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1. Cil metodiky a dedikace

Cilem této metodiky je poskytnout pracovnikiim fesicim v Ceské republice problematiku
tykajici se vyzkumu fytoparazitickych nematod (hadd’atek) zakladni informace o technikach
kultivace téchto Skodlivych organismil v axenickych kulturach. Metodika vznikla za finanéni
podpory MZe a je vystupem feSeni projektu NAZV QG50087 ,,Vyvoj a ovéteni alternativnich

prostiedki ochrany zeleniny proti fytofagnim had’atkim v podminkach CR*.

2. Vlastni popis metodiky

2.1. Uvod

Fytoparazitickd had’atka patii k tém Skodlivym organizmiim, jejichz vyznam neni
v Ceské republice v soucasné dobé piili§ docefiovan. Tato skuteGnost je dana zejména
mikroskopickymi rozméry téchto Skidci, jejich obtiznou diagnostikou a pomérné kratkou
tradici specializované rostlinolékaské nematologie v Ceské republice. Problémem stale
zustava 1 mala informovanost Siroké péstitelské vetejnosti o téchto sktidcich, navic zaméiena
Casto pouze na karanténni druhy zpusobujici Skody na bramborach. Znacnad skodlivost
nékterych druhii fytoparazitickych had’atek a vétSinou velmi obtizné realizovatelna, nebo
neu¢innd ochrana pfitom opraviiuji k provadéni zejména aplikovaného vyzkumu v této
oblasti.

Pfi realizaci experimentii zaméfenych na vyvoj diagnostickych metod had’atek, stanoveni
Skodlivosti had’atek a zejména pak vyvoj metod ochrany proti fytoparazitickym had’atkiim se
setkdvame se zdkladnim problémem proveditelnosti vyzkumu na téchto urovnich, pficemz
limitujicim faktorem je dostupnost dostateného mnozstvi biologického materidlu. Pouziti
prirozené zamoienych ploch za uelem reprodukce had’atek pro experimentalni ucely neni
vétSinou vzhledem k typicky ohniskovitému vyskytu mozné. Naleznout vhodnou volnou
plochu, na které je infestace plidy had’atky v profilu a ploSe rovnomérna pro homogenni
napadeni reproduk¢nich hostitelskych rostlin, je téméf nemozné. Do konfliktu se zde rovnéz
stavi z4ymy majitele pozemku ¢i péstitele a zajmy vyzkumného tymu. V ptipad¢ karanténnich
organismd je situace dale komplikovana nutnosti zahrnout mezi zainteresované organizace na
problému i orgdny statni spravy uplatitujici zdkony a vyhlaSky s ohledem na karanténni
organismy. Tyto skuteCnosti odiivodnuji vyzkum a vyvoj jinych, alternativnich metod pro
reprodukci had’atek v fizenych podminkéch.

K reprodukci hadatek pro potiebu dalStho zkouméani ¢i  udrZzeni populace
v Zivotaschopném stavu je tedy mozné zvolit v podstaté dva pfistupy. Prvni z nich a zaroven
nejvice pouzivanou metodou je inokulace a péstovani piislusnych hostitelskych rostlin

umisténych v fizenych podminkach ¢i ve venkovnim, ovSem do jist¢ miry vzdy



ovliviiovaném prostiedi (napf. nadobové kultury ve venkovnim prostfedi nebo
maloparcelky). Druhy pfistup je zaloZzen na principech axenizace a in vitro reprodukce,
tohoto pfistupu se tyka tato metodika a fesi nékteré problémy s nim spojené.

Kazdé¢ védecko-vyzkumné pracovisté si musi zvolit vhodnou cestu pro ziskani a udrzeni
populaci had’atek v této metodice jsou nastinény postupy, jejichz aplikaci do praxe je mozné
pracovat s had’atky Ditylenchus dipsaci a Meloidogyne sp. jenz patii bezesporu mezi velmi

vyznamné parazity v CR péstovanych polnich plodin.

2.2. Literarni prehled

2.2.1. Zakladni charakteristika fytoparazitickych hadatek rodt Ditylenchus a
Meloidogyne

V oblastech stfedni Evropy jsou mezi vyznamné druhy atakujici zeleninu fazena had’atka
rodi Meloidogyne a Ditylenchus. Na tizemi Ceské republiky byl v minulych letech prokazan
vyskyt karanténniho hadatka Ditylenchus dipsaci na cibulové zeleniné a dale pak
nekaranténniho druhu Meloidogyne hapla zpisobujici $kody na zeleniné¢ kotfenové.
Hospodatsky vyznam téchto druhti v poslednich péti letech roste nebyvalym zplisobem.

S nematologickou osvétou roste i tlak péstitelli zeleniny na hleddni zplsobii ochrany
; péstovanych plodin proti témto
parazitim. Had’atka rodu
Meloidogyne jsou obligatni
endoparazité rostlin. Jejich vyskyt je
jednim z limitujicich faktord pro
péstovani plodin v tropickych a
subtropickych  oblastech. Ne¢které
druhy se vSak jiz dokazaly adaptovat i

na podminky mirného klimatického

ma (Siddiqui, 2000). Jejich 2ivotni cyklus
probiha sice Castecné¢ vné kotent, ale hlavni Cast
zivota travi sedentérnim zptisobem (Taylor, 1971).
Vyvoj vSech druhti hadatek rodu Meloidogyne
prochazi v podstaté¢ stejnymi vyvojovymi stadii.

Jednotlivé druhy se vSak 1i§i predevSim vztahem

k riznym hostitelskym rostlindm a v nérocich na
teplotu Ve vajeCném vaku aktivni samicky jsou zastoupena vajicka riznych vyvojovych
stadii, od nediferencovanych az po larvy prvého vyvojového stupné ve vajecnych obalech.

Lihnou se larvy druhého vyvojového stupné, které aktivné hledaji hostitelské rostliny. Kofen



hostitelské rostliny atakuji za kofenovou Spi¢kou, po nckolikandsobném svlékani a

diferenciaci pohlavi samicky dufi a jejich ocasni ¢ast vyhiezava z kofene ven. Samecci

opoustéji kofen a aktivné vyhledavaji samicky. Po spafeni samicka produkuje vajicka do

vajecného Zelatinozniho vaku, ze kterého se pak uvoliuji do pidy. (Decker, 1969).

vnejsi prostiedi

Zivotni cyklus haddatek r. Meloidogyne

rostlina

Kopulace

(partenogeneze) ylay

samice larva 1. stadia

larva 4. stadia larva 2. stadia

vneéjsi prostredi
larva 3. stadia

Mezi karanténni druhy, jejichz vyskyt na tizemi CR nebyl dosud prokazan, patii M.

fallax a M. chitwoodi. Tyto druhy mizeme naleznout v n¢kterych zemich EU (Holandsko,

Belgie, Némecko, Francie a Rakousko). Geografické umisténi lokalit s prokdzanym

vyskytem téchto karanténnich had’atek v zemich stfedni Evropy a pohyb zemédélskych

komodit mezi staty EU poukazuji na moznost jejich introdukce i do CR (Zouhar et al., 2002).



