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Nova metoda ochrany rostlin vici
Meloidogyne hapla

Souhrn

Meloidogyne spp. je velkou hrozbou nejen pro tropické a subtropické zemedélstvi.
V Evropé Sifici se invazivni had’atko severni, Meloidogyne hapla, je hrozbou zejména pro
zelinarské oblasti, jelikoz nejvétsi Skody €ini hlavné na zelening, které dosahuji az 90 % ztrat z
vynosu.

M. hapla zpusobuje svym parazitovanim na kofenech rostlin deficit zivin. Vlivem
napadeni had’atky rostliny neprospivaji. V porostu se vytvareji ohniska malych nevyvinutych
rostlin. Rostliny jsou v disledku stresu zpuisobeném had’atkem nachyln€jsi k rozvijeni chorob
a pusobeni dalSich skadcu.

M. hapla zije v héalkach, které had’atko tvofi na kofenech rostlin. Kontrola populace
had’atka a jeji regulace je tak o néco obtiznéj$i, protoze je chranéno rostlinnym pletivem.
Prostredky k ochrané rostlin s u¢innou latkou methylbromid jsou zakazany. Prozatim za tuto
ucinnou latku neni dostupna adekvatni nahrada s podobnou ucinnosti. Existuje jen par
prostredki, které se daji vyuzit k rostlinolékarské praxi, ale jejich vyuziti neni efektivni.

Ceska firma Lugebni zavody Draslovka Kolin a.s. vyvinula latku ethandinitril, ktera se
da potencialné vyuzit jako nematocid k hubeni had’atka severniho. Jiz se EDN vyuziva
napfiklad jako fumigant s insekticidnimi ucinky pro fumigaci pokacenych kmena v lesnictvi.

Vyuziti EDN jako fumigacniho prostifedku proti had’atku bylo zkoumano na pokusném
poli, které bylo pfirozené¢ zamotené hadatkem M. hapla. Tato prace hodnoti ucinnost

fumigacniho prostredku ethandinitrilu a jeho vliv na mortalitu Meloidogyne hapla.

Klic¢ova slova: Ethandinitril, Meloidogyne hapla, ochrana rostlin, fumigant.



New method of plant protection agains to
Meloidogyne hapla

Summary

Meloidogyne spp. is a significant threat not only to tropical and subtropical regions. In
Europe, the invasive northern root-knot nematode, Meloidogyne hapla, poses a particular threat
to vegetable production areas, as it causes the most significant damage to vegetables, with yield
losses reaching up to 90 %.

Due to nematode infestation, plants do not thrive, leading to patches of small,
underdeveloped plants. As a result of stress caused by the nematode, plants are more susceptible
to the development of diseases and the impact of other pests.

M. hapla lives in galls formed on the roots of plants. Controlling the nematode
population and its regulation is more challenging because it is protected by plant tissue. Plant
protection products containing methyl bromide are banned, and so far, no adequate substitute
with similar efficacy is available. There are only a few agents that can be used in plant
protection practice, but their use is not efficient.

The Czech company Lucebni zavody Draslovka Kolin a.s. has developed a compound
called ethanedinitrile, which can potentially be used as a nematocide against the northern root-
knot nematode. EDN is already used, for example, as a fumigant with insecticidal effects for
the fumigation of felled trunks in forestry.

Its use as a fumigant against root-knot nematodes was investigated in an experimental
field naturally infested with M. hapla. This study evaluates the effectiveness of ethanedinitrile

fumigation and its impact on the mortality of Meloidogyne hapla.

Keywords: Ethanedinitrile, fumigation, Meloidogyne hapla, plant protection.
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1 Uvod

Fytoparaziticka had’atka jsou mikroskopicti Skudci, ktefi Skodi svym parazitickym
zpusobem zivota na Sirokém okruhu hostitelskych rostlin, z nichz nékteré druhy zrodu
Meloidogyne, jako jsou naptiklad M. chitwoodi, M. fallax, nebo komplex had’atek napadajicich
brambory (Globodera rostochiensis, Globodera pallida a Globodera ellingtonae) jsou

v evropskych zemich karantenni. (Douda 2018; Novakova a Zouhar 2009)

Halkotvorné had’atko severni neni karanténnim druhem a jeho pritomnost na pozemku
tak muze byt opomijena. Meloidogyne hapla je vsak vyznamnym Skidcem a v dasledku jeho
pritomnosti dochézi ke ztratam dosahujicich 50-90 % (Novakova & Zouhar, 2009). M. hapla
patii mezi nejzavaznéjsi endoparaziticka had’atka ktera se zivi uvnitf kofene rostliny po vétSinu
svého zivota (Renco et al. 2012). Diky jeho zptsobu zivota a Zivotnimu cyklu je obtizné dostat
tohoto Skidce pod kontrolu nematocidy, jelikoz je ukryty v rostlinnych pletivech hostitelské
rostliny. (Renco et al. 2011; Stirling 2018)

Had’atko kotfenové napada vSechny ekonomicky dulezité plodiny, ale nejvétsi Skody

pacha na zelenin€. Zelenina nejvice nachylné reaguje k jeho piisobeni. (Hussain et al. 2016)

V Ceské republice se M. hapla vyskytuje v zelinaiskych oblastech. Jedno z ohnisek
vyskytu se nachazi v Polabi. Mezi plodiny, ve kterych se M. hapla vyskytuje a zptuisobuje na
nich ztraty patii mrkev, cibule, kvétak, porek, brambory, cukrovka (Novakova & Zouhar 2009;
Prymas 2014).

Pfiznakem napadeni jsou ruzné morfologické zmény na plodinach vyskytujici se
v porostu ohniskovité. Témito morfologickymi zménami jsou rizné deformace na kotfenech,
maly vzrust, nevyvinuti konzumni ¢asti rostliny (bulva, kofen, hliza). Nejvétsi ztraty zpusobuje

na produkci mrkve na piscitych pudach v Polabské niziné. (Douda et al. 2010)

M. hapla zpiasobuje Skody, které jsou za ekonomickym prahem skodlivosti. V dusledku
velkych ztrat je nutné v oblastech vyskytu vyloucit z osevniho postupu plodiny na nichz se M.

hapla vyviji.

Nalezeni efektivniho zptsobu ochrany rostlin pted M. hapla a zpasobu, jak dostat pod
kontrolu jeho populace je proto dulezitym cilem, nebot’ by se tak mohly opét vyuzivat naplno
pudy které jsou timto had’atkem zamoteny. Objektem zkoumani této prace je proto hodnoceni

ucinnosti vyuziti fumigantu EDN (ethandinitril) v porostu Daucus carrota.



EDN (ethandinitril) je fumigant s rychlym nastupem ucinku. Plyn je hoilavy a jeho
vdechnuti mize ohrozit ¢lovéka na zdravi. Pouziva se pro dezinfekci pudy, ke kontrole
patogennich organismd, plevelt a hmyzu v pidé na které jsou péstovany plodiny. (Lucebni

zavody Draslovka a.s.)
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2 Védecka hypotéza a cile prace

Cilem prace je otestovat ucinnost prostfedku ethandinitrulu, jako nového fumigantu

v zem&dé&lstvi proti had’atku Meloidogyne hapla v polnich podminkach CR.

Byla stanovena alternativni hypotéza: Alternativni fumigant ethandinitril ma Gc¢innost na

mortalitu Meloidogyne hapla v polnich podminkach CR.
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3 Literarni reSerse

V ramci liteterarni reserSe jsem se vénoval vyhledavani a sepisovani informaci o skadci,
had’atku severnimu, Meloidogyne hapla. Velka Cast je vénovana popisu hadatek,
taxonomickému zarazeni a popisu zivota had’atek. Dale zde uvadim mozné metody ochrany
rostlin proti Skidcim a uvadim a popisuji novy prosttedek EDN k ochrané rostlin pied

Skadcem, had’atkem M. hapla.

3.1 Charakteristika a morfologie hlistic

3.1.1 Taxonomické zarazeni Meloydogine hapla

Biologové neustale objevuji nové organismy a snazi se lépe porozumét charakteristickym
znakim. Mezi odborniky neexistuje uplna shoda, jak presné klasifikovat skupinu organismu,
kterd je tak rozmanita jako kmen Nematoda. Taxonomie hlistic, pfestoze se fidi mezinarodnimi
pravidly zoologické nomenklatury, neni staticka. Diky novym technologiim, vyvyjenim novych
biochemickych a molekularnich metod se neustale interpretace poznavacich znakd méni.

(Ferris 2022; De Ley a Blaxter 2004)

Kmen hlistic se dfive dle Chitwooda délil na 2 tfidy (Aphasmida a Phasmida; syn.
Adenophorea a Secernentea) podle pfitomnosti fasmid. Ale na zakladé molekularnich analyz
zalozenych na studiu DNA a SSU rDNA, se systém hlistic zménil. (Christie 1959; Dragani
Rachelle 2019)

Podle molekularnich analyz se zavedla novéjsi systematika, kterd rozdéluje kmen na 2

tfidy: Enoplea a Chromadorea. (De Ley a Blaxter 2004; Ferris 2022; Dragani Rachelle 2019)
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Tabulka 1: Taxonomické zarazeni hdaddtka severniho (M. hapla). Srovnani klasické a moderni taxonomie (De Ley a
Blaxter 2004) se zvyraznénymi odlisnostmi; zdroj: tvorba autora

Moderni taxonomie Klasicka taxonomie dle Chitwooda
RiSe: Animalia (Zivocichové) Rise: Animalia (Zivocichové)
Kmen: Nematoda (hlistice) Kmen: Nematoda (hlistice)
Trida: Chromadorea Trida: Secernentea
Rad: Rhabditida Rad: Tylenchida
Podrad: Tylenchina Podrad: Tylenchina
Nadceled" Tylenchoidea
Celed” Heteroderidae Celed" Heteroderidae
Podceled: Meloidogyninae Podceled: Meloidogyninae
Rod: Meloidogyne Rod: Meloidogyne
Druh: Meloidogyne hapla Druh: Meloidogyne hapla

Jesté diiveji, pred taxonomii dle Chitwooda (1958), byly hlistice fazeny pod kmen hlisti
(Nemathelminthes, Aschelminthes). Toto systematické zarazeni uvadélo hlistice spolecné
s jinymi zcela nepiibuznymi skupinami. Podle tohoto starSiho fazeni byly spolecné pod
kmenem hlisti zafazeny tyto kmeny: hlistice (Nematoda), strunovci (Nematomorpha),
bfichobrvky (Gastrotricha), vifnici (Rotatoria), korzetky (Loricifera), rypecky (Kinorhyncha),
vrtejSi  (Acanthocephala), hlavatci (Priapulida), mechovnatci (Entoprocta), vifnikovci

(Cycliophora), ploutvenky (Chaetognatha) a ¢elistovky (Gnathostomulida) (Rosypal 2003).

3.1.2 Popis kmene Nematoda (hlistice)

Hlistice jsou organismy malych rozmérii vyskytujici se ve velké mitfe v ptdé, ve velkém
mnozstvi také v benthosu slanych a sladkych vod. V tomto kmenu je popsano cca 40 000 druh,
ale védci veri, ze existuje vice nez milion druht (Kiontke a Fitch 2013). Z zivo€isnych druha
dosahuji nejvétsi hustoty populace, ktera je v hodnotach az 20 miliond jedincti na m? pidy.
V 1 hektaru pidy se jich nachazi mnoho miliard. Hlistice mohou Zzit volné (napi.: ve
sladkovodnich i mofskych sedimentech, v pade€, v mechu), ale také se béhem evoluce vyvinula

vees

2015)
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Hlistice jsou charakteristické tvarem téla, které je uzpuisobeno k parazitovani. Jejich délka
se pohybuje v rozmezi desetin milimetrt az desitek centimetrti, u nékterych dokonce v rozmezi
metrt (Placentonema gigantissima, ktera parazituje v placenté vorvané a dosahuje délky az 8
metrt a tloustky az 2.5 cm) (Gubanov 1951), nejCastéji vSak v rozmérech 1-7 mm (Smrz 2015).
Disponuji kutikularnimi zuby, diky kterym jsou schopné vnikat do tkéni nebo pletiva
napadeného hostitele. T€lo hlistic je nitkovité (fecky ,,nema* = vlakno/nit; ,iodes” = podobny),
valcovitého tvaru, k obéma konciim téla je ztencené (Vlk 1985). Had’atka nemaji dychaci ani
cévni soustavu. Ob&hovy systém je nahrazen pseudocoelarni mizou. Plynna vymeéna probiha
celym povrchem téla. Pfi pfenosu kysliku se u nékterych hlistic uplatiiuje hemoglobin, ktery je

rozpustén v télni tekutin€. Nekteré hlistice maji 1 Castecné anaerobni metabolismus.

3.1.2.1 Povrch téla:

Na  povrchu téla se  nachazi

X : 4 : Py < hypodermis
nékolikavrstevna kutikula (tvofena  YPPLemms o
kolagenem), ktera je vyluCovana  kutikula

jednovrstevnou pokozkou, epidermis. Na

povrchu je glykokalyx, pod kutikulou se podélnd

svalovina
nachazi pokozka —hypodermis, jejiz buiky pohlavni orgény
vytvafeji u dospélych parazitickych hlistic pacudocoel
syncytium a obvykle Ctyti .
yney vy ty Obrazek 1: Rez télem hlistice (OS podle Sedldka,
podélné hypodermalni listy. Mezi 2000).
hypodermalnimi listami jsou ulozeny podélné

hladké svaly. (Sedlak 2000)
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3.1.2.1.1 Kautikula

Kutikula plni opornou a ochrannou funkci a tvoii takzvany exoskelet — vnéjsi kostru. Tato
ochrana neni tvofena
buiikami, a tudiZ s rostouci bl Pri¢ny fez télem $krkavky Ascaris sp.:
hlistici neroste pii vyvoji a BL - bisni (hypodermaini) lista
BN - bfisni (ventralni) nervovy provazec
EK - exkre¢ni kanalek
H - hypodermis
HL - hibetnf lista
HN - hibetni (dorsalni) nervovy provazec
K - kutikula
O -ovarium
PL - postranni lista
PS - pseudocoel

S -stfevo
SB - svalové buriky

béhem rastu ji jedinci
nekolikrat svlékaji. Kutikula
je dynamickou a slozitou

strukturou, ktera umoziiuje

1 3 SV - svalovy vybéZek
interakce S organismem o

) , . V  -vajicko
hostitele, plni svou roli pfi W - vejcovod

« , . ;v w Obrazek 2 — pricny rez télem hlistice
ochrané a latkové vymeéng. prichy

. , ., Zdroj: https://is.muni.cz/el/1431/jaro2015/Bi2000/um/5_Ecdysozoal _2015.pdf
Na kutikule se nachazeji g ! : P
pozorovatelné struktury, které se vyuzivaji k determinaci hlistic, jelikoz jsou druhové

specifické. (Sedlak 2000)

Priklady kutikularnich struktur: papily, spikuly, trny, ryhy, zebra, hiebeny, "kiidla",

gubernakula, bursa copulatrix. (Zuckerman 2012)
Télo hlistic neni ¢lankované, ackoliv radialni ryhy mohou uvést pozorovatele v omyl.
Slozeni kutikuly

Kutikularni vrstvy maji rozliSné slozeni v zavislosti na tom, kde se vrstva nachazi.
Nejsvrchngjsi vrstva ma lipoidni a karbohydratovy charakter, pod ni se nachazi vrstva tvorena

proteiny (kolagen). (Ferris 2022)
Pohyb hlistic

Okruzni svalstvo u hlistic neni. Hlistice se tedy nemohou plazit jako krouzkovci, ale
mohou se pouze vlnit nebo mrskat. Stahy téz nahrazuji stfevni peristalatiku. (Zuckerman 2012;

Ferris 2022)
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3.1.2.1.2 Epidermis

Epidermis je tvofen buitkami, nebo syncytiem (soubuni = nékolikajaderny bunécny utvar,
ktery vznika splynutim né€kolika bunék; byva polyploidni), které tvoii 4 podélné listy. Hlistice
disponuji vrstvou podélnych svalli, a proto nemohou ménit primér svého téla. Pohybuji se
pouze pomoci mrskani, prohybani svého t€la, a proto potiebuji ke svému pohybu tekutinu.

