 Cil prace

Hypotéza: Na tzemi CR v péstebnich oblastech se vyskytuji fytoparaziticka had’atka
napadajici rostliny chmele.

Cilem této diplomové prace bylo uskute¢nit detekéni pruzkum pid na chmelnicich
v Ceské republice. Byla k tomu vybrana oblast Zatecka, kde ma chmelafstvi historicky pevné
kotfeny jiz po staleti. Detekéni prizkum neboli prizkum provadény ke zjisténi, zda se
Skodlivy &initel vyskytuje na daném uzemi, byl zaméfeny na fytoparaziticka had’atka, ktera
maji hostitelskou rostlinu chmel otac¢ivy (Humulus lupulus). Zpracovaly se vzorky pudy
a zhodnotila se korelace mezi vyskytem had’atek a jednotlivymi sesbiranymi daty ohledné
kvantity a kvality produkovaného chmele na jednotlivych pozemcich. Dale se provedl rozbor
vybranych cyst sedentérnich had’atek pod mikroskopem i pomoci molekularné biologickych
metod pro piesnou identifikaci.

Druha c¢ast prace byla zaméfena na vyskyt Ditylenchus dipsaci a Ditylenchus destructor
v nadzemnich ¢astech rostlin. Cilem bylo potvrdit nebo vyvratit jejich piitomnost

Vv rostlinném pletivu metodou pomoci Baermanovy nalevky.
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3 Literarni prehled

3.1 Uvod do problematiky had’atek
3.1.1 Zastoupeni had’atek v Zivoc¢iSné Fisi

Had4tka tvoii pocetné nejobsahlejsi skupinu organismd, tvoii témét 80 % vsech
mnohobuné¢nych organismi na celém svété z fise Animalia. Tito Zivocichové, vietenovitého
tvaru, se vyskytuji od nejspodnéjSich vrstev oceanského dna téméf po vrcholky nejvyssich
hor, od polarnich oblasti az po oblasti tropi (Karczmarek, 2006). Hlistice se objevuji
prakticky vSude, ve vSech vodnich profilech, v kazdé ptdé, v motskych vodach kazdé oblasti
zemeépisné Sitky, v rozkladdajicim se pletivu rostlinnych zbytcich, také jako paraziti tkani
vétSiny zivoc¢iSnych skupin, a to od jinych druhti hadéatek, Zizal, ptes hmyz, mékkyse,
po rizné druhy hospodaiskych zvitat, domacich mazli¢ka i lidi (Shurtleff & Averre, 2000).
Dosud je znamo asi 100 000 druht z kmene Nematoda, z nichz na rostlinach parazituje okolo
20 000 druhii. Odhadované mnozstvi je az do 100 milionti druht (Karczmarek, 2006). Hlistice
se déli do 14 tada. Jen asi 10 % vSech popsanych hlisticovitych druhli parazituje na
rostlinach, zhruba 15 % znamych druhti jsou paraziti zivo¢ichti, 50 % je vodnich a asi 25 % je
voln¢ zijicich druht (Shurtleff & Averre, 2000). Nejvyznamnéjsi parazité rostlin jsou z fadu
Hlistkové (Dorilaimida) a Had’ata (Tylenchida). Zptsobuji celosvétové znacné Skody na
produkci plodin (Karczmarek, 2006). Rizné druhy fytoparazitickych had’atek obyvaji
a infikuji vétSinu ¢asti rostlin, jako jsou pupeny, kvéty, listy, lodyhy, stonky a kofeny. Az
1,5 miliardy had’atek se muze vyskytovat soucasné na pozemku 0 velikosti jednoho akru
(0,4 ha) do hloubky 20 cm (Poinar Jr., 2011). Mnoho druhti je pfitomno ve svrchnim pidnim
profilu do hloubky 30 cm, nékteré jsou vsak i v hlubsich vrstvach. Zemina o hmotnosti 0,5 kg
Z obdélavaného urodného pozemku obecné obsahuje 10 — 20 druhii patticich do rliznych roda,
vcetné endo-, ektoparaziti a predatord. Had’atka se vyskytuji na rostlinich péstovanych na
polich, v sadech, skolkach, sklenicich, lesich a travnicich. Jejich celosvétovy vyznam, jakozto
hlavni pficina onemocnéni péstovanych plodin Sirokého rozsahu a ovlivnéni jejich produkce,
nebyl rozpoznan az do poloviny 40. let minulého stoleti. Skody na urodé zptisobené had’atky
jsou pripisovany cCastéji jinym limitujicim faktorm (napf. pldnim a klimatickym
podminkam, chorobam, Sktidciim, roztoctim, aj.). Had’atka jsou Casto opomijena jako hlavni
Skodlivy faktor v péstované ploding, dokud nejsou jiné limitujici vlivy na produkci

odstranény (Shurtleff &Averre,2000).
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Prakticky kazda plodina ma své druhy parazitickych had’atek. Vice nez 150 druhti bylo
zkoumano k objasnéni své role v rostlinné tisi. Kazdym rokem je popsano mnoho novych
druhti. V pokusech se projevuje inverzni vztah hmotnosti rostlin k mnozstvi had’atek
dodaného do pudy ke kofenum rostlin. Tento vztah se lisi mezi jednotlivymi druhy a je
ovlivitovan urcitymi faktory Zivotniho prostfedi, jako je urodnost, vlhkost, teplota a jiné pudni
vlastnosti. Trvalé kultury poskytuji staly pfisun obzivy, a proto mohou byt zranitelnéjsi vici
poskozeni had’atky. Obdobné jednoleté plodiny péstované jako monokultury podporuji tento
fenomén. Had’atka ovlivituji negativné jak vynos, tak kvalitu komodity. Rostlinam had’atka
negativné ovliviwji pfisun zivin, tim padem dochazi k neefektivnimu vyuziti nejen hnojiv.
Dalsi hrozbou je sekundarni poskozeni rostlin jinymi Skodlivymi organismy z fad bakterii
a houbovych patogenil. Nediagnostikované napadeni rostlin had’atky mlze negativné ovlivnit
pokusy navrzené ke zkoumani jinych faktord, které limituji rust rostlin (Handoo, 1998; Palm
etal., 1968).

3.1.2 Historie vyzkumu had’atek

Prvni poznatky o fytoparazitickych had’atkdch v oblasti mirného pasma pochazi z
prelomu 17. a 18. stoleti, poté co byl vynalezen prvni mikroskop holandskym védcem panem
Leeuwenhoekem. Prvni zaznam o pozorovani fytoparazitického had’atka je z roku 1743, kdy
jej badatel Needham pozoroval na pSenici, konkrétné se jednalo 0 Anguina spp..V roce 1855
bylo objevené had’atko zpusobujici Skody na kofenech okurek. Pozdéji bylo objevené had’atko
fepné a mnoho dalSich (Handoo, 1998).

Skupina cystotvornych had’atek byla poprvé popsana roku 1859 na kofenech cukrovky
Vv oblasti némeckého Magdeburgu botanikem Schachtem. Byla pojmenovana az o par let
pozdé&ji Schmidtem, a to jako Heterodera schachtii, byla nalezena i na dalsich plodinach,
napf. ovsu, jeCmeni nebo bramborach. V té dobé se vsak spekulovalo jen o jednom a tom
samém druhu (VIk, 1985).

Nasledujici stoleti se vkladalo velké usili do aplikace védy v zemédélstvi, predevSim
Vv Evropé. Do 40. let 20. stoleti se védomosti o jinych fytoparazitickych had’atkach ptilis
nerozsifovaly. V dalSich letech se rozmohl chemicky primysl s fumiganty, které redukovaly
populace nejen had’atek, ale i jinych Skodlivych ¢initela (Palm et al., 1968).

Prvni vyzkumy fytoparazitickych had’atek v tropickych oblastech se vSak uskutecnily
az na prelomu 19. a 20. stoleti v Oceanii. Cobb (1891) ucinil prizkum cca 30 druhti z ptidy na

plantazi bandnovnikti v rostlinnych pletivech na Fidzi. Jiny prizkum vedl k objeveni
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Skodlivych had’atek na ananasovych polich na Havaji a v této souvislosti doslo k vyvoji
prvniho efektivniho ptidniho nematocidniho fumigantu. V poloviné 20. stoleti vzrostl pocet
zalozenych nematologickych laboratofi ve vSech Castech svéta, napt. Indie, Kena, Zair,

Pobiezi slonoviny (Luc et al.,2005).

3.2 Taxonomické zarazeni had’atek

RISE: ANIMALIA
Kmen: Nematoda

Trida: Adenophorea (Aphasmidea)

Rad:  Hlistkové — Dorylaimida

celed:  Dorylaimidae rod: Dorylaimus
celed:  Longidoridae rody: Longidorus
Xiphinema

Paralongidorus
¢eled:  Trichodoridae rody: Trichodorus
Paratrichodorus

Trida: Secernentea (Phasmidea)
Rad:  Hadata — Tylenchida
e Nadceled: Tylenchoidea

¢eled:  Hoplolaimidae
rody: Hoplolaimus
Rotylenchus
Helicotylenchus

Rotylenchulus

celed:  Tylenchidae rody: Tylenchus :
Ditylenchus
Anquina

Psilenchus

14



¢eled:  Pratylenchidae rody: Pratylenchus

Celed:  Heteroderidae rody: Globodera
Heterodera
Punctodera
Cactodera

¢eled:  Meloidogynidae rod:  Meloidogyne

Celed:  Nacobbidae rody: Nacobbus
Rotylenchus
Celed:  Tylenchulidae rod:  Tylenchulus
Celed:  Paratylenchidae rod: Paratylenchus
celed:  Criconematidae rody: Criconema

Criconemoides
Belonolaimus
Dolichodorus
Rad: Aphelenchida
e Nadceled: Aphelenchoidea

Celed:  Aphelenchidae rod:  Aphelenchus
Celed:  Aphelenchoididae  rod:  Aphelenchoides
(VIk, 1985).

3.3 Obecna charakteristika

3.3.1 Morfologie had’atek

Tyto organismy jsou vétSinou mikroskopicti a zpravidla prasvitni a nitkoviti, odsud
pochazi jejich vystizny nazev z feckého ,,nema® = vlakno a ,iodes” = podobny. S jejich
délkou vétsiny z nich 1 — 2 mm je téméf nemozné vidét je pouhym okem. Vyjimecné vSak
dosahuji 1 5 az 6 mm, ale tyto druhy se objevuji pomérné ziidka. Tento tvar plati o sameccich
z rodu Meloidogyne, Heterodera, Globodera a ostatnich pohyblivych kofenovych had’atkach
(Anonym 3, 2015; VIk, 1985).

Samicky nékterych druhli v§ak nemaji typicky nitkovity tvar, jejich zdufeld téla nabyvaji

tvara odliSnych, napf. druhy rodu Globodera jsou zaoblené, rod Heterodera ma typicky
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citronovity tvar, rod Meloidogyne tvar hruskovity. Samicky rodu Heterodera a Globodera se
meéni v tzv. cysty, po vytvofeni vaji¢ek odumiraji a jejich télo vytvoii ochranny obal pro
vajicka, poptipadé larvy 1. stadia. Jejich cysty jsou povétSinou hnédé, jen cysty samicek rodu
Meloidogyne zistavaji bilé a mékké (Shurtleff & Averre, 2000).

Na povrchu nesegmentovaného téla je odolna 2 — 3 vrstva, vétsinou prisvitna, kutikula,
jez je tvorena smési keratinu, proteind, lipidl a polysacharidii. Mnohdy lze skrze ni spatfit
jejich vnitini organy. Chrani cely organismus pted neptiznivymi podminkami. Kutikula miize
byt pticné krouzkovana nebo hladka. Podél bocnich ¢asti téla jsou podélné linie slouzici jako
vyznamny morfologicky znak. Ustni dutina, pochva a kone¢nik jsou ptivodu exodermalniho
a kryje je kutikula. Béhem vyvoje dochazi obvykle ke ctyfem svlékdnim kutikuly, kterd je
nahrazena novou vrstvou (Decker, 1989).

Pod kutikulou se nachazi hypodermis, kterd po obvodu téla vytvaii ¢tyfi podélné listy,
dvé bocni (lateralni), bfisni (ventralni) a hibetni (dorzalni). Bocnimi liStami probihaji nervové
provazce a exkrecni kanalky, které vyuastuji z téla pravé v tirovni nervového prstence. Mezi
témito Ctyimi liStami v hypodermis probihaji podélné také pruhy svalstva. Tyto tfi vrstvy —
svrchni kutikula, hypodermis a pruhy svalid tvofi tzv. funkéni celek kozné svalovy vak.
Had’atka maji té€lni pokryv a zarovenn umoznény pohyb diky ohebné kutikule. Pohyb had’atek,
jak uz nazev napovida, je hadovity, mrskavy, zajimavosti je, ze had’atkiim je umoznén pohyb
pouze doptfedu. Poptipadé se umi stoCit do spiraly. V téle had’atka jsou jesté dalsi dilezité
svalové organy, jimiz je ovladan stilet, Iépe feceno jeho rytmické pohyby. Dale svaly ovladaji
roztahovani a stahovani jicnu a také uvadéji do pohybu pafici jehlici samci. Kozné svalovy
vak obklopuje dutinu bfi$ni, v niZ jsou ulozené organy traviciho ustroji, zbytek nervového
systému a pohlavni soustava (Lee, 2010; VIk, 1985).

Nejvetsi cast télni dutiny zabird travici soustava. Je to dal$i determinacni znak, ma rizné
tvary i velikost. U fytoparazitickych had’atek je vybavena Ustnim bodcem (stylet), s nimz
perforuji stény bunék rostlinnych pletiv a vysavaji jejich obsah. Malokdy vSak muize chybét
uplné. Stylet je duty jehlovity utvar, jenz spodnim dnem naseda na ptedni ¢ast jicnu. Stylet
muze mit rizné tvary podle druhu had’atka, mize byt rovny, ohnuty, jehlovity atd. (Lee,
2010). Po obvodu ustniho otvoru jsou tii, Sest a nékdy jen Ctyfi pysky se smyslovymi
bradavkami, tzv. papily (Gaar, 2004). Jicen, oesophagus, je svalnaty trubicovity nékolikadilny
organ, ktery je tvofen tfemi ¢astmi. Prvni pfedni ¢ast je corpus. Ma tvar valcovity —
dorylaimoidni typ, nebo mize byt rhabditoidni. Stfedni bulbus je rozd€len na dvé Césti —
pfedni valcovitd — procorpus a zadni zdufelda — metacorpus. Druha ¢ast jicnu se nazyva

istmus, kolem né&j je ulozen nervovy prstenec. Je to ve skuteCnosti zGzena cast mezi

16



sttednima terminalnim bulbem neboli posledni ¢ast jicnu. Terminalni, tzv. Zlaznaty bulbus je
rozsiteny. Tvofi ho tfi Zlazy, jedna dorzalni a dvé subventralni. Misto vyusténi dorzalni
jicnové zlazy hraje dilezitou roli v rozpoznavani druhti. Mezi jicnem a stiednim stfevem
(intestinum) je vétSinou chlopiiovity Gtvar zvany cardia (Decker, 1989; Lee, 2010).

Nekolikadilné sttevo vypliuje velkou cast téla. Stiedni stievo je obycejnd trubice
propojujici jicen se zadnim stfevem, coz je konecna Cast zazivaci soustavy, tedy kone¢nik -
rectum. Ten vyustuje analnim otvorem — anus. Od stiedniho stieva az po konec¢nik je tato Cast
prihlednéjsi a nazyva se prorectum. Pred koneCnikem, do néhoz usti rektdlni zlazy,
se nachazi uzaviraci sval. U samci usti kone¢nik spolecné s chdmovodem do kloaky. Na
konci téla za fitnim otvorem je ocas — cauda. Vylucovaci ustroji zajistuji 1 - 2 exkrecni
kanalky v boc¢nich listach nebo v télni duting. Vyusténi je umisténo pobliZ nervového prstence
(Decker, 1989; VIk, 1985).

Nervova soustava je jednoducha, tvofena centralni nervovym prstencem obepinajici jicen
nervovymi uzlinami a provazci, které jsou napii¢ spojené spojkami — komisury. V piedni
¢asti téla od nervového prstence jsou nervové kmeny, Ctyfi se rozvetvuji trojmo a dva dvojmo.
Inervuji tak smyslové organy v hlavové Casti — pyskové papily na Spickach vSech pyski, které
maji hmatovou funkci. Dalsi dva nervové provazce spojuji postranni smyslové organy —
amphidy s bo¢nimi uzlinami. Jsou to chemoreceptory, které informuji jedince o okolnim
svété. Od nervového prstence smérem dozadu vybihaji dal$i dva neparové kmeny, bfiSni
a hibetni, které jsou zakonceny v porovitych utvarech — phasmidy, pobliz fitniho otvoru.
Pohlavni papily, ¢ast&ji ptritomné u samecku, jsou na bfisni strané nebo na bocich v oblasti
kloaky. Mohou se vSak nachazet i1 podél bfiSni strany aZ k apikalni casti téla. Pobliz
nervového prstence se nachazi dalsi utvary, napf. hemizonid ¢i hemizonion (Decker 1989).
Smyslové organy se vyskytuji u had’atek v podobé smyslovych §tétinek, které jsou navzajem
propojeny a napojeny na nervovou soustavu a nejpocetnéjsi jsou v oblasti vulvy a na zadnim
konci téla sameckt (Vk, 1985).

O ob¢hove a dychaci soustavé se u had’atek neda hovoftit v pravém slova smyslu. Tyto

funkce zastava télni tekutina vypliujici télni dutinu (Decker, 1989).

3.3.2 RozmnoZovani a biologie had’atek

Had’atka jsou pfevazné odd€leného pohlavi, Casto s pohlavnim dimorfismem. Pohlavni

organy slouzi jako determinacni znak. Samici pohlavni ustroji je sloZzeno z 1 — 2 vaje¢nika
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(ovarium), de¢loha (uterus), pochvou — vagina a vulvou. Ne¢které druhy maji spermatéku
(receptaculum seminis) k uchovani samcich pohlavnich bunék.
e Monodelfické usporadani vajecnikii —vyvinut pouze jeden vajeCnik, ktery sméiuje
k hlavové ¢asti a vulva je na bfisni strané v zadni ¢asti téla. Napi. rod Ditylenchus,
Aphelenchoides, Pratylenchus, Paratylenchus.
e Didelfické uspotfadani — jsou vyvinuty dva vajecniky.
e Didelficko — amfidelfického uspotfadani —vulva je uprostied téla, kdy jsou vaje¢niky
Vv protilehlém sméru, napf. rod Tylenchorhynchus, Rotylenchus.

¢ Didelficko — prodelfického uspoiadani — soustava obou vaje¢nikii obracenych dopiedu

smérem k hlavové ¢asti téla, napi. u rodti Globodera, Heterodera, Meloidogyne.

Samci maji rozmnoZovaci a travici soustavu ukoncenou spoleénym vyvodem. Neékteré
druhy maji vyvinutou spermatéku — zasobnik samcich pohlavnich bunék. U samct
fytoparazitickych druht had’atek tvofi vétSinou pohlavni organy jen jedno varle (testis).
Had’atka nékterych rodl, napi. Meloidogyne, maji vSak dv€. Dalsi ¢asti jejich pohlavni
soustavy jsou semenny vacek — vesicula seminalis, chamovod (vas deferens) a jednu nebo dvé
parici jehlice (spicula), coz je kutikularni utvar umistény ve sténé kloaky ovladany svalstvem.
Tvar spikuly je dilezitym determina¢nim znakem. Ne¢které druhy maji navic vyvinuté
gubernaculum, coz je vodici a kluzna lista spikuly. Po stranach té€la mohou byt umisténé
pafici plachetky (bursa copulatrix), slouzici k pevnému pfichyceni samicek pii kopulaci a
zacina obvykle pied fitnim otvorem. Konéi bud’ pfed koncem ocasu (bursa leptoderni), (napf.
rod Ditylenchus, Tylenchus) nebo dosahuje az na jeho konec (bursa peloderni), (napt. rod
Pratylenchus, Tylenchorhynchus, Rotylenchus). Dle tvaru a délky ocasu se dale determinuji
jednotlivé druhy. Samecci rodu jako je Globodera, Heterodera nebo Meloidogyne pafici
plachetky nemaji (Lee, 2010; VIk 1985).

Vétsina fytoparazitickych druht had’atek ma pomér pohlavi v populaci 1:1, jsou vSak
vyjimky, kdy 1 samecek je v poméru 10 000 samiéek, z toho je ziejmé, Ze se takovyto druh
rozmnozuje partenogeneticky, napt. Heterodera trifolii. U nékterych druht se vSak muze
jednat o hermafroditismus, a to u Pratylenchus crenatus. Samicky tohoto druhu maji bud’
organy pro tvorbu spermii, tzv. spermogonie — agonicky hermafroditismus, nebo se vajicka
I spermie vytvari v jedné gonadé — syngonicky hermafroditismus (VIk, 1985).