Zivotni cyklus had'atka Ditylenchus dipsaci

rostlina

kopulace vajicko

dospélci larva 1. stadia

larva 4. stadia larva 2. stadia
vnéjsi prostredi
larva 3. stadia 2 "
lihnuti

anabiéza

Ditylenchus dipsaci napada zejména osni a listové ¢asti rostlin, véetné cibuli a hliz. V
mens$i mife mnohou byt napadena i
semena a kofeny. Do rostlin
pronikaji nejcastéji praduchy. V
rostlinném pletivu se pak vyvijeji a
rozmnoZzuji. Samicky zacinaji klést
vajicka tfeti az sedmy den po
posledni svlékani. V rostlinach se
vyviji nékolik generaci za sebou,

kdy starSi larvy casto opousteji

- 4' 2% 4 1 ' & s - rostliny a hledaji nového hostitele.
V piidé mohou preckat aZz 18 mésict bez potravy. Pfi pomalém vysychani mohou piejit do
anabidzy, ve které mohou pfeckat nékolik let (Decker, 1969). Na toto had’atko se vztahuje
ohlasovaci povinnost v ptipad¢ vyskytu na rostlinach cibulovin (v¢etné cibulovin okrasnych)
urcenych k péstovani a na osivu vojtésky. Pii charakterizaci tohoto druhu nelze opominout
ani fenomén bioras, ktery byl popsan jiz v 19. stoleti. Skupina had’atek, ktera je schopna
dokoncit sviij vyvoj na konkrétnim druhu hostitelské rostliny a na jiné nikoli je souhrnné
oznacovana jako biorasa. U ras byly zjistény rozdily v karyotypu, pocet chromozomu
v diploidni sad¢ kolisa od 12 do 60 (Brzeski, 1998). Je nutné podotknout, Zze mezi
jednotlivymi biorasami (n¢ktefi autofi popisuji az 30 bioras) nejsou zpravidla patrné

morfologické rozdily, proto existuje snaha o jejich diferenciaci na zaklad¢é analyzy DNA



(Palmerova et al., 1991; Wendtova et al., 1993; Esquibet et al., 1998; Esquibet et al., 2003;
Marek et al. 2005; Subbotin et al., 2005). Standardnim postupem pro rozliSeni ras zlstavaji
biologické testy provadéné jako nadobové pokusy, nebo formou explantatovych kultur. Rada
védct vyslovila pochybnosti o existenci a ucCelnosti rozliSovani bioras, nicméné toto
koncepéni schéma je stale uzivano (Janssen, 1994). Hostitelsky okruh had’atka Ditylenchus
dipsaci je extrémné Siroky. Brzeski (1998) udava 400 hostitelskych rostlin, Hooper (1973)
uvadi, ze je had’atko Ditylenchus dipsaci schopno napadnout az 450 druhti rostlin. Wendtova
et al. (1993) a Esquibet et al. (1998) udavaji 500 druhti rGznych hostitelskych rostlin a to jak
kulturnich druhi, tak pleveli. Greco et al. (2002) ovSem upozoriiuje, Zze epidemiologie a
okruh hostitelskych rostlin druhu nebyl doposud dostatecné prozkoumdan. Z vyse uvedené
polyfagnosti vyplyva vysoka mira Skodlivosti tohoto druhu. Druh Ditylenchus dipsaci je

zatazen v seznamech karanténnich organizmt Evropské unie, EPPO i Ceské republiky.

2.2.2. Axenické chovy fytoparazitickych hadatek

V odborné literatufe se Casto setkdvame s nejriznéjSimi oznacenimi kultur had’atek
udrzovanych vin vitro podminkidch. Dle Hoopera (1986) byla zakladni terminologie
navrzena, piipadné potvrzena Doughertym (1953, 1959). Podle ni se za agnotobiotické ¢i
xenické oznacuji kultury s neznamym poctem asociovanych organismi (vétSinou mikrobialni
flory), gnotobiotické kultury jsou kultury se zndmym poctem asociovanych organismil
(nemusi byt nutné zndmo, o jaké druhy se presné jedna), dale existuji kultury monoxenické
s jednim znamym asociovanym organismem a nakonec kultury axenické, ve kterych zadné
asociované organismy nejsou.

S chovem had’atek v axenickych kulturach jsou spojeny urcité klady a zapory. Zakladni
vyhodou je moznost kontinudlni produkce velkého poctu hadatek na pomérné malém
prostoru a to v optimalnich podminkach pro jejich vyvoj (pokud jsou zndmy). Faulkner et al.
(1974) byl schopen v in vitro kulturach vojtésky vyprodukovat v prubéhu tii let asi 300
miliont jedinct had’atka Ditylenchus dipsaci. Inokulum je navic k dispozici kdykoliv bez
ohledu na rtstovou fazi hostitelské rostliny, coz lze povazovat vzhledem k podminkdm
sttedni Evropy za velky klad. DalSim podstatnym pfinosem je i skute¢nost, Ze v in vitro
kulturdach pracujeme s Cistymi populacemi hadatek bez piimési nezddoucich napf.
bakteriofagnich ¢i saprofagnich druhl. In vitro kultury také umoziuji pomérné snadné
studium biologie chovanych druhii a to v takové mife detaildi, kterd pomoci klasického
zpusobu piimé kultivace had’atek na plvodnich hostitelskych rostlindich neni dosazitelné
(Supramana et al. 2001). Rovnéz nékteré experimenty tykajici se studia atraktivity
rostlinnych extraktl a kofenovych exudatti pro fytoparazitickd had’atka (Spiegel et al., 2003),
¢i experimenty zaméfené na vyzkum reprodukce kiiZenci riiznych ras had’atek by bez
axenickych kultur nebyly proveditelné. In vitro kultury had’atek je mozné pouzit i pfi
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novoslechténi rezistentnich odrid (Fassuolitis & Bhatt, 1982). In vitro systémy chovu
had’atek sebou nesou také nékteré nevyhody. Zavadéni technologie in vitro kultur je spojeno
s vysokymi fixnimi néklady. Néklady na provoz takové technologie jsou rovnéZ nemalé.
Nelze opominout ani védomosti a dovednosti odborného personalu, které musi byt na
adekvatni urovni. Z pohledu reprodukénich systémt had’atek a jejich vlivu na biologické
vlastnosti populaci chovanych had’atek 1ze aplikaci in vitro péstovanych hostitelskych rostlin
hodnotit jako vhodné&jsi zplisob reprodukce nez chov had’atek na neptirozenych zdrojich
potravy jako jsou houby a bakterie. V ptipadé¢ utilizace nepiirozené potravy had’atky muze
dojit v pribé¢hu nékolika dokoncenych vyvojovych cykli ke zméné zékladnich biologickych
vlastnosti populaci fytoparazitickych had’atek jako jsou napiiklad agresivita nebo schopnost

navazani kompatibilniho vztahu s hostitelskou rostlinou (Maehara et al., 2005).

2.2.3. Extrakce hadatek z infikovanych pletiv a z pady

Pred vlastni axenizaci je zapotiebi extrahovat zivotaschopna stadia had’atek (vajicka,
larvy, dospélce) z pletiv infikovanych rostlin nebo ze substratu. K tomu je mozné vyuzit
nejriznéjsich extrakénich technik. Nékteré z nich jsou zcela jednoduché, jiné vyzaduji, aby
védecky tym disponoval pomérn¢ nakladnym specidlnim vybavenim. U pohyblivych volné
zijicich druhti jakym je Ditylenchus dipsaci je zfejmé nejrozsitenéjsi modifikovana
Baermannova nalevkové extrakéni technika. Casto jsou pouzivany i metody z této techniky
odvozené, jako jsou napf. postupy vyuZivajici maceraci rostlinnych pletiv na plastovych
sitech umisténych na tacech (Southey, 1985). Pro ziskani vajicek sedenternich druht
had’atek r. Meloidogyne 1ze s mensim ¢i vétSim uspéchem vyuzit centrifugacni metodu
(McClure et al., 1973), nebo v ptipadé mensi potfeby biologického materidlu manudlni odbér

vajecnych vakl pod stereomikroskopem.