Nejsou schopny pohybovat se v suchém prostredi. (Ferris 2022)

3.1.2.2 Pseudocoel

Hlistice maji mezi télni sténou a travicim traktem nepravou télni dutinu — pseudocoel.
Pseudocoel se vyvinul z prvotni télni dutiny (blastocoelu) prertistanim (bunécna vystelka dutiny
neni pfitomna, na rozdil od coelomu). Dutina je vyplnéna tekutinou, ktera nahrazuje ob&éhovou
soustavu. Mizni tekutiny pseudocoelu vypinaji svym tlakem pokozku a zpeviiuji télo, tim plni
také funkci hydrostatické opory pro svalovinu a tvofi tzv. hydroskelet (VIk
1985).V pseudocoelu jsou volné ulozeny organy travici soustavy a pohlavni organy. Ty jsou

prirostlé pouze na svych vyvodech. (Maggenti 2020)
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3.1.2.3 Travici soustava

Travici soustava hlistic je uplna. Travici ustroji je tvofeno ustnim otvorem, hltanem
(nékdy oznaCovan jako jicen), stfevem, Fitnim

otvorem/kloakou. (Maggenti 2020)

Ustni otvor obklopuji 3 kolagenni papily (ty funguji
jako &elesti). Ustni ustroji hlistic ma 3 nebo 6 pyskd
(odborné labia a uvnitf se nachazeji kutikularni zoubky,
listy a bodce) a stylet, ktery slouzi pro nasavani télnich

tekutin hostitele. (Maggenti 2020)

Travici trubice prochédzi nepravou t€lni dutinou —
pseudocoelem. Travici trubice pocina diferencovanym
hltanem, ktery je tvofeny svalovinou (poznavaci

morfologicky znak — dle potravni skupiny). Stavba hltanu je

Obrazek 3: Schema stavby téla
samice (vlevo) a samce (vpravo) hlistice:
A - anus; BN - brisni nervovy provazec; EFO
- exkrecni otvor; H - hltan; HN - hibetni
nervovy provazec; K - kloaka; NP - nervovy
prstenec; O - ovarium; PO - pohlavni otvor;
S - spikuly; T - testes; U - uterus; U— iista

Zdroj:
is.muni.cz/el/1431/jaro2015/Bi2000/um/5_
Ecdysozoal_2015.pdf

o 4 o , o specificka pro jednotlivé skupiny
rhabditoidni strongyloidni  oxyuroidni  trichuroidni

Obrazek 4 Typy hitanii hlistic (podle Juraska, Dubinského et al., aje dulezita pro klasifikaci hlistic

1993). . . -
ale 1 pro odliSeni larvalnich a

infekcnich stadii hlistic (JuraSek a Dubinsky 1993). Nékdy je hltan tvoren zlaznatou svalnatou
Casti, ktera mize byt vzadu rozsifena v bulbus. Tvary hltanu Ize rozdélit, jak je uvedeno na

obrazku vyse. (Maggenti 2020)

Nazev stavby hltanu koresponduje se systematickym zafazenim skupiny hlistic, pro které
je dany tvar hltanu charakteristicky. Déle prechazi hltan v Cast streva, které je tvoreno
tenkosténnou trubici slozenou ze sekrecnich a resorp¢nich bunék. Stievo muze byt opatfeno
slepym vybézkem. Travici soustava konc¢i u samic Fitnim otvorem a u samcu kloakou (Vlk

1985).
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3.1.2.4 Vylucovaci soustava

Vylu€ovani zajistuji protonefridialni exkrecni kanalky, které jsou u tfidy Phasmida (syn.
Secernentea) ulozeny v postrannich hypodermalnich listach. U tfidy Aphasmida (syn.
Adenophorea) jsou renety spojené vyvodem rovnou s exkrecnim porem. (Fagerholm 1996;

Tilgner 2002; Paramonov 1964)

Metabolity jsou vyluCovany dvéma renentami, jednobunéénymi vylucovacimi trubicemi

v postrannich télnich dutinach. (Kiontke a Fitch 2013)

Exkrecni pory jsou obvykle viditelné a jejich umisténi lze vyuzit k ur€ovani hlistic.

(Ferris 2022)

3.1.2.5 Nervova soustava a smyslové organy

Nervovou soustavu tvoii jicnovy nervovy prstenec slozeny z piilehlych gangliovych
bunék, znéhoz vybihaji nervova vlakna. Tato podélné€ probihajici vlakna jsou navzijem

propojena a umisténa v hypodermalnich listach. (Hirschmann 1960; Maggenti 1981)

Jako smyslové organy funguji vackovité receptory — amfidy (umisténé na ustnich
papilach), fazmidy (umisténé na zadi) a deiridy (umisténé po stranach hlavového konce).

(Maggenti 1981)
Amfidy jsou chemoreceptory slouzici nematodé¢ k vyhledavani hostitele.

Fasmidy jsou parové zlazové organy, chemoreceptory, nachazejici se u analniho otvoru.
Nekteré hlistice absentuji fazmidy. Podle toho, zda jsou fazmidy piitomny, se hlistice déli do

dvou hlavnich skupin, Aphasmida a Phasmida. (Maggenti 1981)
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Deiridy jsou parovy
organ, nazyvany také jako
cervikalni papily. Deiridy
jsou taktilnimi (reagujici na
hmatové vjemy, na zmény
tlaku) receptory a jsou
pfitomny u nékterych taxonti
tiidy ~ Secernentea
Phasmida).
1960; Maggenti 1981)

(syn.

(Hirschmann

Smyslové organy pfidy (hlavy):

A - ,Adenophorea”;

B - Secernentea;

C - schema sensily obsahujici
pouze jeden neuron;

6 Ustnich sensil (smyslovych papil),
6 + 4 ptidovych (hlavovych) sensil
a1 par amfidd (chemoreceptory)
patfi k zakladnimu stavebnimu
planu hlistic!

Obrdzek 5 -
smyslové orgdny hlistic
zdroj:
https://is.muni.cz/el/1431/j
aro2015/Bi2000/um/5_Ec
dysozoal _2015.pdf

3.1.2.6 Rozmnozovaci soustava

A

pfidové sensily

\ 1
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Hlistice jsou pohlavné dimorfni organismy. Samci byvaji mensich rozmér(i nez samice.

Rozmnozuji se vét§inou sexualné. Produkuji velké mnozstvi vajicek, tak jako vétSina parazitt.

Tato vajicka jsou velice odolna, jelikoZz je obaluje kutikularni obal. (Maggenti 1981)
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Pohlavni orgéany jsou trubicovité. VétSina parazitickych hlistic
je oddéleného pohlavi (gonochoristé), ale u nékterych skupin se
setkavame 1 s partenogenetickymi generacemi (fad had’atka) nebo
hermafrodity. Napt. Caenorhabditis elegans je hermafroditem. U
nékterych hlistic, napf. roupd, existuje haplodiploidie. Haploidni
samci vznikaji partenogenezi, kdezto diploidni samice pochézeji z

oplozenych vajicek (obdobné jako napt. u vcel).

Obrazek 6
3.1.2.6.1 Samci pohlavni soustava Z,i/,fz pohlaviho - dimorfism
Na obrazku - roup détsky
(Enterobius vermicularis)
stejné jako u vetsiny hlistic,
vyrazny pohlavni dimorfismus.
Samci jsou mensi, s odlisné
utvarenou koncovou cdasti.

Tvofena jednim nebo dvéma varlaty, chamovodem,
semennymi vacky a vyvodnym kanalkem usticim do kloaky, ktera
slouzi jako vyvod pohlavni i travici soustavy. Konec téla samce byva

% < s % w7 . ~_ 7 Zd
stocen do spiraly a n&kdy tvoii tzv. bursa copulatrix (kopuladni arer-
WWW.Z00 lo g1 (ﬂfl" asma.czg
burzu) — v¢jifovitou roz§ifeninu, kterd byva vyztuzena zebry a
papilami (ne vzdy). Pocet zeber a jejich usporadani jsou druhové specifické a daji se vyuzit

k identifikaci. (Ferris 2022)

U samcu jsou pritomny kopula¢ni struktury — spikuly a gubernakulum — jsou to
sklerotizované jehlice. Spikuly se pfi kopulaci zasouvaji do pohlavniho otvoru samice (byvaji

ptitomny 1-2 kusy) a gubernakulum usmérnuje jejich pohyb. (Maggenti 1981)

Spermie hlistic se lisi od vSech ostatnich zivoc¢ichti. Namisto bi¢iku slouziciho spermiim

k pohybu, se spermie hlistic pohybuji pomoci panozek a pohybuji se amébovite.

3.1.2.6.2 Samici pohlavni soustava

Tvotena 1-2 kusy vajecnikll, na néz navazuji vejcovody a délohy. V déloze se formuji a
zraji vajicka. Vajicka pak putuji vaginou do volvy, kterd je umisténa zvlast' (neni v kaudalni
Casti téla). Pohlavni soustava ma samostatny vyvod, coZ je rozdil oproti samcum, ktefi maji

kloaku.

Samice maji spermatéku, ve které uchovavaji sperma samce a ze které oplodriuji vlastni

vajicka.
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3.1.2.7 Vyvojovy cyklus Nematoda

Vyvoj parazitickych hlistic je velmi rozmanity, od jednoduchych cykla po rizné slozité
vyvoje. Rada skupin ma vyvoj bez u¢asti mezihostitele — monoxenni (geohelminti), u dalsich
je cyklus za spolutcasti mezihostitele — heteroxenni (biohelminti). U geohelmintt se Casto
uplatiiuje paratenicky (tj. pfilezitostny, transportni) hostitel, ve kterém se parazit kumuluje, ale
dale nevyviji, a ktery ma ¢asto funkci rezervoaru, jenz je pozd¢ji pozten (napt. zizala u srostlice
trvalé, roupa kufiho; nezaménovat s rezervoarovymi druhy u ndkaz s ptirodni ohniskovosti).
Infikovani paratenickym hostitelem je mnohdy Cast&jsi nez piimé nakazeni infekcni larvou.
Larvalni stadia byvaji ctyfi (L1-L4) a jsou oddélena svlékanim (ekdyse). U nékterych skupin
probiha svlékani do infekéniho stadia larvy ve vajicku a pak dochazi k infekci vajicky, u jinych
dojde k vylihnuti larev a k infekci dochazi jiz volnymi larvami. Po poslednim svleku vznika
juvenilni hlistice, ktera pohlavné dospiva. Mladi jedinci jsou podobni dospélciim a pii jejich
rastu se zvétsuje pouze velikost bunék. Pocet bunék je od zacatku staly, determinovany i pro
jednotlivé organy a jiz se nezvysuje. Tento princip je ozna¢ovan eutelie a vzhledem k tomu, ze
prakticky znemoziuje regeneraci, byva vyzkumné vyuzivan. U vétSiny geohelmintl se
definitivni hostitel nakazi bud peroralné pozienim vajicka nebo larev (napf. potravou
kontaminovanou trusem) nebo infek¢ni larvy aktivné pronikaji povrchem téla (perkutanné).
Larvalni vyvoj biohelmintd probiha v mezihostiteli a definitivni hostitel se vétSinou nakazi jeho
pozienim. Mezihostitelem nejCastéji byvaji bezobratli (naptf. krouzkovci, korysi, mekkysi,

hmyz), ale i obratlovci. (Ferris 2022)

Vyse popspany zivotni cyklus hlistic sedi spiSe na zooparazitické hlistice. Proto zde

uvadim jeste zivotni cyklus fytoprazitickych hlistic:

Vyvojovy cyklus fytoparazitickych hlistic muze trvat n€kolik tydnt az nékolik mésict, v
zavislosti na druhu hlistice, teploté a dostupnosti potravy. Rizné druhy fytoparazitickych hlistic
maji razné zivotni strategie, které mohou zahrnovat migraci mezi rostlinami, vytvafeni
rezervoari v pudé a prezivani nepfiznivych podminek ve formé cyst dlouhou Zzivotnosti.

(Decraemer a Hunt 2006)

Vétsina fytoparazitickych hlistic se rozmnozuje pohlavné, coz zahrnuje oplodnéni vajicek
spermii. Vajicka obsahuji jednobunétné embryonalni stadium a jsou obvykle polozena do pudy

nebo uvnitft rostlinnych tkani. (Perry a Moens 2013)
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Vajicka se lihnou a vytvareji larvy, které prochazeji nekolika vyvojovymi stadii, nez
dosadhnou dospélosti. U fytoparazitickych hlistic se bézné vyskytuji ¢tyfi larvalni stadia (L1,
L2, L3 aL4), mezi kterymi probihaji svlékani. (Perry a Moens 2013)

Larvy jsou aktivni ve vyhledavani rostlinnych kofenti nebo jinych tkani, které mohou
napadnout. Kdyz larva najde vhodného hostitele, pronikne do rostlinnych tkani a zacne se zivit

na bunécné mize. (Perry a Moens 2013)

Poté, co larvy projdou vSemi larvalnimi stadii, se vyvinou v dospé€lé hlistice. Dospéli
samci se ¢asto pohybuji v padé a vyhledavaji samice pro kopulaci. Dospélé samice pak kladou

vajicka do pudy nebo uvnitf rostlinnych pletiv, ¢cimz se cyklus opakuje. (Perry a Moens 2013)
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3.1.3 Taxonomické tridy

Rozdily mezi tfidami dle taxonomie zalozené na morfologickych znacich (Chitwood
1958) popsané Ferrisem (2022):

Trida Secernentea

Trida Adenophorea

bt

© % N o

10.

porovité nebo Stérbinovité otvory
amfidy - labialni.

u nekterych pfitomny deiridy, pobliz
nervového krouzku.

ptitomny fasmidy, obecné zadni.

. vylucovaci systém trubkovity.

kutikula 2 az 4 vrstvy, pruhovana;
pfitomno lateralni pole.

jicen se lisi, ale ma 3 zlazy jicnu.
samec obvykle s 1 varletem.
kaudalni limce bézné.

senzorické papilky pouze na hlave,
ackoli u samct mohou byt kaudalni
papilky.

témeéf vyhradné pozemni,
sladkovodni nebo moftské.

ziidka

el

® N oW

amfidy postlabialni, promeénlivého
tvaru, porovité az slozité.

deiridy chybi.

fasmidy obvykle chybi.

jednoduchy zlazovy, netrubkovity
vyluCovaci  systém, pokud je
pfitomen.

samec obvykle se 2 varlaty.
kaudalni limce vzacné.

senzorické papilky hlavové i télové.
moiské, sladkovodni, pozemni.

Morfologické znaky trid podle nové modernéjsi taxonomie (De Ley a Blaxter 2004)

Trida Chromadorea

Trida Enoplea

porovité nebo Stérbinovité otvory
amfidy se lisi od labialnich pori nebo
Stérbin  po  postlabialni  slozité
krouzky a spiraly.

kutikula obvykle pruhovana, nékdy
zdobena vystupky a Stétinami.
fasmidy pfitomné nebo nepiitomné,
obecné zadni.

jicen obvykle rozdélen na baiky, se 3
az 5 zlazami jicnu.

vyluovaci systém zlazovity nebo

trubkovity.
samice s jednim nebo dvéma
vajecniky.
kaudalni limce pfitomné nebo
nepiitomne.

