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Metodika testovani rostlinnych esencialnich oleji jako prosttedku ochrany rostlin proti
fytoparazitickym had’atktim

Cil metodiky

Cilem této metodiky je poskytnout nové informace o moznostech testovani vlivu
aplikace rostlinnych esencialnich oleji na mortalitu pfedevSim volné zijicich druht
fytoparazitickych had’atek. Metodika reaguje na aktudlni situaci, kdy neni k dispozici dostatek
pfimych metod ochrany rostlin proti $kiidcim z této skupiny bezobratlych a dochéazi ke
snizovani poctu registrovanych t¢innych latek a popisuje zplsoby in vitro i in vivo testovani
rostlinnych esencialnich olejti jako alternativy aplikace konvenc¢nich nematocidi ¢i fyzikalnich

metod.

Vlastni popis metodiky

Soucasné moZznosti piimé ochrany rostlin proti volné Zijicim fytoparazitickym
had’atkiim
Fytoparazitickd had’atka patii stale k obtizn¢ zvladatelnym sktidcim. Problémem mize byt
jejich nenapadné piisobeni zejména v ivodni fazi infekce, ale hlavné soucasny nedostatek
registrovanych Gc¢innych latek pro pfimou ochranu. To je znacné komplikace 1 u druhi Sificich
se osivem a sadbou; pfitom by bylo mozné v tomto ptipad¢ jejich vyskyt redukovat piimou
aplikaci funk¢nich nematocidii na mnozitelsky material, coz neni proveditelné u hospodarsky

vyznamnych sedenternich druhti had’atek z rodt Globodera, Heterodera a Meloidogyne.

Jednim z nejvyznamnéjSich volné zijicich fytoparazitickych had’atek je v ramci mirného
pasma had’atko zhoubné (Ditylenchus dipsaci, Obr. 1). Pfi mezindrodnim hodnoceni vyznamu
fytoparazitickych had’atek se tento druh umistil na 5. misté (Jones et al., 2013). V piipadé tohoto
had’atka se jedna o stéle se opakujici problém, to je ddno mimo jiné pravé nedostatkem ucinnych
metod ochrany mnozitelského materidlu. V podminkach CR je hadatko zhoubné
komer¢niho potencialu této hospodaisky vyznamné zeleniny. Oficidlni metodika pro ochranu
sadbového ¢esneku vyuziva jeji oSetfeni teplou vodou (Gratwick a Southey, 1972). Tato metoda
je sice funk¢ni, tézko se ale aplikuje profesiondlnimi péstiteli, ktefi potiebuji oSettit velké
objemy sadby. Navic je nutné dodrzet piesn¢ dobu oSetieni a pfedepsanou teplotu vody, aby
nebyla timto zikrokem sadba poikozena. U¢innou metodou proti had’atku zhoubnému

v sadbovém cCesneku je fumigace plynnym kyanovodikem. V minulosti byl v platnosti 1 EPPO
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standard na tuto metodu oSetfeni (EPPO 1984) a jeji efektivita byla potvrzena i pii aplikaci
odlisné koncentrace kyanovodiku (Zouhar et al., 2016). Ur¢itou nevyhodou pouziti
kyanovodiku je nutnost oSetfovat sadbu Cesneku v dormantnim stavu, aby nedoslo k jejimu
poskozeni (Zouhar et al., 2016). Vétsi komplikaci je skutecnost, Ze kyanovodik neni pro
osetfeni sadbového materidlu v Evropské unii registrovany, oSetfeni tedy vyzaduje ziskani
zvlastniho povoleni pfislusnych organu statni spravy. Zékrok navic musi probihat

v certifikovanych prostorech a provadét ho miize pouze ptislusné vyskoleny personal.

Obr. 1: hlava had’atka D. dipsaci

Dal§im rodem ekonomicky vyznamnych volné Zijicich fytoparazitickych hadatek je
1. Aphelenchoides. V Ceské republice byla potvrzena piitomnost druhti Aphelenchoides
fragarie (Obr. 2) a Aphelenchoides riztemabosi, ¢esky nazev je had’atko jahodnikové, resp.
had’atko kopretinové. Oba druhy jsou Skudci jahodniku a okrasnych rostlin. Obdobné jako
v ptipad€ had’atka zhoubného byva zdrojem infekce napadeny sadbovy material ¢i osivo, i u
téchto druhi je mozné vyuzit pro regulaci vyskytu had’atek v sadbé osetfeni teplou vodou, coz
se provadi napf. u sazenic jahodniku. Limitem metody je ale opét riziko poskozeni sadby, rizné
odrdy jahodniku maji navic rozdilnou teplotni toleranci (WWW1) a metodu je proto nutné

optimalizovat vzdy pro konkrétni material.
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Obr. 2: hlava had’atka A. fragarie