Oogonie zarode¢ného epitelu v apikalnim konci vajecniku se mitoticky déli a vyrlstaji
Z nich oocyty. Prostupem vajecniku se oocyty zvétSuji a pronikaji do semenné schranky, kde

jsou oplodnény. Poté se v déloze vytvofi vajecny obal, coz jsou vétSinou ti1 blanky. Vnitini
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lipoidni, stfedni chitindzni a wvngj$i obal proteinovy, ktery se vytvaii az po oplozeni
a u n€kterych druhti chybi (Lee, 2010; Decker, 1989).

Vétsina samiCek klade vajicka do okoli, nékteré druhy, napi. Meloidogyne, kladou
vajicka do rosolovitého vaku. Jiné druhy nékterych zastupci rodu Heterodera cast vaji¢ek
kladou do vaje¢ného vaku, napi. H. schachtii, H. humuli nebo H. trifolii, vétsina jich vSak
zustava v té€le samicky, ktera se méni po odumieni v cystu. Druhy jako H. avenae nebo
Globodera rostochiensis, které maji vSechna vajicka v cystach, zde také prozivaji fazi
embrya. Tato strategie chrani vajicka pied rychlym vyschnutim a umozni jim tak pfezit
mnoho let za nepfiznivych podminek (Perry & Moens, 2006).

Uvniti vajic¢ek je granulovitd hmota, kterd zaroven obsahuje ziviny. Po prvnim déleni se
jedna o stadia blastuly a gastruly s diferenciaci tkani v ektoderm, mesoderm a endoderm.
Posledni faze je larvalni a larva je ve vajeéném obalu n¢kolikrat svinuta (Schutleff & Averre,
2000).

Délka embryonalniho vyvoje i pocet vajicek zavisi na jednotlivém druhu had’atek. Taktéz
hraje vyznamnou roli vnéjsi prostiedi. Samicky rodu Heterodera, Meloidogyne a Globodera
vytvaii aZ n€kolik set vajicek. Samicky listovych had’atek jen par desitek. Embryonalni vyvoj
trva jen nékolik dni (VIK, 1985). Lihnuti larev had’atek s naslednym opousténim cyst je bézné
podporovano difuzaty kotfend hostitelskych rostlin, ale i jinych nehostitelskych rostlin.
Existuji v8ak piipady, napt. Heterodera avenae nebo H. gottingiana, u kterych se aktivace
lihnuti larev kofenovymi exudaty nepotvrdila. Produkce exudatii je zavisla na intenzité ristu
rostlin, exudaty jsou ve vodé¢ rozpustné, termostabilni a mohou byt absorbovany pidnimi
koloidy. Velmi vyznamné je vSak i spontanni lihnuti larev, pfedevs§im na jafe (Heterodera
schachtii). Dale je tento proces ovliviiovan teplotou. U Heterodera avenae se nejvice larev
lihne pfi teplotach kolem 20 °C, u H. schachtii pii teploté okolo 25 °C (Lee, 2010; VIk, 1985).

Postembryonélni vyvoj ma pocatek v prvnim larvalnim stadiu, svlékdnim ve vajecnych
obalech, které po prasknuti diky rytmickym pohybtim stiletu opousti larvy 2. stadia, larvy se
svlékaji b&hem svého vyvoje Ctyfikrat. Tésné pied svlékanim jsou larvy neaktivni
anepiijimaji potravu. Svlékani pfedstavuje vyménu staré kutikuly za novou. Samicky
nekterych druhd, jak jiz bylo zminéno, s vyvojem méni i tvar téla, ktery jim dle druhu zduii
azmeéni se v cysty. Doba vyvoje larvalnich stadii je rizna, od 2 do 12 dnti. V poslednim
larvalnim stupni maji larvy pohlavni organy plné vyvinuty a po 4. svlékanim jsou
morfologicky dospélé. Avsak k dosdhnuti pohlavni dospélosti je jeSteé potfeba par dni
K tplnému dozrani organti, aby byly schopny kopulace. Ale jiz pied uplnym dozranim Ize

rozeznat pohlavi jedinct, napt. u rodu Heterodera ve tretim stadiu (VI1k, 1985).
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3.3.3 Sifeni had’atek

Had’atka se v ptid¢é pohybuji velmi pomalu, od par centimetrit do 1 metru béhem jedné
vegetace. SpiSe se §ifi pasivné zemédé€lskou technikou, stejné tak se mohou $ifit zaplavami,
zavlahovou ¢i drendzni vodou. Dokonce je mohou Sifit zivocichové nebo vanouci vitr.
Distribuce na vétsi vzdalenost se uskuteciiuje infikovanym rostlinnym materialem ¢i osivem,
kontaminovanou padou i zemédélskymi produkty. Voda a vitr zptsobuji lokalni Sifeni
had’atek, ale pravé Clovék je zodpovédny za rozSifeni na velké vzdalenosti, zejména

introdukeci rostlin a mezinarodnim obchodem rostlinnych komodit (Shurtleff & Averre, 2000).

3.3.4 Skodlivost had’atek

Poskozeni rostlin, zpusobené had’atky, byla nalezena v kazdé oblasti, kde se prizkumy
provadély.

Ze $kodlivych cystotvornych druhti prevazuji rody Heterodera a Globodera. Skodlivost
had’atek se projevuje na porostech jak piimo, tak neptimo. Pfimé Skody had’atka zpusobuji
mechanickym poSkozenim rostlinnych pletiv a rostlina ztraci Ziviny a chfadne, coz mé piimy
vliv na vitalitu rostlin, popfipadé na vynos. Neptima $koda mutize byt vSak jesté vétsi, co se
tyce pienosu vird, mozné otevieni vstupu infekci do rostlinnych pletiv, nakladt spojenych se
Slechténim odrid rezistentnich proti had’atklim nebo eliminace dopadu karanténnich opatieni,
vyhlasenych v souvislosti s vyskytem karanténnich druhti a omezenych moznostech péstovani
urcitych plodin. Kazdoro¢ni ztraty na vynosech souvisi s hustotou populace had’atek v padé
béhem vegetace. Tato relace se ponckud lisi v trvalych kulturdch. PoSkozeni nékolika
had’atky neni obvykle zavazné, le¢ v ¢asovém odstupu mize byt pieci jen zasadni pro
naslednou plodinu. Populace piekracujici prah ekonomické Skodlivosti miize poznamenat
estetickou stranku, snizit trodu nebo dokonce Uplné zlikvidovat porost hostitelské plodiny.
Odhady kaZdorocnich celosvétovych ztrat zapti¢inéné fytoparazitickymi had’atky se pohybuji
od 3,3 % na zitu Secale cereale po 20,6 % na rajcatech Lycopersicon esculentum. V plodinach
péstovanych pro lidskou obzivu jsou Skody odhadnuté kazdorocné na 11 — 14 % v tadech

miliard dolarti (Shurtleff & Averre, 2000).
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3.3.5 Metody ochrany rostlin

3.3.5.1 Preventivni metody

Nejucinn€jsi ochranou je vzdy kombinace pfimych a nepfimych metod. K nepifimym
metodam patii prevence, tedy zabranéni dalSimu Sifeni hadatek. Je nutné pouzivat
certifikovany rostlinny material a dodrzovat pfisna legislativni opatfeni pro tyto komodity,
s kterymi se obchoduje jak mezinarodné, tak lokaln€. Tyto zésadni postupy tvofi pilife
ochrany rostlin pied né€kolika zavaznymi Skodlivymi organismy, jako je G. rostochiensis nebo
G. pallida. Dulezitym preventivnim opatfenim proti pfemnozeni had’atek je vhodny osevni
postup, do kterého je nutno zaradit alternativni neptatelské a nehostitelské plodiny, které
zajisti zaroven ptipadné spontanni lihnuti larev a pfirozena umrtnost zplisobenéd nedostatkem
vhodnych hostiteli zredukuje mnoZstvi populace pod prah ekonomické Skodlivosti. Néktera
had’atka maji celkem omezeny hostitelsky okruh, coz usnadiiuje moznost ochrany vyuzitim
pravé osevniho sledu. Napi.had’atka G. rostochiensis a G. pallida maji 1 — 3 hostitelské
plodiny (brambor, rajce, lilek), H.avenae (je¢men, oves, pSenice), H. zeae (kukufice),
H. carotae (mrkev).

v

Nejefektivnéjsi je v8ak pouziti rezistentnich odrad rostlin proti danému druhu had’atka.
nebyvd vzdy dostupnd. Hostitelské plodiny byly vySlechtény na rezistenci vici
G. rostochiensis, G. pallida, G. tabacum, H. avenae, H. glycines, H. schachtii. Funguji tak, ze
nedochazi k vytvareni obfich bun€k v okoli napadeni a bunky zpoc¢atku poskytuji had’atkiim
prisun zivin. Postupné vSak nekrotizuji a znepiistupni potiebné ziviny a samicky svij vyvoj
nedokon¢i. Tato metoda se hojné pouziva v bramborafstvi, kde je vedeno pies 70 odriad
rezistentnich k had’atku bramborovému, jehoZ populaci po zafazeni do osevniho postupu
mohou snizit az 0 90 % (Perry & Moens, 2006).

Jiné metody vyuzivaji napt. vhodné agrotechnické lhiity. Dale je nutné zajistit optimalni

vyZzivu rostlin a ochranu proti plevelam (Gaar, 2001).

3.3.5.2 Kurativni metody

Ptimé metody, kam patfi chemické, fyzikalni ¢i biologické zplisoby ochrany, jsou
vétsinou vice narocné a méné ucinné, a proto se Vv praxi pouzivaji jen omezené (Gaar &

Cermak, 2012).
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Chemickéd ochrana je zastoupena nematocidnimi pfipravky. AvsSak nékolik z nejvice
ucinnych byly stazeny kvili moznému zdravotnimu a bezpe€nostnimu riziku. DalSim
faktorem je biologickd degradace puadnimi organismy, jejichz pocCet muze nartstat
nepiiméfenym vyuzitim nematocidi. Nematocidy jsou hojné aplikovany v ramci strategie
ochrany rostlin, napf. hadatka druhi G. rostochiensis a G. pallida v bramborach
a H. goerringiana na hrachu, jez maji 1 — 2 generace do roka. Druhy, které produkuji nékolik
generaci za rok, jako napf. H. glycines nebo H. schachtii, jsou naro¢néjsi na regulaci (Perry
& Moens, 2006). V soucasné dob€ jsou u nas Vregistru piipravkli na ochranu rostlin
registrovany tfi pripravky, na bazi u¢inné latky oxamyl (Vydate 10 G), acetamiprid (CAREO
Combi Granulat proti $kiidcim) a dazomet (Basamid Granulat).

Fyzikdlni metody se pouzivaji pro ozdraveni semen a sadby, napt. mofenim napadené¢ho
osiva a hliz horkou vodou pii teploté 43,5 °C, substratu pii vysoké teploté 90 °C. Dalsi
metoda je solarizace pudy, pouzitelna v teplejsim klimatickém pasmu (Zouhar a kol., 2008).

Cystotvorna had’atka by se zdala byt perfektnim cilovym organismem pro vyuziti jako
bilogicka agens v ochrané rostlin. Vaji¢ka jsou uvnitf cyst v rosolovitém obalu, takze by mély
byt velmi nachylné k houbovym nebo bakterialnim parazitim v rhizosféte. Byly uskuteénény
pocetné empirické studie proti ekonomicky vyznamnym cystotvornym had’atkiim pouzitim
nematofagnich houbovych organismii a bakterii (Perry & Moens, 2006). Podrobny vyzkum
byl veden pouze pro n€které druhy organismi. Mezi nejlepsi piiklady patii metoda regulace
H. avenae houbovym organismem Nematophthora gynophila a Pochonia chlamydosporium.
Dals§imi vyznamnymi nematofagnimi houbovymi organismy jsou zastupci fadu Moniliaes,
které produkuji smrtici toxiny. Existuje také moznost vyuzit bakterie Pausteria penetrans
jako bioagens, ktera zamezuje had’atkim rozmnozovat se a penetrovat larvalnim stadiim do
kotenll. ZvySena aktivita nematofagnich hub byla zjiSténa v kompostech a muléich, proto je
tedy vhodné =zapravovat organickou hmotu do pidy, ktera prispiva k regulaci
fytoparazitickych had’atek v padé (Zouhar a kol., 2008)

Je nezbytné pouZzivat vS§echny mozné dostupné metody ochrany, pfimé i nepiimé. Obvykle
se praktikuje vhodny osevni postup s dodate¢nym opatienim. Vyhoda tohoto postupu spociva
Vv pouziti dil¢ich G€innych strategii a ochrannych opatteni, které znemoziuji adaptaci had’atek,

jako napf. G. rostochiensis a G. pallida v Evropé nebo H. glycines v USA (Roberts, 1993).
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3.3.6 Priznaky na rostlinach

Fytoparazitickd had’atka jsou obligatni parazité napadajici zivé rostlinné bunky, které
potfebuji ke svému zivotnimu cyklu. Pfiznaky napadeni rostlin zavisi na druhu parazita, stafi

a druhu hostitelské rostliny i mistu parazitce (Shurtleff & Averre, 2000).

3.3.6.1 Priznaky na podzemnich ¢astech

NejbéznéjsSim priznakem napadeni kotenl fytoparazitickymi had’atky je nespecifické
chiadnuti rostlin. PoSkozeni kofenovych bunék zplsobuje mens$i absorpci vody a Zivin
rostlinou. Rostliny vadnou a zaostavaji v rustu.

Kofenové halky jsou typické Gtvary na kofenech o velikosti nékolika mm az po cm, jsou
zpusobeny hlavné druhy rodi Meloidogyne spp. a Nacobbus spp., ale také Anquina
radicicola. Tyto halky mohou vyvolat i ektoparazitické druhy, napf. Hemicycliophora
arenaria, Xiphinema diversicaudatum.

Léze jsou ohranicené nekrozy v riznych pletivech (hypodermis, epidermis nebo v celé
korové vrstvé). Jsou plivodem reakei urcitych latek na vymésky hadatek. Jsou typické pro
napadeni kofenti endoparazity rodu Pratylenchus a Radophulus similis. Obcas se tyto nekrozy
objevi i vlivem napadeni ektoparazitickymi druhy rodid Helicotylenchus a Criconemoides.
Nejprve se vytvaii malé léze, které se ovSem piispénim sekundarnich Ciniteld rozsifuji,
a nakonec celé ¢asti kotfenli odumiou. Nekrotické 1éze mohou vznikat 1 po vniknuti had’atek
do rezistentnich odrid, kde vSak had’atka hynou.

Suché hniloba je dal$im moZznym symptomem piitomnosti had’atek v rostliné. Vznika
sekundarné vlivem houbovych patogent po napadeni duznatych ¢asti rostlin, jako jsou bulvy,
hlizy, stolony. U bramborovych hliz je tento projev nasledovan napadenim Ditylenchus
destructor a parazitaci D. dipsaci na bulvach fepy.

Poskozeni kotenovych Spicek souvisi s pferuSenim rastu kotfenti hlavnich 1 postrannich,
kofenovy systém ma strohy tvar, kdy jemné postranni kofinky zcela chybi. Tyto pfiznaky
zpusobuji  kofenovi  ektoparazit¢  rodu  Trichodorus,  Xiphinema, Longidorus
a Hemicycliophora.

Abnormalni produkce postrannich kotfinkli a vétveni kofend jsou zpisobeny nékterymi
druhy hadatek, které stimuluji tvorbu postrannich kofinkti a cely kofenovy systém se tak
rozvétvuje. Heterodera schachtii zptsobuje tzv. ,,vousatost tfepy (VIk, 1985; Shurtleff
& Averre, 2000).
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3.3.6.2 Priznaky na nadzemnich ¢astech rostlin

Néktera had’atka, napi. Heterodera glycines, jako cystotvorny parazit séji, mohou
zpuisobit zavazné vynosové ztraty, aniz by se projevily néjaké ptiznaky na nadzemnich
castech rostlin.

Ptiznaky na vyhonech rostlin napadenych koienovymi had’atky jsou napi. zakrslost,
Spatny rust, Zloutnuti, chlorozy, pred¢asné odumirani, chiadnuti.

Typické napadeni plodiny had’atky se mohou projevovat mensimi (pt. 4 — 8 m) ale
I velkoplo$nymi ohnisky (20 — 30 m).

PreruSeni ristu nadzemnich ¢asti rostlin mize byt zptisobeno sedentérnimi kofenovymi
had’atky nebo n€kterymi druhy osnich had’atek. (Shurtleff & Averre, 2000).

Deformace listd a osnich casti rostlin zpusobuji napf. had’atka Ditylenchus dipsaci
U mnoho rostlin, napf. jahodnik, vojtéska, cibule, fepa, aj. Projevem jsou zdufelé, pokroucené,
zGzené a zakrslé listy. Dale maji tyto pfiznaky listova had’atka, jako jsou Aphelenchoides
fragariae, A. ritzemabosi nebo Anquina tritici.

Zmény barvy a nekrézy mohou zpisobovat had’atka druhu Ditylenchus dipsaci. Mohou
byt patrné bud’ na prufezu napadené ¢asti, jako napf. ,.krouzkovitost cibuli“. Nebo na povrchu
jako zjevné skvrny. Napf. listova had’atka, Aphelenchoides ritzemabosi, A. fragaria, jenz
zpusobuji pfevazné na okrasnych rostlinadch Zlutavé, pozdéji ¢ervenohnédé skvrny a ostie
ohrani¢ené nervy listt.

Osni, listove, kvétni a semenné halky, na téchto ¢astech rostlin se v diisledku napadeni
had’atkem piedev§im rodu Anquina vytvari nékolikamilimetrové tvrdé vrascité halky, napf.

A. graminis, A. graminophila, A. tritici (VIk, 1985).

3.3.7 Vnéjsi ekologické faktory

Populace hadatek jsou ovlivnéné mnoha ekologickymi faktory, nejen diverzitou

vvvvvv

podminky jako je pudni druh a struktura pudy, stav pidniho edafonu a rostlin. Dale bylo
zjisténo, Ze hraji roli i chemické faktory jako je pH. Tyto faktory ptsobi na had’atka vzdy

soucasng, a tedy jejich vliv je znacné variabilni. Byla zjisténa vétsi hustota had’atek, ale mensi
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diverzita v intenzivné obhospodafovanych agroekosystémech, nez V pfirodnim ekosystému

(Moreira et al., 2006).

3.3.7.1 Vliv klimatu a povétrnostnich podminek

Vlhkost a teplota je zédsadni pro vyvoj a aktivitu hadatek. Plsobi na né spiSe
prostiednictvim pady a rostlin. Mnohé druhy vyzaduji vyssi teplotu, s ¢imz souvisi jejich
oblast vyskytu. Tropické a subtropické druhy jsou napi. Tylenchulus semipenetrans,
Rotylenchus reniformis, Rodopholus similis, Rhadinaphelenchus cocophilus, i nékteré¢ druhy
rodu Meloidogyne, které se vyskytuji i v mirném pasmu, avSak pouze ve sklenicich. Oproti
jinym, piizpisobenym had’atkiim na podminky mirn&jsiho klimatu, napt. Ditylenchus dipsaci,
Globodera rostochiensis, Heterodera avenae, Aphelenchoides fragarie, A. ritzemabosi,
Pratylenchus crenatus, P. penetrans, aj. Pro vyvoj i aktivitu organismi existuje teplotni
optimum. Pro Heterodera schachtii je optimalni teplota pro pohyblivost 15 °C, pro lihnuti
larev 25 °C a pro rozmnozovani 27,5 °C. Piibuznost druhti ovSem neni pravidlem pro
podobnost narokti na teplotu. Optimalni teplotni rozsah pro infekci je napi. u Globodera
rostochiensis15 — 20 °C, u Heterodera schachtii je to 25 — 30 °C. I teplotni optimum se méni
podle ostatnich ekologickych faktori, tfeba podle druhu hostitelské rostliny, napft. teplotni
optimum pro rozmnozovani Tylenchorhynchus claytoni je u pSenice 21 — 27 °C, u tabaku az
29 —35 °C. Limitujici teplotni hranice se nazyvaji horni a spodni préh aktivity, za nimiz
dochazi k zastaveni zivotnich projevi. Napt. Globodera rostochiensis ma spodni prah aktivity
mezi 5 — 10 °C, vyvoje 11°C a horni prah vyvoje 30 °C. Nejodolnéjsi proti teplotnim vlivim
jsou vaji¢ka nebo u nékterych druht stadia larvy 2. a 4. stupné. Momentalni stav aktivity
had’atek ovliviluje odolnost had’atek proti nepfiznivym teplotnim podminkdm. Inaktivni
jedinci jsou odolnéjsi nez ti aktivni. Napt. Ditylenchus dipsaci piezilo v anabiotickém stavu
dvacetiminutové ochlazeni az na -80 °C, pfi¢emz aktivni jedinci zahynuli. Odolnost cyst proti
nizkym teplotdm je ovlivnéna také vlhkosti. Suché cysty jsou podstatné odolné&jsi oproti
mrazim nez ty vlhké (Shurtleff & Averre, 2000; VIk, 1985).