[

amphidy kapsickovité, nikoli spiralni,
obvykle umisténé za Gstim.

kutikula ~ hladka
prouzkovana.

nebo  jemné
phasmidy mohou byt pfitomny nebo
chybét.

jicen valcovity nebo lahvickovity, s 3
az 5 jicnovymi zlazami, nékdy s
ptitomnosti stichosomu nebo
trofosomu.

exkrece prosta, nevétvena soustava,
obvykle tvofena jedinou burkou.
samice obvykle s dvéma vajecniky.
samec obvykle se dvéma varlaty.
ocasni ktidla jsou vzacna.
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Jak bylo jiz zminéno v kapitole charakterizujici kmen Nematoda, hlistice se déli dle starsi
klasické systematiky, zalozené na morfologickych znacich, na dvé tfidy — Adenophorea (syn.
Aphasmida) a Secernentea (syn. Phasmida). Tyto tfidy jsou urCeny na zakladé morfologickych

odliSnosti na zadi té€la. (Adamson 1987)
Rozdily mezi tfidami:

Aphasmida (syn. Adenophorea), jak vyplyva jiz z nazvu tfidy nemé fasmidy a nema ani
exkrecni kanalky. VyluCovaci soustava je tvorena pouze velkymi parovymi zlazovymi
burikami. Vétsinou zije voln€, ve vodé. Maly pocet druhll zije paraziticky na zivocisich.
Polyfeliticka taxon (nezahrnuje spoleCného predka, sestava se zorganismi z riznych
vyvojovych lini, Casto jde o konvergentni organismy, které se vyvijeli pod podobnymi

evolu¢nimi tlaky). (Adamson 1987; Ferris 2022)

Phasmida ma na konci téla, u analniho otvoru, fasmidy. Zastupci této tiidy jsou prevazné
terestrické hlistice, vétSina z nich zije paraziticky na zivocCiSich a rostlinach (pomérné je ale

vétSina zooparaziticka), nékteré parizituji i na ¢lovékovi (Maggenti 1981).

Mezi hlistice ve tfidé Phasmida patii nasledujici fady:
* had’ata (Rhabditida)

» had’atka (Tylenchida)

* méchovci (Strongylida)

* Skrkavice (Ascaridida)

e spirury (Spirurida)
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3.2 Fytoparazitické hlistice

Studium fytoparazitickych had’atek nabyva na vyznamnosti, jelikoz zpasobuji
zemédeélcum velké ekonomické ztraty. Celosveétove se odhaduji ztraty v zemédélstvi zptisobené

had’atky na 358 miliard USS$ ro¢né. (Abd-Elgawad a Askary 2015)

Nejspise se vyvinuly a zacali parazitovat na rostlinach, kdyz se zacCaly adaptovat na
suchozemsky zivot. Obecné se fytoparazitické hlistice nazyvaji had’atka. Pro nékteré druhy

neexistuji Ceské nazvy (Weiser a Mracek 1988).

Tak jako jiné hlistice, nemaji had’atka cévni ani dychaci soustavu a jejich télo pokryva
kutikula. Travici soustava zaina ustnim otvorem a prostupuje jejim pseudoceloelem. Jsou

pohlavné dimorfni. (Kiontke a Fitch 2013; Abrantes et al. 2023)

Cast druhti had’atek jsou ektoparazity, Ziji na povrchu kofent a saji z nich rostlinné §tavy.

vees

vees

specializované buriky potravni. (Volf a Horak 2007)

Mezi fytoparazitickymi had’atky je pres 4 100 druht hlistic (Decraemer a Hunt 2006).
Kompletni piehled fytoparizitckych hlistic podle je uveden v tabulce pod timto odstavcem.
Fytoparazitickymi hlisticemi jsou zejména had’atka v podceledi Tylonchoidea. Vyznamnymi
rady hlistic z rostlinolékarského hlediska jsou Dorylaimida, Strongylida, Rhabditida a
Tylenchida. (Volf a Horak 2007). Néktera had’atka jsou povazovana za invazivni druhy. Mezi
10 nejvyznamnéjsich Skudct, které zpusobuji nejvetsi ztraty, jsou zafazeny hadatka rodu
Meloidogyne spp., Globodera spp., Pratylenchus spp., dale druhy had’atek Radopholus similis,
Ditylenchus dipsaci, Rotylenchus reniformis a Nacobbus aberrans. (Abrantes et al. 2023)
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Tabulka 2: Prehled trid, radii a podradii fytoparazitickych hlistic podle modernéjsiho taxonomického usporaddni;
zdroj: autorem upravend tabulka, piivodni (Ferris 2022) , dostupné z:: http://nemaplex.ucdavis.edu/Plntpara/plntpara.htm

I TRIDA Chromadorea Enoplea

RAD Rhahditida Dorylaimida |Triplonchida
Tylenchina Aphelenchoidea |Dorylaimina |Diphtherophorina
Tylenchoidea |Aphelenchoididae |Dorylaimoidea |Diphtherophoroidea

o Anguinidae Aphelenchidae Longidoridae |Trichodoridae

E Dolichodoridae |Tylenchina

8 Heteroderidae |Criconematoidea

- Hoplolaimidae |Criconematidae
Pratylenchidae |Tylenchulidae
Tylenchidae

Z rodu Heterodera a Globodera jsou to had’atko nazloutlé (G. pallida), had’atko
bramborové (G. rostochiensis), had’atko ovesné (H. avenae), hadatko fepné (H. schachtii) a
Heterodera glycines. Heterodera spp. i Globodera spp. vytvareji velka mnozstvi rezistentnich
vajicek. Navic vytvareji cysty, které jim umozni preckat dlouhodobé neptiznivé podminky bez
hostitele. G. rostochiensis zpusobuje celosvétoveé 9 % ztrat na produkci brambor. (Jones et al.
2013)

Pratylenchus spp. zpusobuje v Australii az 30% ztraty pii péstovani pSenice.
Pratylenchus spp preckava nepfiznivé podminky také diky anhydrobidze, coz je druh
kryptobiozy, ametabolického stavu zivota (v tomto stavu dochédzi k zastaveni vsSech
metabolickych pochodt), kdy dochazi k vyschnuti organismu. (Jones et al. 2013; Jonsson et al.
2008; Glime 2017)

Nekteré fytoparazitické had’atka, stejn€ jako jini parazité, ke svému pienosu vyuzivaji
jinych organismi. Prikladem muze byt had’atko borové (Bursaphelenchus xylophilus), které
vyuziva tesafiky k pfenosu mezi stromy (Futai 2013). B. xylophilus napada pryskyfi¢né
kanalky borovic, zpusobuji devastacni Skody, napadené stromy odumiraji. V Japonsku znicilo
28 % rozlohy borovych lesi. Had’atko borové bylo zavleCeno i do Evropy. V Portugalsku usiluji
o zabranéni dal§imu Sifeni a je zafazeno mezi karanténi Skadce. (Kapitola a Juraskova 2016;

Futai 2013)
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3.2.1 Paraziticky zpusob zivota

M. hapla zije na tkor rostliny endoparazitickym zptisobem zivota. (Renco et al. 2012)

Parazitismus je vztah dvou organismd, v némz jeden organismus profituje na ukor
druhého. V tomto vztahu rozlisSujeme roli parazita (cizopasnika) a hostitele. Parazit je ¢lenem
vztahu, ktery ma ze vztahu vyhody. Témito vyhodami vétSinou byva Cerpani latek z hostitele,

z nichz ziskava energii, latky potiebné k Zivotu. (Hampl 2010; Salek a Hrabi§ F 2015)

Parazit byva mensi nez hostitel, ale jeho populace byva pocetnéjsi. Na jednom hostiteli
se tak muze pfizivovat i vice parazitickych jedinct. Pfitomnost paraziti ale nema, az na
vyjimky, letalni ucinek na hostitele. Parazité se svého hostitele nesnazi zabit (na rozdil od
parazitoidd, ktefi nakonec svého hostitele zabiji), jelikoz by se tak pfipravili o zdroj své obzivy.
Obvykle ma parazit bud’ pouze jednoho hostitele, nebo nékolik malo hostiteli, na kterém je
be&hem svého zivota ziv. Mnozi parazité maji slozité vyvojové cykly a prodé€lavaji sva vyvojova
stadia pred pohlavni dospélosti v mezihostitelich. Cast t&chto parazitl je vektorem rozliénych

mikroorganismd, ktefi zptisobuji riizné infekéni choroby (Salek & Hrabi§ 2015).

Neékdy nebyva hranice mezi parazitismem a jinym vztahem mezi dvéma organismy zcela
zietelna. Prikladem takového parazita/poloparazita je komar, ktery paraziticky saje krev i z vice
hostitelt. Nékdy je povazovana jeho aktivita za formu predace (Hampl 2010). Vztahy parazita,
jejich hostitelt a pripadné patogent, které jsou parazity pfenaseny, jsou obecné Casto velmi
komplexni, byt se tak na prvni pohled jevit nemusi. Zprvu paraziticky vztah muze Casem vyustit

1 v symbidzu.

U parazitu se rozliSuje, zda se jedna o obligatni (pravy) parazitismus, nebo fakultativni
(ptilezitostny). Obligatnim parazitem je takovy parazit, jehoz alespoi jedno vyvojové stadium
v jeho cyklu probiha na ukor jiného organismu. Fakultativnim parazitem je takovy organismus,
ktery nutné nepotiebuje pro svijj zivot hostitele, do téla hostitele vétsSinou vnikne nahodné.

(Volf a Horak 2007; Rosypal 2003)

Odborné se nazyva parazitovani na rostlinach — fytoparazitismus a na zivociSich -

zooparazitismus. (Poulin a Morand 2000)

Parazité se dale rozdéluji podle toho, zda parazituji uvniti nebo vné téla hostitele, tedy na
ektoparazity (z feckého ektos = vnéjsi) a endoparazity (z feckého endon = uvnitr). (Volf a Horak

2007)
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Podle odhadi predstavuji parazité az 80 % vSech druhti. Kazdy druh ma obvykle
minimalné jednoho parazita, ktery muze byt hostitelem pro dalsi parazity. (ZIMMER 2005)

3.3 Rod: Meloidogyne

Had'atko severni (Meloidogyne hapla) patii do rodu Melodogyne. Velka cast rodu je
fytoparazicka. Tento rod je celosvétoveé velmi vyznamnym fytoparazitickym rodem had’atek.
Patfi mezi kotfenova had’atka, v anglicky psanych zdrojich Casto oznaovany jako ,root-knot

nematodes”. (Wesemael et al. 2011)

Rod zahrnuje vice nez 100 druhli had’atek, ktera parazituji na cca 3 000 rostlinnych
druzich (Hunt a Handoo 2009). Vyskytuji se po celém svéte. Nejvétsi druhovou rozmanitosti
oplyvaji v tropickych a subtropickych oblastech (Jones et al. 2013). Zemédélcim po celé Zemi
zpusobuji ekonomické Skody a ztraty na urodé (Lopes a Ferraz 2016). Tento rod je
charakteristicky svym stalym usedavym endoparazitickym zptisobem Zzivota na jedné rostling.
Na kotenech rostlin tvoii utvary zvané halky, v kterych se tito parazité zivi a prozivaji témér
cely zivotni cyklus (Baldacci-Cresp et al. 2015). Rostlinam zpusobuji stres a poskozeni, které
je zapficinéno snizenim piisunu vody a zivin, jez jsou odklonény do xylemu a floemu halek na
kotfenech rostlin. Na rostlinach se pak Cinnost parazita projevuje symptomy deficitu zivin,

raznymi rastovymi deformacemi, Castym vétvenim a podobné. (Moens et al. 2009)

Poprvé byla had’atka rodu Meloidogyne popsana v roce 1949 Chitwoodem, ktery je
studoval v New Yorku v USA na hostitelské rostlin€ Solanum tuberosum. Ve svych pracich
charakterizoval had’atka z rodu Meloidogyne a popsal jejich odliSnosti od rodu Heterodora dle
anatomickych odlisnosti. Chitwood zaved| vyuzivani znakt v perinealni oblasti jako pomucku
k diagnostice had’atek a také popsal had’ako severni (Meloidogyne hapla). Chitwood jasné
popsal odlisnosti mezi halkotvornymi kofenovymi hadatky a cystotvornymi hadatky.
(Chitwood 1949)

Samicky rodu Meloidogyne nikdy nevytvari na povrchu téla hruby povrch tak jako
Heterodera. Meloidogyne netvoti cysty jako rod Heterodora. Vajicka jsou ulozena v bilkovinné

vlaknité hmoté a nejsou nikdy ponechana mimo télo samicky.

Infek¢énim stddiem ve vyvojovém cyklu had’atka jsou larvy L2 stadia. Had’atka tehdy

pronikaji do kotfenové §picky rostlin, kde stymuluji rostlinné buriky ke zvétSeni a vytvoreni
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halky. Na téchto obfich burikach se pak had’atko zivi. V halce had’atko provede dalsi tfi svleky
a vyviji se v dospélce. Pohlavni dimorfismus se projevuje u Meloidogyne spp. typickym
hruskovitym tvarem samice a samec ma podlouhly Cervovity tvar. Samice zije sedentarnim

zivotem, zatimco samci po dovrSeni stadia dospélce migruji. (Jones et al. 2013)

Had’atka z rodu Melodogyne zpusobuji zemédé€lcim velké ztraty. V severni Evropé je
velmi vaznym Skidcem had’atko severni (M. hapla), ktery se vykytuje i u nas a je mu vénovana
tato prace. Zpusobuje az 80% ztraty pii pé€stovani zemeédélskych plodin jako mrkve, salatu,
cibule a cukrové fepy (Wesemael et al. 2011). Dale jsou velmi vyznamna karantenni had’atka,
ktera se vyskytuji v Némecku a Nizozemi. Jsou jimi Meloidogyne chitwoodi a Meloidogyne

Jallax napadajici pfedevsim brambory.

Dals§imi druhy hadatek jsou v naSich podminkach hlavné hadatka, ktera Skodi ve
sklenicich. Vyjimkou je druh Meloidogyne incognita, ktery se jiz §ifi v polnich podminkach na

jizni Moravé. (Douda 2018)
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3.4 Diagnostika a identifikace had’atek

K diagnostice je potfeba kvalitni mikroskopicka technika a jsou aplikovany molekularné

biologické metody.

Had'atka 1ze identifikovat diky tfem diagnostickym metodam (Seesao et al. 2017; da

Cunha et al. 2018):

Metody: Sledované charakteristiky:
Metody zalozZené na Morfologické Perinealni
morfologii charakteristiky samct [ znaky samic
Biochemické metody fz?oztym Isozyme
ypy Esteraza

Molekularni metody

3.4.1 Metody zalozené na morfologii

Fytoparaziticka had’atka jsou mikroskopicti skadci. Pii diagnostice a jejich rozpoznavani
jsou pozorovany jejich morfologické vlastnosti. Jak jiz bylo psano v ptedchozi kapitole, hlistice
jsou pohlavné dimorfni organismy. A znaky jak samici, tak sam¢i mohou poskytovat informace,

které nam mohou pomoci had’atko identifikovat. (da Cunha et al. 2018; Seesao et al. 2017)
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3.4.1.1 Identifikace na zaklade¢ perinealnich znakt samicek

Hlavni technikou pro identifikaci ,,root knot nematodes® jako jsou M. hapla, M. javanica, M.
arenarie a M. inkognita je identifikace na zakladé znakd samicek had’atek v perinealni oblasti
(porovnat  rozmanitost
mizeme na obrazku v
ptilohéch).
Morfologickymi  znaky
vyuzivanymi

k identifikaci jsou tvar a
celkoveé visualni vzhled
celé perinedlni oblasti,
dorsalniho archu,
dosrsalni striaea,
lateralnich linii a fasmida
(da Cunha et al. 2018).
Tato technika
identifikace je levngjsi
oproti dal§im, jelikoz
k identifikace je potieba
pouze  mikroskop a
ptislusenstvi

k mikroskopii
(mikroskopické sklicko,
kryci sklicko, kyselina

mlééna a  glycerin).