Z vyse uvedenych skuteCnosti vyplyvéa potieba vyzkumu dal§ich metod pfimé ochrany
sadbového materidlu proti volné Zijicim druhiim had’atek. V poslednich desetiletich je trendem
vyzkum aplikace rostlinnych esencidlnich olejt, coz je vysledek snahy o omezovani pouziti
klasickych nematocidi. Existuje mnoho praci potvrzujicich biologickou t€innost rostlinnych
esencidlnich olejii na mortalitu fytoparazitickych hadatek. V ptipad¢ druhu D. dipsaci byly
prokéazany napt. G€inky extraktl z rostlin druht Plantago major a Ruta graveolans (Insunza a
Valenzuela, 1995), esencidlnich oleji zrostlin druht Eugenia caryophyllata, Origanum
compactum, Origanum vulgare, Thymus matschiana a Thymus vulgaris (Zouhar et al., 2009),
Boswellia sacra, Thymus vulgaris a Pinus mugo (Douda et al., 2022) u 4. fragarie byly
testovany s pozitivnim U¢inkem rovnéZz esencidlni oleje z Eugenia caryophyllata a Thymus
vulgaris (An et al., 2017). Praktickd a komer¢ni aplikace téchto vysledkd je vSak stale
piipravki ¢i nehomogennimi vysledky dosaZenymi pfi testovani esencidlnich oleji ze stejnych
druhti rostlin, dalsi vyzkum v této oblasti je tedy stale nezbytny a m¢l by se soustiedit zejména
na esencialni oleje, které jsou snadno komercné dostupné a jiz vyuzivané v potravinaiském

pramyslu ¢i kosmetice a jejichz cena dava predpoklad mozného praktického pouziti.

Metodika in vitro testovani biologické aktivity esencialnich olejii

Ptiprava had’atek pro experimenty

Had’atka pro experimenty je mozné extrahovat z Cerstvého rostlinného materialu, v ptipadé

druhu D. dipsaci a had’atek r. Aphelenchoides ptipada v ivahu i extrakce z napadeného suchého
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pletiva. Pro extrakci je nejjednodussi vyuzit modifikovanou Baermannovu nalevkovou metodu
(Baermann 1917), pro extrakci napi. z vétSiho mnozstvi infikovaného osiva se da vyuzit i
modifikace této metody vyuzivajici maceraci extrahovaného materialu na plastovych miskach

(Obr. 3; Douda et al., 2024; Perry et al., 2020).

Obr. 3: extrakce had’atka zhoubného (D. dipsaci) z infikovaného osiva pazitky modifikovanou
Baermannovou metodou

Po extrakcei je vzdy nutné ziskana had’atka promyt pod tekouci vodou, timto zpisobem se
ze suspenze hadatek odstrani se vyluh pletiv, ktery muize pisobit negativné na jejich
pohyblivost. Promyti suspenze volné Zijicich had’atek velikosti r. Ditylenchus a Aphelenchoides
je mozné provést na situ o priméru ok 25 um. Pted vlastnim experimentem je vhodné had’atka
uchovavat pfti teploté¢ 5 °C. Za téchto podminek je mozné pied pokusem skladovat had’atka
maximalné 7 dni a pied testovanim suspenzi znovu proplachnout ¢erstvou vodou, ponechat
temperovat 1 hodinu pii laboratorni teplot¢ a ové&fit pohyblivost hadéatek pod

stereomikroskopem.
Redéni esencidlnich oleji a testovani jejich biologické ucinnosti
Pro fedéni esencidlnich olejl na testované koncentrace je nutné pouzit detergent jako napf.