2.2.4. Axenizace hadatek

Klicovym problémem je pii zaklddani axenickych kultur fytoparazitickych had’atek
sterilizace pocatecniho inokula. Je zapotiebi zvolit metodu, kterd je dostatecné ucinna a
zaroven neovliviiuje negativnim zplisobem Zivotaschopnost inokula. V prib¢hu uplynulych
let byla testovana fada metod vyuZzivajicich nejcastéji aplikaci sterilni destilované vody,
roztokli riznych antibiotik, ptipadné sloucenin rtuti ¢i chloru, malachitové zelenég, eventualné
kombinaci oSetfeni témito latkami. Nékteré metody sterilizace vyzaduji ruéni manipulaci
s had’atky, takové postupy jsou vhodné pro mensSi pocty sterilizovanych jedinct. Byly
vyvinuty 1 metody pro velkoobjemovou axenizaci, které vSak cCasto vyzaduji pouziti
specidlniho pfistrojového vybaveni.

Nejjednodussim zplsobem sterilizace je opakované promyvani had’atek velkymi objemy

sterilni destilované vody. Tato metoda se v souCasnosti pouziva spiSe v kombinaci



s oSetfenim riznymi vySe uvedenymi latkami, nicméné je ji mozné pouzit i samostatné.
Hanounik & Osborne (1975) byli schopni timto zplsobem sterilizovat vajicka had’atka
Meloidogyne incognita. Otazkou ovSem zustava pouziti této jednoduché metody na ostatni
vyvojova stadia had’atek. Druhové slozeni epifytni mikroflory hadatek je ovlivnéno
prosttedim, ve kterém se had’atka pohybovala. Pii aplikaci steriliza¢ni metody je tedy nutné
brat ohled nejen na druh had’atka ale i na populaci a podminky, ze kterych byla ziskana.
Nekteré spory mikroskopickych hub jsou vybaveny adhezivnimi atvary, které jim umoziuji
prilnout k povrchu téla had’atek a jejich odstranéni je ¢asto komplikované.

Plowright et al. (2002) doporucCuje pro sterilizaci mensiho mnozstvi had’atek druhu
Ditylenchus dipsaci ptenaset individualn¢ hadatka pomoci tenkého entomologického
Spendliku nebo fasy do kapky 0,1% roztoku malachitové zelené, ponechat roztok piisobit 15
minut a potom rychle had’atka ptenést do sterilni destilované vody. Podle stejného autora je
mozné vétsi objemy héad’éatek sterilizovat nékolikandsobnym proplachnutim ve sterilni
destilované vodé, po némz ndasleduje maceni v 0,5 — 1,0 % roztoku Hibitanu (20%
chlorhexidin glukonat) po dobu tii hodin pfi laboratorni teploté (nebo ptes noc pii teploté 2-
5°C) a nakonec opét proplachnuti ve sterilni destilované vode¢.

Pomérné komplexni zpusob sterilizace had’atka Ditylenchus dipsaci zvolil Viglierchio et
al. (1973). Kaxenizaci pouzil kombinaci penicilinu, siranu streptomycinu, siranu
mycifradinu a aretanu. Had’atka byla déale koncentrovana a napipetovana do svrchni komory
Lowsberyho pfistroje (Lownsbery & Lownsbery, 1956), kterd obsahovala asi 20 ml roztoku
aretanu (133 ppm). Had’4tka byla oSetfovana aretanem jemnym probubldvanim sterilnim
vzduchem po dobu 16 hodin. Pak byla had’atka premisténa do druhé komory obsahujici
sterilni roztok penicilinu (5000 jednotek/ml) a siran streptomycinu (1,0 mg/ml). Po osmi
hodinach v antibiotickém roztoku byla had’atka nakonec pfevedena do sbérné zkumavky. Do
této nadoby bylo umisténo rovnéz magnetické michadlo, aby se zajistila vyrovnana
koncentrace had’atek pro inokulaci.

Pro had’atko Ditylenchus dipsaci bylo ke sterilizaci pouzito i jinych antibiotik. Kithnhold
et al. (2006) doporucuje omyvani had’atek v roztoku obsahujicim 0,1 % siran streptomycinu a
0,1 % amphotericin-B po dobu 30 minut. Faulkner et al. (1974) pouzil pro axenizaci had’atek
druhu Ditylenchus dipsaci kombinaci oSetfeni chloridem rtutnatym a roztoku antibiotik.
Had’atka byla nejprve oSetfena po dobu 15 minut HgCl, (koncentrace 1:500), n€kolikrat
promyta sterilni destilovanou vodou a nasledné oSetfena roztokem obsahujicim smés
trihydrat ampicilinu (250 mg) a furazolidon (100 mg) v 100 ml sterilni destilované vody, do
této smési byl dale vmichan roztok hydrochloridu oxytetracyklinu, siranu streptomycinu a
kaptanu (250 mg kazdého v 200 ml sterilni destilované vody) a objem vysledného ¢inidla byl

zvySen na 500 ml a had’atka v tomto roztoku byla pfimo inokulovana na tkanové kultury.



Obdobné¢ vyuzil kombinace organické slouceniny rtuti a antibiotik k povrchové
sterilizaci had’atek druhu Bursaphelenchus cocophilus Giblin-Davis et al. (1989). Had’atka
byla nejprve oSetfovana 1 h roztokem obsahujicim 6 mg/l penicilinu G, 1 mg/l
chlortetracyklinu HCI, 1 mg/l siranu streptomycinu a 13mg/l siranu kanamycinu, pak byla
had’atka trikrat 15 minut vystavena ptisobeni 0,1 % roztoku thiomersalu (CoHyHgNaO,S) po
némz vzdy nasledovalo proplachnuti sterilni destilovanou vodou. Analogicky postupovali pii
kultivaci had’atka Pratylenchus scribneri Lawn a Noel (1986). Pro axenizaci pouzili roztoky
HgCl, a siranu streptomycinu v koncentraci 100, respektive 1000 ppm, pficemz délka
pusobeni roztokii byla 2 minuty. Naopak dlouhé plsobeni axenizacniho roztoku vyuzil pfi
své metod¢ Nico et al. (1999). Hadatka druhu Pratylenchus goodeyi osetioval 0,1 %
roztokem ethoxyethylchloridu rtutného po dobu 2 hodin, néasledovalo jesté dalsi ptisobeni 0,1
% roztokem siranu streptomycinu trvajici 24 h.

Casto pouzivanou technikou axenizace had’atek je metoda dle Kusbergové &
Sardanelliho (1984). Tento zptsob vyuziva sklenény chromatograficky valec obsahujici 6
mm sklenéné kuli¢ky, valec je naplnén roztokem sterilni destilované vody s 20 ppm siranu
streptomycinu a penicilinu G. Had’atka jsou nejprve tii az Ctyfikrat proplachnuta timto
antibiotickym roztokem a pak ptfenesena na hladinu valce. Had’atka za 2 — 4 hodiny projdou
valcem a jsou vespod odebrana a inokulovana ptimo v roztoku antibiotik.

Naproti tomu Aumann (1997) nepouzil pii zakladani in vitro kultur had’atka Xiphinema
index ke sterilizaci antibiotika, ale pouze oSetfeni 0,03 % roztokem azidu sodného trvajici 20
minut v kombinaci s n¢kolika nasobnym promytim had’atek sterilni destilovanou vodou.
Rovnéz Mitkowski & Abawi (2002) pouzili pro povrchovou sterilizaci vajeénych vaku
had’atka Meloidogyne hapla promyvani 0,5 % roztokem hypochloridu sodného (NaOCI) po
dobu 15 minut a nasledné opakované promyvani sterilni destilovanou vodou. Obdobné
postupovali pfi axenizaci vajicek had’atka druhu Meloidogyne incognita Sudirman a Webster
(1995), doba piisobeni hypochloridu sodného vSak byla v tomto pfipadé¢ pouze 2 minuty.
Mozné je rovnéZ pouze pouziti samotného chloridu rtutnatého. Von Mende (2007) pouzil s
uspéchem tuto latku v koncentraci 0,01 % pro sterilizaci larev druhého vyvojového stadia
had’atka Meloidogyne incognita. U druhu Meloidogyne javanica tuto techniku pouzil Yue-
Wu et al. (1998), vtomto ptipad¢ byla koncentrace chloridu rtutnatého 0,1 % a doba
pusobeni 2,5 minuty, po oSetfeni byla suspenze larev 2. vyvojového stupné¢ promyvana
petkrat sterilni destilovanou vodou.