Avsak je potfeba umu a
manualni zrucnosti k pfipravovani preparati. Na obrazku jsou morfologické charakteristiky,

podle nichz se da identifikovat M. hapla. (Seesao et al. 2017)

Je tfeba vSak dodat, Ze s objevem novych druhti had’atek se ukazalo, Ze tato technika neni
dostatecné presna pro rozliSeni nékterych druht. Prikladem této situace je mylna identifikace
druht M. enterolobii a M. inornata, nebot perinealni vzory téchto druht jsou podobné s M.

incognita a dochazi tak k zaménam. (da Cunha et al. 2018)
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3.4.1.2 Morfologické znaky samcu

Tvar hlavy a morfologie stylétu sameckt jsou uZziteCnymi charakteristikami pfi
identifikaci nékterych druhti kofenovych had’atek, jako jsou naptiklad M. incognita, M.
enterolobii, M. paranaensis a M. javanica. Charakteristiky jsou vidét na obrazku pod timto
odstavcem. Napiiklad sameCka M. paranaensis lze identifikovat na zakladé jeho
charakteristického tvaru hlavy. Vzdalenost usti dorzalniho jicnu ke stylétu sameckt muze také
byt pouzita k rozliSeni nékterych druhu, jako jsou M. enterolobii a M. incognita (Barreto et al.
2008). Velikost a tvar stylétu maji dopliikovou taxonomickou hodnotu pro identifikaci druha
kotenovych had’atek. Néekteré druhy kofenovych had’atek maji podobné velké styléty. (da
Cunha et al. 2018)

Character Species
M. M. M. M.
incognita enterolobii paranaensis Javanica
g Prm—y

i

0

Photograph of
the  anterior

region of
males
Labial region ~ With transverse striation Smooth Smooth, with Smooth
(annulation) incomplete
annulation
Head cap High, wide Labial disc ~ Labial disc oval High, wide
and with concave and medial and wider than and with
labial disc lips fuse, the base of the round labial
labial disc labial region disc
slightly
elevated
above medial
lips
Distance from Short Long Long Short
the DGO to (2.0 - 3.0 um) (41-47um) (B5-50um) (2.0-3.0 um)
the stylet base

Obrazek 7: Predni cast sameckii Meloidogyne incognita, M. enterolobii, M. paranaensis a M. javanica.
Zdroj: (da Cunha et al. 2018)

3.4.2 Biochemické metody

Pro ur€eni druhu se také kromé mikroskopického pozorovani morfologickych znakt nyni
vyuziva identifikace na zakladé fenotypt enzymu. V poslednim desetileti bylo vyvinuto nékolik

rychlych molekularnich testi. (Seesao et al. 2017)
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Fenotyp izoenzymu

Metoda zalozena na relativni mobilité enzymi extrahovanych z dospélych samic na
elektroforéze (Blok a Powers 2009). Cely proces trva cca 4 hodiny. Protein ziskany ze samicek

had’atka se poté nanese na médium a je pouzit k porovnani fenotypu. (da Cunha et al. 2018)
Fenotyp estrazovy

Obvykle je vyuzivan k identifikaci druht rodu Meloidogyne. Informace z analyz dalSich
enzymt mohou poskytnout kompletnéjsi informace (Freitas et al. 2016). V nékterych pripadech
jsou analyzy estrazového fynotypu podobné mezi dvéma druhy, jako napt. M. naasi a M.
exigua. V takové situaci lze pouzit dal§i enzym (malate dehydrogenase) k odliSeni druht.

(Carneiro et al. 2016)

Soucasna technologie pro estrasovy test umoziuje automatizovanou elektroforézovou
aparaturou vytvorit velmi tenkou polykrilamidovou vrstvu gelu, na které mohou byt objeveny
2 nebo i vice fenotypti enzyml pochazejicich z proteinu extraktovaného z jediné samicky

Meloidogyne. (Esbenshade a Triantaphyllou 1990)

3.4.3 Molekularni metody

Predpokladaji vyskyt polymorfismu v DNA sekvencich napii¢ skupinami Nematoda.
Rozdily jsou patrné obzvlasté v ribosomalni a mitochondrialni DNA (rDNA a mtDNA).
Vyhodou téchto metod je, ze se daji pouzit na vSechna vyvojova stadia had’atek. (da Cunha et

al. 2018)

Hlavni molekularni metody pro diagnostiku druhti rodu Meloidogyne spoéivaji v
polymerazové tetézové reakci (PCR), jako jsou druh-specifické PCR, multiplexni PCR, real-
time PCR (qPCR) a RFLP. Dale je pro molekularni diagnostiku kofenovych had’atek uzite¢na
izotermicka amplifikace LAMP, sekvenovani a DNA mikrocipy. (Oliveira et al. 2011)

vvvvvv

nerozepisuji. O jednotlivych metodach se mtizeme docist naptiklad v diagnostickych metodach

popsanych T. D. Cuhna (2017).
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3.5 Fytoparazitické had’atko — Meloidogyne hapla

Rod Meloidogyne je velmi polyfagni skupinou
had’atek. Konkrétné Meloidogyne hapla ma vice nez 550
potencialnich rostlinnych hostiteld. (Goodey et al. 1965)

Rod had’atek Meloidogyne je Skala skadcu, ktefi
Skodi predev§im v subtropickych a tropickych zemich
anebo ve sklenicich. U nas v CR a v severnich zemich je
pouze nékolik druhd, které jsou schopné prezimovat
v polnich podminkach - M. hapla, M. fallax, M. chitwoodi.
(Decker 1981; Zouhar 2001)

M. hapla je jeden z druhu fytoparazitického had’atka,

Obrdzek 8 : (E) — samicka

které zpusobuje nejvétsi Skody na rostlinach. Ztraty mohou Meloydogyne, kierd vypousti vajicka mimo
koren rostliny. (C) — Samicka Zivici se na

dosahovat az na 90 % z celkové urody. (Zouhar a velkjch  buiikich  vkofeni  rostliny

Zdroj: (Agrios 2005)
Novakova 2009)
Dalsi piiklady zaznamenanych vynosovych ztrat zpusobenych had’atkem M. hapla jsou
70 % na podzemnici olejné (jihovychod USA), 50 % na mrkvi (severovychod USA), 20 % na
cukrové fepé (Polsko), 46 % na bramborech (Kanada), 64 % na cibuli (Kanada). (Ferris 2022)

Rozméry M. hapla:

Samicky jsou velké 419-846 um a Siroké 311-561 um. Samci jsou s délkou 791-1432
um delsi, protahlejsi a Stihlejsi. Infektivni larvy jsou dlouhé primémé 337 pum. Vajicka
neembriovana maji 71-91 um. Podrobné&jsi informace o rozmérech se miizeme docist napriklad
v compendiu CABI (CABI Compendium 2022), nebo z prace A. G. Whiteheada. (Whitehead
1969)

34



3.5.1 Meloidogyne hapla — etymologie

Rodové jméno ,.Meloidogyne* pochazi z feckého jazyka a oznacuje skupinu kotfenovych
had’atek. ,,Melos“ znamena jablko a odkazuje na tvar had’atka. ,,Gyne “ znamena zena. Rodové
jméno tedy popisuje kulaty tvar samiciho jedince. A druhové jméno , hapla“ pochazi z fectiny,

a odkazuje na jednoduchou stavbu téla had’atka. (Moens et al. 2009)

Cesky nazev pro M. hapla je had’atko severni. V Ceské terminologii se mizeme setkat
také s méné uzivanym nazvem hadatko pisecné, coz je chybné, jelikoz by se dalo zaménit

s druhem Meloidogyne arenaria.

3.5.2 Hostitelsky okruh rostlin

M. hapla je velmi polyfagnim druhem, které Skodi zejména na dvoudéloznych plodinach
1 plevelnych rostlinach. Druh ma pfiblizn€ 350 hostitelckych rostlin (Douda, 2018). Tato
had’atka zpasobuji Skody také na né€kolika jednodéloznych plodinach jako je napfiklad cibule.
Dale se vyskytuje na nékterych okrasnych a ovocnych dfevinach. (Maggenti 2020; Goodey et
al. 1965)

Hlavnimi plodinami, na kterych bylo zpozorovano, ze had’atko zpasobuje Skody, jsou
brambory, cukrova fepa, rajéata, celer, hrach, vojtéska, jahody a rze. V CR nejvétsi skody

zpusobuje na kofenové zelenin€, cukrové fepé a bramborach. (Douda 2018)

Je tfeba poznamenat, ze populace M. hapla nemusi vzdy vést k vyraznému poskozeni
rostlin, protoze existuje fada tolerantnich rostlin k jeho pfitomnosti a aktivit€¢ na rostling.
Naptiklad luping, jeteli plazivému (Trifolium repens), ¢i svazence, viditelné nezpusobuje
vyrazné Skody 1 presto, Ze jsou tyto rostliny idealnimi hostitelskymi rostlinami a umoziuji tak

had’atku vytvaret rozvinutéjsi populace had’atka. (Hallmann, 2021)
Rozsifeni v CR

Na po&atku soucasného milénia byl poprvé prokazan vyskyt M. hapla na uzemi CR.
V okoli zelinafské oblasti Semice byla v porostech mrkve pozorovana ohniska zakrslych
rostlin, které mély na kotenech halky. Pomoci morfometrického pozorovani a molekularni PCR

metody bylo zjisténo, ze se jedna pravé o had’atko M. hapla. (Zouhar, 2001)
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V roce 2003 bylo v CR zaznamenano M. hapla na n&kolika mistech ve Stiedo¢eském kraji.
Nejvice je rozsifeno na piscitych pudach v Polabi. Pritomnost byla zjisténa na pozemcich, kde

se pestoval porek, cibule, kvetak, rané brambory a mrkev. (Zouhar et al. 2003)

3.5.3 Priznaky na hostitelskych rostlinach

Ptiznakem jsou krnici rostliny, ohniskovy vyskyt krnicich rostlin. Nejcharakteristi¢téjsi
pfiznaky se projevuji na kofenech napadenych rostlin. Jejich koreny zastavaji kratké, na
kofenovém systému se nachazi typické halky s houbovitym pletivem. Halky byvaji malg, témér
kulovité. Velmi Casto na misté halky je pfitomno vyrazné zproliferovani malych kofena (to je
rozdilné oproti pfiznakim napadeni ostatnimi druhy Meloidogyne sp.). S krnénim rostlin
souvisi 1 snizeny vynos z hektaru. Druhotné tedy dochazi k vousatosti kofene. Rostlina tvoii ve
zvySeném mnozstvi postranni kofinky, z ¢ehoz tedy plyne, Zze nejvétsi Skody zpisobuje na
kotfenové zeleniné. Muize dochazet ke chlorézam listd, zloutnuti. (Hallmann, 2021; Douda

2018)

Nejmladsi napadené rostliny, pokud u nich do§lo k rozsahlému poskozeni had’atkem,

hynou dfive, nez had’atka stihnou vytvorit halky.

Projevy napadeni rostlin had’atkem ovliviiuje vice faktord. Napiiklad na tézkych pudach
nejsou schopny had’atka snadno vytvorit halky vétsich rozmeéru a je tak obtizn€jsi odhalit jejich
pfitomnost, protoze i tak jsou schopny se v téchto pidach mnozit. Rostliny na leh¢ich pudach

jsou tedy ovlivnéné had’atkem vice a maji vice symptomut. (Novakova & Zouhar, 2009)

Dal§im faktorem ovliviiujici pfiznaky na rostlinach je teplota. S rostouci teplotou stoupa

intenzita napadeni a také projevy typickych symptomu. (Charchar & Santo, 2009)

Diky oslabeni rostliny had’atkem se oteviraji dal§i moznosti Skodlivym organismum,
patogentum, ktefi se pak snaze zivi a mnozi na oslabenych rostlinach. Poté Ize na rostliné
pozorovat takzvanou komplexnich chorobu. Nejcastéji jsou rostliny druhotné napadany

houbovymi rody Verticillium a Fusarium. (Ferris 2022; Novakova a Zouhar 2009)

Vyznamné skody zptusobuje M. hapla na mrkvi, celeru, salatu, bramborach, ¢erném

kotenu, okurkéch a rajcatech.
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Pritomnost tohoto fytoparazitického had’atka je Casto odhalena, az kdyz je jeho populace
na pozembku pfili§ velka a velmi tézko se jeho populace dostava pod kontrolu. Pti nizkém stupni

napadeni pozemku ho zemédé€lci velmi lehce piehlédnou. (Douda 2018)

3.5.4 Zivot had’atka

Prvni a druhé stadium juvenilniho had’atka Meloidogyne sp. probiha jesté ve vajicku pred
vylihnutim. Z vajiek se vylihne béhem 2. stadia larva a pronika do pudy. Druhé juvenilni
stadium had’atka je jediné infekéni stadium. Larva had’atka béhem druhého vyvojového stadia
vyhledava hostitelskou rostlinu. Pokud se samici had’atka podari nalézt hostitel, pronikne do
korene rostliny a pfechazi na sedentarni zptisob zivota, jiz nemigruje. Had’atko pomoci styletu
narusuje pletivo a vypousti do rostlinného pletiva travici §tavy. Buiriky rostlinného pletiva se
v okoli styletu zvétSuji. Had’atko produkuje metabolity, svymi vymésky drazdi pletivo kofene,
to zapfiCini prednostni vedeni asimilati do bunék podrazdéného pletiva. Kofen tak reaguje
tvorbou novotvart (halek). V tomto pletivu se pak larvy jesté dvakrat svlékaji a dospivaji.

Popsany vyvoj mizeme vidét na obrazku nize. (Mugniéry a Phillips 2007; Douda 2018)

Late [1 stage juveniles
feeding on giant cells.
Root begms to fovm qall =

\ 3rd molt
N 2nd ]
/ @ﬁJ \ molt ¢

Late 111 stagejuwniles [V Stage juveniles
/~~\\

Adult nematodes,
Male leaves root

I1 Stage juveniles
Invade rcotlet
and cause formation
of giant cells

- .
o .
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\ -
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[1 Stage Juvemle <
free in soll
II Stage Old galls may contain
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Obrazek 9: Zivotni syklus haddtka.; zdroj: (Mugniéry a Phillips 2007)
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Pohlavné dospélé samice v halkach kladou vajicka do zelatinové hmoty, ktera tvori
vajecny vak. Z poctu okolo 500 vajicek se lihnou larvy, které mohou napadat dalsi rostliny.
Samice po nakladeni vajicek hynou a vajicka se uvoliuji z vaje¢ného vaku do pady. Samci
opusteji halku po poslednim svleku a migruji padou k jiné rostlin€, na které parazituji samicemi
had’atka, aby se s nimi spafili. K rozmnozovani ale M. hapla nezbytné samce nepotiebuje,
jelikoz se dokaze rozmnozovat partenogeneticky. (Mugniéry a Phillips 2007; Decker 1981;
Douda 2018)

Vajicka jsou odolna, mohou pretrvavat delsi dobu v pudé€. Vajicka i larvy jsou schopny

prezimovat v pudé i pod bodem mrazu.