Tween 20 nebo Triton X-100. Pfi fedéni je detergent aplikovan ve stejném objemu jako

esencidlni olej a vznikld smés je na findlni koncentraci nafedéna destilovanou vodou.
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Ptiklad fedéni roztoku esencidlniho oleje o koncentraci 1000 ppm (0,1 %) a vysledném

objemu 10 ml:
e napipetovat 10 pl fedéného esencidlniho oleje
e pfipipetovat 10 pl Tweenu 20

e doplnit destilovanou vodou na 10 ml a diikladné promichat

Pro vlastni experimenty je suspenze had’atek pipetovana do jamek v plastovych destickach
(Obr. 4). Do kazdé jamky je vhodné pipetovat 50 ul suspenze a ithned potom had’atka spocitat.
Suspenzi had’atek je nutné nafedit tak, aby 50 ul obsahovalo cca 50 jedincl coZ je mnozstvi
které se da snadno pocitat a zaroven je dostatecné pro stanoveni Uc¢inkil esencidlniho oleje na
mortalitu had’atek. Kapka inokula o objemu 50 pl rovnéz po zakryti desti¢ky plastovym vikem

vydrzi dostatecné dlouho aby bylo mozné pocet had’atek presné stanovit.

Obr. 4: plastova desti¢ka s jamkami

Po stanoveni poc¢tu had’atek je do kazdé jamky pipetovan testovany esencialni olej nafedény
na piislusnou koncentraci v objemu 1 ml. V neoSetiené kontrolni varianté je k suspenzi had’atek
pipetovana pouze voda a detergent. Pro statistické vyhodnoceni je nutné kazdou experimentalni
variantu zalozit v minimaln€ Sesti opakovanich. Vyhodnoceni experimentti je vhodné provést

po 4 a 24 hodinéch po aplikaci olejt, delsi expozice nemé z praktickych divodi vyznam. Pocet

Schvalena metodika 7
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mrtvych had’atek (Obr. 5) se stanovuje vizudlné pod stereomikroskopem, pii pochybnosti o

stavu had’atka je nutna stimulace dan¢ho jedince nematologickou jehlou.

Obr. 5: vlevo Zivi, vpravo mrtvi jedinci had’atka zhoubného

Stanovenim poc¢tu mrtvych jedinct ziskame % mortality, v pfipadé¢ mortality kontroly nad
5 % je zapotiebi provést korekci mortality piislusné experimentalni varianty dle Abbotta
(Abbott, 1925) podle vzorce:

P - P

Pk = ———.
1 - P

100

kdy Pk je vysledna mortalita po korekci, P mortalita pozorovana v oSetfené varianté a Po

mortalita neoSetfené kontrolni varianty.

Vyhodnoceni vysledki in vitro testil

Statisticky vyznamné rozdily mezi oSetfenym variantami a kontrolou je mozné stanovit
pomoci analyzy rozptylu. Pro post hoc analyzu lze pouzit Tukeyho test. Pro hodnoceni t¢inkt
testovanych esencialnich oleju je dale vhodné stanovit hodnoty LCso a LCoo. Pro tento ucel je

mozné vyuziti metody probitové linedrni regrese (Sakuma, 1998).
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Ptiklad stanoveni hodnot LCso a LCo pro had’atko zhoubné a esencialni olej ze skoficovniku

¢inského

Pfi experimentu zalozeném, vedeném a vyhodnoceném vyse uvedenym zpiisobem byly po

24 hodinach oSetfovani suspenze esencialnim olejem zkiiry skoficovniku cejlonského

(Cinnamonum zeylandicum) stanoveny nasledujici hodnoty mortality had’atka zhoubného

(Ditylenchus dipsaci):
mortalita v %
1. 2. 3. 4, 5. 6.
koncentrace es. oleje opakovani opakovani opakovani opakovani opakovéani opakovani

1000 ppm 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
500 ppm 100,00 98,04 100,00 98,28 100,00 95,52
250 ppm 70,83 54,55 77,27 79,37 56,10 63,89
125 ppm 9,52 10,34 5,71 5,77 21,74 20,00
kontrola 6,06 6,12 4,55 3,57 3,39 8,77

Z tabulky je patrné, ze mortalita v n¢kterych opakovanich u kontrolni varianty ptesahla 5 %.

