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ZHODNOTENIE UCINKU APLIKACIE RASTLINNYCH DERIVATOV NA HADATKO ZEMIAKOVE
GLOBODERA ROSTOCHIENSIS PATOTYP RO1

EVALUATION OF EFFECT OF NATURAL PLANT PRODUCTS AGAINST POTATO CYST NEMATODE
GLOBODERA ROSTOCHIENSIS PATOTYPE RO1
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Plant parasitic nematodes attack a wide range of crop species. The survival of one quarantine plant parasitic nematode species attacking
potatoes, Globodera rostochiensis patotype Ro1 was evaluated in in vitro and pot experiments by tannin aqueous solutions at different
concentrations. In the in vitro experiment a different tannin concentration were tested for effect on the egg hatch of the nematode. All the
tannin concentrations tested exerted a highly significant reduction of egg viability from 56 to 87% in comparison to the untreated control. In
the pot experiment, tannins, as aqueous solutions at rates of 100, 250 and 450 g.m™, were applied to soil at two different application times
(at sowing and at sowing and two weeks later). All tested doses were effective to reduce the number of cyst.100 g soil, eggs and
juveniles.g” soil and reproduction rate in comparison to untreated control. The number of eggs and juveniles/cyst was not influenced by the

different applied rates of tannins.
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Parazitické nematody rastlin su prirodzenou sucastou pddnej
nematodofauny vSetkych ekosystémov. Mnohé z nich st pova-
Zované za vyznamnych Skodcov velkého poétu polnohospo-
darskych plodin, ovocnych stromov, vini€a ako aj okrasnych
rastlin v celosvetovom meradle najma vSak v teplejSich, tropic-
kych a vihSich klimatickych oblastiach sveta. Do tejto skupiny
patri aj hadatko zemiakové s dvoma morfologicky pribuznymi
druhmi Globodera rostochiensis a Globodera palida. Patri do
skupiny tzv. cystotvornych nematod so Specifickym typom vyvi-
nu, ked sa samicka po ukonéeni produkcie vaji€ok meni na cys-
tu tzv. cystotvorné nematédy rastlin. Je vyznamnym Skodcom
zemiakov na celom svete a v mnohych krajinach Eurépy spbso-
buje velké ekonomické straty pri pestovani tejto plodiny. Podla
tidajov UKSUP-u sa na Slovensku vyskytuje najma na plo-
chach malopestovatelov (nepublikované Udaje).

Regulacia poctu parazitickych nematéd rastlin je naro¢nej-
Sia ako pri inych rastlinnych Skodcoch, pretoze vSetky Ziju
v pdde a vacésinou napadaju podzemnu &ast rastliny, kde pre-
bieha cely ich vyvinovy cyklus. V minulosti bola zaloZzena pre-
vazne na pouziti chemickych pripravkov (Basile et al., 2003).
Av8ak zvySeny zaujem o ochranu Zivotného prostredia a s tym
sUvisiacu ochranu zdravia ludi a zvierat, na zaklade sucasne;j
Eurdpskej legislativy (zakon &. 1095/2007 a €. 1107/2009) kto-
ré prisne obmedzuju pouZzivanie pesticidov v polnohospodar-
stve je stimulom pre hladanie novych alternativnych metod,
ktoré su Setrné k Zivotnému prostrediu a ekonomicky vyhodné
zaroven. K takymto alternativnym metédam patria rézne agro-
nomické a fyzikdlne metody ako su solarizacia pédy (McSorley
and McGovern, 2000), organické hnojenie (Renco et al., 2007,
2009, 2010, 2011; D’Addabbo et al., 2011), zelené hnojenie
(Aires et al., 2009) osevny postup ¢i pestovanie rezistentych
odréd (Ferris et al., 1971; Smith et al., 2004) vratane pouZzitia
biologicky aktivnych latok ako su vytazky z rastlin (chitin, tanin,
fenoly, azadirachtin, ricinin, terpenioidy a iné). V minulosti boli
dokazané ich nematocidne ucinky v réznych Studiach (Spiegel