Had’atka zaCinaji byt aktivni pfi teplotach nad 10 °C. Optimalni teplota pady pro Sifeni
had’atka je 25 — 30 °C, proto zpusobuji nejvyraznéjsi skody v teplych letech

3.5.5 Rozmnozovani

M. hapla se obvykle rozmnozuje partenogeneticky, je ale schopné rozmnozovat se i
pohlavné. Podle starsi taxonomie se jako jediné v fadu Tylenchida mize vyskytovat také jako
hermafrodit (Triantaphyllou 1993), ackoliv v kmenu Nematoda jsou znamy jesté dva dalsi rady,
ve kterych se také da hermafroditismus pozorovat. Je to fad Rhabditida (tento poznatek
koresponduje s modernéjsim taxonomickym usporadanim) a Monochida. Bylo pozorovano, ze
hermafrodité M. hapla jsou morfologicky Zeny, které tvori vajicka, ale pak zméni pohlavi a
tvori sam¢i pohlavni buiiky. Béhem doby, kdy je tvofeno sperma, jsou vajicka chranéna
zpevnénou schrankou tak, ze jedinec nemtze oplodnit sam sebe. Ackoliv hermafrodité M. hapla
produkuji pouze par vajicek pred zménou na produkci samcich pohlavnich bunék, porozuméni
tomuto mechanismu muZze mit smysl pfi pokusu o naruseni Zivotniho a rozmnozovaciho cyklu

a redukci populacniho ristu. (Triantaphyllou 1993)
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3.6 Ochrana

Tak jako pfi boji proti vétsiné chorob a skadct 1ze i proti M. hapla vyuzit metody ochrany
neprimé (zarazovani rostlin, které nejsou hostitely; vyvlaceni a likvidace napadenych kofent;
intenzivni organické hnojeni; udrzovani nizSich teplot ve skleniku) a primé (aplikace
chemickych nematocidi; biologicka ochrana — houby; fyzikalni metody — sterilace pudy

vysokymi teplotami). (Abrantes et al. 2023; Rostlinolékaisky portal UKZUZ 2023)

Monitoring

Provadi se odbérem vzorkt pudy, ze kterych se extrakci a zkoumanim suspenze zjistuje
pritomnost had’atka. Také se pouzivaji biologické testy, kdy se pouzije hostitelska rostlina
(idealné mrkev) a po dvou mésicich se na rostlinach mrkve zji§tuje pfitomnost a mnozstvi
halek. Pii rozhodovani o provedeni zasahu je dilezity prah skodlivosti, jenz je dan 500 jedinci

na 1 kg pady. (Rostlinolékaisky portal UKZUZ 2023)

3.6.1 Neprimé metody ochrany

Obecné mezi nepiimé metody regulace skidci a chorob patfi:

e Vyziva e Niceni infikovanych rostlin

e Vybér vhodného stanovisté e Eliminace vektoru

e Vybér odrad (pfenaseci)

e Pé&stebni metody e Zajisténi zdravého Cistého
e Stfidani plodin osiva, eventualné zavlahové
e Doba seti, vegetace vody

Do osevniho postupu je vhodné zafazovat nepratelské rostliny, které stimuluji had’atka k
vylézani z cyst, ale vylihlé larvy se v pletivu rostlin nemohou vyvijet. K témto rostlinam patii:
cekanka, cibule, Cesnek, zito, kukufice, vikev, hrach a konisky bob nebo fedkev seta. Jako
meziplodiny se také doporuCuji rezistentni odridy fepky a jejich optimalni management

ochrany tak, aby se zlikvidoval co nejvétsi pocet had’atek (Prymas 2014).

Dale k preventivnim opatfeni nalezi omezeni piejezdi mechanizace z pozemku.
K prevenci patii také €isténi naradi a mechanizace horkou vodou o teploté 45,5 °C (k u¢innému

zneskodnéni had’atek je potfeba 60 minut, aby nedochazelo k Sifeni skiidce na jiné pozemky),
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dodrzovani vhodného osevniho postupu (dodrzovani casového odstupu péstovani hostitelskych
rostlin, ktery by mél €init na napadenych pozemcich alespori 5 let ), vybér plodiny (nebo odrudy
odolné ¢i tolerantni k M. hapla). (Moens et al. 2009; Novakova a Zouhar 2009; Ferris 2022)

3.6.2 Primé metody ochrany

Obecné k ochrané rostlin 1ze vyuzit tfi pfimych metod ochrany:

e Fyzikalni e Chemicke e Biologicke

Pro tcel této prace uvedu konkrétni zptusoby, jakymi se da praktikovat ochrana proti
hadatku.

3.6.2.1 Nechemicka ochrana

Nechemickou ochranou je regulace Skodlivych organismi, pifi niz se nevyuZzivaji
syntetické pesticidy, a je mozné ji tak vyuzivat i v ekologickém zemeédélstvi. (Heimpel a Mills

2017) Vyuzivaji se fyzikalni a biologické metody.

Mezi fyzikalni metody patfi mechanické, termické a biotechnické metody. Termické
metody jsou zalozeny na toleranci organismu k teploté. Biotechnické metody se Casto vyuzivaji
k monitorovani Skadct a sledovani dynamiky rozvoje populace Skidce (rizné optické a

svételné lapace). (Taborsky a Sedivy 1997)

K biologické ochrané je mozné napiiklad vyuzivat pfirozenych neptatel, antagonistd
Skadct, dale pak rastovych regulatori hmyzu a rostlin, pfipravkd na rostlinné bazi (rizné

extrakty, silice). (Heimpel a Mills 2017)

Pfirozenymi antagonisty had’atek, kterych se vyuziva pii ochrané rostlin jako bioagens,
jsou nematofagni houby a bakterie. Had’atka jsou hubena rovné€z riznymi druhy dravych

ptdnich clenovci. (Stirling 2011)

3.6.2.1.1 Nematofagni houby

Vyzkumnou ¢innosti byly objeveny nematofagni houby, které ovliviiuji vyskyt a velikost

vees

populaci v pudé zjicich fytoparazitickych hadatek. Oproti nematocidim, puadnim
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sterelizatorim a fumigantim maji houby tu vyhodu, Ze jejich vyuZiti nenese takové ekologické

a toxikologickeé riziko. (Mugniéry a Phillips 2007; Santos et al. 1992; Jatala 2003)

Nematofagni houby se vyvinuly tak, Ze jsou schopny parazitovat na hadatkach
rozliénymi zpdsoby. Nematofagni houby '
jsou uzpusobené k loveni“(obr.) a
parazitovani na riznych taxonomickych
skupinach had’atek diky komplexni siti a
Skale struktur, které tvoti (sité, adhezivni
vlanka, zaSkrcujici smycky) (Barron
1977; Bird a Herd 1995; Zouhar et al.
2013). Nematofagni houby svymi
specializovanymi organy tvofi rizné
pasti, kterymi poskozuji a zrafuji

had’atka.

Dle Hussaina et al. (2017) existuje

o , , Obrazek 10 M. hapla znehybnéna houbou S.
5 druhti nematofagnich hub, u kterych rugosoannulata. Zdroj: Zouhar et al. (2013)

byla ovéfena efektivita pii redukci

populace had’atka kotenového (M. hapla). Témito houbami jsou Arthrobotrys oligospora,
Dactylella oviparasitica, Clonostachys rosea, Stropharia rugosoannulata (obr.) a
Lecanicillium muscarium (Hussain a Zouhar 2017). Dal§imi vyuzivanymi houbami v ochrané
proti Meloidogyne sp. jsou Myrothecium verrucaria, Glomus fasciculatum (Nguyen et al. 2018;

Kantharaju et al. 2005).

3.6.2.1.2 Bakterie

Pfirozenymi antagonisty had’atek Meloidogyne sp. jsou také bakterie. Spory Bacillus sp.
jsou schopny pfichytit se na kutikulu had’atka rodu Meloidogyne, Globodera a Pratylenchus a
parazitovat na nich. Nejznamé;jsi bakterii, ktera parazituje na Meloidogyne sp. je B. penetrans.
Spory B. penetrans vniknou do juvenilniho jedince had’atka, Meloidogyne sp. a B. penetrans
se nasledné mnozi uvniti dospélé samice Meloidogyne sp. Z takto infikovaného had’atka se pak

mohou uvolnit az miliony dalSich spor B. penetrans. (Mugniéry a Phillips 2007)
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3.6.2.1.3 Rostlinné silice

Uginnost n&kolika rostlinnych silic byla testovana O. Doudou et al. (2010) na kofenovém
had’atku v mrkvi. K testovani byly vyuzity silice Ocimum basilicum, Mentha arvensis, Tagetes
erecta, Azadirachta indica, Eugenia caryophylllata a Origanum majorana, u nichz se

predpokladaly nematocidni acinky.

Testy prokazovaly snizujici se poCet halek se zvySujici se koncentraci silic, zejména
hiebicku (Eugenia caryophylllata) a majoranky (Origanum majorana). U nékterych variant
byla také prokazana zvySujici se hmotnost susiny 1 Cerstvé hmoty. U ostatnich testovanych
rostlin byl efekt mnohem mensi (Douda et al. 2010). Isoprenoid, ktery je obsazen v silicich

hiebicku, prokazuje i podle Malika et al. (1987) silné nematocidni u€inky. (Malik et al. 1987)

Podle Doudy et al. (2010) je vSak pro urCeni rentability a ekonomické efektivnosti vyuziti

silic tfeba dal$i vyzkum, ktery specifikuje efektivni davku.

3.6.2.2 Chemicka ochrana

Existuje pouze malé mnozstvi u¢innych latek pro chemickou ochranu rostlin pred
had’atky. Navic vyskyt had’atek v nizSich urovnich ptdniho profilu nuti péstitele aplikovat tyto
nematicidy v nejvyssich doporucenych koncentracich a davkach. Jejich aplikace se tak navic
vaze s riziky pro zivotni prostiedi. Proti M. hapla se pouzivaji prostiedky s ucinnou latkou

oxamyl a dazomet, které jsou ale pfili§ drahé. (Douda et al. 2021)

Proti Meloydogine sp. byl vyuzivan fumigant mehylbromid (CH3Br), ktery byl obecné
vSestrannym fumigacnim pesticidem na hubeni Skudcd, hlodavcid a také proti houbovym
chorobam. Ale v atmosféfe se rozklada za vzniku atomarniho bromu. Atomarni brém pak
poskozuje ozonosféru. Jelikoz mél nezadouci vlivy na ozonovou vstvu atmosféry, byl v
Montrealském Protokolu uveden na seznamu latek poskozujicich ozonovou vrstvu. V soucasné
dobé je vyroba i spotifeba této latky zakazana Evropskym nafizenim o latkach, které poskozuji

ozonovou vrstvu Zemé. (Petrlik a Valek 2010)

Zadn4 jina latka vSak proti M. hapla nema takovou u&innost jako methylbromid. V
soucasné dobé€ jsou zkoumdany alternativy k methylbromidu jako jsou: dichloropropen,

chloropicrin, metolachlor, trifloxysulfuron, metam potassium, iodomethane, dimethyl
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disulfide, 1,3-dichloropropene, fluensulfone, fluopyram a fosthiazate. (Ajwa et al. 2007;
Mcsorley a McGovern 1996)

Stejné tak je zkouman efekt ethandinitrilu, jenz se jevi jako latka, kterou je mozné
nahradit methylbromid. Jiz bylo prokazéano, ze EDN je uciny prostiedek v boji proti n€kolika
druhim had’atek. (Lee et al. 2017; Douda et al. 2020; Park et al. 2014; Arbuzova et al. 2020)
(Vice o zkoumané latce v kapitole EDN.)

3.7 Od prirozené obrany rostlin k EDN

3.7.1 Prirozena obrana rostlin pomoci kyanogennich sloucenin

Rostliny si béhem evoluce ptirozené vytvorily obranné mechanismy proti herbivorim,
parazitim a dalSim patogennim Cinitelim. Obranné mechanismy rostlin mohou byt pasivni
nebo aktivni. Pasivni mechanismy jsou pfitomny jiz pied napadenim Sktidcem, zatimco aktivni

jsou indukovany konfrontaci se Skidcem. (Howe a Jander 2008)

Parazité rostlin jsou pfedevsim hmyz a had’atka. Rostliny se proti parazitim, herbivoram
a mikroorganismim brani predevsim sekundarnimi metabolity. SM nejsou pfimo zahrnuté do
procesu rastu, vyvoje, ¢i rozmnozovani organismu. Na rozdil od primarnich metabolitt
nedostatek téchto latek nezptisobuje okamzitou smrt, ale v dlouhodobém Casovém rozmezi
snizuje odolnost. Sekundarni metabolity se zafazuji do riznych skupin, jako fenoly, terpenoidy,
dusikaté sloucCeniny. Nékteré jsou konstitutivné (pasivné) pritomné, jiné jsou indukovatelné a
jejich mnozstvi se zvySuje v zavislosti na stresu, ktery syntézu indukuje. Konstitutivné
pritomné metabolity jsou produkovany a kumulovany béhem celého zivota rostliny. Jsou to
napriklad rostliny, které sekretuji toxiny do latexu a v dasledku toho maji tyto rostliny hotkou
chut’. Indukovatelnou akumulaci toxint disponuje naptiklad Nicotiana sylvestris, ve které je
stale pfitomen nikotin a nornikotin, ale jeho mnozstvi se zvySuje na dvojnasobnou az

pétinasobnou hodnotu pii poSkozeni. (Divekar et al. 2022)

Toxické latky jsou syntetizovany predevsim mladymi listy, jelikoz praveé ony jsou nejvice
ohrozeny parazity. Rostlinna fise disponuje pomérnou variabilitou antinutri¢nich a toxickych
latek pfitomnych v rostlinné biomase. Mezi nejrozsifenéjsi toxické latky v rostlindch patfi
glykosidy. Sekundarni metabolity, toxické latky v rostlinach mohou byt toxické také pro

rostlinu samotnou, a proto jsou ukladany ve vakuolach rostlinnych bun¢k v neaktivni forme
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glykosida, estert nebo peptidi. V téchto formach byvaji rozpustnéjsi. Pi poskozeni pletiva

herbivorem nebo parazitem jsou tyto latky uvoliiovany. (Bhat a Karim 2009)

Mezi glykosidy, které rostliny syntetizuji se vyjimaji kyanogenni glykosidy, které patii
mezi pfirozené se vyskytujici kyanoslouceniny v rostlinach. Tyto glykosidy jsou ulozeny ve
vakuolach a pfi jejich naruSeni, pifi pozeru herbivory, nebo jinym poskozenim rostlinnych
pletiv, se tyto glykosidy dostavaji do cytoplasmy, kde se dostavaji do kontaktu
s cytoplazmatickymi enzymy. Enzymy pak rozkladaji kyanogenni glykosidy a dochazi
k ulofiovani kyanovodiku (HCN). Kyanogenni glykosidy jsou charakteristické hotkou chuti,
bylozravci se jim vyhybaji. V rostlin€ maze byt i n€kolik riznych kyanogennich glykosidu.
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Obrazek 11: rozklad amygdalinu na jedovaty kyanovodik

Vyznamnym kyanogennim glykosidem je amygdlain, ktery se nachazi v semenech peckovic
jako jsou mandloné, meruiiky, broskve, §vestky, a tfeSn€. Smrtelna davka horkych mandli pro

cloveka je 10-60 jader (u ditéte 10, u dospélého 60). (Nyirenda 2020; Kovacikova et al. 2019)

Kyano-slouceniny jsou latky, které se pfirozen€ vyskytuji v rostlinach. Sami o sobé jsou
neSkodné. Tyto latky se podle jejich chemické podstaty déli na jiz zminéné kyanogenni
glykosidy, dale pseudokyanogenni glykosidy a kyanogenni lipidy. Rozkladem téchto latek se
uvoliuje kyanovodik. U ¢loveéka zptsobi otravu v disledku blokovani enzymu prenasejiciho
kyslik (cytochrom-oxidasa) a prerusuje transport kysliku a oxidacni procesy v buiikach. (Rohn

et al., 2019) Kyanidovy jont ma vysokou afinitu k Zelezitym jontim a po pruniku do buriky
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rychle reaguje strojmocnym zelezem, které se tak nemuze ucastnit dychaciho fetézce
v mitochondriich. Je tak zablokovan ptfenos elektronu na molekularni kyslik, a ten nemtze pak

byt vyuzit pfi oxiacnich pochodech. (Rechcigl 2018; Nyirenda 2020)

Kyanogeny jsou obsazeny v manioku, v semenech Inu setého, v semenech mnoha ploda
(hrusky, jablka, jefabiny, bezinky), ve zvySené mife jsou v nezralych plodech a listech cerné¢ho

bezu. (Harborne 1999; Holstege 2005)

Pseudokyanogenni glykosid cykasin se vyskytuje v cykasovitych rostlinach, které se
napt. v tropickych oblastech pouzivaji k lidské vyZzivé, ptsobi nepfiznivé na jatra, mozna i

karcinogenné. (Rechcigl 2018)

3.7.2 EDN (Ethandinitril)

Utinky kyanovodiku, jako prostiedku proti
Skidcim, byly jiz predmétem zkoumani pii
fumigaci dfevni hmoty, ktera byla zasazena tesatiky
a had’atkem borovym a zda se byt slibnym néstrojem
také v boji proti had’atku M. hapla. (Stejskal et al.,
2014) Dnes se jiz d& vyuzivat k asanaci smrkového
dfivi napadeného kurovci. EDN je vhodny zejména
na fumigaci vétsiho objemu dfivi pod plachtou.