Zcela jinym pfistupem k axenizaci had’atek je vyuziti migrace inokulovanych jedinct
pfes specidlni médium, pii cemz dojde k odstranéni kontaminanti z povrchu téla had’atek.
Tuto metodu testoval s pouzitim gelujiciho média Pluronic F127 (Ko et al., 1997; Ko a Van

Gundy, 1988). Kontaminované ¢asti média byly vyfezdvany a axenické napadené kofeny



pfenaseny na nové sterilni misky. Pomoci této metody se podafilo zaloZzit axenické kultury
fytoparazitickych had’atek rodt Meloidogyne, Rotylenchulus, Pratylenchus a Radopholus,

pfi¢emz mira GspéSnosti zaloZeni se pohybovala od 60 po 100 %.

2.2.5. Kvantifikace hadatek, stanoveni koncentrace inokula

Jako inokulum je mozné pouzit jak pohybliva vyvojova stadia, tak vajicka. Pied vlastni
inokulaci je zapotiebi stanovit pocet jedinct v inokulu. Pocitani je mozné provést ne¢kolika
zpusoby, stars$i postupy vyuzivaji riznych typt pocitacich misek (Grisse, 1963) a piimého
pocitani had’atek v suspenzi pod stereomikroskopem, novéjsi metody jsou zpravidla zalozeny
na dokumentaci suspenze fotografovanim a pocitdni had’atek je provadéno pomoci digitalni
analyzy obrazu. Druhy zplUsob vyzaduje vlastnictvi piislusného softwaru (jako je napf.
Olympus DP-soft, DiPs atd.).

Mnozstvi had’atek v inokulu a objem inokula¢ni suspenze se u riznych autora lisi. Lze
konstatovat, ze pocet had’atek v inokulu je zavisly na biologii dané¢ho druhu a na ucelu pro
ktery chceme zaloZenou kulturu pouzit. Pro tcely biologickych studii jsou casto chovy
zakladany pouze z jedné oplozené samice (nebo neoplozené jednd-li se o druh rozmnozujici
se partenogeneticky). Tento postup zvolil Nico et al. (1999) u druhu Pratylenchus goodeyi,
kultury zalozené timto zptisobem nejsou ovSem vhodné pro vyzkum hostitelského okruhu
nebo testovani rezistence. Naproti tomu Aumann (1997) pouzil pii zakladani axenického
chovu had’atka Xiphinema index k inokulaci 10 — 15 jedinct, zatimco Lawn a Noel (1986)
inokulovali fezy mrkve 100 jedinci had’atka druhu Pratylenchus scribneri, podobny pocet
(125 jedinct) pouzila k inokulaci rostlin podzemnice olejné had’atkem Ditylenchus destructor
De Waeleova et al. (1990).

Velké mnozstvi had’atek se pouZiva pii testovani rezistence, Yu et al. (1999) pouzil jako
inokulum u fepy pfi testovani rezistence vici ¢tyfem druhtim had’atka r. Meloidogyne 800

larev druhého vyvojového stadia a po tydnu provedl reinokulaci dal§imi 400 jedinci.

2.2.6. Typy rostlinnych in vitro kultur pouzivanych pro reprodukci a uchovani
fytoparazitickych had'atek

V historii byla sledovana moznost reprodukce a uchovani Zivotaschopnych populaci
fytoparazitickych had’atek z n€kolika uhld. Na strané jedné byl studovan chov had’atek na
celych diferenciovanych rostlinach a na stran¢ druhé na ¢astech rostlin.

Prvni z moznosti je tedy péstovani hostitelskych rostlin v hermeticky uzavienych lahvich
v semisterilnich podminkéch. Dle Rssnera (1971) se pouziva jako substrat pro rostliny vlhka
piscita piida ve vrstve asi 8 cm. Nadoba s ptidou se uzavie a autoklavuje 30 minut pii 1,5 atm
tiikrat v intervalu 24 hodin. Po vychladnuti se do nadob vyseji pfi sterilnich podminkach

pfedem vysterilizovana semena. Vyklicené semenacky se inokuluji had’atky, ktera jsou
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povrchové sterilizovana a takto pfipravend kultura se miize umistit na mésic do skleniku bez
jakékoliv dalSiho zasahu nebo péce.

Pro nékteré rody je oblibenym zpusobem chov had’atek na discich mrkve. Had’atka je
mozné chovat na discich mrkve (asi 2 g v Cerstvém stavu) lze sterilizovat a umistit v Petriho
misce o praméru 5 cm. Kapky se sterilni suspenzi had’atek 1ze po-té pipetovat do 1% vodniho
agaru na misky vedle ¢erstvého disku mrkve (Verdejo & Pinochet, 1992).

Kolec¢ka mrkve na 1% agaru jsou vhodna pro chov Pratylenchus brachyeirus a také P.
vulnus. Pfesunutim dvoume¢si¢nich kultur do 15°C zpomaluje vyvoj had’atek a prodlouzi tim
zivot kultury (Moody, 1973). Tato technika je vhodna pro Ditylenchus sp. a Radopholus sp.
Po 1-2 tydnech nebo kdyz jsou vidét bilé tecky kalusu na discich mrkve, inokuluji se
had’atky. Had’atka nemuseji byt povrchové sterilizovana, ale méla by byt nékolikrat omyta ve
sterilni vodé¢ a inokulovana v n€kolika mililitrech suspenze.

Dal$i z moZznosti je chov hdd4tek na kulturdch rostlinnych explantatl. Explantatové
kultury rostlin jsou zalozeny na aseptické kultivaci izolovanych casti rostlin za umélych
podminek. V praxi to znamena odd¢lit ze steriln¢ napéstované nebo povrchové sterilizované
rostliny urcitou cast, umistit ji do sterilniho prostfedi a kultivovat za vice ¢i méné
definovanych podminek (Kova¢, 1995). Napt. had’atka rodu Heterodera byla kultivovana
monoxenicky na odfiznutych kofenech cukrovky (Beta vulgaris L.) udrZzovanych v tekutém
Whiteovu mediu, ackoliv tekuté médium neni vhodné pro pozorovani pohybu hadatek,
prunik do kotenti nebo pro oplodnéni sami¢ek had’atek. Semena cukrovky (Beta vulgaris L.)
byla sterilizovana. Po pfeneseni semen na 0,8% vodni agar pro vykliceni byla ponechana ve
tmé pfii teploté 25 °C. Kdyz byly klicky semen 4-5 cm dlouhé, odfizly se 3 cm konce klicku a
pienesly na agarové médium s Zivinami na Petritho miskach (Ruth & Viglierchio, 1969).
Had’atko Meloidogyne hapla bylo stspéchem chovano na kofenovych kulturach rajcat
(Solanum lycopersicum), cibule (Allium cepa) a pampelisky obecné (Taraxacum officinale)
(Mitkowski & Abawi, 2002).