Mrazy a vysoké teploty plsobi na populaci had’atek negativné. Rostliny s kratkym
zivotnim cyklem pifezimuji pomoci semen a neposkytuji tak had’atkiim obzivu ani moZnost
reprodukce. Kde se péstuji takovéto druhy rostlin, populace had’atek klesd. Vyjma téch druhd,
které maji nasledn¢ schopnost vstoupit do stavu dormance jakoZto jejich strategie pieZiti

(Shurtleff & Averre, 2000).
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3.3.7.2 Pudni faktory

Pida tvoii zivotni prostfedi pro fytoparaziticka had’atka, bud’ po celou dobu zivota
(ektoparazité) nebo jen v urcité fazi vyvoje (endoparazité). Jeji fyzikalni vlastnosti ovliviiuji
do urcité miry jejich vyskyt a aktivitu. Samotnd pohyblivost v pud¢ je dana velikosti pora
a vodniho filmu. Optimalni velikost pudnich ¢astic pro larvy Heterodera schachtii je 150 —
250 um a pro Ditylenchus dipsaci je to 250 —500 pum. Lehéi pady jsou piiznivéjsi pro vyskyt
mnoha druhii, vyznacuji se vétsi porovitosti a lepsi aeraci. Napt. Meloidogyne hapla,
Heterodera avenae i Globodera rostochiensis davaji prednost témto pidam stejné jako mnohé
druhy pohyblivych kofenovych had’atek, napt. Pratylenchus penetrans, P. crenatus, P. zeae,
P.vulnus, P. brachyurus. Dale druhy rodu Tylenchorhynchus, Rotylenchus, Xiphinema,

Longidorus a Trichodorus. Tézsi pudy jsou, narozdil od jiz jmenovanych zastupct, vhodnéjsi
pro Pratylenchus neglectus, P. thoernei nebo P. pratensis (VIk, 1985).

3.4 Rod Ditylenchus Filipjev 1936

Zastupci rozsahlého rodu Ditylenchusjsou celosvétové rozsifené, rod obsahuje kolem
80 druhti. Vétsina z nich je mykofagnich. Tento rod obsahuje n€kolik druhl s vyznamnou
Skodlivosti na vyssich rostlinach. Ackoliv existuji uréité druhy rostlin (napt. Beta vulgaris),
které mohou byt napadeny obéma druhy jak Ditylenchus dipsaci, tak Ditylenchus destructor,
jen sté€zi lze nalézt tyto dva druhy na stejné rostliné zaroven. Primarné fytoparaziticka
had’atka z tohoto rodu jsou krom¢ dvou vyse uvedenych druht také Ditylenchus africanus
a Ditylenchus angustus (Anonym 1, 2015; Douda, 2008).

De Lay a Blaxter (2003) vytvofili nejaktualnéjs$i klasifikaéni systém kombinujici
morfologické pozorovani, molekularni vysledky a kladistickou analyzu. (De Lay & Blaxter,
2003).

Taxonomické zarazeni:
Rise: Animalia
Kmen: Nematoda
Ttida: Secernentea

Podttida: Tylenchia
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Rad: Tylenchida
Podrad: Tylenchina
Nadceled: Tylenchoidea
Celed’: Anguinidae

Rod: Ditylenchus

Tyto dva vyznamné druhy Ditylenchus destructor a Ditylenchus dipsaci maji oba
nasledujici spole¢né pfiznaky napadeni: zdufeni, pokrouceni, diskolorace, zakrslost

nadzemnich ¢asti rostlin, nekrozy a hniloba hliz (Thorne, 1945).

3.4.1 Ditylenchus dipsaci (Kiihn, 1857) Filipjev, 1936

Poprvé toto had’atko identifikoval Kiihn v roce 1857, nasel jej ve strboulech §tétky
soukenické (Dipsacus sativus), pojmenoval ho Anquillula dipsaci. V dalsich letech bylo
nalézano i v jinych hostitelskych rostlinach a urceno jako Tylenchus harvesteinii, Tylenchus
hyazinthi, Tylenchus alii, aj. (Douda, 2008).

Tento druh mé ekonomicky vliv celosvétové a je Siroce rozSiten hlavné v mirném pasmu.
D. dipsaci napada pies 400 druht rostlin, véetné mnoha plevelnych. Mnoho pleveld a rostlin
z ¢eledi Poaceae hraji dutlezitou roli v boji o preziti téchto hadatek b&hem absence
hostitelskych polnich plodin. Morfologické, biochemické, molekularni a karyologické analyzy
odlisnych populaci tohoto druhu potvrdily, Ze se jedna o vice nez tficet bioras, nékteré z nich
vSak maji omezeny hostitelsky okruh, mohou preferovat pouze skupinu nebo pouze jednotlivy
druh. Kjejich identifikaci vSak nesta¢i morfologicka diagnostika, zde se uplatiuji

molekularné biologické metody identifikace (Anonym 1, 2015; Tseng, 1966).

3.4.1.1 Vyskyt

D. dipsaci se vyskytuje v mirném pasmu — Evropa a ¢ast Stfedomofi, Severni a Jizni
Amerika, severni a jizni Afrika, Asie, Oceanie. NejspiSe tento duh neni schopny setrvat
v tropickych oblastech vyjma vysSich nadmotskych oblasti, kde je klima mirngj$i. Ve vétsing
zemi jsou stanovena ochranna karanténni opatieni k zabranéni rozsifeni tohoto druhu (Greco

etal., 1991).
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3.4.1.2 Biologie

D. dipsaci je migratorni endoparazit. Do rostlin vstupuje skrze pruduchy. Tento druh se
zivi parenchymatickym pletivem stonk, hliz, oddenkt, kveéth a porusuje stiedni lamely
bunééné stény. Snadno precka desikaci a mize byt izolovan i z Gpln¢ vyschlého rostlinného
materialu po navlhceni, rezistentni stddium je ¢tvrty juvenilni stupen. Samicky kladou 200 —
500 vajic¢ek. Invazi had’atek podporuje vlhko a teploty 15 — 20 °C. Sucho a teploty pod 10 °C
a nad 22 °C nepfiznivé ovliviiuji tato had’atka. Béhem téchto nevhodnych podminek jsou
schopny pfezit v semenech a hlizach. Muze tak byt pasivné rozSifovan pomoci téchto
propagativnich rostlinnych organti na velké vzdalenosti. V mirném pasmu populace a S ni
i zpisobené $kody vzristaji na podzim a drasticky klesaji v zimnim obdobi. Vyvojova stadia,
prevazné larvy 4. stupné, piezivaji na suchych rostlinnych zbytcich i 20 let (Greco et al.,
1991; Anonym 2, 2008).

3.4.1.3 Morfologie

Stihlé télo had’atka Ditylenchus dipsaci je dlouhé 1,0 — 1,6 mm a Siroké 40 — 60 um,
Vv klidu témét ptimo rovné. Stylet je tenky, na bazi rozsifeny a méii9 — 13 um. V porovnani
s télem je velmi kratky. Predni ¢ast jicnu je valcovitd, pfechod na stfedni bulbus je zizeny.
Uzky istmus obklopuje nervovy prstenec. Kyjovity terminalni bulbus navazuje na za¢atek
stteva. Pohlavni ustroji je u sami¢ek monodelfické. Vajecnik pak pfiléhd k termindlnimu
bulbu koncovou casti. Uspotfadani vajicek je jedno- ¢i dvoutadé. Spermatéka se sklada
z prodlouZzeného vaku z 16 bunck. Vulva je v posledni pétin¢ délky téla. Pfitomny
postvulvalni vacek je v urovni polovi¢ni vzdalenosti od vulvy k fitnimu otvoru (anus).
Koncovou c¢ast téla tvofi ostra Spi¢ka. Pafici plachetka samecka (bursa copulatrix) je
leptoderni a zacina pted pafici jehlici. Dosahuje do % délky ocasu. Pafici jehlice je kratka
a silnd. Vajicka jsou ovalna, rozmérové 70 — 100 pm x 30 — 40 pm. Larvy méfi po opusténi
vaje¢ného obalu zhruba 300 pm. Morfometrické hodnoty zavisi na stafi a druhu hostitele

(Douda, 2008).
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3.4.1.4 Hostitelsky okruh

Skodi prevazné na zeleniné (Gesnek, cibule, mrkev), cukrové fepé, vojtésce, hrachu
a z obilovin na Zzitu, ovsu a kukufici. Napada Casto okrasné cibuloviny jako Narcissus spp.,
Hyacinthus orientalis, Allium spp., Tulipa spp., Phlox drumondii, P. paniculata nebo
Hydrangea spp. (Anonym 2, 2008; Douda, 2008).

3.4.1.5 Symptomy

Deformace a zdufelé listy a hlizy jsou nejbéznéjSimi ptiznaky vyvolané D. dipsaci na
hlizotvornych rostlinach. V pozdnim infekénim stadiu mohou rostliny hynout nebo je na nich
patrna hniloba zpusobena sekundarnim napadenim bakteriemi nebo houbovymi patogeny.
Jahodniky maji zkracené kvétni stopky a mirn¢ deformované kvéty a plody. U luskovin, jako
napf. hrach, zplsobuji had’atka nekrézy bazi lodyh, deformace list a luskd. U vojtésky
zpusobuji deformace a chlorozy, zdufeni a ztratu listd. Had’atka piezivaji v semenech a

v uschlych listech (Greco et al., 1991).

3.4.1.6 Ochranna opatieni

Dlouha doba, po kterou had’atka prezivaji na zamotenych pozemcich v anabiotickém
stavu je dal§i komplikaci pro ochranu pied timto druhem. Nejucinngj$i ochranna opatieni
zahrnuji pouziti rezistentnich odriid a stfidani plodin. Je nezbytné, aby se dodrZoval
dostatecny odstup v péstovani jednotlivych plodin a zamezilo se tak dal§Simu rozmnoZeni

(Esquibet et al., 2003; Douda, 2008).

3.4.2 Ditylenchus destructorThorne, 1945

Ditylenchus destructor napada asi 70 druht hostitelskych rostlin a téméf stejny pocet
druhd hub. Pied tim, nez byl D. destructor popsan v roce 1945 jako novy samostatny druh,
byl povazovan za rasu D. dipsaci. Had’atko se vyskytuje zejména v mirném pasmu, ale
i v teplejsich oblastech. Cesky nazev pro tento druh je had’atko hlizové (Douda, 2008;
Chitambar, 2016).
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3.4.2.1 Vyskyt

Tento druh je rozsifen dle poznatka na vSech kontinentech, pfevazné v mirném podnebi.
D. destructor je téméf vSudypiitomny v Evropé a Severni Americe. V Jizni Americe byl
potvrzen pouze v Ekvadoru, v Africe v Jihoafrické republice. Dale v Australii, na Novém
Zélandu a ve vétsing statd Asie — od Japonska, Ciny a Malajsie po Saudskou Arabii, Irak

a Turecko (Chitambar, 2016; Anonym 4, 2017).

3.4.2.2 Biologie

Ditylenchus destructor ma pét vyvojovych stupiiti, vajicko, ¢tyfi larvalni stadia
a dospélec. Na rozdil od svého blizkého ptibuzného hadatka D. dipsaci neni schopny
odolavat nadmérnému suchu a z tohoto davodu je jeho vyznam znaény spiSe ve vlh¢ich a
studenéjSich ptidach. Mimo odolné klidové stadium je schopny pfezimovat v piidé pouze jako
dospélec nebo larva a Zzivit se na alternativnich hostitelich a na myceliu hub. Nebo mohou
pfezimovat vajicka, ze kterych se na jatfe lihnou larvy a ty nasledné napadnou hostitele.
V Jizni Africe bylo zjisténo, Ze optimalni teplota pro lihnuti vajicek byla 28 °C (De Waele
& Wilken, 1990). To je ale povazovano za pfizpusobeni druhu k riznym klimatickym
podminkam, a ptedpoklada se, ze pozadavky na teplotu jsou v Evropé mnohem nizsi. Vyvoj
z vajicka do dospélce se pohybuje mezi 6 a 7 dny. Had’atka napadaji podzemni i nadzemnich
¢asti rostlin. Vstupuji ptes lenticely do hliz brambor, a pak se zacnou mnozit a napadat celé

hlizy. Mohou i nadale Zzit a rozvijet se prostiednictvim sklizenych hliz (Anonym 4, 2017).

3.4.2.3 Morfologie

Dospélci D. destructor jsou stihlého Cervovitého tvaru téla, 0,8 — 1,4 mm na délku a 23 —
47um v praméru. Télo je po usmrceni prohnuté na ventralni stran€. Pfi¢né kutikularni ryhy
jsou od sebe vzdalené 1 um. Bo¢ni pole je uprostied Sestkrat podélné ryhované. Tento pocet
se smérem k obéma konclim sniZuje na pouhé dvé ryhy. Oblast pyski je nizka a plocha, jevi
se hladka. Stylet je dlouhy 10 — 14 um. Jicen Zlaznatého bulbu piekryva stfevo zhruba
Vv polovin¢ délky téla. Vulva je jasné patrnd, vajecnik je prodlouzeny smérem doptedu. Miize
dosahovat do oblasti jicnu. Oocyty jsou Vv horni ¢asti uspofadany dvoutrade¢, smérem k déloze

pouze V jedné fadé. Postvulvalni vac¢ek dosahuje do % vzdalenosti K fitnimu otvoru. Zadni
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¢ast délohy je rudimentem a nebyla zjisténa funkce spermatéky. Spermatozoidy obvykle
stoupaji v d€loze nahoru. Ocas je kuzelovitého tvaru, mirné¢ prohnuty na ventralni stran¢. Jeho
délka je 3 — 5 krat vétsi nez Sitka téla u fitniho otvoru, zakonceni ocasu je mirné kulaté.
Phasmidy nejsou pozorovatelné. Exkreéni por se nachazi u spojeni jicnu se stievem. U samce
je predni cast téla podobna samici. Ocas mtize byt uzsi na konci zakulaceny. Péfici plachetka
dosahuje od piedniho konce pafici jehlice zhruba do % délky ocasu. Parici jehlice jsou

ventraln¢ zahnuté, dopiedu protazené a gubernakulum je kratké (Douda, 2008).

3.4.2.4 Hostitelsky okruh

D. destructor napada podzemni ¢asti rostlin, ale muze se objevit i na nadzemnich. Neni
schopny ptezit nadmérné sucho. Hostitelsky okruh zahrnuje vice nez 100 druht rostlin
z Siroké skaly Celedi. Napada hlavné ekonomicky vyznamné plodiny Solanum tuberosum,
Trifolium spp., Ipomea batatas, Humulus lupulus, Beta vulgaris, Petroselinum crispum,
Daucus carota, Allium sativum. Dale okrasné rostliny Iris spp., Tulipa spp., Dahlia spp.,
Gladiolus spp., zpleveld napt. Cirsium arvense, Mentha arvensis, Stachys palustris.
D. destructor je schopny se rozmnozovat i na houbovych organismech. Je zaznamenano
dalsich 70 druht plodin, plevelii a podobny pocet houbovych druhti jako hostitelt
(Anonym 1, 2015; Anonym 4, 2017).

3.4.2.5 Symptomy

Nejveétsi ztraty zplisobuje toto hdd’atko na porostech brambor. Na bramborach nebyvaji
zjevné piiznaky v nadzemnich castech rostlin. Silné napadené hlizy obvykle vytvoii slabé
rostliny, které obvykle hynou. Casné infekce mohou byt rozpoznany loupanim hliz, které
mohou odhalit bilé skvrny jinak zdravé duziny. Ty se pozdé&ji zvetsi, ztmavnou a jsou zvinéné
textury. Zasazené hlizy jsou propadlé, typicky popraskané s vras€itym povrchem. DuZina je
suchého a mouéného vzhledu, rizné barvy od Sedavé az tmavé hnédé po cernou. Toto
zbarveni je zplisobeno sekundarnim napadenim plisni, bakterii a voln€ Zijicich had’atek. Na
rozdil od epitelu brambor napadenych D. dipsaci, hlizy nejsou popraskané a hniloba tmavne
smérem dovnitt hlizy. Tyto pfiznaky jsou vice zfejmé na listech, které jsou zkracené

a zdeformované (Anonym 4, 2017).
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3.4.2.6 Ochranna opatieni

Jednou pritomné had’atko Ditylenchus destructor je téméf nemozné zlikvidovat,
jelikoz pieziva na dalSich druzich hostitelskych rostlin a ptidnich hub. Doporuceni k omezeni
roz$ifeni a jeho redukci je vyhnout se pfemisténim potencionalné infikovanych rostlinnych
zbytkl a pudy zemédé€lskou mechanizaci. OSetieni pidné aplikovanymi nematocidy mohou
zajistit vysokou uroven regulace, avSak nevyhodou je vysoka pofizovaci cena. Granulované

nematocidy jako je karbofuran zaznamenaly efektivitu proti had’atkim (Anonym 5, 2013).

3.5 Cystotvorna had’atka

3.5.1 Morfologie a vyvoj

Samicky téchto druhti maji tvar cyst hruskovity az kulovity. Zadni konec je zaobleny (rod
Globodera) nebo citronovity (rod Heterodera). Cysty jsou velké 0,2 — 1 mm, rtzného
zabarveni podle druhu a stafi. Maji taktéz rGznou strukturu, od teckované po vinkovanou ¢i
zubatou. Uvnitf se nachazi vajicka, jez jsou podélné ovalnd. Nejmensi velikost maji vajicka
u Heterodera humuli a H. cruciferae, nejvétsi jsou vajicka druhu H. avenae a H. punctata.
Zpocatku je jejich obsah zrnity a az postupné se vytvaii larvalni stddia. Embryonalni vyvoj
probih4 v prvnim larvalnim stadiu. Ve druhém stadiu larvy pfezimuji a poté jsou infekéni a
schopné napadat rostliny, maji hadovity tvar, silny stilet a $picaty ocas. Do kotenl rostlin
pronikaji v rastové zong€. NejspiSe pusobenim jejich slinnych vyméska vznikaji
V bezprostiedni blizkosti sani tzv. obfi buiiky. V metabolismu bunék neustava déleni jadra
a jadérka a produkce nukleovych a aminovych kyselin. Tak poskytuji parazitickym had’atkim
neustaly pfijem zivin z rostliny. Bunky jsou stimulovany pravé slinnymi vymésky, a pokud se
jejich produkce exkretti zastavi, tyto buniky hynou (Decker, 1989).

Larvy druhého stadia se po vniknuti do rostliny svlékaji po zhruba 10 dnech. Ve tfetim
larvalnim stadiu zdufi a jsou uz patrné rodové znaky. Béhem nékolika dni se opét svlékaji
a stanou se z nich larvy 4. stddia. Samici larvy nadale zdutuji, kdeZto sam¢i nabyvaji hadovity
tvar, avSak jsou uzavieni v larvalni pokozce a v jejim obalu jsou vSelijak sto¢eni. Kopula¢ni
organy samecka jsou funk¢ni a po nékolika dnech opousti kofeny rostlin. Dospélci jsou dlouzi
1 - 1,5 mm s tupé zakoncenym ocasem. Pafici jehlice je umisténa u ocasu a parici plachetka
neni vyvinuta. Samecci hynou brzy po kopulaci. Nekteré druhy, napi. Heterodera trifolii, se

mnozi partenogeneticky a tedy vyznam i vyskyt samcli v populaci je ojedin€ly. Samicky
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téchto rodi se vyvijeji déle nez samci. Ve ¢tvrtém stadiu nabyvaji svou finalni podobu. Jejich
télo zduii a narusuji pokozku kotinkt, v nichz jsou zachyceny jenom hlavovou ¢asti. Jsou bilé
barvy a zhruba mésic po oplozeni se v nich vytvari vajicka. Nékteré druhy samicek vytvari na
konci t€la vajeCny rosolovity vak, do nichz kladou c¢astené mnozstvi vajicek, napf.
Heterodera humuli, H. schachtii. Kdyz se vSechna vajicka vytvofi, zacne se z téla samicky

tvorit hnéda odolna a pevna cysta (Ferris & Bongers, 1999; VIk, 1985).

3.5.2 Rod Heterodera Schmidt 1871

Tento rod zahrnuje ptisedla endoparazitickd kofenova had’atka, které vytvareji cysty
citronovitého tvaru. Vyznamné druhy jsou Heterodera avenae, H. carotae, H. cruciferae,
H. glycines, H. goettingiana, H. humuli, H. schachtii, H. trifolii. Do roku 2010 bylo popsano
pfes 90 druhti vramci rodu Heterodera, z nichZ je 80 povazovano za uznané. V Ceské
republice byly do roku 2012 publikovany nalezy jen 4 druht (H. avenae Wollenweber, 1924,
H. humuli Filipjev, 1934, H. latipons Franklin, 1969 a H. schachtii Schmidt, 1871) (Cermak
& Gaar, 2013).