(UKZUZ, 2021)

Ethandinitril, jinak také dikyan, nebo EDN je

jednou z kyanovych sloucenin. Tyto slouceniny se

Obrazek 12: Aplikace EDN na kulatiné pri kiirovcové

vyznacuji bud’ jednomocnym radikalem —CN nebo Fkalamite §
Zdroj: eagri.cz available from: CAZV (eagri.cz)

aniontem CN-. Volny radikal nemlze existovat, je
ale znama sloucenina dikyan, jejiz vzorec je (CN)2. Atomy uhliku jsou v ni spojeny trojnymi

vazbami s atomy dusiku. (National Center for Biotechnology Information 2023)
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Dikyan je jedovaty plyn, vonici po hotkych mandlich.
Teplota varu (CN)? je -20,7 °C. Je rozpustny ve vodé a v
ethanolu. Jeho spalovanim za zvySeného tlaku s kyslikem lze %
dosadhnout namodralého plamene, jehoz teplota je asi 4 800 °C.  Oprazek 13: strukiura ethandinitrilu

. . i . Lo ., zdroj: National Center Jor
Dikyan je uvadén jako plyn s druhou nejvyssi teplotou hofeni. piorechnology — Information,  2023;

. i . available Jrom:
EDN byl poprve syntetizovan v roce 1815 JOSGphem Louisem https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/comp
. . ound/9999
Gayem-Lussacem. (National Center for Biotechnology

Information 2023)

Ethandinitril m4 Siroké spektrum vyuziti. Vyuziva se napfiklad jako svarovaci médium,
muize se pouZzit pfi vyrobé raketovych paliv, dale se vyuziva v organickych syntézache
farmaceutickém a agrochemickém pramyslu, také se vyuziva v nanotechnologiich pii vyrobé
polymerni polovodi¢ové vrstvy a v neposledni fadé, jako fumigacéni prostredek pii zemédélské

a lesnické Cinnosti. (MUNI CTT, 2023; ACGIH 2020)

3.7.2.1 Mechanismus uéinku EDN

Je totozny s kyanovodikem, protoze dikyan se rozklada na kyanidovy jont (CN-), ktery
zabrani vyuziti kysliku v burice, a tak i mitochondialnimu dychéni, coz vede k zaduSeni na
bunécné urovni. Konkrétné kyanid je inhibitorem cytochrom ¢ oxidazy. Cytochrom c oxidaza
je enzymaticky membranovy komplex, ktery se uCastni posledniho ¢lanku dychaciho fetézce,
pii kterém dochazi k redukci molekuly O na vodu. Kyanid se navaze na atom zeleza v tomto
enzymu. V dusledku toho se narusi fetézec prenosu elektront a burika neni schopna aerobné
produkovat ATP pro energii. (Wikstrom a Krab 1979; Wishart et al. 2015; Lim et al. 2010;
ATSDR 2000; Center for Quantitative Fisheries Ecology 2010)

EDN ma oproti jinym alternativim k methylbromidu nekolik vyhod. Po rozpadu EDN
zustava v pudé celkem vyznamné mnozstvi dusiku, se kterym se pak dale da pracovat pii vyzivé
rostlin a pii vypoCtu hnojicich davek. (Stevens et al., 2017) Dale EDN dobfe pronika do pudy,

jelikoz je t&€zsi nez vzduch a jeho aplikace je diky této vlastnosti snazsi. (O’Brien et al. 1999)

Faktory, které mohou ovlivnit G¢innost fumigantu jsou technika aplikace fumigantu a
enviromentalni faktory. Zejména pidni vlastnosti — vlhkost pudy a teplota ovliviiuji ucinek
nejvice, jelikoz teplota vzduchu ovliviiuje aktivitu skadct, ktefi pii nizké teploté maji nizsi

dychaci frekvenci. (Stejskal et al. 2019; Zhou et al. 2019)
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EDN je Setrny k zivotnimu prostiedi. K hlavnimu rozkladu dochazi jesté v pribéhu
oSetfeni, tudiz koncentrace EDN na konci fumigace dosahuje jednotek gramli na metr
krychlovy, coz nebyva problém rychle a bezpecné odvétrat. Zbylé EDN odvétrané do prostiedi
se pri reakci se vzdu$nou vlhkosti rychle a samovolné rozkladd. Rozklad EDN je rychly.
Kone¢nymi rozkladnymi produkty EDN jsou netoxické latky oxid uhlicity, ¢pavek a voda.
Vsechny produkty rozkladu se piirozen€ vyskytuji v pudé€. EDN nerozklada ozonosféru. (Hall
et al., 2018; Ren et al., 2002)

Priznakem otravy u Clovéka je nevolnost, zavrat, bolest v krku — pocit sevieni hrdla,
dychaci potize, neklid, zvraceni, celkova zarudlost — rizové zabarveni kiize; pii vEtsi expozici

se mohou objevit kiece, tachykardie — vysoka tepova frekvence, bezvédomi a zastava dychani.

3.7.2.2 Informace od vyrobce

Komer¢ni piipravek EDN je vyrabén Lucebnimi zdvody Draslovka, a. s. Kolin a je plnén
do ocelovych tlakovych lahvi, které jsou osazeny dvouportovym ventilem, ktery je chranén
ocelovym kloboukem. Proti nahodnému uniku produktu z lahve jsou na obou portech ventilu

umistény plynotésné zatky, které zaroven slouzi jako ochrana proti mechanickému poskozeni

zavitu.
2
CAS: 460-19-5 Cyanogen Dikyan
EC: 207-306-5 Dinitril kyseliny Stavelove Oxalonitrile
Index. &.: 608-011-00-8 EDN Oxalyl
Ethanedinitril cyanide
Press. Gas

Flam. Gas 1, H220 (Extrémné& hoflavy plyn)
Acute Tox. 3*, H331 (Toxicky pfi vdechovani)
Aquatic Acute 1, H400 (Vysoce toxicky pro vodni organismy)
g* Aquatic Chronic 1, H410 (Vysoce toxicky pro vodni organismy, s dlouhodobymi tcinky)

-

latka gislo CAS | PEL mg.m=3 [NPK-P mg.m-3 zdroj

nafizeni ¢. 361/2007 v platném znéni
(od 29.10.2018)

oxalonitril 460-19-5 20 NIOSH REL

kyanovodik | 74-90-8 1 5

Obrazek 14: Parametry ucinné latky; (zdroj: L.Z. Draslovka, a.s.)
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VURYV, v.v.i. aL. Z. Draslovka, a. s. se spolu s lesnickymi partnery podilely na testech s
cilem ziskat nova data o ucinnosti EDN na rizné druhy kirovcu. Jako vysledek byl v roce 2017
vypracovan novy postup chemické asanace kirovcového dieva pod plachtou na skladkach. Byl

schvalen UKZUZ a na vyjimku byl pouzivan v roce 2018 a 2019.

V sérii testd a provoznich fumigaci provadénych VURYV a Draslovkou ve spolupréci s
lesniky (napt. APHA, Vojenské lesy a Lesy CR), byla zjiiténa vysoka (100%) G&innost
ptipravku EDN pii fumigaci skladek dieva pod plastovou (PE) plachtou. Jiz pfi expozici dieva
EDN po dobu 10 hodin byla zji§téna 100% ucinnost na piirozenou populaci lykozrouta

smrkového a dalSich podkornich sktdca.

3.7.2.2.1 Odborna zpusobilost pro praci s EDN

Nakladani s pfipravkem akutné toxickym kategorie 2 (Acute Tox. 2, H330) musi byt
zabezpecCeno odborné zpusobilou osobou (§44b zakona ¢. 258/2000 Sb., ve znéni pozdéjsich
predpisti). Osoby provadéjici aplikaci musi mit odpovidajici kvalifikaci a praxi pro praci s EDN
a musi znat bezpeCnostni postupy. Jen specialné vyskolené a certifikované osoby mohou
zachazet s EDN. Takovéto Skoleni a certifikace musi jednak splnit vSechny pozadované
zakonné normy a nad jejich ramec musi probéhnout certifikace vyrobcem EDN, Lucebnimi

zavody Draslovka a.s. Kolin, podle aplikaéniho manuélu, ktery je nutné také dodrzovat.

3.7.2.2.2 Aplikace EDN

Puda, na kterou bude EDN aplikovano, by méla byt bez hrud, protoze hroudy brani
ucinnému utésnéni pudy a snizuje ucinnost fumigantu EDN. Pred aplikaci fumigantu je nutné
dikladné rozbit hroudy a zarovnat vrchni vrstvu pady. Na pozemku by nemély byt rostlinné
zbytky z predchozich plodin. Pida by méla byt pfimérené vlhka, v dobrych podminkach pro
zpracovani. Optimalni teplota pady pro aplikaci EDN v hloubce zavadéni je mezi 5 °C a 35 °C.

(Draslovka a.s.)

Pouziti EDN fumigantu vyzaduje pouziti specifickych nepropustnych folii s nizkym

koeficientem LMTC pro minimalizaci emisi plynu. (Draslovka a.s.)

Pida by méla byt dostatecn€ zvlhCena v pozadované zoné fumigace. EDN fumigant l1ze

aplikovat jako rozsadhlou nebo rfadkovou 1écbu. M¢l by byt aplikovan alespori 20 cm hluboko
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pod povrchem pudy pomoci injekéniho zafizeni s radlici. Thned po injekci fumigantu do pudy
(jak u rozsahlé 1écby, tak u tadkové 1écby) je nutné puadu zakryt tésnici folii, aby se
minimalizoval unik fumigantu a zvysila G¢innost fumigantu. Tésnici folie by méla lezet na pudé
po dobu 5 dnt. Nasleduje 5 dni odvétravani pred vysadbou plodin. Vysadba by méla probihat

v ramci oSetiené oblasti. (Draslovka a.s.)

3.7.2.2.3 Bezpecnostni pokyny

Pripravek je nebezpeCny, nesmi se vdechovat. Miize zpusobit smrt pfi inhalaci. Je
jedovaty pfi vstiebani do kiize a pfi poziti. Drazdi oci, nos, hrdlo a kiizi. Vyhnéte se kontaktu s
o¢ima a kuzi. Pfi pouzivani produktu, pfi piipraveé produktu k aplikaci a pfi odhalovani oSetfené
oblasti/materialu je doporuceno nosit bavinéné overaly zapnuté az ke krku a zapésti (nebo
ekvivalentni obleCeni), chemické rukavice sahajici po lokty, nepropustnou obuv a
celooblicejovy respirator s kazetou ur€enou pro EDN (nebo pfi hladinach nad 50 ppm) dychaci

pfistroj s dodavkou vzduchu. (Draslovka a.s.)
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4 Metodika

Na volné padé budou provedeny testy biologické ucinnosti EDN na mortalitu had’atka M.
hapla. Pudni blok bude rozd€len na Casti a jednotlivé ¢asti/pruhy padniho bloku, které budou
reprezentovat varianty pokusu, na nichz budou sledovany vynosové charakteristiky mrkve.
Tyto vyrianty budou oSetfeny riznou davkou fumigantu EDN. Do oSetiené pudy pak bude

zaseta mrkev.

4.1 Pouzity material a technika:

K realizaci projektu je vyuzita TIF folie o Sifce 150 cm. Dale jako zéaklad pro aplikacni
zafizeni se vyuzije tazeny mulCova¢ Rain-flo 2600, ktery pokladd a zaroven piihrnuje

dostatecnym mnozstvim zeminy TIF folii.

Mulcovac je mozné pripojit ke
standartnimu  tfibodovému  zavésu
traktoru kategorie II. Kontinualné je
mozné regulovat hloubku kultivace a
silu napéti kladené folie. Dale je mozné
nastavit pritlak rotacnich radlic, které
zajistuji zakryti folie zeminou. Také je

mozné regulovat pfitlak valce, ktery

formuje povrch zahonu. Zafizeni je dale

Obrazek 15 Mulcovac Rain-Flo 2600

vybaveno sedackou pro obsluhu a ;...\ imnfoirrisation.com

mistem pro umisténi tlakové nadoby pro

hnaci plyn a valcq, jez zajist'uji plynulé odvijeni zakryvaci TIF folie.

Fumigacni prostfedek EDN byl dodéan firmou L. Z. Draslovka, a. s.
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Lysa

. Brandys nad Labem<" S /'nad Labe
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Lokalita & SNL F
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Pokus bude probihat na
pokusném poli o rozloze cca 1 ha ve
StiedoCeském kraji, v katastralnim
uzemi Litol, v obci Lysa nad Labem,
v blizkosti feky Labe. Lokalita je
pfirozené¢ zamotend hadatkem M.
hapla. Pokusnd parcela bude pred
pokusem rozdé€lena na pasy o Sifce 1,5 m a
délce 150 m. Jednotlivé pasy budou od sebe
oddéleny metr Sirokou mezerou. Tyto pasy
budou plochou pro testovani variant

pokusu.

----- Mochov

Obrdzek 1 7P0ks ole (Zlutd oblast) - ortofoto z
katastralnich map
Zdroj: nahlizenidokn.cuzk.cz

Obrazek 18: piida
zpracovand do pasi prikrytych TIF folii, k zabrdnéni uniku
fumigantu
zdroj: autor prace

oSetrend  fumigantem FEDN,
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Varianty

Na pokusné parcele budou pak
v jednotlivych  pasech  zalozeny  dvé
varianty pokusu s rozdilnou davkou EDN a
2 kontrolni varianty. Ve variantach pokusu
s aplikaci EDN byly aplikovany 2 varianty
s davkovanim 30 g EDN/m? a 50 g EDN/m?2
Kontrolni varianty budou zalozeny na pudé

bez aplikace EDN. Jedna z variant bude

Fumigace EDN

pikryta TIF  folii.

Rozpis tadkt

s ptisluSnymi variantami je v tabulce nize.

Tabulka 3: Rozpis s variantami

Radek

Popis varianty

neoSetifena kontrola

kontrola prikryta folii

kontrola prikryta folii

30 g EDN'm?

30 g EDN'm?

50 g EDN/m?

QMm@ g Q|w| >

50 g EDN/m?