Nelze opominout ani moznost chovu had’atek na kalusech. Kalus piedstavuje soubor
nediferencovanych bunc¢k (Kovac, 1995). Poskozeni rostlinného organu vyvolava reakci,
kterou se snazi poranénou cast opravit. Tato odpovédni reakce spusti mechanismus déleni
neposkozenych bunék sousedici s ranou, a tak neprodys$né uzavie zranéni. Vysledkem je
neustdle se de¢lici hmota obecné malo diferenciovanych a neorganizovanych agregata
rostlinnych bun€k nazyvajicich se kalus (Hall, 1995). Pak nasleduje zpeviiovani této vrstvy
dal$im navrstvenim ligninu, suberinu, vosku v takovém potadi, aby byla znovu nabyta
celistvost ochranné vnéjsi bariéry rostliny. Kdyz se vSak zplisobi zranéni v aseptické kultuie
na definovaném médiu, stimuluje se reakce pocatecniho bunécného déleni a zphsobi

pokracujici déleni na neurcitou dobu prostfednictvim vnéj$itho vlivu chemického slozeni
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kultiva¢niho média. Zdmérna tvorba zranéni nemusi byt pro tvorbu kalusu in vitro nezbytné
nutnd, ackoliv se vzhledem k rychlosti formovani kalusu vSeobecné pouziva. Kalus je ¢asto
pro had’atka lepsi hostitel nez diferencované pletivo, ze kterého je odvozeno; také pletivo
z normalnich rezistentnich rostlin reprodukci had’atek podporuje pokud se tvoii kalus. Kalus
obvykle roste na agarovém médiu obsahujici znamé ziviny. Tato technika je uzite¢na pro
kultivaci velkého mnozstvi had’atek a také pro stanoveni uUc¢inkii riznych chemikalii a
ostatnich faktori ovliviiujici jejich vyvoj (Hooper, 1986). Nebyl zaznamenan zadny naznak,
ze by hadatka ztratila vitalitu, reproduk¢ni a infek¢éni schopnosti, hostitelskou specifitu,
dokonce 1 po nékolika letech v kontinualni kultuie (Eriksson, 1965). Hadatko
Bursaphelenchus lignicolus zijici ve dfevé borovice bylo Gispésné chovano na kalusu vojtésky
seté (Medicago sativa L.; Hirotada & Yasuharu, 1975). Na kalusu vojtésky bylo chovano
také had’atko Pratylenchus vulnus (Lownsbery et al., 1967). Cibulova rasa hadatka
zhoubného Ditylenchus dipsaci byla chovana s tispéchem na kalusu cibule (Allium cepa)

v monoxenické kultuie 8 tydnii pii 23 °C (Riedel & Mai, 1971).

2.3. Metodicka cast
2.3.1. Ditylenchus dipsaci, chov v in vitro podminkach

2.3.1.1. Priprava kompatibilnich hostitelskych rostlin v in vitro kulturach
Pro chov had’atka zhoubného Ize s Gspéchem pouzit kalusové struktury a rovnéz pak in

vitro kultury celych rostlin. Pfi vybéru druhu rostliny pro tuto aplikaci je nutné brat zfetel na
ptfibuznost explantatové kultury s plivodni hostitelskou rostlinou. I pfes fakt, Ze hostitelsky
okruh had’atka je pomérné Siroky, je vhodné uplatnit jako in vitro hostitelskou rostlinu
minimaln¢ ze stejné Celedi jako je rostlina ptivodni (zdrojova). Lze rovnéz doporudit vybér
takového druhu, ktery je nenaro¢ny na kultivaci v podminkéch in vitro. Ptikladné suknice
cibule jsou mnohem vhodnégjsi pro piipravu kalusovych explantati neZz strouzky cesneku.
Proto lze po zvoleni technologie vybrat i vhodnou hostitelskou rostlinu k uspé$né a
bezproblémové kultivaci. Pro chov Ditylenchus dipsaci
byly optimalizovany dva zakladni postupy a to chov na
celych rostlinach vin vitro kulturdich a chov na
kalusech. Jako hostitelské rostliny byly vzhledem
k podminkdm CR vybrany cibule kuchytiska (Allium
cepa) pro biorasu D. dipsaci zcesneku a c¢ekanka

obecna (Cichorium inthybus) pro biorasu z ¢ekanky.

g ;::f; &V minulych letech byl provadén monitoring CR na
vyskyt D. dipsaci a vysledky ukazuji rozsifeni zejména Cesnekové biorasy tohoto had’atka,

proto 1 tato metodika sleduje tuto skutecnost.

12



2.3.1.1.1. Priprava Zivnych médii

Pti vypracovani metodiky byly pouzivany
reagencie od firmy Duchefa (MS-
M0221.0001, MS s vitaminy-M0222.0001,
2,4-D -D0911.0100, BAP-B0904.0001,
myo inositol 10609.0100, agar pro
explantaty-P1001.1000) a to zejména na

zaklad¢ praktického zhodnoceni jejich

kriterii dostupnosti a kvality. Lze hovofit o

k Reagencia duchefa , . .
vhodném kompromisu mezi cenou a

kvalitou na ¢eském trhu. Jako zdklad pro in vitro média bylo pouzito zivné medium podle
Murashige a Skooga (1962) (dale jen MS). Pro piipravu a uchovani reagencii se osvédcily
lahve z borosilikatového skla (Duran P-lab- L.300250), zejména pak pro jejich mechanickou
odolnost a snadnou sterilizovatelnost. Nedilnou soucdsti medii je voda, byla pouzivana
ddH,0 oSetfena germicidnim zafenim. VSechny manipulace po ptipravé média probihaly
v standardnim evaluovaném biohazard boxu Jouan 120.

Postup ptipravy MS pro explantatové kultury celych rostlin:

1. Do 500 ml uzaviratelné sklenéné nddoby (Duran) odméfit 250 ml redestilované vody.

2. Do vody pfidat 220 mg smési miro a makroelementli dle Murashige a Skooga (tato smés
obsahuje i vitaminy), 50 mg myo-inositolu, 10 g sachar6zy.

3. V piipad¢ ptipravy tuhého media piidat 6,3g agaru na jeden litr média. Do tekuté
modifikace médi se agar neptidava.

4. Dorovnat pH pomoci HCI pfipadné NaOH na hodnotu pH 5,7.

5. Objem doplnit do 500 ml.

6. Autoklavovat 20 min v 120°C

7. Sterilované medium se ve flow-boxu rozlije do sterilnich petriho misek (P-lab K300360.1).
Paklize je nutné pfipravit médium pro péstovani celych rostlin v adekvatnich nadobach
(Sigma aldrich - V8630-100EA, B8648-100EA, Duchefa De Wit W1607.0750) rozlijeme
médium nejprve do nadob a ty potom podrobime autoklavovani. V ptipadé¢ tohoto zpiisobu
lze oznacit medium pomoci znacek piimo v mediu, které jsou autoklavovany spolecné

s médiem.
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F1 médium pro kultivaci kalusovych struktur

1. Do 500 ml uzaviratelné sklenéné nadoby (Duran) odméfit 250 ml redestilované vody.

2. Do vody piidat 220 mg smési miro a makroelementti dle Murashige a Skooga (tato smés
obsahuje 1 vitaminy), 50 mg myo-inositolu, 10g sacharozy, 3,15 g agaru.

3. Navazit 0,5 mg 2,4-D a 0,25 mg BAP, tyto fytohormony pied pfiddnim do roztoku
rozpustit v malém mnozstvi 1M NaOH.

4. Upravit hodnotu pH pomoci HCI ptipadné NaOH na hodnotu pH 5,7.

5. Objem doplnit na 500 ml.

6.Autoklavovat 20 min v 120°C

7. Medium se ve flow-boxu rozlije do sterilnich petriho misek.

Takto pfipravend média mohou byt pouzita pro vysev semen hostitelskych rostlin nebo pro
pasdzovani jiz ptipravené¢ho rostlinného materidlu. Neni vhodné tato média dlouhodobé
skladovat naptiklad ve 4 °C, v téchto podminkach dochédzi k vysrdzeni fytohormonl a
vitaminti v mediu a nelze tak zajistit homogenni vlastnosti média pro vyznamné pro rust

explantatové kultury.