Taxonomické zarazeni:
Rige: Animalia
Kmen: Nematoda
Ttida: Secernentea
Podttida: Tylenchia
Rad: Tylenchida
Podtad: Tylenchina
Nadceled: Tylenchoidea
Celed’: Heteroderidae
Rod: Heterodera

3.5.3 Heterodera humuli Filipjev, 1934

3.5.3.1 Vyskyt

Poprvé tento druh popsal Voigt (1894), had’atko chmelové objevil na chmelu v oblasti
Kent v Anglii a pozd¢ji ho pojmenoval Filipjev (1934). V Americe byl zjistén v roce 1962
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v Oregonu a Washingtonu, vyznamné péstitelské oblasti chmele ve Spojenych statech (Sen,
1968). Cystotvorna had’atka se vyskytuji na vétsiné produk¢nich ploch. Jsou povazovana za

Tento druh se vyskytuje ve vSech produk¢nich chmelaiskych oblastech po celém svéte.
Byl nalezen v Britské Kolumbii v Kanad¢, Washingtonu, ldahu a Oregonu v USA, dale
v Evropé napt. Belgie, Italie, Bulharsko, Némecko, byvala Jugoslavie, Svycarsko, jizni
Anglie, Holandsko, Recko. V Asii Indie, Rusko, ale i Australii a na Novém Zélandu (Mulvey
& Golden, 1983).

3.5.3.2 Biologie

Prvni bilé samicky se objevuji v ¢ervnu, avSak mohou se objevovat az do podzimu.
Po vyhteznuti z kofinku je samicka bild a pozdéji svétle hnéda. Hnédnuti cyst zac¢ind koncem
¢ervence. Bézné se u tohoto druhu cyst vyskytuje rosolovity vajeény vak, do néhoz kladou
samicky vaji¢ka. Produkce vajicek je 2 — 55 ks. V laboratornich podminkach vs§ak tento pocet
dosahuje az 230 vaji¢ek. Larvy se uvoliuji a lihnou ptevazné v dubnu a kvétnu. V ervnu
postupné jejich uvolnovani klesa, ale pietrvava po dalsi mésice. Heterodera humuli ma jednu
generaci do roka. N¢kdy se vSak za priznivych podminek muize objevit i druhd nebo treti
generace V pozdnim 1ét¢€ ¢i na podzim. V fizenych podminkéch, kdy teplota dosahovala okolo
20 °C 16 hodin dennég, se zivotni cyklus kazdé generace vyvijel po dobu okolo 6 tydni.
Lihnuti larev nejvic prospiva prave teplota okolo 20 °C. Ve vlhké ptidé druhé larvalni stadium
prezilo pres 44 dni a bylo stadle schopné napadnout kofeny a rozmnozit se. Neni jisté, jak
dlouho vajicka zlstanou zivotaschopna, ale je znamo, ze pouze kofenové difuzaty Humulus
lupulus jsou schopné stimulovat lihnuti larev (Von Mende & McNama, 1995). Tento druh
preferuje tézsi pudy. Vyskytuje se nejcastéji ve svrchnich 15 ¢cm ptidniho profilu. Optimalni
teplota pro vyvoj v kofenech rostlin je 15°C. Zamoteni kofeni chmele had’atkem chmelovym
vede k poklesu vynosu az o 50 % a ke zhorSeni jeho kvality. Vynosové ztraty zavisi na jejich

popula¢ni hustoté na jate i na fazi rlstu rostlin (Sen, 1968; Gus'kova, 2016; Vlk, 1985).

3.5.3.3 Morfologie

Samecci tohoto druhu jsou Cervovitého tvaru, dlouzi asi 1 mm a maji pomérn¢ dlouhy

ustni bodec (27 — 31um). Cysta dosp€lych sami¢ek ma citronovity tvar o délce 0,4 — 0,6 mm.
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Vajicka jsou ovalnd, jejich délka je dvakrat vétsi nez Sitka, 92 x 42 pum. Larvy druhého

vyvojového stupné jsou asi 410 um dlouhé, Cervovité (Sen, 1968).

3.5.3.4 Hostitelsky okruh

Had’atko chmelové napada kromé chmelu také dalsi rostliny z ¢eledi Cannabaceae
a Urticaceae. Z péstovanych plodin je to konopi (Cannabis sativa) a z plevelnych napf.
koptiva dvoudoma (Urtica dioica) a k. zahavka (Urtica urens). Pouze difuzaty chmele

podporuji lihnuti larev (Sen, 1968).

3.5.3.5 Symptomy

Poskozeni had’atky se nejvice projevuje na rustu mladych rostlin. Jiné faktory jako je
sucho a horko mohou podpofit projev symptomi poskozeni t€mito parazity. Typické ptiznaky
se na chmelu projevuji ohniskovym zloutnutim listi a ochablym ristem. Rostliny jsou zakrslé
oslabené a maji zkraceny ndrast Slahount. Lodyhy ztraci schopnost ovijet se, jsou pokiivené
a listy jsou kopfivovité. Dalsi autofi uvadi, ze Heterodera humuli je pti¢inou blednuti listd
chmele podobné tomu, ktery zpisobuje deficit drasliku. Oproti tomu jini uvadéji, ze
nezaznamenali p¥i zamoteni pidy 342 cystami na 100 g pady &i 500 cyst na 100 cm® Zadné

patrné ptiznaky (V1k,1985).

3.5.3.6 Ochrana opatieni

v

Had’atko chmelové bylo zjisténo v hojnéjSim mnozstvi hlavné ve starSich chmelnicich,
proto je dilezité pfi zakladani chmelnic novych dbat na jeho rozsifeni. Pouzivani chmelové

sad¢ pouze ze Skolek na pozemky nezamotenych chmelnic je zasadni (V1k,1985).
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3.6 Diagnostické metody

3.6.1 Morfologicka diagnostika

3.6.1.1 Had’atka Ditylenchus spp.

Morfometricka diagnostika had’atek pomoci optického mikroskopu vyuziva parametry
riznych casti téla a jejich rozmért. Okular s vyznacenym méfitkem se pouziva k méteni
rovnych usekll. Zde nastava problém, pokud se had’atka po usmrceni zkrouti (Hooper
& Cowland, 1986). V posledni dobé se v této oblasti pouziva méfeni digitalni analyzou
obrazu a naméfené hodnoty se dosazuji do vzorct. Tak se vypocitavaji nematologické indexy,
nazyvany de Manovy. Tato metoda vSak neni stoprocentni, jelikoZ nemusi byt objektivni
ajednotlivé naméfené hodnoty se piekryvaji. Déle muze byt tento typ diagnostiky
komplikovan kviili vnitrodruhové variabilité (Douda, 2008).

Rozdily mezi D. dipsaci a D. destructor nejsou pfili§ velké, ale jsou zde i znaky, které se
u téchto dvou druht lisi. Celkova primérna délka téla dospélct u D. destructor je mensi nez
uD. dipsaci. Dalsim rozdilnym znakem je Sikmé piekryti pocatecni Casti stfeva laloky
jicnovych zl4z neboli tvar termindlniho bulbu, odlisné struktura a délka vajecniku obsahujici
oocyty, velikost vajicek, délka postvulvalniho vacku a pocet podélnych ryh v postrannim poli.
U D. destructor piezimuji vajicka. Dale u had’atka zhoubného neexistuji rasy a celkovy pocet
hostitelt je rozdilny (Anonym 4, 2017; Douda, 2008).

Pro diagnostiku had’atek rodu Ditylenchus se pouziva méfeni nasledujicich rozméra:

o L (celkové délka tcla)

e nejvetsi Sitka téla

o dé¢lka styletu o délka jicnu o vzdalenost od piedni ¢asti jicnu ke stfedu stiedniho bulbu
e dé¢lka ocasu

e sitka téla u fitniho otvoru

e délka pafici jehlice

e vzdalenost od vulvy po fitni otvor

e vzdalenost od pfedniho konce téla k vulvé
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Naméfené rozmeéry jsou pouzivany k vypoctu nasledujicich nematologickych indext:

e a(celkova délka t€la/nejvetsi sitka téla)

o Db (celkova délka téla/délka jicnu)

e ¢ (celkova délka tela/délka ocasu)

e ¢’ (délka ocasu/sitka téla u fitniho otvoru)

e MB (vzdélenost od predni ¢asti jicnu ke stiedu stfedniho bulbu/délka jicnu)* 100

e VA/T (pomér vzdalenosti od vulvy po fitni otvor a délky ocasu)

e V (vzdalenost od piedniho konce téla k vulveé vyjadiena v % délky téla)

e V° (vzdalenost od ptedniho konce téla k vulvé vyjadiend v % vzdalenosti od predniho

konce téla k fitnimu otvoru)

Ditylenchus Brzeski (1998) Thorne (1945) Blake (1962)
dipsaci
? ? (o} Q g
délka ocasu 71-108 - 65-72 - 72
délka pafici jehlice 22-28 - -
délka jicnu 105 - 228 - - - -
délka styletu 10-13 - - - -
A 36 — 64 36-40 37-41 56 - 68 52 -74
B 6,5—12 6,5-7,1 6,5-7,3 14-16 13-16
C 11-20 14-18 12-15 12-16 12-16
c 36 - 64 - - - -
MB 35-43 - - - .
\Y 76 - 86 - - - -
Vv’ 84-90 - - - -
VA/T 1,3-2,1 -

Tab. ¢.1: Morfometrické tidaje Dityl

enchus dipsaci (v um) (Douda, 2008).

Ditylenchus Brzeski (1998) Thorne (1945) Blake (1962)
dipsaci Q Q o Q d
L 690 - 1890 1000-1300 | 1000-1300 | 1291-1309 | 1283-1317
délka ocasu 62 -89 - 65-72 - 72
délka pafici jehlice 24-28 - - - )
délka jicnu 134 - 164 - - - )
délka styletu 10-14 - . - 3
A 18- 49 30-35 34-40 18- 49 24-50
B 4-12 8-10 7-8 4-12 4-11
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C 9-30 15-20 12-16 9-30 11-21
c 3-5
\" 73-84
A 83-89
VA/T 1,5-1,6 -

Tab. ¢.2: Morfometrické udaje Dityl

3.6.1.2 Cystotvorna had’atka

H. vallicola H. riparia | H. humuli
L 383+-20 373+-2,1 375+-4,7
A 20+-1,4 21+-0,1 21+-0,2
B 3,5+-0,1 3,3+-0,03 3,5+-0,1
C 7,5+-1,7 8+-0,1 7,5+-0,1
délka styletu 25+-0,5 22+-0,1 23+-0,1
Sifka ve stredu téla 20+-1,5 18+-0,1 18+-0,2
Sitka u fitniho
otvoru 12+-0,6 11+-10,1 12+-0,1
délka ocasu 49+-4,7 47+-0,4 50+-0,6

enchus destructor (v um) (Douda, 2008).

Tab. ¢. 3: Morfometrické udaje k J2 (v um) (Eroshenko et al., 2001).

H. vallicola H. riparia | H. humuli
Délka 468+-38 462+-7,9 515+-15,3
Sitka 419+-49 327+-5 367+11,4
Délka/sirka 1,1+-0,08 1,4+-0,03 1,4+-0,02
fenestralni délka 46+-6,9 46+-0,8 58+-1,5
Stfedni semifenestralni
Sirka 21+-3,9 26+-0,7 25,9+-0,5
délka vulvalni stérbiny 31+-3,6 34+-0,6 36,2+-0,5
sitka vulvalniho mostku 11+-1,1 11+-0,9 12+-0,5
délka pod mostkem - 78+-2,3 88+-2,1
vzdalenost vulva-fitni
otvor 53+-7,8 47+-1,4 46+-1,1

Tab. ¢. 4: Pohlavni determinace jednotlivych druhi cyst Heterodera (v um)

(Eroshenko et al., 2001).
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3.6.2 Molekularné biologické metody

3.6.2.1 Extrakce DNA

PCR je relativné jednoduchd a dostupnd metoda, kterd se pouzivd kazdodenné k
diagn6zam nemoci, identifikaci organismd, Vv kriminalistice, k detekci specifickych gen
Vjednotlivych  buiikkdch, ale také kvyhledavani specifickych  mikroorganizmu

a fylogenetickych skupin vzorku z ptirozeného prostiedi i v dalSich odvétvich.

Zakladnim pfedpokladem aplikace molekularné biologickych metod je ziskani
dostate¢ného mnozstvi biologického materidlu izolaci DNA ze zkoumaného vzorku. Pro
zvySeni vynosu DNA jsou pouzivany nékteré fyzické nastroje, jako je mechanické rozdrceni
biologického materialu nebo chemicky pomoci detergent a lysozymu, uvolnit a odd¢lit ji
z nadmolekularnich struktur. Béhem procesu se pii centrifugaci odd¢li spodni organicka faze
(tvofena smési fenolu s chloroformem), mezifaze, ktera je tvofena denaturovanymi proteiny,
a svrchni faze, v niz jsou pravé rozpusténé nukleové kyseliny, proto se tedy odebird jenom
svrchni vrstva. Pomoci isopropanolu ¢i etanolu se vysrazeji nukleové kyseliny (Block et al.,

1997; Donn et al., 2008; Rosypal, 2000; Skantal & Carta,2005).

3.6.2.2 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty DNA

Dtlezitym krokem po vyizolovani DNA je orientacni spektrofotometrické stanoveni jeji
koncentrace, piipadné dalSich piimési a zjisténi kvality — celistvosti pomoci gelové
elektroforézy na 1 % agar6zovém gelu. Absorbance DNA se méfi pti vinovych délkach 260 -
280 nm. Zkoumané vzorky DNA se proméfuji na pfistroji SpectroPhotometer, ktery
umoziuje stanovit koncentraci v ng/pl. Z poméru hodnot A260/A280 se stanovi Cistota DNA.
Pomér absorbanci Cisté DNA se pohybuje v rozmezi 1,7 — 2,0. Obsahuje-li vzorek proteiny
nebo reagencie, jako je napf. fenol, je hodnota A260/A280 < 1,7, v pfipadé obsahu RNA je
pomér A260/A280 > 2,0 (Dubernet et al., 2002).

3.6.2.3 Amplifika¢ni techniky

Cilova DNA byva ¢asto ve vzorcich pfitomna v tak nizkych koncentracich, ze ji nelze pii

diagnostice organizmt detekovat. Proto je nezbytné zvysit analytickou sensitivitu jeji
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mnohonasobnou replikaci. PCR (Polymerase Chain Reaction) neboli polymerazova tetézova
reakce je metoda, kterou se v in vitro podminkach amplifikuji specifické vybrané sekvence
DNA. Tato metoda byla teoreticky popsana uz roku 1971, ale K. Mullis byl prvni, kdo ji
dokazal roku 1983 zrealizovat. A v roce 1993 za tento objev ziskal Nobelovu cenu za chemii.
Vyznam této reakce spociva v exponencidlnim nartstu cilového fragmentu diky replikaci
pouze oznacené¢ho fragmentu DNA v jednotlivych cyklech, tudiz ve findlnim kroku bude
reakéni smés obsahovat téméf pouze pozadovany usek DNA. Vyuziva annealingu
oligonukleotidovych primert s navzajem protilehlou orientaci, typické pro dany organismus
¢i skupinu organismu. Dale se za urcitych podminek replikuji, tedy komplemetuji jednotlivé
nukleotidy podle matrice a nasledné hybridizuji s fetézcem DNA (Burlage et al., 1998;
Kfemen a kol., 1998; Erlich, 1989; Miffin et al., 1994; Smarda, 2005; Shibata et al., 1994).

V pocateénich pokusech se vyuzivala DNA polymeraza bakterie Escherichia coli, ktera
vsak neni teplotné rezistentni a pfi kazdém cyklu muselo dojit k jejimu dopliovani do reakéni
smési. Tento problém byl vyfeSeny roku 1988, kdy byla DNA polymerdza bakterie E.
colinahrazena DNA polymerazou bakterie Thermus aquaticus, ktera se vyskytuje v horkych
pramenech Yellowstonského narodniho parku a je rezistentni viic¢i vysokym teplotam (King

et al., 2006).

3.6.2.4 Elektroforéza

Elektroforéza je nutnd k vizualizaci replikovanych fetézci nukleovych kyselin. Dalsi
moznosti je chromatografickd metoda, ktera vSak neni tak Castd. Gely jsou nejpouzivané;si
nosi¢e tzv. nosiCové elektroforézy, které se pouzivaji k minimalizaci vlivu volné difuze
relativné pevné latky, avSak nezabranuji elektromigraci dé€lenych castic.

Nejdiive se produkty PCR separuji ve stejnosmémém elektrickém poli. Vyhoda
agardzové elektroforézy spociva ve snadné piipravé, je vhodna pro separaci fragmentt o délce
stovky bazi. Koncentrace agar6zového gelu se pohybuje v rozmezi 0,5 — 3 %. Provadi se pfi
nizkém napéti, jelikoZ mobilita DNA je pfimo umérna aplikovanému napéti. Pribéh
pohyblivosti fragmenti je rozeznatelny podle pohyblivosti pfidanych barviv, napf. ethidium
bromid, ktery je vSak mutagenni, mimochodem zplisobuje pomalej$i mobilitu NA az o 15 %.
EB se vaze mezi baze nukleovych kyselin a takto oznaena NA vystavend zafeni o vlnové
délce 260 nm vyzatuje EB oranzovocervené zaieni v oblasti viditelného svétla 560 nm. Lze
pouzit i jiné¢ zpiisoby barveni, napt. Syber Green, ktery je az 10x citlivéjsi nez ethidium

bromid (Chrambach et al., 1987; Tizard, 1996).
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3.6.2.5 Sekvenace DNA

Prvni sekvenaci DNA provedl Ray Wu v roce 1970 na Cornellské univerzité. Byla to
sekvenace okrajovych mist genomu lambda faga a byla sloZzena jenom z dvandacti neukleotidu.
Ptevrat zaznamenal tento obor v roce 1974, kdy tym védcii pod vedenim Fredericka Sangera
vyvinul originalni sekvenacni metodu, vtémze roce navic byla vyvinuta dal$i metoda
nezavisle na této Sangerove. Autory byli Allan Maxam a Walter Gilbert, po nichZ se nazyva.
O vyznamu téchto védeckych praci svéd¢i udéleni Nobelovy ceny za tento objev roku 1980.
Dnes se vsak vice pouziva Sangerova metoda pro své praktické vyuziti (King et al., 2006).

Pouzitd metoda sekvenovani sluzbou firmy Biotech GATC byla Sangerova
dideoxytermina¢ni metoda. Sekvenovani DNA je proces, ktery zjiSt'uje potadi nukleotidovych
bazi DNA vlédkna. Zahrnuje syntézu novych komplementarnich vldken k jednovldknové
templatové DNA. Tato metoda se také nazyva dideoxy nebo enzymova sekvenace. Detekuje
se pii ni ukonceni prodluzujiciho se vlakna DNA pomoci ddNTP (Perry & Moens, 2006;
Roberts, 1993).

3.6.2.7 Bioinformatické zpracovani ziskanych sekvenaénich dat

BLAST je zkratka programu Basic Local Alignment Search Tool. Je schopny zjistit
a vyhledat sekven¢ni podobnost, kterou porovnavd mezi ur¢itym nukleotidovym usekem
osekvenované Casti DNA z laboratofe a databazi. Vypocitava statistickou vyznamnost shod.
BLAST muze byt pouzity k odvozeni funk¢nich a evolucnich vztahti mezi sekvencemi, stejné
jako muze pomoci identifikovat ¢leny genové rodiny. Tento program je dostupny on-line na
adrese: https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi. Roku 1990 byl publikovan v Journal of
Molecular Biology v USA (Anonym 8, 2017).

3.7 Chmel

3.7.1 Pavod chmele v Evropé

Chmel mohl byt introdukovan do centralni Evropy migrujicim obyvatelstvem z vychodu

nebo pouhou kultivaci pfirozené se vyskytujiciho divokého chmele.
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V roce 2006 byl publikovan védecky ¢lanek o molekularni fylogenezi divokého chmele
Humulus lupulus. Byly analyzovany vzorky chmele sesbirané z celé severni polokoule, byla
zhodnocena genetickd diverzita a geografické rozsifeni haplotypt. Skupina védct zkoumala
evoluci a fylogenezi chmele. Vysledky ukézaly, ze primérni rozdéleni na evropsky a asijsko-
severoamericky typ se odehralo n¢kdy pied necelym milionem let. AvSak vychodni hranice
pro vyskyt v pivodnim aredlu evropského jaderného haplotypu nebyla objasnéna kvili
nejasnému pivodu chmele péstovaného v aredlu severni Ciny. Skupina evropského chmele
ukazala Siroké geografické rozsiteni napii¢ Eurasii od oblasti Altaj az po Portugalsko. Nizka
geneticka variace této skupiny dokladd teprve neddvnou rapidni expanzi. Severoamericka
skupina chmele prokazuje vysokou diverzitu a predpoklada se, ze zahrnuje chmel, ktery
migroval z Asie. Japonsky a ¢insky chmel byl identifikovan jako geneticky vzdaleny.
Komercéné produkeni kultivary se péstuji bud’ z evropské vétve, nebo jsou vyslechtény z té

severoamerické (Murakami et al., 2006).

3.7.2 Chmel otacivy (Humulus lupulus)

Chmel neboli Humulus lupulus je odvozen z latinského humus neboli ptda a lupus
znamena vlk, nejspise kvili svému bujnému ristu divoce rostouciho chmele v piirodnich
podminkach.