EDN bude aplikovan za pomoci mul¢ovace Rain-flo 2600. Fumigant bude vsttikovan do

pudy do hloubky 25 c¢m a takto oSetfena puda bude ihned prikryta TIF folii, ktera bude zahrnuta

z obou stran zeminou mulcovacem tak, aby plyn nemohl z pidy uniknout. Pro spravnou

ucinnost EDN je nezbytné pokusnou plochu dobfe zajistit proti Uniku fumigantu a nechat

fumigant ptsobit dostatecnou dobu. Poté budou zbytky plynu postupné odvétravany, pficemz

brzy dojde k rozkladu fumigantu.

Do takto pfipravené pudy bude poté zaseta mrkev obecna, ktera bude péstovana za

stejnych postupt a podminek, jako pti bézném, komercnim péstovani mrkve.

Odbér vzorku pro hodnoceni

Odebrany budou vzorky rostlin z pfedem uréenych partii pozemku dle modelu uplného

znahodnéni, které jsou hodnoceny jako technologické opakovani.

Na kazdé varianté se bude sbirat z 15 lokalit. Z kazd¢ lokality se odebere 10 rostlinnych

vzork, na kterych se pak budou vyhodnocovat vynosové charakteristiky rostlin a poskozeni

hadatky.
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Na vzorcich pak jsou sledovany tyto charakteristiky:
Pocet halek
Hmotnost kotene
Hmotnost naté

Délka kofene

Data budou statisticky vyhodnocena pomoci programu Statistika 12 a Excelu. Bude
vyuzita jednofaktorovda ANOVA analyza pro kazkou charakteristiku zvlast. Zjistim tak F-
hodnoty a p — hodnoty, které umoziluji posoudit statistickou vyznamnost mezi variantami pro

kazdou charakteristiku zvlast'. Dale provedu dalsi kontrolni test.

4.3 Stanoveni hypotézy

Pro analyzu jsem si stanovil nulovou a alternativni hypotézu.

Nulova hypotéza (HO): Neexistuje zadny statisticky vyznamny rozdil mezi hodnotami
charakteristik (pocet halek, hmotnost kofene, hmotnost listd, délka kofene) kontrolnich a

experimentalnich skupin.

Alternativni hypotéza (H1): Existuje statisticky vyznamny rozdil mezi hodnotami
charakteristik (pocet halek, hmotnost kofene, hmotnost listd, délka kofene) kontrolnich a

experimentalnich skupin.

U vsech testil jsem si stanovil hladinu vyznamnosti o = 0,05.
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S Vysledky

Popis a shrnuti:

Vysledky testovani jsou v grafech v nasledujicich kapitolach. Data jsem podrobil dvéma
testim, na kterych jsem ovéroval predpoklad alternativni hypotézy. Data byla zpracovavana

v programu Statistica 12.

Jelikoz se sklizela mrkev o néco diive a nerozvinula se uplné, tak nejvét§i vahu ve

statistickém vyhodnocovani maji pocty halek na koteni.

Pfi analyze datového souboru jsem nejprve vyhodnotil popisné charakteristiky.
V nasledujici tabulce uvadim primérné hodnoty charakteristik se smérodatnymi odchylkami.
Z tabulky je ziejmé, ze ob€ koncentrace testovaného EDN mély vyznamny vliv na mnozstvi
tvorenych halek na kotfenech rostlin. V kontrastu s oSetfenou variantou jsou obé& kontrolni
varianty, které byly silné¢ napadené had’atkem, ktera tak tvofila primérné mnohanasobné vice

halek.

Muzeme si také vSimnout mirné odliSnosti mezi kontrolou krytou folii a neoSetfenou
variantou. Tento efekt byl patrné€ zpusoben sterilizacnim ucinkem TIF folie zakryvajici
pokusnou variantu s kombinaci slune¢niho zafeni.

Tabulka 4: Popisné charakteristiky priimérné hodnoty charakteristik se smérodatnymi odchylkami. Pocet halek s

roustoucim mnozstvi aplikovaného EDN klesa a blizi se 0. Mald pismena jsou vysledkem post — hoc Tukeyova a Bonferroniho
testu. Hmotnost naté stoupa. Délka kovene stoupa.; Data zpracovana pomoci programu Statistica 12 a Excel

Varianta pocet halek hmovtnost hmotnost naté | d¢lka kotene
kotene

neoSetiena kontrola | 12,55 + 16,592 |1,28 + 1,082 1,33 =+ 0,712 [565 + 1,772

kontrola krytéa folii 10,02 + 12,712 |222 + 2,04° (188 + 1,252 (7,97 + 3,71°P

30 g EDN/m2 040 + 1,24% 2,19 + 1,86° 3,11 + 2,24b |8,14 + 3,00°

50 g EDN/m2 0,48 + 1,65 |1,46 + 1,132 |3,05 + 4,57 |852 1 8,48°

Vysledky prokéazaly kladny ucinek aplikace EDN. EDN m4a vliv na snizeni napadeni
had’atkem M. hapla. Nejvétsi statisticky vyznamny rozdil byl v posuzovani poctu halek na
kotfenech rostlin, pficemz mezi obéma pozitymi koncentracemi EDN nebyl vyrazny rozdil.

Vysledkem vétsiny testi bylo rozdéleni do skupin. Jedna skupina obsahuje oSetfené varianty,
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které Iépe prosperovaly a druhou skupinou jsou kontrolni varianty, u kterych byl vyvoj utlumen

pfitomnosti had’atek.

AvSak data k charakteristice hmotnosti kotene se liSila. Je to patrné jiz z tabulky
popisnych charakteristik vyse. Primérna hmotnost kofene oSetfena koncentraci 50 g EDN/m?
je blize k hodnoté neoSetfené kontroly bez folie. Predpoklad je, ze tento rozdil mohl byt
zpusoben nékolika faktory — Casnéjsi sklizni, moznym fytotoxickym efektem, nerovnomérné

hnojeni.

5.1 Prvni testovani: jednofaktorova ANOVA analyza

Pocet halek

Na grafu nize je zfejmé, ze pocCet halek s rostoucim mnozstvi aplikovaného EDN klesa a
blizi se nule. Halky jsou hlavnim indikatorem ptitomnosti had’atek. Z tohoto faktu vyplyva, ze
EDN ma pozitvni vliv na mortalitu had’atek.

Graf 1: Vysledny graf jednofaktorové ANOVA analyzy vztaZené ke hmotnosti naté

Varianta; Préiméry MNC
Sougasny efekt: F(3, 835)=88,003, p=0,0000

Dekompozice efektivni hypotézy

Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti
16

14

12

: |

Pocet halek
[o)]

4
2
: } ¢
-2
-4
neoSetfena kontrola 30 g EDN/m2
kontrola kryta folii 50 g EDN/'m2
Varianta
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Hmotnost naté Délka korene

Na hmotnosti naté Ize také dokazat, ze diky eliminaci had’atek Obdobné vysledky jako v predchozich analyzach jsou i u délky
se rostliny 1épe rozvijely (graf 2). Hodnota P < 0.05 , coz znamena, ze kotene. AvSak zde u kontrolni varianty kryté folii je podobna délka
rozdily mezi variantami jsou statisticky vyznamné. kofent k variantam s aplikaci EDN.

Graf 2: Vysledny graf jednofaktorové ANOVA analyzy vztaZené ke hmotnosti naté Graf 3: Vysledny grafjednofaktorové ANOVA analyzy vztaZené k délkdm korenii

Varianta; Praméry MNC Varianta; Priméry MNC
Soucasny efekt: F(3, 835)=17,571, p=,00000 Soucasny efekt: F(3, 835)=8,6259, p=,00001
Dekompozice efektivni hypotézy Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti Vertikalni sloupce ozna&uiji 0,95 intervaly spolehlivosti
4,0 10,0
9,5
3,5}
9,0
85
3,0 }
8,0
’% 25| % 75
3 =]
g E 7,0
o =]
2,0 | @
E 8 65
6,0
15} 55
5,0
1,0
4,5
05 4,0

’ neosetiena kontrola 30 g EDN/m2 neoSetiena kontrola - 30 g EDN'/m2

kontrola kryta folii 50 g EDN/m2 kontrola kryta foli 50 g EDN'm2
Varianta Varianta
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Hmotnost korene

Pomérne odlisny vysledek od predchozich analyz na grafu nize. Primérna hmotnost
kotene u davky 50 g EDN/ m? je o dost niz8i nez u druhé kontrolni varianty a 30g davky.
Dokonce je tato hodnota srovnatelna s neoSetfenou kontroulou bez folie. Pravdépodbné je to

zpusobeno tim, ze 50g davka mize byt do urcité miry fytotoxicka.

Graf 4: Vysledny graf jednofaktorové ANOVA analyzy vztaZené ke hmotnosti korene

Varianta; Priméry MNC
Soucasny efekt: F(3, 835)=16,870, p=,00000
Dekompozice efektiwi hypotézy
Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti

2,6

2,4

2,2

2,0

1,8

1,6

Hmotnost koiene

1,4

1,2

1,0 1

0,8

neoSetfena kontrola 30 g EDN/m2
kontrola kryta folii 50 g EDN/m2

Varianta

5.1.1 Post hoc Tukeyuv test

Tukeyuv test je statisticky test, ktery se pouziva k identifikaci konkrétnich part skupin,

mezi kterymi existuji statisticky vyznamné rozdily v primérnych hodnotach.

Vysledky, rozifazeni do skupin, jsem jiz interpretoval v tabulce s primérnymi hodnotami

na 1. strané kapitoly Vysledky.
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Vysledky Tukeyova testu:

Tabulka 5: Test pro pocet hdlek

Tukeytv HSD test: proménna Poéet hilek (HADATKA DATA)
Ffiblizné pravdépodobnosti pro post hoc testy
Chyba: meziskup. PC = 86,476, sv = 835,00

Varianta {1} 23 13} 4
C. buriky 12,550 10,017 40000 AT917
1 neosetfena kontrola 0.07066Y, 0000008 0,000008
2 kontrola kryta folii| 0070667 0.000008  0,000008
3 30 g EDN/m2( 0,000008| 0000008 0,999710
4 50 g EDN/m2 0.000008 0.000008  0,999710

Tabulka 6: Test pro hmotnost korene

Tukeylv HSD test; proménna Hmotnost kofene (HADATKA DATA)
Priblizné pravdépodobnosti pro post hoc testy
Chyba: meziskup. PC = 2,7166, sv = 835,00

X Varianta {1} {2} {3} 4
C. buriky 1,2796 22207 2,1942 1,4560
1 neo5etfena kontrola 0.000009 0,000012 0,773532
2 kontrola kryta foliif 0 000009 0,998058 0.000010
3 30 g EDN/m2| 0,000012  0,998058 0,000013
4 50 g EDN/m2 | 0,773532 0.000010  0,000013
Tabulka 7: Test pro hmotnost naté
Tukeylv HSD test; proménna Hmotnost naté (HADATKA DATA)
Pfiblizné pravdépodobnosti pro post hoc testy
Chyba: meziskup. PC = 7,9166, sv = 835,00
X Varianta {1} {2} {3} {4}
C. buiky 1,3312 1,8614 3,1090 3,0517
1 neosetrena kontrola 0,299056 0,000008 0,000008
2 kontrola kryta foliif 0,299056 0,000018 0,000038
3 30 g EDN/m2|| 0,000008 0,000018 0,996089
4 50 g EDN/m2 | 0.000008 0,000038 0,996089
Tabulka 8: Test pro délku korene
Tukeytv HSD test: proménna Délka kofene (HADATKA DATA)
PribliZné pravdépodobnosti pro post hoc testy
Chyba: meziskup. PC = 27 536, sv = 835,00
i Varianta {1} {2} {3} {4}
C. buiky 5.6458 7.9674 8.1354 B8.5171
1 neoSetfena kontrola 0,000468 0,000135 0,000013
2 kontrola kryta folif 0,000468 0,985237 0,660713
3 30 g EDN/m2] 0,000135  0,985237 0,855945
4 50 g EDN/m2 || 0.000013 0,660713  0,855945
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5.2 Druhé testovani

5.2.1 Test normality dat

Provedl jsem 2 testy na normalni rozdéleni dat, Kolmogorov-Smirnoviv test a Shapiro —

Wilkuv test.
Kolmogorov-Smirnovuv test: p < 0.01 u vSech sledovanych charakteristik
Shapiro — Wilkav test: p < 0,05 u vSech sledovanych charakteristik
Z vysledku téchto testt 1ze soudit, Ze data nevykazuji normalni rozdéleni.
Grafy a hodnoty jsou uvedené v prilohach (Testy normality).

Proto byly proveden jesté Kruskal - Wallistv test.

5.2.2 Kruskal - Wallisuv test

Hlavnim vystupem Kruskal Wallisova testu je hodnota H a p-hodnota. Pokud je p-
hodnota mensi nez hladina vyznamnosti, znamena to, ze mezi skupinami existuji statisticky

vyznamné rozdily.

U vSech testd (viz tabulky nize) vysla p hodnota mensi nez je hladina vyznamnosti, mezi
variantami tedy existuji statisticky vyznamné rozdily a EDN ma na had’atka a jeho pisobeni na

rostliny vyznamny vliv.

Tabulka 9 Kruskal-Wallisiiv test pro pocet halek

Kruskal-Wallisova ANOVA zaloZ. na pof.; Poéet hélek (HADATKA DATA)
MNezavisla (grupovaci) proménna : Varianta

Kruskal-Wallisdv test: H { 3, M= 839) =457 6121 p =0.000

Zavisla: Kad Pocet Soucet Prim.
Pocet halek platnych poradi Poradi

neosetfena kontrola 1 120 771515 642 9292
kontrola knyta falii 2 239 1421130 594 6151
30 g EDN/m2 3 240 GE466.5 2769438
50 g EDN/m2 4 240 G6EA9. 0 2777042
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Tabulka 10 Kruskal-Wallisitv test pro délku korene

Kruskal-Wallisova ANOWVA zaloZ. na pof.; Délka kofene (HADATKA DATA)
MNezavisla (grupovaci) proménna : Varianta

Kruskal-Wallisiv test: H | 3, N= 839) =63,75687 p =,0000

Zavisla: Kod Poctet Soucet Prim.
Délka kofene platnych poradi Porfadi

neosetfena kontrola 1 120 3127456 2606205
kontrola kryta félii 2 239 10383056 4344372
30 g EDN/m2 3 2400 112643.00 4693458
50 g EDN/m2 4 2400 10463200 435 9667

Tabulka 11: Kruskal-Wallisiiv test pro hmotnost korene

Kruskal-Wallisova ANOVA zaloZ. na pof.; Hmotnost kofene (HADATKA DATA)
Mezavisla (grupovaci) proménna - Varianta

Kruskal-Wallisiv test: H ( 3, N=839) =33,53561 p =,0000

Zavisla: Kad Potet Soutet Prim.
Hmotnost kofene platnych pofadi Pofadi

neosetfend kontrola 1 120 406035 3383625
kontrola kryta falii 2 239 1082410 4528912
30 g EDN/m2 3 240 1122695 4677896
50 g EDMN/m2 4 240 912660 3802750

Tabulka 12: Kruskal-Wallisiiv test pro hmotnost naté

Kruskal-Wallisova ANOVA zaloZ. na pof.; Hmotnost naté (HADATKA DATA)
MNezavisla (grupovaci) proménna : Varianta

Kruskal-Wallisdv test: H ( 3, N= 833) =157,2464 p =0,000

Zavisla: Kad Potet Souéet Prim.
Hmotnost naté platnych pofadi Poradi

neodetfend kontrola 1 120 284890 2374083
kontrola kryta fdlii 2 239 812210  339.8368
30 g EDN/m2 3 2400 1259665 524 5604
50 g EDN/m?2 4 2400 11670356 486 2646

5.2.3 Post — hoc Bonferroniuv test

Alternativou pro Tukeyuv test (1. testovani) pro identifikaci skupin, kterych se statistické
rozdily tykaji, je Bonferronitv test. Bonferronitv test, nebo také Bonferroniho korekce. Tento

test je vhodny pro data, ktera nespliuji predpoklady normalniho rozdéleni dat.