2.3.1.1.2. Piiprava hostitelskych rostlin nebo jejich casti
V biologii D. dipsaci jsou v§echna vyvojova stadia schopna aktivniho pohybu, snad jen

sjednou vyjimkou a tu tvofi vajicka respektive embryony. V tomto ohledu byly
optimalizovany podminky chovu jak na celych rostlindch, tak na kalusech. S ohledem na
vyskyt D. dipsaci v CR byly optimalizovany chovy na rostlinach cibule kuchyiiské (Allium
cepa) a ¢ekanky obecné (Cichorium inthybus). Pro piipravu explantatovych kultur je prvnim
krokem povrchova sterilizace pouzitého rostlinného materialu. V tomto kroku jsou
odstranény na povrchu Zijici organismy, které by v in vitro kultufe plisobily jako necilové a
jejich ptitomnost by znehodnotila piipravu axenické kultury. Zpravidla se jedna o houby,
bakterie a pfipadné kvasinky. Standardni postupy nejsou schopny zasahnout endogenni
mikroorganizmy nachdzejici se v intercelularnich prostorach rostlinnych pletiv. V tomto
piipadé lze s uspéchem pouzit antibiotika aplikovana na pletivo ptimo, nebo do kultiva¢niho
média. Nejsnaz§im zplisobem ziskani axenické kultury je pouziti semen pro sterilizaci a po
vykliceni sterilni rostliny jeji pasdzovani do axenickych podminek. Pii sterilizaci rostlinného
materidlu sledujeme nejen jejich povrchovou upravu, ale je také vhodné sledovat jejich
zivotaschopnost. Pii nevhodném zplisobu sterilizace se setkdvame se ztratou Zivotaschopnosti
jak u semen, tak u rostlinnych $tépl. Je tedy nutné s ohledem na ptipravovanou kulturu
pouzit adekvatni sterilizacni postup. Pro semena cekanky, poérku ¢i cibule lze pouZzit

nasledujici postup sterilizace:
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1. Pro sterilizaci semen piipravit gdzovy sacek (géza 5x5 cm), do n¢ho uzavfit semena tak,

aby v priitbéhu promyvani neopustila tento sacek.

2. Umistit sacek se semeny pod tekouci vodu (bézna voda z vodovodniho fadu) a promyvat

20 minut, jsou tak odstranény mechanické necistoty a povrch semena je hydratovan pted

sterilizaci.

3. Do 400 ml kadinek pfipravit sterilizacni roztoky v objemech 200 ml.

4. 2 minuty v 80 % etanolu a 80 % savo (10 minut).

5. Oplachnout sterilni destilovanou vodou a to minimalné€ 5x po dobu tfi minut.

Pro zachovani kli¢ivosti semen
je jednim z dilezitych faktorti
zavérecné omyti ve sterilni
destilované¢ vodé. Je tedy
vhodné tento krok nepodcenovat
a nijak neuspéchat. VSechny
ukony od kroku 3. je nutné
provadét ve  flow  boxu
s dodrzenim vsech zasad sterilni
prace.

Doporucit 1ze rovnéz
vysev sterilnich semen na

petriho misky s 1,5% vodnim

agarem (destilovand voda 100 ml agar pro kultivaci rostlin 1,5 g uvafit autoklavovat rozlit

.- ¥ %

&
L
inace vysevu semen éel%ky

Kontar

sterilné na, petriho misky ve
vrstvé cca 2-3 m). Timto
postupem lze odfiltrovat urcity
stupenn kontaminaci a dale pak
nekli¢ivych semen. Na kultivacni

médium  poté pasdzujeme jiz

rostliny ve znamém zdravotnim stavu a to ve fazi d€loznich

listkti. Timto postupem rovnéz Setfime prostor v kultiva¢nich
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boxech a také kultivaéni média. Délozni rostliny mlizeme pasazovat jak pro ptipravu celych

rostlin (MS) nebo pro piipravu kalusovych struktur (F1).

—_—

Y /4 , cibule.

Explantatové kultury (kalusy i1 celé rostliny €i jejich ¢asti) lze ptipravit i explantaci

¢asti rostliny. Tyto postupy jsou zaloZzeny na sterilizaci rostlinného materialu a jeho
explantaci do in vitro podminek. Rostlinné pletivo, které pouzijeme pro piipravu explantati
je zpravidla méné odolné vici sterilizaCnim roztokiim né€z semena a proto je nutné sniZit
koncentrace ¢i doby pusobeni jednotlivych reagencii. Na druhou stranu je mozné do
axenickych kultur prevést vétsi ¢ast rostliny (1 cm listu), kterou miizeme pouzit pro inokulaci
had’atky za pomérné krat$i ¢as nez v ptipadé vysevu semen. Listy mladych rostlin porku,
¢esneku ¢i srdécka ekanky Ize pro explantaci sterilizovat nasledujicim postupem.

1.Cast rostliny uréené k explantaci (napf. list &esneku) omyt pod tekouci vodu (b&Zna voda
z vodovodniho fadu) cca 20 minut.

2.Ptipravit kousky pletiva ur¢eného pro explantaci (natfezat skalpelem na vhodnou délku)
3.Do 400 ml kadinek pfipravit sterilizani roztoky v objemech 200 ml.

4.30 sekund v 70 % etanolu a 70 % savo (10 minut).

5.0plachnout sterilni destilovanou vodou a to minimalné 5x po dobu tfi minut.

Takto sterilizované rostlinné pletivo 1ze vysévat na MS. Pro
Kvalitni rlst rostlinného materialu je nutné zvolit vhodné osvétleni a
rovnéz pak teplotu. Pro rast celych rostlin ¢i jejich zelenych ¢asti 1ze
doporucit 23-25°C pii délce dne 11 hodin. Pro kalusové struktury

potom 22-27°C ve tmé. Po vysevu ¢i pasdzovani je vhodné kultury

kontrolovat a ptipadné odstranit a
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nahradit kontaminované vzorky. Neni
vyjimkou, Ze pii zavadéni technologie
axenickych kultur se badatelé¢ potykaji
stadou problémi a vtomto ohledu
zejména s kontaminacemi nejrizngjSiho
puvodu. Ne vSechna pracovisté disponuji

autonomni explantatovou laboratofi, nic

N\ méné 1 v takovychto podminkach se da
dosnout uspéchu. Je nutné mit na zfeteli body v postupu axenizace, ¢i nakladani
s explantaty, ve kterych mize dojit ke kontaminaci, respektive jaké jsou zdroje kontaminace.
V tomto ohledu lze doporucit nésledujici:

- vyplati se investovat do kvalitniho Flow boxu, nejlépe s vertikalnim proudénim mozZnosti

vlastni sterilizace a velkou plochou pro préaci (minimum 120 cm)

Ve flow boxu ponechavame jen to co k danému pracovnimu ikolu
‘nezbytné potiebujeme.

'

S

_
~ Kultivace v nadobéch s priduchem

- rozhodné neSetfit na kultiva¢nich lahvich, tésnost vicek, ptipadné praduchové filtry

umoznuji snadnou manipulaci a pasazovani.