Primér mortality 6 opakovani ¢inil v kontrole 5,41 %, proto je nutné provést korekci mortality

v pokusnych variantich dle Abbotta. Transformované hodnoty jsou nésledujici:

mortalita v %

. 1. 2. 3. 4. 5. 6. o
koncentrace es. oleje L, L L . . L, Pramér
opakovani opakovani opakovéani opakovani opakovani opakovéani
1000 ppm 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
500 ppm 100,00 97,93 100,00 98,18 100,00 95,27 98,56
250 ppm 69,17 51,95 75,97 78,18 53,59 61,82 65,11
125 ppm 4,35 5,22 0,32 0,38 17,26 15,42 7,16
kontrola 6,06 6,12 4,55 3,57 3,39 8,77 5,41

Primérné korigované hodnoty mortality jsou dale pfevedeny na probity, pro ptevod je
mozné vyuzit transformacni tabulku (Finney, 1952) ¢i provést piepocet pomoci statistického
softwaru nebo webové aplikace. Mortalita vyjadiend v probitech je pak pfifazena k hodnotam

testovanych koncentraci esencidlniho oleje ptfevedenych na dekadicky logaritmus:
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log mortalita 24h
koncentrace probit
3,0000 8,09
2,6990 7,33
2,3979 5,39
2,0969 3,52

Nasleduje vyjadieni vztahu koncentrace a mortality pomoci grafu a rovnice probitové

linearni regrese (Sakuma, 1998), pro tcely tohoto vypoctu je mozné pouzit napt. aplikaci Excel:

10,00
y =5,199x - 7,167

9,00 R2 = 0,9694
8,00
7,00
6,00
5,00

4,00

3,00

2,00

mortalita transformovana na probity

1,00 [ o

0,00
1,5000 1,7000 1,9000 2,1000 2,3000 2,5000 2,7000 2,9000 3,1000 3,3000 3,5000

log koncentrace

Z vypocteného koeficientu determinace (R? = 0,9694) je patrné, e vypocéteny model
popisuje dobfe vztah mezi proménnymi a hodnoty zévisle proménné (koncentrace LCso a LCoo)
Ize tedy vypocitat presné. Vypocet hodnot LCsp a LCo9 provedeme dosazenim hodnot probitii
pro mortalitu 50 % resp. 99 % do vypocteného modelu (probit 5, resp. 7,33) kdy za y dosadime
logaritmus hodnoty probitu cilené mortality a vypoctem x ziskdme logaritmus potiebné

koncentrace:
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log ppm LC 50 log ppm LC 99

2,340257742 2,78842085

Poslednim krokem vypoctu je odlogaritmovani ziskanych koncentraci, ¢imz ziskame

pozadované hodnoty LCsp a LCo9 v ppm:

ppm LC 50 ppm LC 99

211 612

Zaver
Na zéklad¢ experimentaln¢ ziskanych dat o mortalit¢ jedinct héadatka zhoubného

oSetfovanych esencidlnim olejem z kiry skotficovniku ceylonského byly pro tento druh

fytoparazitického had’atka a esenciélni olej stanoveny hodnoty LCso 211 ppm a LCo 612 ppm.

Poloprovozni experimenty

Vysledky ziskané pomoci in vitro testd je nezbytné ovétit v poloprovoznich podminkéch.
To je napi. u &esneku jako v CR nejvyznamnéjsiho hostitele had’atka zhoubného mozné provést

mofenim napadené sadby.

Experiment lze realizovat nasledujicim zptisobem:

e promichat a navazit 50 g rozdruzenych strouzkl ¢esneku libovolné odridy pfirozené
zamotenych had’atkem zhoubnym

e zapomoci detergentu a vody natedit rostlinny esencidlni olej na testovanou koncentraci
stanovenou v in vitro testech

e strouzky ¢esneku umistit do plastové ¢i sklenéné naddoby a zalit nafedénym esencialnim
olejem tak aby byly vSechny ponoieny (Obr. 6)

e doba mofeni zavisi na vysledcich in vitro testll, maximalné by ale méla ¢init 24 hodin

e po ukonceni mofeni strouzky cesneku vyjmout a ponechat Cesnek zaschnout na

filtraCnim papiru
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e cCesnek vysadit do péstebniho substratu, pro tento ucel se osvéd¢ila smes 50 kg jemného
bilého pisku, 25 kg tiéniho pisku s 15 1 zeminy a pfidavkem 360 g hnojiva Osmocote
promichana v michacce na beton (Obr. 7)

e cCesnek péstovat 3 mésice v kvétinacich v fizenych podminkach skleniku pfi teploté
21 °C, potom rostliny jemné vyjmout ze substratu, omyt a osusit (Obr. 8)

e cCesnek homogenizovat krdjenim na platky o tlouStce cca 3 mm a podrobit extrakci
pomoci modifikované Baermannovy ndlevkové metody, extrakce by méla probihat 24
hodin