Bonferroniho korekce spociva v déleni hladiny vyznamnosti (o) potem provedenych
testd. Timto zpisobem muzete provést mnohonasobna porovnani a identifikovat skupiny se
statisticky vyznamnymi rozdily, aniz byste zvysili pravdépodobnost falesné pozitivnich

vysledka.

Vysledky rozdéleni do skupin pomoci Bonferroniova testu jsou stejné s Tukeyovym

testem.
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Tabulka 13: Post — hoc Bonferroniiiv test pro hmotnost korene
Bonferroniho test; proménna Hmotnost kofene (HADATKA DATA)
Homogenni skupiny, alfa = 05000
Chyba: meziskup. PC = 2, 7166, sv = 835,00
Varianta Hmotnost kofene 1 2
C. buriky Pramér
1 neoSetfena kontrola 1,279583 =
4 50 g EDN/m2 1456042 =
3 30 g EDN/m2 2,194167 e
2 kontrola kryta folii 2,220711 e

Tabulka 14: Post — hoc Bonferroniitv test pro hmotnost naté

Bonferroniho test; proménna Hmotnost naté (HADATKA DATA)
Homogenni skupiny, alfa = ,05000
Chyba: meziskup. PC = 7,9166, sv = 835,00

Varianta Hmotnost naté 1 2
C. bufiky Primér
1 neosetfena kontrola 1,331250 ™=
2 kontrola kryta folii 1,881381
4 50 g EDN/m2 3.051667 =
3 30 g EDN/m?2 3,108958 e

Tabulka 15: Post — hoc Bonferroniiiv test pro délku korene

Bonferroniho test; proménna Délka kofene (HADATKA DATA)
Homogenni skupiny, alfa = 05000
Chyba: meziskup. PC = 27 536, sv = 835,00
Varianta Délka kofene 1 2
C. buiiky Pramér
1 neoSetfena kontrola 5.645833 .
2 kontrola kryta folii 7.967364
3 30 g EDN/m2 8,135417 =
4 50 g EDN/m2 8,517083 ™

Tabulka 16: Post — hoc Bonferroniitv test pro pocet halek

Homogenni skupiny,

alfa = ,05000

Bonferroniho test: proménna Pocet halek (HADATKA DATA)

Chyba: meziskup. PC = 86,476, sv = 835,00

neoSetrena kontrola

Varianta Pocet halek 1 2
C. buiiky Primér
3 30 g EDN/m2 0,40000 ***
4 50 g EDN/m2 047917 ****
g EE 2 2
1

kontrola kryta fdliill 10,01674

12,55000

L 2
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6 Diskuze

Ethandinitril se zkouma jako alternativa k dfive pouzivanému methylbromidu, ktery byl
zakazan kvuli jeho a¢inkiim na ozonovou vrstvu. V této praci byla zkoumana jeho t¢innost na
mortalitu had’atka M. hapla. EDN snadno pronika do pady a nezanechava v pudé zadna rezidua
a nezneciStuje podzemni vodu. Diky témto vlastnostem se hodi k vyuziti pfi ochrané rostlin

proti Skadctim.

Préace byla samostatné zpracovavana na ¢asti pokusu, ktery byl realizovan a hodnocen
v Clanku , Field Validation of the Effect of Soil Fumigation of Ethanedinitrile (EDN) on the
Mortality of Meloidogyne hapla and Carrot Yield Parameters (Douda, Zouhar, Manasova,
Hnatek a Stejskal 2021). Ta ¢ast pokusu, na kterém se zkoumal vliv EDN na mortalitu had’atek
M. hapla a ktera je zpracovavana v mé praci, byla realizovana ke konci léta a rozdily
v jednotlivych kontrolnich variantach pokusu a variantdch oSetfenych EDN nebyly tolik
vyrazngé, jako v druhé Casti, ktera probihala Casnéji a je soucasti komplexnéjsi analyzy ve

zminéném Clanku. (Douda et al. 2021)

Z vysledka analyzy v této praci vyplyva, ze EDN ma efekt na intenzitu napadeni rostlin
had’atky a na velikost populace had’atek v oSetfené ptdé, a tak i na zlepSeni rustu rostlin mrkve.
Nejvétsim indikatorem vlivu na populace had’atek M. hapla je v ramci mé prace vyskyt halek
na kofenech rostlin. Z dat bylo zfejmé, ze vétsina rostlin rostoucich v oSetfené pude nema zadné

héalky na kofenech.

Také u dalSich charakteristik byl prokdzany statisticky rozdil mezi jednotlivymi
variantami. Druhou charakteristikou, u které se statisticky nejvice projevil kladny efekt EDN
na redukci populace had’atka a na lepsi zivotaschopnosti rostlin, byla hmotnost naté. Rostliny
diky vétsi listové ploSe jsou schopné asimilovat vice latek v listech. Fotosyntéza intenzivnéji
probiha ve zdravych nenapadenych rostlindch. Na napadenych rostlindch se mohou vyskytovat
chlordzy a dalsi poruchy, které mohou ovliviiovat proces fotosyntézy a rust rostlin. Za zminku
také stoji to, ze had’atka svou aktivitou na rostlinach oteviraji moznosti pro dalsi patogeny.
Rostliny oslabené had’atky jsou nachylnéjsi naptiklad k houbovym chorobam a vykyvim

pocasi.
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U charakteristiky hmotnosti kofene z analyzovani dat vyplyva, ze primérna hmotnost
kotene pii koncentraci 50 g EDN/m? je nizsi nez pii 30g koncentraci. Tento efekt miize souviset
s koncentraci davky. Koncentrace 50 g EDN/m? miize byt fytotoxicka a mohlo by to byt
predmétem dalSiho zkoumani. Je mozné, ze pramérna hmotnost kofene byla ovlivnéna jinym
faktorem nebo kombinaci vice faktorti (naptiklad nerovnomérné hnojeni, vyskyt jiného Skidce
¢i choroby, nerovnomérnost vsakovani srazek). Avsak je vhodné k tomuto doplnit, ze median
hmotnosti korfene rostlin ve varinté oSetfené 50 g EDN/ m? je vy$§i nez u ostatnich variant

pokusu.

U analyzovani hmotnosti kofene také nebyl nijak vyrazny rozdil mezi praiméry kontrolni

varianty kryté folii a 30g koncentrace EDN/m?>.

Vysledky analyzy délky kotene potvrzuji kladny vliv EDN na rozvoj rostlin. Nejkratsi
kofeny mély rostliny v kontrolni varianté bez kryci TIF folie. Kontrolni varianta s TIF folii byla
blize svymi hodnotami k varianté s 30 g EDN nez k 1. kontrolni varianté. Rozdil mezi 30g a

50g koncentraci nebyl moc zfetelny.

Jiz dfive byl zkouman uc¢inek EDN na hadatko Steinernema carpocapsae, které
parazituje na hmyzich Skidcich a vyuziva se jako bioagens. Bylo zjisténo, ze EDN vykazuje
obdobny nematocidni efekt jako methylbromid. (Ren et al. 2002; Waterford et al. 2004) Tento
nematocidni efekt ale nebylo dosud mozno vztahnout na vSechna had’atka. M. hapla zije
v odlisném prostiedi, je ukryto v rostlinném pletivu v halkach kotenu, které je do urcité miry
mohou chranit pfed nematocidy. Pozdé€ji vSak vznikla studie (Chung et al. 2007), ktera
zkoumala vliv EDN na had’atka Meloidogyne spp v podminkéch skleniku. V jejich pokuse byly
vyuzity mensi davky EDN (do 10 g/m?) a presto byla prokazana vysoka efektivita pfi ochrang
rostlin. Existuji jesté dalsi studie, které zkoumaji pozitivni vliv EDN na snizeni populace
had’atek v pudé a tvrdi, Ze jeho ucinnost je srovnatelna s methylbromidem (Kokalis-Burelle et

al. 2007; Mattner et al. 2006).

Pfi pouziti fumigantu se EDN zacina rozkladat. Benefitem pouziti EDN je jeho rozklad

na neSkodné produkty. Rozklada se na netoxické latky a latky s hnojivym tc€inkem.

Nevyhodou aplikace EDN je jeho nebezpecCnost pro pracovniky pii manipulaci a aplikaci.
EDN je vysoce toxicky a muze Clovéka ohrozit na zdravi. Zachazet proto s nim muaze jen

proskoleny personal.
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Meéla by byt také zminéna dalsi nevyhoda. EDN ma, tak jako na skudce, stejny ucinek na
prospésné a na necilové organismy, které bouhuzel v oSetfovaném ptidnim horizontu odumfiou.
Nasledné se z vétsich hloubek pady opét rozsiti (Mattner et al. 2006). Lze predpokladat, ze
vétsi nematocidni vliv bude EDN mit na M. hapla, protoze parazit nezije v takovych hloubkach.
Jak velky vliv ma EDN na populace necilovych organismi? Toto by mélo byt predmétem

dalsiho zkoumani.
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7 Zavér

Cilem této diplomové prace bylo zjistit uCinnost fumigacniho prostfedku, ethandinitrilu
(EDN), na mortalitu fytoparazitického had’atka Meloidogyne hapla pii péstovani mrkve
v polnich podminkach. V literarni reSersi byla vénovana pozornost popisu skudce, had’atka M.
hapla, taxonomii, morfologii, diagnostice a had’atkim v SirSim kontextu. Byly shrnuty

moznosti ochrany a popsan fumigacni prostfedek EDN.

Analyzou vzorkti a nasbiranych dat byla ovéfovana hypotéza, ze EDN je uCinny
prostfedek vhodny k pouziti jako nematocid proti M. hapla. Byly zkoumany dvé koncentrace
EDN, 50 a 30 g EDN/m? v kontrastu s neoSetfenymi variantami. Sledovany byly &tyii faktory,
které poukazovaly na pfitomnost had’atek a vynosové charakteristiky na rostlinach mrkve.
Hlavnim faktorem pro hodnoceni byl vyskyt halek na kofenech rostlin péstovanych na pudé

oSetfené fumigantem v porovnani s variantami s neoSetfenou pudou.

Provadeéné testy potvrdily statisticky vyznamny rozdil mezi mnozstvim napadenych
rostlin v oSetfenych a neosetfenych variantach. Lze konstatovat, ze ethandinitril je ucinny
prostiedek, po kterém neziistavaji rezidua v pud€ a je po rozkladu Setrny k zivotnimu prostiedi.
Fumigant se také ucinné vyuziva pii hubeni dalSich skudct, jako je kiirovec a tesafik. Plyn jako
takovy je ale vysoce toxicky pro veskeré organismy a je tfeba dbat na bezpecnost prace béhem

jeho aplikace.
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9 Samostatné prilohy

1. Obrdzek 19: Srovnani perinedlnich vzori pro 12 hlavnich druhii rodu Meloidogyne. A, B: M. arenaria; C, D: M.
hapla; E, F: M. incognita; G, H: M. javanica; 1: M. acronea; J: M. chitwoodi; K, L: M. enterolobii; M: M. ethiopica;
N, O: M. exigua; P: M. fallax; Q, R: M. graminicola; S, T: M. paranaensis.; zdroj: (Hunt a Handoo 2009)



9.1

aana ¢

Fotodokumentace ze zakladani experimentu

(zdroj fotografii: autor prace a Lucie Vackova):
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Obrdzek 21: mulcovac Rain-flo 2600 s tlakovou lahvi s plynem pro pohon vdlcii
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Obrazek 23: Pripravena sestava
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Obrazek 24 Mulcovac s valcem TIF folie
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Obrazek 27: Priprava folie, pocdtecni manudlni prihrnuti zeminou
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Obrazek 29: folie pFihrnuta zeminou zabrdni tiniku fumigantu, ktery diky tomu sprdavné zapiisobi
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9.2 Fotodokumentace z odbéru vzorku:

Obrazek 31: Pokusné pole pred odbérem vzorkii
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Obrazek 32: Vzorky z kontroni varianty bez prekryvaci TIF folie
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Obrdazek 34: Vzorky z varianty oSetiené koncentraci 50g EDN/m?



Obrazek 35: Porovndni vzorkit kontrolni varianty s variantou oSetienou FDN
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9.3 Tabulky a grafy k vysledkim:

9.3.1 Tukyuv test:

Tabulka 17
Tukeytv HSD test; proménna Pocet halek (HADATKA DATA)
Homogenni skupiny, alfa =,05000
Chyba: meziskup. PC = 86,476, sv= 835,00
Varianta Pocet halek 1 2
C. buiiky Primér
3 30 g EDN/m2 0,40000 ****
4 50 g EDN/m2 047917, ***
2 kontrola kryta féliin 10,01674 g
1 neoSetiena kontrola 12.55000 _—
Tabulka 18
Tukeydv HSD test: proménna Hmotnost naté (HADATKA DATA)
Homogenni skupiny, alfa =,05000
Chyba: meziskup. PC = 7,9166, sv = 835,00
) Varianta Hmotnost naté 1 2
C. buriky Pramér
1 neo3etfena kontrola 1,331250 =
2 kontrola kryta folii 1881381 =
4 50 g EDN/m2 3.051667 o
3 30 g EDN/m2 3,108958 e
Tabulka 19
Tukeytv HSD test; promé&nna Hmotnost kofene (HADATKA DATA)
Homogenni skupiny, alfa = 05000
Chyba: meziskup. PC = 27166, sv = 835.00
Varianta Hmotnost kofene 1 2
C. buriky Pramér
1 neo3etiena kontrola 1,279583 =+
4 50 g EDN/m2 1466042
3 30 g EDN/m2 2,194167 b
2 kontrola kryta folii 2,220711 o
Tabulka 20
Tukeytv HSD test; proménna Délka kofene (HADATKA DATA)
Homaogenni skupiny, alfa = 05000
Chyba: meziskup. PC = 27,536, sv = 835,00
. Varianta Délka kofene 1 2
C. bufiky Primér
1 neo3etfena kontrola 5,645833 e
2 kontrola kryta folii 7,967364 =
3 30 g EDN/m2 8135417 =
4 50 g EDN/m2 8,617083 ™
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9.3.2 Testy normality dat provedené v programu Statistica 12:
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Graf 14

Varianta=kontrola kryta folii
Histogram: Podet halek
K-S d=,21535, p<,01 ; Lilliefors p<,01
Shapiro-Wilk W=,74856, p=,00000
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Graf 15

Pocet pozor.
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Graf 16

Pocet pozor.
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Pocet pozor.
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Pocet pozor.
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Varianta=30 g EDN'm2
Histogram: Hmotnost naté

K-S d=,13282, p<,01 ; Lilliefors p<,01
Shapiro-Wilk W=,70293, p=0,0000
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Graf 19

Pocet pozor.
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Varianta=50 g EDN/m2
Histogram: PoCet halek

K-S d=,42681, p<,01 ; Lilliefors p<,01
Shapiro-Wilk W=,31752, p=0,0000
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Varianta=50 g EDN'm2
Histogram: Hmotnost kofene

K-S d=,14227, p<,01 ; Lilliefors p<,01
Shapiro-Wilk W=,86050, p=,00000
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Graf 22

Pocet pozor.
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Histogram: Hmotnost naté

K-S d=,28184, p<,01 ; Lilliefors p<,01
Shapiro-Wilk W=,27830, p=0,0000
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