Chmel je vytrvald dvoudoma pravotociva lidnovita rostlina. Péstuje se pro své §iSky, na
chmelnicich tedy najdeme pouze samici pohlavi. Systematické zatazeni se v literatute 1isi,
prevlada vsak nazor, Ze patii do ¢eledi konopovitych Cannabinaceae (Basafova a kol., 2010).
Na jednom pozemku se péstuje az 20 let 1 vice, avSak po 15. roku stéfi rostlin zacina vynos
klesat, a proto je dilezité¢ z hlediska ekonomického porost chmelnic obnovovat. Chmel
dodava pivu hotkost, chut' a konzervacni vlastnosti, pro které se prvotné¢ zacal do piva
ptfidavat. Dnes$ni podoba tohoto napoje se poprvé objevila jiz ve starovéké Mezopotadmii
a Egypté (Behre, 1999). Rod Humulus se sestava ze tfi druhti, Humulus lupulus, H. japonicus
a H. scandens. Areal péstovani chmele otacivého (Humulus lupulus) se rozprostira prevazné
vV mirném pasmu. Chmel japonsky je jednoleta rostlina majici ptivodni areal ve vychodni Asii
a je péstovana pro okrasu (Rybacek, 1980). Small (1978) klasifikoval chmel otacivy na
taxonomické variety, var. lupulus pro evropskou vétev divokého chmele a jeho kultivart, var.
cordifolius pro japonsky chmel a wvar. neomexicanus, pubescens a lupuloides pro
severoamericky chmel. Variety se 1i§i v morfologické charakteristice, jako je pocet vybézkl

na listu nebo pocet trichomti na vyhoncich (Murakami et al., 2006; Small, 1978).
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Podzemni ¢ast chmelové rostliny se sklada z babky a kofenového systému. Zakladem
babky je ,staré dievo* nachdzejici se v hloubce 10 — 25 cm pod povrchem puidy, je dvou
a viceleté. Na babce jsou zalozena ocka, ze kterych na jafe rasi nadzemni vyhony a tvofi
zaklad budouci lodyhy. Cast lodyhy mezi horni &asti babky a povrchem pidy je jednoleté
,»hové dievo®, to se pfi fezu kazdoro¢né€ odstrainuje. Z boc¢nich oc¢ek babky vyristaji podzemni
oddenky, tzv. vlky, které¢ mohou rovnéz vytvaiet nadzemni lodyhy, jejich pfitomnost je vSak
nezadouci. Kofenovy systém zahrnuje kofeny kulové (zasahujici az do hloubky 8 m),
postranni kotfeny (v hloubce do 60 cm) a letni koteny (v hloubce do 20 cm). Dle vyspélosti se
¢leni kofeny do tii skupin, kosterni neboli skeletové, které zahrnuji vSechny pokrocilé, ¢i
druhotné ztloustlé kotfeny, jenz tvofi kostru celé¢ kotenové soustavé. Dale se déli podle
prostorového rozmisténi na vertikalni (kiilové) a horizontalni (postranni). Koncové aktivni
kotinky, coz jsou nejmladsi kofinky na pocatku druhotného tloustnuti, vznikaji a zanikaji
béhem roéniho cyklu. Kofenové hlizy se vytvareji na vertikdlnich kofenech v hloubce 30—
40 cm. Kotenové hlizy se neustale tvofi na mladych i starSich kofenovych vétvich a staré
hlizy se po vyCerpéni rozpadaji (Rybacek, 1980).

Nadzemni ¢ast zahrnuje révu, révové listy, pazochy, kvétenstvi a hldvky. Réva doriista
vysky 7 — 8 m, je ¢lenéna na internodia a nody tzv. kolénka. Z kazdého nodu vyrtstaji dva
révové listy. Pazochy jsou postranni vétévky révy dorustajici délky od 30 do 100 cm, na nich
vyrustaji mensi pazochové listy a kvétenstvi. Kvétenstvi samcich rostlin je rozvétvend lata,
kvétenstvi samicich rostlin je SiSticovité a postupnym vyvojem vytvaii chmelovou hlavku

(Snorbl a kol., 2011).

3.7.3 Historie chmelarstvi

Chmel byl pouzivan jako 1é€iva bylina proti nespavosti, dnes se pouzivéa pro vyrobu piva,
ma vliv na chut’ a pisobi také jako konzervacni latka (Taborsky, 2017).

Nejstar§Sim dokladem o péstovani chmele je listina knizete Bfetislava 1. (1034 — 1055)
a listina prvniho Ceského krale Vratislava II. (1061 — 1092), kterd doklada vyrobu piva
(Basafova & Hlavacek, 1998). Vr. 1101 se chmel zacal vyvazet do Hamburku na ,,Forum
humuli“. V dob¢ nejvétsiho rozmachu ceskych zemi, kral Karel 1IV. zakazal vyvazet sad’
7ateckého chmele mimo &eské uzemi. Chmel se v té dobé péstoval na celém tzemi Cech,
teprve postupné se zacala produkce chmele soustfedit do nyné€jSich péstebnich oblasti,
Zatecko, Ustdcko, Triicko. Pozd&ji bshem 30leté valky bylo &eské chmelaistvi znadné

poznamenano, chmelnice byly vypalovany, nieny anebo zlistaly opusténé, toho vyuzili
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ostatni zem¢ napf. Braniborsko, Slezsko, Badensko, Rusko, kde se zaCaly vysazovat Ceské
sadé. Dalsim dtlezitym meznikem je obdobi vlady Marie Terezie, ktera udélila povinnost
pecetit chmel a opatiovat ho osvédCenim o piivodu, roku 1769 vydava patent o znamkovani
chmele, poptavka po zateckém chmelu se tak zvysila. Roku 1840 byl vynalezen novy zptisob
spodniho kvaSeni piva, o coz se postaral vidensky pivovarnik Anton Dreher, za pomoci
7ateckého chmele. Jeho syn pak vlastnil v Zatci velky strojni pivovar, postaveny roku 1898.
Po roce 1860 se opdt rozmohly pokusy o falsovani chmele, a tak v Zatci v roce 1884 vznikla
Znamkovna chmele. V posledni dekadé 19. stoleti se z 10000 ha chmelnic rozmohlo
péstovani chmele na 17 200 ha. Mnozstvi komind, které jsou dodnes patrné v panoramatu
Zatce, je ztéto doby. Vyuzivaly se k sifeni chmele. Tento postup slouzil ke konzervaci
usuSen¢ho chmele, ktery si tak zachoval nejen svou svézi barvu ale 1 trvanlivost. V roce 1890
byla vynalezena zatecka draténka, coz byla pevna trvanliva konstrukce. Dtive byl chmel
pestovan na tyCovych chmelnicich. Bylo to vSak velmi fyzicky naro¢né. Kilové péstovani
bylo k vidéni jesté po druhé svétové valce. Zatec byl v 19. stoleti tak vyspély, Ze se uvazovalo
o vystavbé tramvajové zeleznicni siti v centru mésta. Plany dokladaji, jak bohatym méstem
Zatec byl. Chmel se zadal vyvazet do Severni Ameriky a do Japonska. Béhem prvni svétové
valky doslo k ubytku ploch chmelnic na polovinu na 8 000 ha. Klesly i vynosy, konkrétné
5g/ha. Hospodatska krize tak zaséhla i chmelaistvi. Ve 20. letech se stal Zatec hlavnim
méstem svétového obchodu chmele a Zatedané diktovali jeho ceny. Po prvni svétové valce se
stal Zatec hlavnim méstem svétové produkce chmele, jelikoz prodaval zasoby chmele
nahromadéné béhem valky (Kralova, 2005; Slonek, 2014).

Dnesni ,,Zatecky polorany &ervenak™ je vysledkem pozitivniho vybéru v krajové populaci
zatecké. Zde zacal doc. Karel Osvald v r. 1927 sledovat 276 rostlin. Roku 1929 u nas byly
chmelnice nejrozlehlej§i, a to az 17 264 ha. Posléze vsak dopadly na Zatecko dusledky
celosvétové hospodaiské krize, coz byl dal$i meznik v Gpadku produkce chmele. Druha
nejvétsi synagoga Ceské republiky, umisténa v samém centru mésta, byla pied druhou
svétovou valkou vypalena a Zidim byl zakazan vyvoz chmele do Némecka, coz zapii¢inilo
tipadek ekonomiky Zatce. Prvorepublikové slavy mésto jiz nikdy nedosahlo. Roku 1952 byly
klony €. 31, 72 a 114 zaregistrovany k péstovani a dnes tvoii vétSinu Ceskych a moravskych
chmelnic. Doc. Osvald se zaméfil hlavné na vyrovnanost hospodarskych a kvalitativnich
ukazatelll v jednotlivych letech 1 na danych stanovistich (Téborsky, 2017). Po druhé svétové
valce bylo zapotiebi zredukovat staré a neudrzované chmelnice az o 30 %. Roku 1948 bylo
vSe zndrodnéno a vznikl ,,Vykupni sklad chmele®, péstitelé byli nuceni vstoupit do JZD

a vytvofily se velké plochy chmelnic. Z tohoto ditvodu bylo nezbytné piejit z ru¢niho sklizeni
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na mechanizované. V roce 1960 vznikl narodni podnik Chmelaistvi Zatec, jehoz skladovaci
budova je jedina nejvyssi s touto funkci na svéte s vyskou 60 m (Hajsl, 2005).

Na mensich plochach se od r. 1987 péstuji hybridni odrady Bor a Sladek. Jednd se
0 pokus zvySeni vynosu pfi zachovani kvality. Roku 1991 se u nés 1 ve svété zacaly péstovat
tzv. ,,meristémy*. Jsou to bezvirdzni odriidy vypéstované v aseptickém prostredi z délivého
pletiva viruprostych vrcholovych vyhontu. V roce 1993 se plocha chmelnic rozrostla na
10 547 ha. Avsak v nasledujicich letech 1995-1998 byl opét zaznamenan hluboky propad a to
0 43 %. Poté se produkce kratce ustalila. Pokles v devadesatych letech byl zpisoben
celosvétovou nadprodukci chmele, a proto se plocha chmelnic redukovala nejen u nas ale i v
zvySujici se vekovou strukturou chmelnic, ale i nepfiznivymi klimatickymi podminkami,
které negativné ovlivnily produkci chmele. Vroce 2006 vyhralo Zatecké pivo na
Mezinarodnim pivnim festivalu v Sydney prvni misto. (Kralova, 2005).

K datu 20. 8. 2014 (v roce, kdy byl priizkum provadén) registroval Ustiedni kontrolni
a zkusebni ustav zemédélsky narist skliziiovych ploch chmelnic v Ceské republice oproti
pfedchozimu roku o 141 ha. Nastalo vice jak 100 % navySeni nové vysdzenych chmelnic
0406 ha, na celkovou plochu 4 460 ha. V Zatecké oblasti se skliziiova plocha chmelnic
navysila o 93 ha, v Ustécké oblasti o 17 ha a v Trsické o 31 ha. Diky zvysené poptavce po
eském chmelu se v ramci CR zvysila plocha Zateckého poloraného &erveiiaku na souéasnych
3 894 ha. Vyznamné se zvysila plocha odriidy Sladek a to o 30 ha na 270 ha. U odridy
Premiant doslo ke sniZeni plochy 014 ha na celkovych 187 ha. Sklizen chmele v roce 2014
(6 202 t) byla oproti pfedchozimu roku vy3si o 16,36 % (5 330 t). Ceska republika je tieti
nejvetsi péstitelskou zemi na svété a stdle nejvétsim producentem jemné aromatického
chmele. Mezi nejvétsi péstitele chmele patii Némecko, USA, Ceska republika a Cina (Slonek,
2014).

3.7.4 Péstebni podminky

Péstovani chmele se v Ceské republice vlivem historického vyvoje soustiedilo do ti
vyhranénych péstitelskych oblasti. Chmelaiska oblast Zatecko je nejvétsi, zahrnuje zejména
okresy Louny, Rakovnik a ¢ast okresu Kladno. Poskytuje chmel vyborné kvality. Vynosy
hlavek jsou zde vSak nizs§i nez v ostatnich chmelafskych oblastech z divoda niz§iho thrnu
srazek béhem vegetace. Chmelaiska oblast Ustécko méla plochu chmele piiblizng 500 ha

zejména v okresech Litoméfice a Mélnik. Chmelatfské oblast TrSicko méla plochu pfiblizné
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570 ha v okresech Olomouc, Pferov a Prost&jov. Zatecky polorany &erveiiak se péstuje na
88 % plochy chmelnic v nasi republice (Snorbl a kol., 2011; Slonek, 2014).

Pivodni piirozend stanovisté chmele jsou vlhké kioviska, okraje luznich lesu, piredevsim
vSak pobiezni pasy potokli a fek. Chmel vyzaduje ptdu s dostateCnou vrstvou ornice,
ptiznivymi fyzikalnimi vlastnostmi a dobrou vodni jimavosti. Nej¢astéji je péstovan na
ptdach hlinitych aZ jilovito-hlinitych. V Zatecké oblasti to jsou zejména tzv. &ervenky
permského ptivodu. Tato pida vznika zvétravanim lupkti a bfidlic, které osahuji podstatné
mnozstvi slou€enin Zeleza (az 7 % Fe203). Byvaji t¢z81, Spatn€ propustné a chladné.
Prevladajicim typem je hnédozem, s neutralni reakci pidy (pH okolo 6,5). Dulezity je obsah
humusu (asi 3 %). Béhem vegetace vyzaduje chmel stejnomérnou, postupné se zvysujici
teplotu. Je citlivy na denni vykyvy teplot. Zacina rist pii 4 °C. Idedlni jsou mirné teplé a sussi
teploty v dubnu, stejnomérné postupné stoupajici teploty od kvétna do cervence a teplé
a slunné pocasi v Cervenci a srpnu, kdy ma nejvyssi naroky na teplo pii dozravani hlavek. V
Ceskych chmelafskych oblastech ¢ini praimérna ro¢ni teplota vzduchu 7,5 — 8,5 °C, tepelna
vegetatni konstanta 2 000 — 2 800 °C. Cervnové teploty rozhoduji o prib&hu ristu,
cervencové a srpnové teploty spolu s vlahou o mnozstvi a kvalité hldvek. Negativné plisobi
letni tropické dny (tmax> 30 °C). Pozadavky chmele na vldhu stoupaji od zavedeni rév,
maxima dosahuji v ¢ervenci az zacatkem srpna, v dobé dozravani hlavek potteba vody klesa.
Pro dosazeni dobrého vynosu i kvality hlavek je Zadouci i dostatecnd intenzita slune¢niho
svitu, béhem vegetace ¢ini primérné 1 300 hod (Horejsek & Zich, 1990).

Nejnarocnéjsi je chmel na Ziviny, na 1 t hlavek spotiebuje 90 kg N, 17, 5 kg P, 83 kg K,
101 kg Ca, 16, 5 kg Mg a mnoho stopovych prvki (jako jsou Mo, Cu, B, Mn, Fe, Zn, S).
(Snorbl a kol., 2011; Horejsek & Zich, 1990).

3.7.5 Charakteristika Zatecka a 7ateckého chmele

Zatecko je jedna ze tii oblasti produkce chmele v Ceské republice, spolu s Ustéckou
oblasti se nachazi na severo-zapadé Cech (Anonym 6, 2016).

V ramci republiky je tato oblast nejsussi, jelikoz se nachéazi ve sraZkovém stinu Krusnych
a Doupovskych hor. Primérné ro¢ni srazky ¢ini 500 — 650 mm. Tato lokalita je na sever od
50 ° severni $ifky. Patii do fepai'ské vyrobni oblasti. Reliéf terénu je rovinného razu s mirnym
zvlnénim. Pfevladaji cernozemni a hnédozemni plidy na sprasich a sprasovych hlinach, nivni
pudy na nivnich ulozeninach. Nadmotska vyska oblasti je kolem 250 — 350 m. n m., primérna

rocni teplota je 8 — 9 °C (Némec, 2001).
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Zatecky chmel je diky svym vyjimeénym vlastnostem pouZivan pivovary na celém svété.
(Anonym 6, 2016).
Odrtidova skladba V Ceské republice se v souéasné dobé péstuji 2 skupiny odriid:

« Odrtdy typu Zateckého poloraného &ervenaku (do roku 1993 vyhradné péstované jenom
Unas) - z hospodaiského hlediska se jednd o 9 péstovanych kloni vzniklych vybérem
(Blato, Blsanka, Luc¢an, Osvaldiiv klon ¢. 31, Osvaldiiv klon €. 72, Osvaldiv klon €. 114,
Podlesak, Sifem, Zlatan). Hlavky vSak mély niZz$i obsah o-hotkych kyselin (3 — 5 %)
V porovnani se zahrani¢nimi vysokoobsaznymi odridami. Vynos hlavek se pohyboval jen
kolem 0,9 — 1,2 t z hektaru. Vysadbou téchto klond po roce 1990 pomoci meristémové
sadby (sadby ozdravené od viri a viroidll) se podafilo zvysit vynosy v relativnim vyjadieni
pfiblizn€ o 30 % a obsah a-hotkych kyselin pfiblizné¢ o 50 %, coZ umozni stabilizovat
vynos na urovein 1,5 t/ha a obsah a-hotkych kyselin na 5 — 6 %.

* Hybridni odridy vznikly hybridizaci chmele ¢eského s anglickou odridou Northern
okolo 8 %. Pé&stuji se od roku 1994 a jejich plocha se postupné rozsituje, v roce 2004 vSak
Cinila zatim jen 320 ha. SouCasnymi piedstaviteli jsou odrudy Bor, Sladek, Premiant,
Agnus a Harmonie. Jejich vynosovy potencial ¢ini 1,8 — 2,5 t suchych hlavek z 1 ha,
vykazuji vyS$si obsah hotkych latek. Sladek a Harmonie jsou aromaticky typ s primérnym
obsahem a-hotkych kyselin 6 — 8 %. Odrtidy Bor a Premiant jsou obsazny typ (Bor § — 11
Premiant 7 — 10 %), Agnus je vysokoobsazny (11 — 15 %). Premiant byl zafazen na
zakladé chemickych analyz do skupiny hotkych chmeli, ale varné testy potvrdily, Ze
z pivovarnického hlediska nelze pfesné zaradit tuto odriidu do uvedenych skupin, Ze tvori

predél mezi skupinami aromatickych a hotkych chmeli (Snorbl a kol., 2011).
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4 Material a metody

4.1 Cil prace

Byl proveden detekéni priizkum piid pochazejicich z chmelnic na izemi CR. Vzorky byly
odebirany a jejich poloha zaméfena pomoci GPS. Pro stanoveni vyskytu sedenternich had’atek
byla pouzita flotaéni metoda s vyuzitim Fenwickovy konve. Ziskané cysty byly spoéitany,
nékteré byly podrobeny determinaci s vyuzitim morfologickych znakt cyst pomoci svételné
mikroskopie a molekularné biologickych metod. Vyskyt had’atek z kategorie osni had’atka byl
sledovan v prub¢hu vegetace, kdy byly odebirany vzorky nadzemnich ¢asti rostlin s pfiznaky
deformaci. Ty byly podrobeny extrakci had’atek pomoci Baermanovy nélevky. Rovnéz byl
sledovan celkovy zdravotni stav porosti a byla ziskana data o kvalité a kvantité sklizeného

chmele. Tato data byla komparovana s vyskytem had’atek.

4.2 Vybér lokality

Pro praktickou &ast své diplomové prace jsem si vybrala oblast Zatecka, jelikoz ma velky
historicky ale i soucasny vyznam v tomto zemédélském odvétvi a je to také misto mého
bydlisté. Tato oblast je rozsahla, zahrnuje ptes 3 500 ha chmelnic. Na vétsiné této plochy se
péstuje odriida Zatecky polorany &erveiidk. Vzorky byly odebrany z nasledujicich lokalit —

Zatec, Stankovice u Zatce, B&sno u Strojetic.

4.3 Stanoveni vyskytu volné pohyblivych had’atek

V této lokalité¢ byly pozorovany podezielé priznaky na chmelu zplisobené moznym
napadenim had’atek D. destructor a D. dipsaci. Existuje malo informaci o téchto symptomech,
obrazkdu, fotografii i literatury. AvSak to neméni nic na tom, Ze jsou tato had’atka neméné

vyznamna i v tomto zemédélském odvétvi jako je chmelafstvi.

4.3.1 Biologicky material

Odbéry vzorkl se provadeély pomoci zahradnich nlzek za vegetace (Cerven — Srpen)

z listovych a stonkovych casti rostlin a to na mladsich ¢astech rostlin. Vzorek se vlozil do
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navlhéeného igelitového pytliku, aby si udrzel vlhkost a neoschl, jelikoz je dulezité udrzet
rostlinny material Cerstvy az do zpracovani kvili potencionalni pfitomnosti had’atek a jejich

Zivotnosti.