etal., 1987; Rich et al., 1989; Atungwu et al., 2009; Maistrello et
al., 2010). Prave rastlinné triesloviny (taniny) sa nachadzaju vo
v8etkych druhoch rastlin. Su to sekundarne rastlinné polyfeno-
ly, ktorych chemické a fyzikalne vlastnosti su rozdielne v zavis-
losti od druhu rastliny, rastlinnych €asti a obdodia kedy sa
z rastlin extrahuju (Waterman, 1999; Waghorn and McNabb,
2003). Su toxické aj pre bylinoZravce, pre mnohé druhy hub,
baktérii a kvasiniek (Scalbert, 1991). V minulosti bol dokazany
ich antihelminticky u¢inok na rézne druhy gastrointestinalnych
nematéd prezuvavcov (Hoste a i., 2006) ale aj na tzv. hréko-
tvorné parazitické nematédy rastlin Meloidogyne javanica (Ma-
istrello et al., 2010). KedZze Gdaje o ich vplyve na iné druhy ekto-
a endoparazitickych nematod vratane cystotvornych nematod
s malo zname, preto cielom tohoto vyskumu bolo otestovat
vplyv ich aplikacie na cystotvorné druhy parazitickych nema-
téd, za pouzitia hadatka zemiakového Globodera rostochiensis
patotyp Ro1, ktorého vyskyt je znamy aj z izemia Slovenska.
Tanin pouzity v naSom experimente bol extrahovany parou
z dreva pagastanu konského bez pouzitia chemickych rozpus-
tadiel firmou Agrostar s. r. 0., Taliansko.

Material a metddy

In vitro experiment — test liahnutia lariev z vaji¢ok parazita bol
realizovany v laboratérnych podmienkach pri teplote 25 °C pod-
[a metodiky (Sasanelli and Di Vito, 1991; Sasanelli and
D’Addabbo, 1992). Pre test bolo pouzitych sedem koncentracii
testovanej latky (taninu) od 0,32 g.I"" vody do 20,48 g.I" vody
v geometrickom rade, ako kontrola bol pouzity roztok korero-
vych vylu¢kov zemiakov. 30 cyst parazita bolo umiestnenych
v tzv. vodnom kupeli v petriho miskach na Specialnych sitkach
(priemer 2 cm). Suspenzia pozostavala z 2 ml prisluSnej kon-
centrécie testovanej latky a 2 ml korefiovych vylu€kov zemiako-
vej rastliny. Kazdy variant bol realizovany v Styroch
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opakovaniach + kontrola. Od zaciatku testu, v intervale sied-
mich dni, boli spo&itané vyliahnuté larvy parazita a cysty boli
opét umiestnené do suspenzie prisluSnej koncentracie taninu
a korenovych vylu¢kov po dobu Styroch tyzdriov. Po uplynuti
tejto doby, testovana latka bola vyfiata z experimentu a cysty
parazita boli umiestnené len do roztoku koreriovych vyluckov
pricom sa pokra¢ovalo v pocitani poctu vyliahnutych lariev pa-
razita v tyzdiiovom intervale. Experiment bol ukon&eny, ked
pocet vyliahnutych lariev bol nulovy. Nasledne boli cysty para-
zita z kazdého variantu a opakovania jemne rozdrvené (Sein-
horst and Den Ouden, 1966) a bol spocitany pocet
nevyliahnutych vaji€ok. Celkovy pocet vyliahnutych lariev bol
vyjadreny ako kumulativne percento s celkového poctu vaji€ok
v cystach (vyliahnuté + nevyliahnuté).

Vysledky boli spracované Statisticky pomocou analyzy va-
riancie (ANOVA), transformovanej pomocou tzv Bliss” tabuliek
a priemery boli Statisticky porovnané pomocou Least Signifi-
cant Difference’s Test v Statistickom programe STATISTICA
(StatSoft, 2003). Pre vypocet koeficientu Umrtnosti vajiCok bol
pouzity vzorec podla Abbott (1925).

In vivo experiment, bol realizovany v skleniku pre teplote
20 — 30 °C v nadobovych pokusoch (hlinené kvetinace). Pre
Ucely testovania vplyvu aplikacie roznych koncentracii taninu na
hadatko zemiakové bola pouzitd lahSia pieso€nata poda, ktora
bola pred zagiatkom experimentu sterilizovana parou (80 °C). Do
kazdého kvetina€a bolo inokulovanych 5 vaji€¢ok na gram pody
€o predstavuje 30 cyst hadatka zemiakového a zasadend jedna
hluza nachylnej odrody zemiaka odrody Désirée. Cysty boli uza-
tvorené v plastovych sitkach (1 x 1 cm) aby nedoslo k ich zmie-
Saniu s novou generaciou. Kazdy variant bol opakovany 4-krat.
Ako kontrola bola pouZita pdda s inokulaciou cyst parazita bez
aplikacie testovanej latky — variant 1. Pre test U¢inku taninu boli
pouZité tri testované koncentrécie a to 100 g.m? — variant 2 a 3;
250 g.m*? - variant 4 a 5 a 450 g.m® — variant 6 a 7. Testovana
latka v prislusnej koncentracii bola aplikovana v ¢ase vysadby
zemiakov (varianty 2, 4, 6) ako aj v Case vysadby zemiakov
a o dva tyZzdne neskoér, teda dva krat (varianty 3, 5, 7). Po troch
mesiacoch bola zmerana vyska nadzemych asti zemiakovych
rastlin, hmotnost nadzemnych &asti v zelenom a vysuSenom
stave a hmotnost koreriového systému. Péda z kazdej nadoby
bola vysuSend a cysty boli extrahované pomocou Fenwickovej
metddy z 200 g pddy. Izolované cysty z kazdého variantu a na-
doby boli spoéitané, rozdrvené ru€nym minimixérom a bol spoci-
tany pocet vajicok a lariev. Vysledky boli Statisticky vyhodnotené
pomocou programu STATISTICA (StatSoft, 2003).