- dodrzovat pravidla sterilni prace a nevnaset kontaminanty na svém téle ¢i na nastrojich

e |

{ R

Kultivace rostlin V;ﬁfaﬁ;msigm

urcenych pro axenizaci.
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2.3.1.2.  Extrakce, sterilizace hadatek a inokulace hostitelskych rostlin

Pro Gspésné zalozZeni axenickych kultur fytoparazitickych had’atek musi byt splnéna
dvé zékladni kriteria. Vlastnictvi hostitelskych rostlin v axenické kultufe a dale pak
vlastnictvi sterilniho inokula had’atek v dostate¢né koncentraci. Pro pfipravu vhodného
standardu inokula je tedy nutné prevést had’atka z ptirozeného prostiedi (napadené rostliny)
do prostiedi explantatové kultury respektive. Pro extrakci had’atek D. dipsaci z rostlinného
materialu lze pouzit celou fadu metod, které byly v ramci pfipravy této metodiky testovany
tak, aby byla vybrdna optimalni varianta vyuzitelna v Sirokém méftitku. Pro extrakci had’atek
z rostlinného materialu lze s ispéchem pouzit modifikovanou metodu dle Baermanna. Tato
metoda je zejména vhodna pro extrakce z menSiho mnozstvi materidlu (10-50g). Pro D.
dipsaci je vhodné pouzit delsi dobu pro uvolnéni had’atek z rostlinného pletiva, nebot’ nékteti
jedinci se mohou nachéazet v anhydrobidze, to se tyka zejména nékolik dni starého ¢i suchého
materidlu. V ptfipadé pouziti Baermanovi nalevky se Casto setkavame se snizenim vytézku
zivotaschopnych had’atek pii prodlouzené periodé¢ extrakce, to souvisi se snizovanim
mnozstvi kysliku ve vodé a vede k vysoké mortalité¢ extrahovanych had’atek. Postup byl tedy
modifikovan a to odstranénim koncové svérky a jejim nahrazenim zkumavkou a dale pak

pridanim peroxidu vodiku do extrakéniho roztoku. Postup je tedy nasledujici.

Baermanova néle#a

1. Rostlinny material nakrajet na malé prouzky (2-3 mm tenké).

2. Sestavit Baermanovu nalevku jako filtr pouzit jednu vrstvu kapesnicku ROTH (P-lab

RO008721 ) (nepousti drobné chloupky).

3. Pfipravit extrakéni roztok peroxidu vodiku 0,1% ve vodé (béZna pitna voda z vodovodniho

radu).

4. Nakrajeny rostlinny material umistit do nalevky a pomalu zalit extrakénim roztokem.
Takto pfipravenou soustavu ponechame v laboratorni teploté po dobu 6-12 hodin.

Had’atka hromadné opoustéji pletivo a sedimentuji na dn€¢ zkumavky. Po ukonceni inkubace
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lze na dn¢ zkumavky pouhym okem sledovat usazend had’atka. Na silikonovou hadici
nasuneme svérku a zkumavku opatrné¢ odstranime. Had’atka lze zakoncentrovat postupy
popsanymi nize.

Pro vétsi mnozZstvi rostlinného materidlu doporucujeme pouzit metodu plavicich
misek v kombinaci se sitovou metodou separace. Material
pfipravime obdobnym zplGsobem jako v pfipadé pouziti
Baermannovy nélevky, na pfipravenou misku material navrstvime

a zakryjeme dalSim ubrouskem ROTH, zalijeme vodou (voda

z vodovodniho fadu) a ponechame v laboratorni teplot¢ po dobu
6-12 hodin. V tomto piipad¢ neni vysoka mortalita spojend s anoxidaci suspenze had’atek
problémem, velkd plocha vody je totiz dostatecné okyslicovana. Had’atka separujeme ze

suspenze pomoci sita s praiméry otvort 0,025 mm (VUSH).

- \ :

V priibéhu sterilizacniho procesu je nutné s hadatky v suspenzi

Setrné manipulovat a to vZdy s dodrZzenim zékladnich pravidel sterility
prostiedi, nebot’ cilem je sterilni suspenze had’atek. Pro sterilizaci byly
optimalizovany dva postupy. Prvni z postupti je uren pro pracovisté
vybavené centrifugou. Tento postup zarucuje snadnou a rychlou manipulaci
s had’atky v procesu sterilizace. Prvnim krokem je zvySeni koncentrace

had’atek v suspenzi a omezeni tak vlivu vody jako fedidla sterilizacnich

roztokd. Suspenzi pipetujeme do 2 ml mikrozkumavek centrifugujeme pii
6000 g 5 minut. Had’atka vytvoii dobfe viditelny sediment na dne zkumavky. Supernatant je
nutné Setrné odstranit a to bez rozruSeni  peletky. Pii  téchto
hodnotach tihového zrychleni se neni nutné obéavat poskozeni had’atek. Dale pipetujeme vzdy
pozadovany sterilizacni roztok a centrifugujeme ve stejnych podminkach. Pti kalkulaci ¢asu
na inkubaci v jednom ze sterilizacnich roztokl je nutné inkorporovat i Cas potiebny na
centrifugaci. VSechny operace, kdy dochazi k otevieni mikrozkumavky je nezbytné provadét
ve sterilnim prostfedi a sterilnimi ndastroji. Druhy postup je zalozen na principu filtrace
suspenze had’atek na pfipraveném mikrofiltru. Kolonku s filtrem Ize snadno pfipravit

z tkaniny s kalibrovanymi otvory (0,025 mm silk&progres) a dvou sefiznutych Spi¢ek pro
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automatické pipety (1-5 ml). Filtr je opakovatelné pouzitelny a autoklavovatelny. Pii této

metod¢ odpada krok zvySeni koncentrace had’atek.

Sestavime aparaturu odséavaci erlenmaerovy banky a filtru napojime na zdroj vakua a pii

mirném vakuu odsavame vzdy kdyz je dosaZeno inkubac¢niho ¢asu v daném sterilizaCnim

roztoku. V poslednim kroku je nutné homogenizovat suspenzi michdnim pomoci automatické

pipety a to n¢kolikandsobnym nasatim a vysatim obsahu filtru v jeho horni ¢asti. Suspenze

had’atek je pak odpipetovédna a pouzita pro inokulaci.

Sterilizace D. dipsaci:

1. Zvyseni koncentrace suspenze had’atek.

2. 5x promyt ve sterilni destilované vod¢ po 5 minutach

3.20 minut inkubovat v 0,01% HgCl, (Pozor pracovat dle pravidel prace uvedeném na

bezpecénostnim listu HgCl,)

4. Proplachnout 3 x po 5 minutach v destilované vodé.

nastavec zhotoveny ze dvou $picek  5.20 minut streptomycin sulfat 1 % roztok

6.1x proplachnou ve sterilni destilované

vodé¢ a ihned pouzit pro inokulaci.

filtr 0,025 mm
Pro inokulaci lze pouzit suspenzi i
B tlacka v roztoku s streptomycin sulfatem. Pro
SilCeenoya ufica stanoveni ~ vhodného  poctu  hadéatek
l I v inokulu je vhodné po promichani sterilni
zdroj vakua - suspenze odebrat cca 20 ul a vtomto

malém objemu had4dtka spocitat a
pfepocitat na cely objem. Inokulovdno by

meélo

Erlenmayerova baiika s moznosti odsavani
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byt 80-150 jedinct na jednu rostlinu ¢i kalus. Pfi inokulaci dodrzujeme zésady strerilni prace.
V ptipad¢ inokulace celych rostlin Ize doporucit stabilizaci suspenze had’atek ptidavkem cca
1% nasyceného sterilniho roztoku dikarboxymethylcelulozy (P-lab K 37501). Suspenze je
zahuSténa a je zajiSténa jeji stabilita na listech rostliny.

Inokulované rostliny jsou umistény zpét
do rtstového boxu. PO 10-20 dnech lze
pozorovat piiznaky na rostlindich ve formé
tvarovych zmén a na kalusech pak odumirani
napadenych pletiv, kterd tmavnou. Takovéto
kultury lze pouzivat nejen jako rezervoar
had’atek, ale i pro studium jejich biologie a

bionomie.