4.3.2 Extrakce had’atek z rostlinnych pletiv

Extrakce had’atek byla pouzita metoda pomoci Baermannovy nalevky. V laboratofi byly
vzorky odebranych rostlin nakrajeny na malé kousky, zabaleny do papirového ubrousku
a umisténé do nalevky, ktera byla na konci opatfena gumovou hadi¢kou uzavienou tlackou.
Do nalevky se umistilo sitko, vlozil se dovnitf vzorek a zalil se vodou. Nechal se pies noc
macet a vodni suspenze se druhy den vypustila do kadinky. Suspenze pak byla podrobena

mikroskopickému vyhodnoceni na pfitomnost hledanych had’atek.

4.4 Stanoveni vyskytu sedenternich had’atek

Podle systému LPIS byly vytipovany lokality chmelnic, tedy pozemki, ze kterych se
odebiraly piidni vzorky. Pro usnadnéni prace se vyuzila spoluprace zemédélct. Od nich byly

ziskdny mapy a informace o vynosu, hodnot¢ alfa hotkych kyselin a odradé.

4.4.1 Biologicky material

Odbér vzorkl pudy byl provadén v bieznu pied zacatkem vegetace, kdy je pohyb po
chmelnici i1 teplota idealni. Ke vzorkovani byla pouzita kovova zahradni lopatka,
polythylénové sacky, mapy a GPS. Na chmelnici byl kazdy sacek s odebranym vzorkem pudy
oznalen ¢islem, zaznamenan do mapy a pomoci GPS zaevidovana soufadnice mista odbéru.
Lopatkou byl odebiran ptudni vzorek o hmotnosti 1 kg vpichem do pudniho profilu. Na kazdy
pozemek byly odebrany 3 dil¢i vzorky. Na dvou chmelnicich byl podrobnéjsi prizkum

0 15 vzorcich.

4.4.2 Extrakce cyst z ptidnich vzorka

Nasbirané vzorky byly pozvolna zcela vysuSeny za ptistupu vzduchu o pokojové teploté.

Jednotlivé vzorky se po vysuSeni homogenizovaly na co nejemnéjsi strukturu. Z kazdého
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pudniho vzorku se navazilo 300 g pudy a toto mnozstvi se proplavilo metodou pomoci
Fenwickovy konve pies sito o velikosti ok 0,2 mm, na némz se zachytily vétsi Céstice
prevazné organického materidlu. Nasledné byly vzorky proplaveny jesté sitem o velikosti ok
100 pum, ze kterého se po vyschnuti vybiraly cysty pod binolupou pomoci mokrého Stétecku
do oznacenych mikrozkumavek. Jednotlivé cysty se spocitaly a jsou uvedeny v tabulce

v sekci Vysledky.

Obr. ¢. 1: Fenwickova konev (Anonym 1b, 2017).

4.4.3 Morfologicka diagnostika

K diagnostické metod¢ byly vybrany vzorky, které obsahovaly nejvice cyst, coz byla
tietina ze vSech odebranych vzorki. Z téchto mikrozkumavek se vybirali tfi vitalni cysty,
K usnadnéni mozné identifikace pod svételnym mikroskopem. Pfiprava trvalych preparat
vyzadovala zna¢né trpélivosti, citu a cviku. Dale k tomu byl zapotiebi laboratorni mikroskop.
Na podlozni sklicko se nakapalo velmi malé mnozstvi destilované vody, do nc¢hoz se
nematologickou jehlou pienesla jedna cysta. Naslednym ptefiznutim cysty specialnim
nemotologickym skalpelem pobliz vulvalniho konce se tento ofez ve tvaru ¢tverce ulozil do

glycerolu a vznikl tak trvaly preparat. Zbytek cysty s vajicky se ulozil do oznaené Eppendorf
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zkumavky s 20 ul lysis buffer (LB). Tyto zkumavky se pfechodné zamrazily. Po ofezani

vSech vzorki zapocala samotna extrakce DNA.

4.4.4 Extrakce DNA

Pokracovalo se extrakci DNA z cyst, které byly vyuzity jako trvaly preparat z predeslé

kapitoly. Se zbylym zivym biologickym materialem se dale pracovalo nasledujicim postupem.

© ©° N o g bk~ 0w DN PE

N N NN B B R R R R R R R
W N P O © 0 N O 00 W N B O

Nepipetovani 20 ul LB do Eppendorf zkumavky (EPZ)

Ptidani cysty, drceni 3 minuty tlouckem

Ptipipetovani 30 pl LB, dalsi 2 minuty drtit pomoci minishakeru (Pellet Pestle)
Opléachnout tloucek 50 pl LB

Dvakrat zmrazit tekutym dusikem, nechat roztat

Ptipipetovat 100 ul LB +1 pl proteinazy K, zvortexovat

Na 1 hod umistit EPZ do termobloku TermoBlock TDB — 120 pfi teploté 37 °C
Na 5 min umistit EPZ do termobloku pfi teploté 85 °C

Piipipetuj ekvivalentni mnozstvi fenolu a chloroformu s izoamylalkoholem (2:1:1)

. Na 15 min umistit na vortex IKA — VIBRAX — VXR (1800 otacek/min)
. Umistit do centrifugy Hettich Zentrifugen Universal 320 R na 10 min pii 9000 g
. Do nové mikrozkumavky odpipetovat svrchni vodnou fazi

. Pfipipetuj ekvivalentni mnoZstvi chloroformu isoamylalkoholu (200 pl)
. 15 min umistit na vortex pfistroj

. Centrifugovat pti 9 000 g 10 min

. Do nové EPZ odpipetovat svrchni vodnou fazi

. Pfipipetovat ekvivalentni mnozstvi ledového (-20 °C) isopropanolu

. Pfes noc nechat v mrazaku pfi teploté (-20 °C)

. Centrifugace 10 min pti 10 000 g

. Proplachnout peletu 70 % etanolem

. Centrifugace 10 min pii 10 000 g

. Susit na buni¢in€ 15 - 30 min

. Resuspendace pelety ve 20 pl TE pufru pH 8, vortex 30 min

Krok €. 9 se provadi z ditvodu, Ze smés fenolu s chloroformem denaturuje proteiny, rozpusti

tuky a napomaha k odd¢leni jednotlivych frakci v nasledném kroku.
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Slozeni Lysis bufferu (LB): 100 mM Tris-HCI pH8
5mM EDTA
100 NaCl
0,2 % SDS
4 pg/ml proteinazy K

Koncentrace a Cistota izolované DNA byla u vSech vzorkl stanovena pomoci
spektrofotometrie. Méfila se absorbance DNA pii vinovych délkach 260 — 280 nm. Zkoumané
vzorky DNA byly prométeny na pfistroji SpectroPhotometer NANODROP 2000c, ktery
umoziuje stanovit koncentraci v ng/pl. Méfeni se provadi proti slepému vzorku. Z poméru
hodnot A260/A280 se zkontrolovala cistota DNA. Pomér absorbanci ¢isté DNA se musi
pohybovat v rozmezi 1,7 — 2,0. Vzorky, které spliiovaly tyto podminky, byly nadale pouzity
k dal$imu laboratornimu postupu. Bylo potieba piipravit reakéni smés vhodnou pro naslednou
PCR reakci.

4.1.2 Reakéni smés

Slozeni PCR Master Mix (na 25 pl):

- 1.ddH20 20,6 ul
- 2. Dream Taq buffer 2,5 ul
- 3.dNTP 0,25 ul
- 4. Primermix (S18.521) 0,4 ul
- 5. Dream Taq 0,25 ul
- 6.DNA 1ul

Master mix byl pfipraven tak, Ze se jednotlivé latky 1. - 5. aplikovaly do jedné zkumavky,
aby vznikla vhodna reakéni smés. Z té se pak Master Mix rozpipetovalna pocet vzorkd do
jednotlivych mikrozkumavek, do nichZ se poté piidaval vzorek DNA - idealné do vicka. Je
nutné dbat sterilnich podminek, tedy pouzivat sterilni Spicky, rukavice. Déle se zkumavky
centrifugovaly na cykleru Microspin FV-2400 pro dokonalé smiseni obsahu. Mikrozkumavky

se poté vlozily do termocycleru Pentier Thermal Cycler PTC — 200, kde jsou zkumavky
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ulozené v kovovém bloku, na némz se nastavi presny cyklus. Mikrozkumavky pro toto pouziti

musi mit tenké stény, kvili ndhlym opakujicim se zméndm teploty. Byly pouzity

semispecifické primery z oblasti cistronu rDNA F (S18), R (S21). Taq polymeraza se

uchovava tzv. ,,na ledu®, respektive v mrazicim bloku, aby se zabranilo jeji pred¢asné aktivite.

Mohlo by tak dojit ke vzniku zcela chybnych produkti.

Oznaceni Délka Teplota pro
primert Sekvenace 5> 3’ ampilifikovaného annealing
fragmentu
F (S18) TTGATTAGGTCCCTGCCCTTT | Rizna pro kazdy 58 °C
R (S21) TTTCACTCGCCGTTACTAAGG druh

Tab. ¢.5: Semispecifické primery (Tamlerova, 2017).

4.1.3 Teplotni faze reakéniho cyklu:

35x opakovani:

konec¢na elongace

stop teplota

PocateCni denaturace 94 °C, 2 min.

denaturace 94 °C, 1 min
annealing 58 °C, 1 min
elongace 72 °C, 1 min
72 °C 20 min
14 °C

Po probéhnuti PCR u jednotlivych vzorkt se pokracovalo piipravou agardzového gelu pro

gelovou elektroforézu.

4.1.4 Priprava agarozového gelu

Nutno pouZit rukavice, jelikoZ se pracuje s velmi $kodlivou latkou ethidium bromid,

ktera umoziiuje nasledné zviditelnéni jednotlivych frakci UV zarenim.

1. Navazilo sepotiebné mnozstvi agarézy a ta se piidala do piipraveného TBE (1,59

agardzy / 100 ml TBE).

Slozeni TBE na 1 1:

54,5 g Tris base
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= 27,5 gkyseliny borité
= 3,659EDTA

Promichal se obsah a v mikrovinné troubé specialné ur¢ené pro tyto ucely, po dobu
2 minut se vafil, agar6za musi byt zcela rozpusténa a mezi tim se jednou obsah
promichal, poté se vlozil do vodni lazné 60 °C (Subaqua 5 Plus Grant).

Do 50 ml tekutého agar6zového gelu (0 teploté okolo 50 °C) se pfidaly 2 ulroztoku
ethidium bromid (EB) (5 mg/ml H20), promichal se a nalil do vani¢ky horizontalni
elektroforézy, na rovném povrchu, kde se ponechal pies 20 min, aby ztuhl. Naléval se
opatrné, aby se zabranilo vzniku bublinek, coz by znesnadnilo mobilitu fragmentt
skrze gelovou strukturu.

Po zatuhnuti se vyndal hiebinek, jednotlivé komirky se naplnily TBE pufrem.

. Prvni a posledni jamka slouZzi jako kontrola a do nich se DNA nenanasi. Prvni jamka
byla ponechana pro pozitivni kontrolu — velikostni marker neboli standard molekulové
vahy, pro odhad velikosti pozorovanych fragmentl, ktery je piesné specifické
velikosti, slouzi jako ukazatel, zda PCR probé¢hlo. Posledni jamka se nechala pro
negativni kontrolu, jako potvrzeni spravného pipetovani a jestli nedoslo ke
kontaminaci vedlejsich vzorki. Do zbylych jamek se nanesly jednotlivé vzorky
produkti PCR mikropipetou (10-15 pl na jamku).

. Vanicka se vlozila do elektroforetické¢ komtirky, jamky jsou u katody "-’. Zapojila se
do elektrického pole (Cerny vodi¢ "-', Cerveny '+°). Negativné nabité molekuly DNA
se pohybuji od anody (-) ke katod¢ (+).

Nastavilo se na zdroji napéti na 80 V a elektroforeticka separace probihala 1,5 h.

Poté se zdroj vypnul a odpojila se elektroforeticka komutrka od elektrického proudu.
Gel se opatrné vyjmul, oplachnul se destilovanou vodou, umistil se na UV
transparentni podlozku a vlozil se do UV transiluminatoru, kde se zviditelnily
vysledky fragmentt. Vysledkem byly viditelné prouzky ,,bandy®, které odpovidaji

velikostem segmentll vzniklym $tépenim PCR produktu.
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Obr. ¢. 4: Elektroforeogram (Tamlerova, 2017).

4.1.5 Extrakce DNA z agarozového gelu

Fragment DNA se vyjmul po elektroforetick¢ separaci pod UV lampou za pomoci
skalpelu. Vyfezany blocek se zvazil a vlozil se do 1,5 ml zkumavky. Na kazdy 1 mg vahy se
ptidalo 2,5 pul roztoku Nal. Dale se blo¢ek inkuboval v Nal pii 55 °C po dobu 3 — 5 minut, za
konstantniho protfepavani, tak aby se agardza rozpustila. K tomuto roztoku se po uplném
rozpusténi pridalo promichané silica milk a to podle mnoZstvi DNA. Promichany roztok se
nechal stat na ledu 5 — 15 minut a nasledné se kratce (10 s) centrifugoval. Silica milk se
s navazanou DNA promyval ve 200 — 500 pl promyvaciho roztoku, celkem tfikrat za sebou.
Pfi promyvani se sediment rozmichal $pi¢kou, kratce se centrifugoval a supernatant se vylil.
Zavéretnym promyvanim se roztok centrifugoval 30 sa zbytek supernatanu se odstranil.
Pfidalo se 10 ul vody. Roztok se inkuboval pii teploté 55 °C béhem 3 minut. Centrifugoval se

1 min a odebral sesupernatant, tj. roztok s DNA.
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Vzorky byly zaslany firmé Biotech GATC na sekvenci cistronu rDNA sangerovou
dideoxytermina¢ni metodou. Laboratoi zanalyzovala vysledky, které se pomoci Blast

algorytmu vyhodnotily a zaznamenaly.
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5 Vysledky

Cilem mé diplomové prace bylo provést detekéni prizkum plid, zaméfeny na vyskyt
fytoparazitickych had’atek sedentérnich cystotvornych, a druhy prizkum na pfitomnost
had’atek osnich, dale porovnat vynosové parametry v korelaci s jejich vyskytem. Podle toho

urcit vyznam fytoparazitickych had’atek pro produkci chmele.

5.1 Stanoveni vyskytu osnich had’atek

Cilem této praktické ¢asti bylo zjistit pfitomnost had’atek Ditylenchus spp. na chmelu.
Vzorky byly odebrany a podrobeny metodé¢ pomoci Baermannovy ndlevky. Tato prakticka
¢ast méla negativni vysledky ohledné piitomnosti osnich had’atek, Ditylenchus destructor
a Ditylenchus dipsaci. Ve vegetaénim obdobi v pribéhu pozdniho jara a 1éta byly pozorovany
priznaky, které uvadi literatura, napt. pomaly rast, vadnuti, deformace a barevné zmény ¢i
nekrézy. Zadny ze vzorkdi nepotvrdil nalez téchto had’atek, coZ je z rostlinolékaiského

hlediska velmi pozitivni. Celkem bylo odebrano 25 vzorkd rostlin z 19 chmelnic.

o 1. 1. ocet fitomnost
padnidil | Pl | etk

1607/1 2X 0
1607/2 1x 0
6314 1x 0
6315 1x 0
6201/8 1x 0
63232 2x 0
6326 1x 0
6324 1x 0
7405 1x 0
7407 1x 0
6405 2X 0
6318 1x 0
6310 2x 0
0504 1x 0
9523/2 1x 0
9523/3 2X 0
9505/5 2X 0
9503/4 1x 0
9503/15 1x 0
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Tab. ¢. 6: Vysledky — osni had’atka (Tamlerova, 2017).

5.2 Stanoveni vyskytu cystotvornych sedenternich had’atek

Mapy z LPIS jsou uvedené v pfiloze. Jsou v nich zakresleny jednotlivé lokace odbéru
vSech vzorkd. Celkem bylo odebrano 160 vzorku pudy. V tabulce jsou uvedena data o GPS

soutfadnicich, vynosovych a kvalitativnich hodnotach, vcetné¢ odridy a poctu cyst v kazdém

vzorku na 300 g pudy.

cF\’/Zfita Vzorkd na Vynos | Alfa
c. 300¢g Souradnice LPIS blok g/ha | % |odrada
1 0| 50°20'50.14"S | 13°33'26.75"V | 0504 1
2 31| 50°20'51.50"S | 13°33'26.73"V | 0504 2 10,2(2,58 ZpPC
3 0] 50°20'53.41"S | 13°33'26.50"V | 0504 3
4 0| 50°20'47.77"S | 13°33'16.49"V | 9517 1
5 35| 50°20'46.24"S | 13°33'15.10"V | 9517 2
6 35| 50°20'46.24"S | 13°33'15.10"V | 9517 3 19,2 8,08 Premiant
7 9] 50°20'48.58"S | 13°33'27.41"V | 9518 1
8 56| 50°20'47.41"S | 13°33'27.63"V | 9518 2
9 0| 50°20'46.18"S | 13°33'26.57"V | 9518 3
10 28| 50°20'44.75"S | 13°33'28.59"V | 9523/2 1
11 41| 50°20'44.04"S | 13°33'30.58"V | 9523/2 2
12 35| 50°20'43.06"S | 13°33'30.26"V | 9523/2 3 18,9824
13 40| 50°20'43.39"S | 13°33'14.35"V | 9523/3 1 Premiant
14 50°20'41.94"S | 13°33'14.15"V | 9523/3 2
15 50°20'40.98"S | 13°33'14.84"V | 9523/3 3
16 23| 50°21'5.30"S | 13°33'33.72"V | 9503/4 1
17 14| 50°21'8.77"S | 13°33'35.80"V | 9503/4 2 13,214,11 ZPC
18 20| 50°21'0.15"S | 13°33'35.70"V | 9503/4 3
19 50°21'8.85"S | 13°33'39.24"V | 9503/24 1
20 50°21'5.27"S | 13°33'42.81"V | 9503/24 2
21 24| 50°21'7.17"S 13°33'42.44"V | 9503/24 3
22 50°21'3.21"S | 13°33'38.54"V | 9503/17 1
23 50°20'59.98"S | 13°33'38.81"V | 9503/17 2 16,8 8,7 | Premiant
24 21| 50°20'59.93"S | 13°33'42.79"V | 9503/17 3
25 27| 50°20'56.68"S | 13°33'38.62"V | 9503/15 1
26 6| 50°20'54.55"S | 13°33'40.17"V | 9503/15 2
27 17| 50°20'52.48"S | 13°33'42.49"V | 9503/15 3
28 19| 50°20'53.80"S | 13°33'45.35"V | 9503/13 1 17,6(6,89
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29 0| 50°20'51.70"S | 13°33'45.40"V | 9503/13 2 Premiant
30| 12| 50°20'48.88"S | 13°33'45.93"V | 9503/13 3

31| 16| 50°20'53.24"S | 13°33'50.73"V | 9516/1 1

32| 16| 50°20'51.78"S | 13°33'50.02"V | 9516/1 2 21,1(7,71 | Premiant
33| 19| 50°20'49.09"S | 13°33'50.51"V | 9516/1 3

34| 41| 50°21'15.17"S | 13°33'56.11"V | 9505/5 1

35| 27| 50°21'12.65"S | 13°33'54.02"V | 9505/5 2

36| 14| 50°21'10.97"S | 13°33'54.44"V | 9505/5 3 192|8,83 Premiant
37| 23| 50°21'10.80"S | 13°33'50.71"V | 9505/6 1

38 6| 50°21'8.53"S | 13°33'51.19"V | 9505/6 2

39| 15| 50°21'7.04"S | 13°33'49.16"V | 9505/6 3

40 50°11'5.72"S | 13°29'40.06"V | 6201/1 1

41 50°11'6.12"S | 13°29'38.37"V | 6201/1 2

42 50°11'7.06"S | 13°29'35.74"V | 6201/1 3 15.9|9,63 Premiant
43 50°11'3.83"S | 13°29'45.83"V | 6201/14 1

44| 30| 50°11'3.27"S | 13°29'47.41"V | 6201/14 2

45| 29| 50°11'4.79"S | 13°29'43.85"V | 6201/14 3

46| 16| 50°11'1.96"S | 13°29'52.71"V | 6201/2 1

47 7| 50°11'1.03"S | 13°29'55.64"V | 6201/2 2 18,2| 6,5 | Premiant
48| 22| 50°11'0.29"S | 13°29'56.95"V | 6201/2 3

49| 10| 50°10'59.77"S | 13°29'59.46"V | 6201/8 1

50| 35| 50°10'58.87"S | 13°30'2.11"V | 6201/8 2 13,6| 51| Zp¢
51 7| 50°10'58.22"s | 13°30'4.53"V | 6201/8 3

52| 40| 50°10'55.61"S | 13°30'12.49"V | 6327 1

53 50°10'56.38"S | 13°30'10.07"V | 6327 2 12 4,75 ZpC
54 50°10'57.18"S | 13°30'7.38"V 6327 3

55 50°10'53.41"S | 13°30'19.94"V | 6326 1

56 50°10'54.43"S | 13°30'18.07"V | 6326 2 11,84,58| 7p¢
57| 24| 50°10'55.65"S | 13°30'16.10"V | 6326 3