e pocet had’atek stanovit vizualn€ pocitdnim pod stereomikroskopem v suspenzi ziskané
extrakci (Obr. 9) a piepocitat mnoZstvi jedincii na 1 g pletiva

e v pfipadé silné¢ zamoteného Cesneku l1ze provést orientacni stanoveni poctu had’atek, tj.
stanovit primérny pocet v menSim objemu suspenze (napi. 10 kapek po 50 pl) a
prepocitat na celkovy objem suspenze

e provést porovnani s negativni kontrolni variantou osetfovanou 24 hodin pouze vodou
s detergentem a péstovanou stejnym zpusobem jako Cesnek oSetfeny esencidlnim

olejem

Utinnost mofeni lze vyjadiit jednoduse v % kdy pocet had’atek v kontrolni varianté

povazujeme za 100 %.

Obr. 6: osetfovani ¢esneku roztokem esencialniho oleje; vlevo pokusna varianta, vpravo negativni kontrola
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Obr. 7: péstebni substrat pro poloprovozni testy

Obr. 8: experimentalni rostliny ¢esneku pred extrakei

f"
\
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Obrazek 9: suspenze had’atek patrna po extrakcei jako bily zakal na dné kadinek

Testy fytotoxicity

S

Rada rostlinnych esenci vykazuje fytotoxické u¢inky. Z tohoto diivodu je vhodné, aby na
poloprovozni testy navazaly experimenty ovétujici absenci negativnich uc¢inkt aplikovanych
esencidlnich olejli na zivotaschopnost osiva a sadby. V piipadé ¢esneku jsou testy obdobné
testiim poloprovoznim, po oSetfeni lze stimulovat kli¢eni ¢esneku ponofenim sadby do vlazné
vody (37 °C) po dobu jedné hodiny a potom strouzky vysadit do péstebni nadoby. Kli¢ivost je
vhodné zaznamendavat v tydennim intervalu a provést srovnani s neoSetienou kontrolni

variantou.

Srovnani ,,novosti postupti*

Metodika popisuje postupy pro testovani rostlinnych esencialnich olejii jako prostfedku
ochrany rostlin proti fytoparazitickym had’atkiim v in vitro podminkach a poloprovoznich
testech. Informace uvedené v metodice jsou pro Ceskou republiku nové a nebyly dosud

v Cestiné v této formé a rozsahu publikovany.
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Popis uplatnéni schvalené metodiky

Metodika je ur€ena pro organizace podilejici se na vyvoji alternativnich prostiedkli ochrany
rostlin. MozZnosti pfimé ochrany zemédé€lskych plodin i okrasnych rostlin proti
fytoparazitickym had’atkiim jsou velmi omezené, konvenéni nematocidy se v CR momentalng
témer nepouzivaji. Z téchto diivodu je zapotiebi zkoumat nové moznosti ochrany a nadéjné je
zejména pravé pouziti rostlinnych esencidlnich olejli, z nichz nékteré vykazuji na had’atka
silnou G¢innost.

Vysledek byl financovan z projektu institucionalni podpory MZe na rozvoj Narodniho

centra zeméd¢€lského a potravinaiského vyzkumu, v.v.i., €. rozhodnuti RO0425.

Ekonomicke aspekty

Ekonomické dopady vyuziti metodiky nelze piesné kvantifikovat, jelikoz zéaviseji na
frekvenci vyskytu hdd’atek v dané vegetacni sezong. Piitomnost volné Zijicich druht je zavisla
na klimatickych podminkéch, kdy zejména destivé pocasi v zacatku vegetace infekci rostlin
had’atky podporuje. Lze vsak uvést piiklad z produkce &esneku jakozto v podminkach CR
vyznamné cibulové zeleniny; tato plodina se véetné malopéstitelll péstuje v poslednich letech
na vyméte cca 500 ha a hadatko Ditylenchus dipsaci je jejim klicovym Skiidcem. Pfi
pramérném hektarovém vynosu 5 t &ini produkce v CR cca 2 500 t/rok. Maloobchodni cena
¢esneku ¢ini cca 200 K¢/kg, trzby péstitelti cesneku tak predstavuji cca 500 mil K¢&/rok. Pokud
kalkulujeme s 10 % ztratami na vynosu zpusobenymi had’atky a jejich redukci aplikaci
vysledkl dosazenych postupy popsanymi v této metodice o 10 % dojde k omezeni ztrét trzeb

péstitelii cesneku o 5 mil K¢&/rok.
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