2.3.2. Meloidogyne hapla chov v in vitro
podminkach

Had’atka rodu Meloidogyne patii mezi kofenova,
halkotvornd had’atka. Vytvofit in vitro systém pro jejich
reprodukci tedy zohlediiuje jejich biologickych

 vlastnosti a to zejména princip navazovani

~ kompatibilniho vztahu s hostitelskou rostlinou. V tomto
ptipad¢ lze za optimalni variantu povazovat kofenoveé

explantaty, celych funk¢nich kotfenti a nikoli
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nediferenciované pletivo kalusu. Co se tyce hostitelskych rostlin a jejich vybéru, v piipadé M.
hapla l1ze doporucit rajce jedlé (Lycopersicon esculentum), je to celosvétové pouzivana,
univerzalni hostitelska rostlina pro hadatka rodu Meloidogyne. Pii vybéru odrudy pro
zaloZeni chovu je ovSem zapotiebi zohlednit aspekt ptipadné rezistence zvolené odridy vici
had’atkim rodu Meloidogyne. Mezi takové rezistentni odriidy patii napf. odrida Nema. Pro

pripravu této metodiky byla zvolena odriida Stupické polni rané.

2.3.2.1. Pfiprava kompatibilnich hostitelskych rostlin v in vitro kulturach
Pro pfipravu kofenovych explantiti byla

optimalizovana nasledujici technika. Sterilni
semena hostitelské rostliny je vhodné vysévat
G0209.0001) urc¢ené pro inicializaci a péstovani
kofenovych explantati. Ptiprava je obdobna

jako u MS. Doporucujeme pouzit malé (60 mm )

petrtho misky a cca 4-5 mm silnou vrstvu
média, kterd zajisti dlouhodobou kultivaci bez nutnosti pasazovani. Po vykliceni jsou
odsttizeny zaklady nadzemnich Casti rostlin a hypokotylu, explantat kofend je presunut do
tmy a inkubovadn jeden tyden. V tomto stafi jsou jiz vytvofeny postranni vlasecnicové
kotfinky a kultura je tedy pfipravend pro inokulaci. Vyhodou rovnéz zistdva schopnost
prezivani kofenovych explantati po dlouhou dobu v upravenych opodminkach. Lze tedy
pripravit kofenové explantaty takiikajic do zasoby. Po vytvoreni postrannich kofinkd je
mozné sniZit teplotu na 8-10 °C a uchovat tak pfipravené explantaty po dobu 2-3 mésict ve

fazi vhodné k inokulaci.

2.3.2.2. Extrakce, sterilizace had3atek a inokulace hostitelskych rostlin
Na rozdil od D. dipsaci, kde 1ze pomérné snadno ziskat pohybliva stadia had’atek, je

rod Meloidogyne kofenovych bilkotvornych had’atek. V tomto piipadé je tedy nutné izolovat
vajicka ¢i embryony. Za timto ucelem lze vyuzit dvou technik. Prvni z nich neni rutinni, ale
jeji zvladnuti zajistuje dostatek kvalitniho zivotaschopného inokula. Jedna se o sbér
vajecnych vakl pfimo z kofenovych halek. Pod binokulérni lupou hleddme vaje¢né vaky na
suchych kotfenovych halkach Setrné zbavenych ptidy. O¢nim skalpelem odstraitujeme Casti
halek spolecné s vajeCnymi vaky a umistujeme je do mikrozkumavky s cca 20 pl vody.

Takto pfipravené vaky vortexujeme 10 minut 1200 rpm.
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» Masa vajicek Meloidogyne hapla.

Druhd metoda je rutinné zvladnutelnd jeji
aplikace ovSem vyzaduje centrifugaci
pomérné velkych objemu (50-100 ml).

l.Infikované kotfeny (halky) 10 g umistime
do mixéru (bézny kuchyiisky) a zalijeme 100

ml vody (voda z vodovodniho fadu).

pfevedeme do kéadinky.

4. Do 50 ml uzaviratelnych kyvet (falkonky- Orange Scientific) odmétime cca 5 ml kaolinu
(Fluka-18672) a kyvetu doplnime pfipravenou suspenzi.

5. Intenzivné promichame, tak aby doSlo ke smiseni kaolinu se suspenzi.

6. Centrifugujeme 2 minuty 2500g

7. supernatant odstranime a do kyvety ptidame 40 ml 1M sachar6zy

8. Peletu resuspendujeme 1zickou a intenzivnim tfepanim

9. Centrifugujeme 2 minuty 2500g

10.  Supernatant obsahuje vaji¢ka, je nutné jej prefiltrovat pres sito o velikosti otvorl
0,025 mm.
11.  Suspenze vajicek je ptipravena pro dalsi pouziti.

- I
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‘s malym podilem _p’ﬁmésl i

Izolovand vajicka jsou v rtizné fazi vyvoje, je vhodné nechat vajicka dospét a larvy
vylihnout. Pro tento postup je vhodné ponechat suspenzi vajic¢ek pfti teploté 25 °C po dobu 7-
10 dni. Je ovSem nezbytné aerovat suspenzi a to minimaln¢ jednou za dva dny piidavkem
peroxidu vodiku a to do cilové koncentrace 0,1 %, za timto ucelem doporucujeme pfipravit
1% zéasobni roztok H,O,. Pro separaci larev druhého vyvojového stadia a nedospélych vajicek
je mozné pouzit Baermannovu nalevku respektive jeji mensi variantu, pouzita nalevka pojme
v tomto pfipadé 10-20 ml suspenze, jako filtr je opét pouzita jedna vrstva ROTH ubrousku, na
ktery je suspenze larev a vajicek opatrné nalita. Po 1-2 hodinach lze jiZ bez potiZi odpustit
sedimentované larvy a pouzit je pro sterilizaci a inokulaci. Larvy had’atek rodu Meloidogyne
1ze sterilizovat obdobné jako D. dipsaci. I mnozstvi inokula lze volit v dimenzich 80-100
larev na jeden kotfenovy explantat. Inokulum je aplikovano ke kofenovym explantatim a ty
jsou premistény zpét do ristového boxu. Za 2-3 tydny lze sledovat tvorbu hélek na kotincich
a posléze i1 produkci novych vajicek. Tyto kultury lze pouZzivat nejen jako rezervoar had’atek,

ale 1 pro studium jejich biologie a bionomie.
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3. Srovnani , hovosti postupu“

V predlozené metodice jsou optimalizovany postupy pfipravy rostlinnych explantati
uréenych pro reprodukci vyse uvedenych druhii fytoparazitickych had’atek za ucelem ziskani
zdroje had’atek pro dalsi studium interakci, biologie, bionomie. Jako novum lze oznacit
funk¢ni optimalizované metody extrakce nepohyblivych stadii had’atek z kofenovych halek.
Steriliza¢ni postupy uvadéné v této metodice jsou optimalizovany pro D. dipsaci a
Meloidogyne hapla . Ve srovnani s publikovanymi pracemi se jedna o postupy ,,de novo* .
V neposledni fadé 1ze uvést, ze v CR se jednd o prvni praci tohoto druhu a rozsahu. MoZnost
piimé konzultace ¢i ziskani praktickych zkuSenosti na pracovisti poskytovatele je nejen

mozna, ale 1 zddouci. Tato skute¢nost dava dobré predpoklady pro vyuziti metodiky v praxi.

4. Zaveér

Tato metodika je uréena pro organizace na tizemi CR zabyvajici se vyzkumem ¢&i
aplikaci vysledkti vyzkumu do praxe a to na Grovni ochrany rostlin. Jedna se na prvnim misté
o Statni rostlinolékatskou spravu, dale pak o Vyzkumny ustav Silva Taroucy pro krajinu a
okrasn¢ zahradnictvi Prihonice. Metodika bude vyuzita jako soucast zavedenych
laboratornich postupti. V piipad¢ zajmu dalSich organizaci budou uzavieny i dalsi smlouvy o

vyuziti metodiky.
Podékovani

Autorsky tym touto cestou deékuje studentim oboru rostlinolékafstvi, jmenovité Jané

Wenzlové a Janu Urbanovi za spolupraci pii vyvoji novych nematologickych technik.
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