58 7| 50°10'51.75"S | 13°30'23.96"V | 6321 1

59| 23| 50°10'52.83"S | 13°30'23.16"V | 6321 2 10 [3,91| ZpC
60| 57| 50°10'54.13"S | 13°30'22.44"V | 6321 3

61| 10| 50°10'51.86"S | 13°30'18.75"V | 6322 1

62| 46| 50°10'52.25"S | 13°30'16.65"V | 6322 2

63| 29| 50°10'53.05"S | 13°30'14.24"V | 6322 3

64| 27| 50°10'54.20"S | 13°30'11.37"V | 6325 1

65| 22| 50°10'55.10"S | 13°30'8.65"V 6325 2 12,5|3,96| 7p¢
66| 20| 50°10'55.86"S | 13°30'6.46"V 6325 3

67| 31| 50°10'56.44"S | 13°30'3.44"V 6324 1

68| 22| 50°10'57.40"S | 13°30'1.10"V 6324 2

69 7| 50°10'58.45"S | 13°29'58.31"V | 6324 3
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70 2| 50°10'35.73"S | 13°30'15.58"V [ 6310 1
71 5[ 50°10'36.97"S | 13°30'18.73"V | 6310 2
72 11| 50°10'39.75"S | 13°30'17.34"V | 6310 3 123]3.92 ZpC
73 5| 50°10'42.14"S | 13°30'16.57"V | 6311 4
74 13| 50°10'44.10"S | 13°30'15.50"V | 6311 5
75 15| 50°10'44.13"S | 13°30'11.75"V | 6311 6
76 50°10'42.71"S | 13°29'42.14"V | 6318 1
77 50°10'44.39"S | 13°29'41.37"V | 6318 2
78 14| 50°10'46.45"S | 13°29'40.00"V | 6318 3
79 33| 50°10'45.49"S | 13°29'47.93"V | 6316 1
80 19| 50°10'47.79"S | 13°29'46.55"V | 6316 2 15,2 (4,29 ZpC
81 14| 50°10'46.22"S | 13°29'45.72"V | 6316 3
82 6| 50°10'49.45"S | 13°29'54.05"V | 6314 1
83 18] 50°10'48.04"S | 13°29'54.78"V | 6314 2
84 10| 50°10'51.00"S | 13°29'52.55"V | 6314 3
85 2| 50°10'44.42"S | 13°30'0.73"V 6313 1 Saaz
86 17| 50°10'45.80"S | 13°30'4.56"V 6313 2 13,9 6,9 Late
87 50°10'47.48"S | 13°30'4.06"V 6313 3
88 50°10'45.09"S | 13°29'57.03"V | 6315 1
89 12| 50°10'43.56"S | 13°29'57.81"V | 6315 2
90 50°10'46.44"S | 13°29'56.37"V | 6315 3
91 50°10'40.42"S | 13°29'46.93"V | 6317 1
92 15| 50°10'39.42"S | 13°29'48.27"V | 6317 2 15,2(4,29 ZpC
93 18] 50°10'43.47"S | 13°29'49.66"V | 6317 3
94 9| 50°10'37.51"S | 13°29'45.16"V | 6319 1
95 13| 50°10'39.25"S | 13°29'44.69"V | 6319 2
96 3| 50°10'40.96"S | 13°29'43.55"V [ 6319 3
97 10| 50°10'24.19"S | 13°29'19.09"V | 7408/1 1
98 50°10'25.71"S | 13°29'22.63"V | 7408/1 2
99 50°10'27.31"S | 13°29'25.85"V | 7408/1 3
100 14| 50°10'17.48"S | 13°29'22.53"V | 7407 1
101 38 50°10'14.96"S | 13°29'23.99"V | 7407 2 17,13,92 ZpC
102 12 50°10'13.23"S | 13°29'24.77"V | 7407 3
103 28| 50°10'11.11"S | 13°29'26.11"V | 7406 1
104 9| 50°10'9.34"S | 13°29'27.47"V | 7406 2
105 28| 50°10'7.54"S | 13°29'27.71"V | 7406 3
106 10| 50°10'28.66"S | 13°29'28.67"V | 7405 1
107 9] 50°10'30.31"S | 13°29'33.36"V | 7405 2
108 12| 50°10'27.66"S | 13°29'34.69"V | 7405 3 17,1(3,92 ZpC
109 32| 50°10'20.07"S | 13°29'32.86"V | 7404/2 1
110 29[ 50°10'20.92"S | 13°29'35.48"V | 7404/2 2
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111| 11| 50°10'21.47"S | 13°29'38.35"V | 7404/2 3

112| 26| 50°10'8.53"S | 13°29'36.02"V | 7409 1

113 1| 50°10'12.55"S | 13°29'38.06"V | 7409 2 10,8| 41| zp¢
114| 19| 50°10'14.39"S | 13°29'37.29"V | 7409 3

115| 25| 50°10'33.58"S | 13°29'44.51"V | 6406/2 1

116 1| 50°10'35.54"S | 13°29'48.96"V | 6406/2 2 18,2 53 | zprC
117| 11| 50°10'31.02"S | 13°29'51.69"V | 6406/2 3

118 4| 50°10'45.29"S | 13°30'17.98"V | 6312 1

119| 12| 50°10'45.73"S | 13°30'21.73"V | 6312 2 123|392 ZpPC
120| 30| 50°10'42.82"S | 13°30'23.16"V | 6312 3

121 6| 50°10'40.95"S | 13°30'24.13"V | 6312 4

122| 43| 50°10'31.84"S | 13°30'5.79"V 6304 1

123 29| 50°10'34.30"S | 13°30'11.37"V | 6304 2 51 |5,29| Zp¢
124| 10| 50°10'37.07"S | 13°30'10.36"V | 6304 3

125 50°10'39.95"S | 13°30'9.22"V 6305 1

126 50°10'42.91"S | 13°30'7.47"V 6305 2 10,5|3,86| 7ZpPC
127 50°10'42.03"S | 13°30'1.58"V 6305 3

128 50°10'28.00"S | 13°29'53.46"V | 6405 1

129 21| 50°10'24.98"S | 13°29'55.22"V | 6405 2 18,2 53| zp¢
130 50°10'22.32"S | 13°29'54.87"V | 6405 3

131 50°20'22.27"S | 13°31'53.48"V | 1607/1 1

132| 12| 50°20'22.49"S | 13°31'55.94"V | 1607/1 2

133| 26| 50°20'22.71"s | 13°31'58.73"V | 1607/1 3

134| 16| 50°20'22.98"S | 13°32'1.35"V | 1607/1 4

135| 30| 50°20'23.10"S | 13°32'4.17"V | 1607/1 5

136 19| 50°20'24.25"S | 13°32'4.02"V | 1607/1 6 ZPC
137| 28| 50°20'25.33"S | 13°32'0.17"V | 1607/1 7

138 9| 50°20'25.12"S | 13°31'57.18"V | 1607/1 8 13,9| 4,8

139| 17| 50°20'24.35"S | 13°31'52.96"V | 1607/1 9

140| 12| 50°20'26.41"S | 13°31'55.45"V | 1607/1 10

141 3| 50°20'26.41"s | 13°31'56.24"V | 1607/1 11

142| 34| 50°20'25.35"S | 13°31'57.45"V | 1607/1 12

143| 27| 50°20'25.67"S | 13°31'59.79"V | 1607/1 13

144| 16| 50°20'25.45"S | 13°32'1.58"V | 1607/1 14

145| 21| 50°20'26.53"S | 13°32'4.06"V | 1607/1 15

146| 16| 50°20'27.50"S | 13°31'52.92"V | 1607/2a 1

147| 22| 50°20'27.66"S | 13°31'55.56"V | 1607/2a 2

148| 26| 50°20'27.84"S | 13°31'58.31"V | 1607/2a 3 144] a3

149| 31| 50°20'28.01"S | 13°32'1.09"V | 1607/2a 4

150 2| 50°20'28.17"s | 13°32'3.52"V | 1607/2a 5

151| 26| 50°20'29.24"s | 13°32'3.56"V | 1607/2a 6
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152| 112| 50°20'29.19"S | 13°32'0.98"V | 1607/2a

153 19| 50°20'28.98"S | 13°31'58.65"V | 1607/2a ZpC
154 24 [ 50°20'28.59"S | 13°31'55.40"V | 1607/2a

155 50°20'28.54"S | 13°31'52.75"V | 1607/2a 10

156 50°20'30.06"S | 13°31'52.28"V | 1607/2a 11

157 36| 50°20'30.22"S | 13°31'54.66"V | 1607/2a 12

158 21 50°20'30.12"S | 13°31'57.97"V | 1607/2a 13

159 21 50°20'30.12"S | 13°32'1.00"V | 1607/2a 14

160 3| 50°20'30.75"S | 13°32'3.13"V [ 1607/2a 15

Tab. €. 7: Charakteristika odebranych ptdnich vzorkl (Tamlerova, 2017).

V této praci se zkoumaly 2 kvantitativni proménné na sob& zavislé (pocet cyst a vynos).
Ke statistickému vyjadfeni proto byla pouzita korelacni analyza. V této korelac¢ni analyze
dalezité, jaky je vztah mezi 2 kvantitativnimi proménnymi. Pearsontiv korela¢ni koeficient
popisuje jaka je mira zavislosti v rozmezi od -1 do 1, kde -1 je negativni korelace, 0 je nulova
korelace a 1 je pozitivni korelace. Pro vypocet korelacniho koeficientu byl pouzit software
SPSS.

Korelace: vynos x pocet cyst
vynos ha
pocet cyst Pearsonuv -0,009
na 3009 korelacni
koeficient
P-hodnota 0,906
N 160

Tab. ¢. 8: Statisticky vystup 1. (Tamlerova, 2017).

Z vystupu lze vidét, ze korelace mezi vynosem a poctem cyst je -0,009, coz je Cislo
velmi blizké 0. P-hodnota korela¢niho koeficientu je 0,906. Pokud je P-hodnota testu vyssi
nez 0,05 (5 % hladina vyznamnosti), neni korelace mezi proménnymi ,,pocet cyst na 300 g*

a ,,vynos (ha)* statisticky vyznamna.

Nasledny graf prezentuje korelaci mezi proménnymi poctem cyst a vynos (ha).
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Graf ¢. 1: bodovy graf — korelace mezi poctem cyst a vynosem (Tamlerova, 2017).
Bodovy graf prezentuje na ose x ,,pocet cyst™ a na ose y znazornuje ,,vynos (ha)*“. Tyto

body jsou proloZzeny regresni ptimkou, ktera je téméf Gplné horizontalni. To znamena, Ze neni

zavislost mezi 2 proménnymi, coz ukazal i korela¢ni koeficient.

Korelace: alfa x pocet cyst
alfa %
pocet cyst na Pearsonuv 0,017
3009 korelaCni
koeficient
P-hodnota 0,828
N 160

Tab. ¢. 9: Statisticky vystup 2. (Tamlerova, 2017).

Korela¢ni koeficient je 0,017, opét Cislo velmi blizké nule. P-hodnota korelaéniho
koeficientu je 0,828. Pokud je P-hodnota testu vyssi nez 0,05 (5% hladina vyznamnosti), neni
korelace mezi proménnymi (“pocet cyst” a “hodnota obsahu alfa hotkych kyselin”) statisticky

vyznamna.
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Graf ¢. 2: bodovy graf — korelace mezi po¢tem cyst a hodnotou alfa (Tamlerova, 2017).

Z grafu neni jasna korelace. Prolozena regresni piimka je sice minimalné rostouci, coz

ukazuje mirnou pozitivni korelaci, ale zadny jasny trend tu neni ziejmy.
Korela¢ni analyzy nepotvrdily korelaci u proménnych (“pocet cyst na 300 g” s ani

jednou z proménnych.

Po proplaveni vSech vzorkd byly vybrany tfi cysty zhruba ze tietiny celkového poctu
nasbiranych vzorki, celkem 140 kust cyst. Z nich byly vytvofeny trvalé preparaty. V tomto
kroku vzniklo 140 trvalych preparatd.
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Obr. ¢. 2: Fotografie — vulva cysty (vzorek ¢. 52) (Tamlerova, 2017).
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Obr. ¢. 3: Fotografie embryont — Heterodera schachtii(Tamlerova, 2017).

Nasledné byly vzorky cyst podrobeny laboratornim molekularné biologickym metodam
uvedenym v pfedchozi praktické c¢asti. Nejprve se ziskala cista DNA z biologického
materialu. Pak probéhlo PCR u vybranych spravné vycisténych vzorkt. Dalsim krokem byla
elektroforéza, separace DNA z gelu a odeslani vzorkl k sekvenaci. Do této faze se dostalo
8 vzorkll, sekvenovani je velmi draha zalezitost, avSak velmi precizni a piesnd slouzici
k identifikaci druhu. Jednotlivé vzorky byly pomoci sangerovy dideoxytermina¢ni metody
osekvenovanyna jednotlivé nukleotidové baze. Laboratorni vysledky byly pfevedené ve

Wordu, vyhodnocené na www.blast.ncbi.nlm.nih.gov a jsou uvedeny v nasledujici tabulce.
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vzorek score Q.cover Ident Accession ID
04)G56 H.Humuli 1766 87% 99% | AY347926.1 | CCV8YFOUO013
04JG57 H.Humuli 1380 84% 98% | AY347926.1 | CCVDVX7G016
04JG59 H.Humuli 1535 99% 98% |JX024217.1 | CCUV18P2013
04)G60 H.Humuli 1487 85% 99% | AY347926.1 | CCVKY3DC016
04JG62 H.Schachtii 1227 97% 98% | EF611107.1 | CCVXSAH7016
04)G63 H.Schachtii 1279 99% 99% | AF156267.1 | CCWC6E44013
04JG65 H.Schachtii 793 98% 99% | KT874526.1 | CCWJ2RHX016
04)G66 H.Schachtii 832 99% 99% | KT225726.1 [ CCXK187V016
04)G68 H.Schachtii 789 98% 99% | EF611107.1 | CDOYBFP7016
04)G69 H.Schachtii 1242 100% 98% | AF156267.1 | CD132CSD016
04JG71 H.Humuli 1770 88% 99% | AY347926.1 | CD18W1UBO16
04JG72 H.Humuli 1528 85% 99% | AY347926.1 | CD1EES6A016
04)G74 H.Humuli 1591 93% 99% | AY347926.1 | CD1JSUEG016
04JG75 H.Humuli 1251 82% 99% | AY347926.1 | CDIUEMWMO016
04)G78 H.Humuli 1085 79% 100% [ AY347926.1 | CD201HBTO16

Tab. ¢. 10: Vystup z www.blast.ncbi.nlm.nih.gov (Tamlerova, 2017).

vzorek Label Sample ID Name F/R
1 Seq. ID 04JG57 19.1F Heterodera humuli | S18
Seq. ID 04JG56 19.1R Heterodera humuli | S21
5 Seq. ID 04JG60 54.1F Heterodera humuli | S18
Seq. ID 04JG59 54.1R Heterodera humuli | S21
3 Seq. ID 04JG63 59.1F Heterodera schachtii | S18
Seq. ID 04JG62 59.1R Heterodera schachtii | S21
4 Seq. ID 04JG66 117.1F Heterodera schachtii | S18
Seq. ID 04JG65 117.1R Heterodera schachtii | S21
5 Seq. ID 04JG69 122.1F Heterodera schachtii | S18
Seq. ID 04JG68 122.1R Heterodera schachtii | S21
6 Seq. ID 04JG72 69.1F Heterodera humuli | S18
Seq. ID 04JG71 69.1R Heterodera humuli | S21
7 Seq. ID 04JG75 117.2F Heterodera humuli | S18
Seq. ID 04JG74 117.2R Heterodera humuli | S21
8 Seq. ID 04JG78 137.2F Heterodera humuli | S18
Seq. ID 04JG77 137.2R Heterodera humuli | S21

Tab. €. 11: Vysledky sekvenace DNA, BLAST (Tamlerova, 2017).

Osekvenované vzorky ukazaly piitomnost nejen piedpokladaného druhu Heterodera humuli,

ale také druh Heterodera schachtii, pomérné v hojném zastoupeni (5:3).
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6 Diskuze

Fytoparazitickd had’atka maji svou nezastupitelnou roli v rostlinolékaistvi a tvori
vyznamnou kapitolu v ochrané rostlin. Nektera jsou vice ¢i méné Skodliva, nektera dokonce
karanténni. Ziskané vysledky této diplomové prace nalezi pouze k vybrané oblasti Zatecka,
z které byly vzorky pofizeny. Zatecka oblast je velmi rozséhla, ma sva specifika a tvoii
vét§inovy produkéni podil této plodiny v celé CR. Proto jsem ji vybrala do své diplomové
prace jako vhodny piiklad pro téma Vyznam fytoparazitickych had’atek pro produkci chmele
v CR. V diplomové praci jsem zkoumala pfitomnost, abundanci had’atek a jejich vyznam na
vynos a kvalitu chmele zastoupenou procentualnim vyjaddienim alfa hotkych kyselin
obsazenych ve chmelovych rostlinach na jednotlivych pozemcich.

Jedna cast prace byla zaméfena na vyskyt osnich hadatek Ditylenchus dipsaci
a D. destructor. Ve svém pruzkumu jsem nezaznamenala pozitivni nalez osnich had’atek na
chmelovych rostlinach.

V Cervenci 1984 v severovychodnim Portugalsku bylo nalezeno had’atko Ditylenchus
destructor na sedmi chmelnicich. Dale bylo had’atko potvrzeno ve Francii, Rumunsku, Recku
byvalé Jugoslavii a na Kypru (Reis, 1985).

Na Novém Zélandu byl potvrzen prvni pozitivni nalez D. destructor vroce 1964.
V tinoru 1979 byl opét zjistén vyskyt had’atek D. destructor na chmelovych rostlinach, které
vykazovaly piiznaky ¢erné hniloby kofenti a zakrslého ristu na chmelnici v oblasti Motueka.
Vzorek kotfent obsahoval 204 jedinci had’atek na gram rostlinné hmoty. Pida obklopujici
kotfeny byla zamotena 522 jedinci na 100 ml. Zdravé rostliny z okoli, které nevykazovaly tyto
piiznaky, byly téméf bez vyskytu nebo jenom s nizkym napadenim. Dale byly nalezeny dalsi
dva druhy had’atek H. humuli a Pratylenchus penetrans (Foot & Wood, 1982). Na Novém
Zélandu byly v asociaci se chmelem dale nalezeny druhy had’atek Helicotylenchus labiatus
a Xiphinema diversicaudatum (Knight et al., 1997).

S timto had’atkem D. destructor jsou problémy také na Ukrajing a v Cing, kde likviduje
porosty batatd.

U nés bylo toto had’atko poprvé detekovano na chmelnici ve vsi Hiedle na Zatecku v roce
2008. V roce 2012 pak byl nalezen v 15 zkoumanych chmelafskych oblastech v Cechach i na
Moravé. Zptisobuje rostlindam poskozeni kotfenového systému, ktery pozdéji uhniva,
pfiznakem je pomaly rist a vadnuti chmele (Machacek, 2013).

Ma diplomova prace ve druhé casti byla zaméfena na cystotvornd had’atka, sbérem

pudnich vzorkli ve stejné oblasti jsem stanovila pocet cyst na ur¢itou hmotnost suchého
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pudniho vzorku. Mnozstvi cyst v jednotlivych vzorcich o hmotnosti 300 g se pohybovalo od 0
do 112 cyst. Korelaéni analyzy vyvratily statisticky vyznam pfitomnosti cystotvornych
had’atek na produkci chmele, jak v korelaci s vynosem, tak i v korelaci s obsahem alfa
horkych kyselin.

Cystotvorna had’atka jsou vSeobecn¢ velmi destruktivnimi Skodlivymi organismy pro své
hostitele. Navic jsou velmi perzistentni, mohou setrvat v klidovém stadiu po celou dekadu
nebo i déle bez hostitelské rostliny. Co se tyka vyznamu had’atek na chmelovou produkci,
autofi se 1isi svymi nazory na jejich Skodlivost.

Von Mende a McNama (1995) uvedli, Ze neni znamo, Ze by had’atko Heterodera humuli
zpusobovalo Skody, ackoliv se ¢asto vyskytuje ve znacné populacni hustote, coz je piekvapivé
ve srovnani s jinymi cystotvornymi druhy, které jsou velmi skodlivé a zplisobuji velké ztraty
na urod¢€. Zde se potvrzuje uvaha o znacné toleranci chmele k poSkozeni had’atky oproti jinym
plodinam.

Ve studii z Australie byl pozorovan tbytek vahy o 38 % na $tok mezi rostlinami na
had’atek. Studie naznacuje nutnost pfitomnosti velké populacni hustoty pro zplisobeni zdvazné
Skody (Warner et al., 2013).