Vysledky

In vitro experiment

Pocas prvého tyzdfa od zaloZenia experimentu sme zazname-
nali vyrazne vy38iu intenzitu liahnutia lariev z vaji¢ok v kontrol-
nom variante bez pridavku testovacej latky v porovnani so
v8etkymi pouZitymi koncentraciami taninu (Obr. 1). Tento trend
sme pozorovali aj pocas dalSich troch tyzdriov sledovania pri
pouZziti testovacej latky, ako aj poCas sledovaného obdobia bez
testovacej latky, aj ked po jej odstraneni do$lo k miernemu zvy-
Seniu liahnutia lariev z vajiCok vo vSetkych testovanych kon-
centraciach taninu.

Z pohladu pouzitych koncentracii testovanej latky neboli
zistené vyznamné rozdiely v liahnuti lariev z vaji€ok medzi kon-
centraciami 0,32; 0,64 a 1,28 g.l'1 taninu, tiez medzi 2,56 a 5,12
g.I" taninu ako aj medzi 10,24 a 20,48 g.I"" taninu. Na konci ex-
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Precentudhy podiel vyliahnutych lariev parazita

TyZdne testovania (2)

Obrazok 1  Vplyv aplikacie roznych koncentrdcii taninu na liahnutie lariev
G. rostochiensis in vitro

Application effect of different tannin concentrations on
hatching of juveniles of G. rostochiensis in vitro

(1) cumulative percentage of juveniles emerging weekly, (2)
incubation period (weeks)

Figure 1
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Obrazok 2  Percentudlne vyjadrenie imrtnosti vajicok parazita v in vitro
teste
Percentual evaluation of parasite eggs mortality in vitro

(1) mortality (%), (2) tannin dose

Figure 2

perimentu bola percentualna umrtnost vaji¢ok v cystach para-
zita 55,9 az 87,1% (Obr. 2) v testovanych variantoch v zavis-
losti od koncentracie testovanej latky. NajvysSia umrtnost bola

zaznamenana pri koncentracii 20,48 g.I"', naopak najniz$ia pri
koncentracii 0,64 g taninu na liter vody.

In vivo experiment

Z vysledkov experimentu v skleniku je zrejmé, Ze ani jedna
z pouzitych davok testovanej latky aplikovanej v ¢ase vysadby
zemiakov alebo v ¢ase vysadby a o dva tyZzdne neskér nemala
preukazne vyznamny (P = 0,01) vplyv na zvySenie rastu zemia-
kovych rastlin, vSetkych sledovanych parametrov (obr. 3). Na-
opak, pri aplikécii najvy$sej davky taninu (450 g.m®) v &ase
vysadby, ako aj o dva tyzdne neskor doslo k vyraznému potla-
testovacej latky a kontrolou.

Z pohladu vplyvu aplikacie réznych koncentracii taninu na
populécie hadatka zemiakového vysledky experimentu ukazali,
ze doslo k signifikantému zniZzeniu poctu novych cyst para-
zita.100 g™ pddy, podtu vajigok a lariev na g pddy ako aj koefi-
cientu reprodukcie ./’ pri v8etkych davkach taninu a variantoch
oSetrenia v porovnani s kontrolou (obr. 4) (P = 0,01). NajvysSie
znizenie tychto parametrov bolo zaznamenané pri davke 450
g.m? v oboch variantoch o$etrenia. Naopak nezistili sme Ziadny
preukazny vplyv aplikacie taninu na pocet vajicok a lariev v cys-
tach novej generacie parazita pri vSetkych testovanych davkach.
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Obrazok 3  Vplyv aplikdcie taninu na rastové parametre zemiakovej rast-
liny

1 - kontrola; 2, 4, 6 — aplikdcia 100, 250 a 450 g.m v gase vysadby:;
3, 5,7 —aplikdcia 100, 250 a 450 g.m v &ase vysadby a dva tyZdne ne-
skor