Nedavna studie zkoumala vertikalni distribuci druhti v ptidnim profilu ve sttedni Evropé¢,
ta je zavisla na mohutném kofenovém systému chmele. Rostliny (Humulus lupulus) maji dva
druhy kotend, laterdlni (2 — 5 m dlouhé, vlascité, vétvici se az do vrchni vrstvy hornich 20 —
30 cm ptdniho horizontu) a vertikdlni kofeny (2 — 9 m dlouhé, masité, nevétvi se). Vysoka
populaéni hustota byla zaznamenana na mladych vlas¢itych kotenech (Sen, 1968).

Vertikalni distribuce cystotvornych hadatek byla také zkoumdna na 17 chmelnicich
v Ceské a Slovenské republice, kde jsou péstovany odriidy Zatecky polorany &erveidk,
Sladek a Premiant, nachylné k cystotvornym had’atkim. Pokusy tohoto druhu lze obtiZzné
zhodnotit hlavné kvuli jinym faktorim, jako je napt. vlhkost puidy, teplota, struktura pudy,
pudni typ a druh. Ackoliv nejvétsi vyznam ma piitomnost kofenovych exudati hostitelskych
rostlin a distribuce kotenového systému. Navic bylo zjisténo, ze urcujici vliv na vertikalni
vyskyt ma obsah jilu v hlubokych vrstvach a také vlhkost, dale se priklada znacny vyznam
antropogennnim vlivim jako jsou agrotechnické zasahy. Pocet zjisténych cyst, larev a
hraje vyznamnou roli v prevenci proti vyskytu had’atek. Vysledky poukazaly na spravnost
hypotézy, Ze podzimni orba zplisobuje transport zralych cyst do hlubSich vrstev ornice, coz

muze byt zdrojem infekce. Stejné tak byla potvrzena ptitomnost juvenilnich jedinci
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V hlubsich vrstvach, coz pravdépodobné souvisi s rozmisténim vlascitych kotenti chmele ve
svrchni vrstvé 0 — 30 cm (Renco et al., 2011).

Na Slovensku bylo z pidnich vzorkt identifikovano na deviti lokalitach chmelnic asi
padesat druhti volné Zijicich a deset druhu fytoparazitickych had’atek: Ditylenchus dipsaci,
Bitylenchus dubius, Merlinius brevidens, Rotylenchus robustus, Helicotylenchus canadensis,
H. digonicus, Pratylenchus penetrans, P. pratensis, Heterodera humuli a Paratylenchus
bukowinensis. Bitylenchus dubius a Merlinius brevidens pattily k dominujicim druhim, druh
Heterodera humuli a Helicotylenchus digonicus byly minoritni. Vyskyt cyst H. humuli byl
prokazan na vSech deviti studovanych lokalitich a vyskyt juvenilnich jedinc v ptidé na
podzim ukézal, ze tento druh prochazi vice-generacnimi cykly béhem vegetacni doby.
Ptevazujici pomér rtiznych trofickych kategorii byl ku prospéchu bakteriofagh nasledovanych
fytoparazitismem (Liskova & Renco, 2007).

V Bulharsku byly zaznamenany dva druhy had’atek na chmelu, Ditylenchus destructor byl
nalezen v 84 % vzorkt a Heterodera humuli v 52 % s pramérnym poctem 8 cyst na 100 g
suché zeminy. Odrida Savinski byla nachylngjsi k infekci nez Wurtenberg (Katalan-Gateva
& Konstantinova-Milkova, 1975).

Od roku 1957 vzorky ze vSech chmelnic zkoumanychv Belgii na pfitomnost H. humuli
potvrdily pozitivni vysledek. V priméru se naslo 100 cyst na 100 gramt suché pidy. Na
pozemcich se vyskytovaly pouze rostliny druhu Humulus lupulus a Urtica dioica. Cysty
nalezené na kopfivach byly mensi nez cysty z chmelu (De Grisse & Gillard, 1963).

Prvni nalez Heterodera humuli ve Spanélsku byl zjistén v roce 1986, na odividné zdravém
porostu chmelnic na nékolika lokalitach v provincii Leon. Terénni studie neprokazaly vztah
mezi vyskytem had’atek a poklesem produkce chmele. Populace H. humuli z chmelnice se
nerozmnozovala na rostlinach Urtica dioica, coz naznacovalo odlisnost od rasy vyskytujici se
na kopfivach (Lopez & Romero, 1989).

Von Mende & McNama (1995) zjistili vyskyt cyst H. humuli v kazdém odebraném
pudnim vzorku z chmelnice v Anglii. Nejvice se jich vyskytovalo ve svrchni vrstvé 15 cm,
pocetnost se dvojnasobné zmenSovala s kazdymi 15 cm zeminy do hloubky. MnoZstvi
juvenilnich stadii J2 kolisalo béhem vegetace, z toho plyne, ze produkéni trend je vice nez
jedna generace za rok, mozna 2 — 3. Obdobi produkce jedné generace je okolo 1,5 mésice.
V nadobovych pokusech pod regulovanymi podminkami (20 °C, 16 hod svétla béhem dne)
trval Zivotnicyklus 40 dni. Optimalni teplota byla 20 °C pro vyvoj had’atka chmelového na
kotfenech své hostitelské rostliny (Humulus lupulus). Vétsina juvenilnich stadii pronikla do

hostitele pii teploté 15 °C, ale lihnuti vaji¢ek probihalo nejintenzivnéji za teploty 20 °C. Ve
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vlhké ptad¢ juvenilni stddium J2 piezivalo po dobu alespoit 54 dni a poté byly napadeny
koteny a probihala reprodukce. V nddobovych pokusech inhibovalo had’atko chmelové rist
rostliny, kdyz jeho populace ptfesahla 500 vaji¢ek na gram pady. Vyvoj H. humuli byl
testovan na sedmi kultivarech chmele. Nebyl zde nalezen zadny rozdil v poctu nové
produkovanych cyst na jednotlivych kultivarech, ale velikost cyst se liSila zna¢n¢. Nejvétsi
cysty byly nalezeny na divokém chmelu, naopak na jednom z kultivaru byly cysty nejmensi.
U kultivara Northdown a Target nemél vyskyt had’atek nebo vyskyt Verticilium albo-atrum
vliv na délku vyhont. Rust napadenych kultivard nachylnych na sucho byl znaéné snizen,
pokud byla piitomna i patogenni houba Verticilium albo-atrum. Patogen Verticilium spp.
nemél znacny vliv na rozmnozovani H. humuli v laboratornich ani polnich podminkach,
ackoliv lihnuti juvenilnich stadii bylo opozdéno o dva tydny, vice téchto stadii bylo nalezeno
na chmelnici béhem pozdniho 1éta na kotenech napadenych timto patogenem.

Had’atka mohou interagovat s patogenem Verticillium spp. a omezit tak rust rostlin
a zvySovat projevy vadnuti. Jiny druh had’atek znamy ve spojitosti s chmelem, Longidorus
elongatus, byl potvrzen v Némecku, tento druh mize mit velmi destruktivni dopad a téz
pfenaset nepoviry. Halkotvorna had’atka (Meloidogyne spp.) zpusobuji celosvétoveé nejvetsi
ekonomické ztraty napfti¢ celé spektrum zemédélskych plodin. Had’atko druhu M. hapla je
nejvice frekventovany doposud objeveny druh v mirném pasmu USA, ale nebyl hlaSeny
v asociaci s chmelem. Kultivary chmele se 1i§i svou nachylnosti na cystotvorna had’atka.
V Oregonu byly cysty nalezeny u kultivari Backa, Brewer’s Gold, Bullion, Fuggle a Kent, ale
v Idaho kultivar Cascade vykazoval vyssi zamofeni neZ u jinych. Ve vétsiné piipadi se chmel
vSak jevi jako tolerantni k parazitnim had’atkim (Warner et al., 2013).

V Jihoafrické republice se chmel zacal péstovat v roce 1917. Oblast George je jedinou
v této zemi, kde se nachazi komeréné-produkéni plocha této plodiny. V roce 1991 bylo
osazeno 90 % (z rozlohy 450 ha) mistnimi kultivary Southern Brewer a 10 % australskym
kultivarem Pride of Ringwood.

V ostatnich zemich se diive pouzivala fumigace plid na odstranéni had’atek. V Jihoafrické
republice se Zadna tato fumigacni oSetfeni proti had’atkim nepouzila. Byl uskute¢nén pokus s
fumigaci pfed vysadbou, pfi kterém se zjistilo, Ze snizeni vynosu chmele piisouzeny
had’atkim mize byt az o 23 % na hektar z nov€ vysazenych rostlin. Prizkum urcil, které
druhy had’atek se vyskytuji na chmelnicich v Jihoafrické republice. Péstebni plocha byla
rozdélena do tfi casti. Odebiraly se vzorky pudy a byl zaznamenan pocet cyst. Rody
Helicotylenchus, Rotylenchus nebo Scutellonema byly nalezeny v kazdé zkoumané oblasti.

Nasledoval pocet had’atek roda Pratylenchus, Paratrichodorus, Paratylenchus, Meloidogyne,
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Heterodera a Criconemella. Identifikovalo se 16 druhti a 12 rodu. Spiralovita hadatka
zahrnovala nejvyssi zastoupeni, vV oblasti Quteniqua celkem pies 90 % nalezenych druht.
Endo a semi-endoparazité (Pratylenchus, Meloidogyne a Heterodera) byli nalezeni ve v§ech
tiech oblastech. V oblasti Waboomskraal bylo nejvyssi zastoupeni rodu Pratylenchus (18 %),
v lokalit¢ Herold Meloidogyne (21 %) a Heterodera (3 %). Pokud se mnozeni provadi
chmelovou sadi z pozemku jiz zamoteného, pak jsou i nové zalozené chmelnice infikovany
pritomnymi had’atky. Heterodera humuli bylo pravdépodobné zavlec¢eno do jizni Afriky jesté
pfed tim nez vznikly soucasné striktni karanténni opatieni. Nejvice larevbylo z rodu
Heterodera 7 800 ks a Meloidogyne 15370 kust, v 250 ml pidyz pozemku v oblasti
Outeniqua. Tato ¢isla by méla péstitele donutit provést predbézné opatfeni. Nové chmelnice
by mély byt testovany ohledné pfitomnosti a Urovné zamoteni had’atky pted osdzenim,
popiipadé zjistit potiebu a zplsob oSetfeni téchto pozemki. Vhodné je vyuzivat metody k
ozdraveni mnoziciho materidlu, napt. oSetfeni horkou vodou nebo maceni v nematocidech.
Pokud je kofenovy systém ve stresu (sucho nebo deficit ve vyzive), mize se vliv had’atek stat
zasadnim (Malan et al., 1991).

Heterodera humuli na Novém Zélandu byl poprvé popsan v roce 1963 (Knight, et al.,
1997).

Hospodatsky vyznam cystotvornych had’atek v Severni Americe pro komercné péstované
plodiny maji Globodera rostochiensis, G. pallida, G. tabacum, Heterodera glycines,
H. schachttii, H. crucifera, H. triforii a H. avenae. H. zeae parazituje na kukufici v nékterych
oblastech v Marylandu, ale jeho dilezitost jako $kodlivého organismu se V severni Americe
doposud neprokézala. Druhy, kter¢ mohou znacné skodit v mimotadnych situacich, jsou napft.
Cactodera cacti parazitujici na kaktusech, Punctodera punctata na psenici, Heterodera
lespedeza na lespedézii, H. fici na fikovniku, H. humuli na chmelu a H. carotae na mrkvi, tyto
druhy ale zatim obecné nemaji hospodaiskou Skodlivost na plodinach v Severni Americe
(Miller, 1986).

Ve Francii nebyla zpozorovéana zietelnost patogenity chmele, 1 kdyZz urovent zamoteni
byla 500 cyst na 100 cm?® pidy. Ani Sedivy nezjistil patogenni stav v pomérné vysokém
zamoteni (az 342 cyst na 100 g pidy). Dmitriev vSak ur¢il H. humuli bezvyhradné za
patogenni (Decker, 1989).

Vyznam fytoparazitickych had’atek pro chmel jednoznacné existuje, avSak v praxi se
neprojevuji znacné Skody na produkci, jelikoz pro vynos a kvalitu chmelovych hlavek je
rozhodujici hlavné pribéh pocasi v obdobi tésné piedchazejicim sklizni. Napft. rok 2015 byl

neptiznivy pro produkei chmele kviili nadmérnému suchu a horku, které se dotklo téméf celé
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Evropy, Némecko hlésilo pokles produkce az o 30 %. Hlavky byly podstatné mensi a obtizné
se Cesaly.

Populace had’atek je ovliviiovana organickym hnojenim, které se v Cechach bé&zngé
provadi. Dalsim zasadnim agrotechnickym opatienim je vapnéni ptidy a s tim souvisejici pH
pud. Takovato oSetfeni pozemkl podporuji nematocidni G€inky. Dulezitou roli hraje vyziva
a ochrana rostlin vi¢i jinym Skodlivym organismiim. Je-li celkovy zdravotni stav rostlin na
nejlepsi mozné Urovni, projevi se to pozitivné i na produkci. Trpi-li rostliny nedostatkem
nekteré z zivotné diillezitych podminek pro spravny rist a vyvoj, pak se to projevi opét na
produkci, avSak v negativnim smyslu.

Vroce 2012 doslo kcelkovému poklesu produkce spojené subytkem chmele
a vymiranim chmelovych rostlin v ramci Ceské republiky. Pfi¢ina vymirani chmele byla
ovlivnéna komplexem ¢initelt. Klimatické faktory dany rok nebyly ptiznivé. Mnoho starSich
chmelnic bylo podmacenych velmi extrémnim zptisobem jiz z minulych let. Porosty byly
atakovany nartistem populace ptidnich houbovych patogenti. Zkoumal se i obsah had’atek pii
rozboru pudnich vzorkd. V Cervnovém odbéru byla prokazana piitomnost Ditylenchus
destructor, ale odbéry v srpnu potvrdily pouze sekundarni vyskyt tohoto druhu s navaznosti
na pfitomnost houbovych patogend. Zavérecné ustanoveni neptfedpoklada vyznamnou
Skodlivost a had’atko nelze povazovat za piivodce vymirani chmelovych rostlin. Pouze za
sekundérni Skodlivy organismus, jehoz vyskyt je trvale vazdn na chmelové babky, aniz by zde

zpusobovalo ekonomicky vyznamnou $kodu (Anonym 7, 2017).
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[ Zavér

V ramci diplomové prace byl tento detekéni prizkum zroku 2014 zaméfen na
chmelafskou produkéni oblast Zatecka. Sledoval se vyznam fytoparazitickych had’atek pro
produkci chmele na daném tizemi. Padni i rostlinné vzorky byly ziskany ze tti lokalit — Zatec,
Staiikovice a Bésno.

Celkem bylo odebrano 160 vzorka ptudy ze 44 parcelnich bloku. K jednotlivym vzorktim
je uvedena piesna lokace pomoci soutfadnic dle GPS, odrida, kterd se na daném pozemku
péstuje, vynos a hodnota o hotkych kyselin obsazenych v jednotlivych odradach expertné
stanovenych v dané vegetacni obdobi. Dale byla zpracovana data ke kazdému vzorku o poctu
nalezenych cyst sedentérnich hadéatek flotatni metodou Fenwickovy konve. Mnozstvi
nalezenych cyst jsou Vv rozpéti mezi 0 — 112 cyst na 300 g pudy. Vynosy chmele se pohybuji
mezi 5,1 — 21,1 g/ha a hodnota alfa v rozmezi 2,58 — 9,63 %. Dalsim krokem byla laboratorni
metoda, ktera byla provedena u 140 vzorku cyst. Zahrnovala fixaci vzorki do trvalych
preparatii, extrakci DNA z biologického materialu, naslednou polymerazovou fetézovou
reakci a finalni sekvenovani DNA. Rozbor jednotlivych cyst pomoci molekularné
biologickych metod identifikoval 8 vybranych vzorkid. Vysledky ukézaly, ze z 8 vzorki bylo
5 cyst druhu Heterodera humuli a 3 cysty druhu Heterodera schachtii.

Data o mnozstvi nalezenych cyst spolu s kvalitativnimi a kvantitativnimi parametry
produkce chmele byla statisticky vyhodnocena. Korela¢ni analyza mezi poctem cyst
a vynosem neprokdzala statisticky vyznam. Stejné tak korelace mezi mnoZstvim cyst
Vv jednotlivych vzorcich a obsahem alfa hotkych kyselin.

V druhé ¢asti bylo odebrano 25 rostlinnych vzorkd z 19 chmelnic ve vybrané produkéni
oblasti, testovanych na pfitomnost osnich hadatek (Ditylenchus dipsaci, Ditylenchus

destructor). Jejich ptitomnost se nepotvrdila u zadného vzorku.
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9 Seznam pouzitych zkratek

aj. —ajiné

a kol. — a kolektiv

CR — Ceska republika

DNA — deoxyribonukleova kyselina

EB — ethidiumbromid

EDTA — ethylendiamintetraoctova kyselina
ELFO — elektroforéza

EPPO — Evropskd a stfedozemni organizace na ochranu rostlin (European and
Mediterranean Plant Protection Organisation)
EPZ — Eppendorf zkumavka

et al. —,.et alii“ = a kolektiv

GPS — navigacni systém (Global Positioning System)
J2 — druh¢ larvélni stadium had’atka

JZD — jednotné zemédélské druzstvo

LB — lysis buffer

LPIS — Land Parcel Information System

NA — nukleova kyselina

napf. — napiiklad

PCR — polymeréazova fetézova reakce

IDNA — ribozomalni DNA

RNA — ribonukleova kyselina

tzv. — tak zvany

USA — Spojené staty americké

UV — ultrafialové zareni

82



10 Seznam v textu uvedenych tabulek, obrazku a grafi

10.1 Seznam tabulek
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Tab. ¢. 3: Morfometrické udaje k J2 (v um) (Eroshenko et al., 2001).

Tab. ¢. 4: Pohlavni determinace jednotlivych druhi cyst Heterodera (Eroshenko et al., 2001).
Tab. €. 5: Semispecifické primery (Tamlerova, 2017).

Tab. €. 6: Charakteristika odebranych ptdnich vzorkt (Tamlerova, 2017).

Tab. ¢. 7: Statisticky vystup 1 (Tamlerova, 2017).

Tab. ¢. 8: Statisticky vystup 2 (Tamlerova, 2017).

Tab. ¢. 9: Vystup z www.blast.ncbi.nlm.nih.gov (Tamlerova, 2017).

Tab. ¢. 10: Vysledky sekvenace DNA (Tamlerova, 2017).
Tab. ¢. 11: Vysledky — osni had’atka (Tamlerova, 2017).

10.2 Seznam obrazku

Obr. €. 1: Fenwickova konev (Anonym 1b, 2017).

Obr. €. 2: Fotografie — vulva cysty (vzorek €. 52) (Tamlerova, 2017).

Obr. ¢. 3: Fotografie embryont — Heterodera schachtii(Tamlerova, 2017).
Obr. ¢. 4: Elektroforeogram (Tamlerova, 2017).

10.3 Seznam grafi

Graf ¢. 1: bodovy graf — korelace mezi poctem cyst a vynosem (Tamlerova, 2017).

Graf ¢. 2: bodovy graf — korelace mezi poctem cyst a hodnotou alfa (Tamlerova, 2017).
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11 P¥ilohy

11.1 Seznam priloh
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. 5: Ditylenchus dipsaci — ilustrace (Anonym 1la, 2017).
. 6: Ditylenchus dipsaci — stylet (Anonym 2a, 2017).

. 7: Ditylenchus destructor — ilustrace (Anonym 3a, 2017).
. 8: Heterodera humuli — larva a cysta (Sen, 1968).

. 9: Zivotni cyklus — Heterodera humuli (Sen, 1968).

. 10: Fotografie —H. humuli— cysty (Cermak, 2017)

. 11: Heterodera humuli — vulva (Cermak, 2017).

. 12: Mapa ¢&. 1 — Zatec (Tamlerova, 2017).

. 13: Mapa ¢. 2 — Stankovice (Tamlerova, 2017).

. 14: Mapa €. 3 — Bésno 1 (Tamlerova, 2017).

. 15: Mapa ¢. 4 — Bésno 2 (Tamlerova, 2017).
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Obr. ¢. 5: Ditylenchus dipsaci — ilustrace (Anonym 1a, 2017).
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Obr. ¢. 6: Ditylenchus dipsaci — stylet (Anonym 2a, 2017).
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Obr. ¢. 7: Ditylenchus destructor — ilustrace (Anonym 3a, 2017).
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Obr. ¢. 8: Heterodera humuli — larva a cysta (Sen, 1968).
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Obr. ¢. 10: Fotografie —H. humuli— cysty (Cermak, 2017).
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Obr. &. 11: Heterodera humuli — vulva (Cermék, 2017).
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12: Mapa ¢. 1 — Zatec (Tamlerova, 2017).
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Obr. ¢. 13: Mapa ¢. 2 — Stankovice (Tamlerova, 2017).
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Obr. ¢. 14: Mapa ¢. 3 — Bésno 1 (Tamlerova
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Obr. ¢. 15: Mapa ¢. 4 — Bésno 2 (Tamlerova,
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