Effect of tannin application on potato plant growth

(1) height in cm/weight in g, (2) treatments, (3) stem — fresh weight,
(4) stem —dry weight, (5) height of plants, (6) roots weight

1 - control; 2, 4, 6 — application of 100, 250 a 450 g.m™® at sowing;
3, 5,7 —application of 100, 250 a 450 g.m™ at sowing and two weeks
later

Figure 3
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Obrazok 4  Vplyv aplikdcie taninu na vyvin G. rostochiensis (in vivo)

1 - kontrola; 2, 4, 6 — aplikécia 100, 250 a 450 g.m™ v ¢ase vysadby;
3, 5,7 —aplikdcia 100, 250 a 450 g.m v &ase vysadby a dva tyZdne ne-
skor

Effect of tannin application of reproduction of G. rostochiensis
(in vivo)

1 - control; 2, 4, 6 — application of 100, 250 a 450 g.m™ at sowing;
3, 5, 7 - application of 100, 250 a 450 g.m™ at sowing and two weeks
later

Figure 4

Diskusia a zavery

Z literatury je znamych len niekolko $tudii o vplyve aplikacie
roztokov taninov na parazitické nematody rastlin v pdde (Mian
and Rodriguez-Kabana, 1982; Hewlett et al., 1997; Chen et al.,
1997; Maistrello et al., 2010). V naSom in vitro pokuse sme po-
zorovali vyrazny u€inok taninu extrahovaného z pagastanu
konského na redukciu liahnutia lariev z vaji€¢ok G. rostochiensis
pocas prvych Styroch tyzdfiov inkubacie cyst parazita v testova-
nych koncentraciach roztoku v porovnani s kontrolou. Aj ked
bol tanin z pokusu vynaty a inkubéacia cyst pokracovala len
v kontrolnom roztoku, v nasom pripade vo vylu€koch korefiov
zemiaka, liahnutie lariev zostalo na nizkej trovni az do konca
experimentu v porovnani s kontrolou ¢o poukazuje na vyrazny
nematocidny Uc¢inok taninu. Podobné vysledky, pri pouZziti toho
istého taninu pri tych istych koncentraciach v in vitro experi-
mente zistili aj Maistrello et al. (2010) ked' sledovali vplyv jeho
ucinku na hrékotvorné hadatko Meloidogyne javanica. Aj Chen
et al. (1997) pozoroval v in vitro pokuse potlacenie liahnutia la-
riev z vajiCok v cystach Heterodera glycines pri pouziti taninu
extrahovaného z rastliny Caesalpinia spinosa (Molina) hoci in-
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kubécia prebehla pri nizsich koncentraciach (0,156 az 10g.I™).
Pri v8etkych tychto in vitro experimentoch vratane nasho, zvy-
Sovanim sa koncentracie taninu a doby inkubéacie dochadza-
lo k stale vyraznejSiemu zniZeniu poctu vyliahnutych lariev
prepogitanych v percentach k celkovému obsahu cyst, €o mo-
Zeme povazovat za najddleZitejSie faktory redukcie populécie
parazita.

Sklenikovy experiment in vivo nepriniesol pozitivny u€inok
aplikacie réznych davok testovaného taninu na rastové para-
metre zemiakov, prave naopak pri aplikacii najvy$Sej davky ta-
ninu (450 g.m?) v oboch variantoch (v dase sejby aj v dase
sejby a o dva tyZdne neskér) doslo k vyraznému fytotoxickému
efektu na rastlinu. K podobnym zaverom dospeli aj Mian and
Rodriguez-Kabana (1982) alebo Hewlett et al. (1997), ked
vy38Sie davky aplikovaného taninu mali fytotoxicky u€inok na
rast cukety a paradajok. Tieto zavery su vS§ak v rozpore z vy-
sledkami Maistrello et al. (2010), ked pri aplikécii (450 g.m™)
rovnakého taninu z pagastanu konského ako bol pouZzity v na-
Som experimente nedos$lo k toxickému uginku na rast rajcia-
kov v pbde infikovanej hrékotvornym hadatkom Meloidogyne
Javanica.

In vivo experiment v3ak potvrdil vysledky, ktoré sme ziskali
v in vitro teste liahnutia vajiok parazita. Aplikacia vSetkych tes-
tovanych koncentracii taninu mala pozitivny ucinok na repro-
dukciu hadatka zemiakového, ¢o v naSom pripade znamena,
Ze pocet novych cyst parazita, pocet vaji¢ok a lariev na gram
pbddy ako aj koeficient reprodukcie ,r” bol signifikantne nizsi
v porovnani s kontrolnym variatom. Toto je v sulade s vysledka-
mi Maistrello et al., (2010) kde ten isty tanin aplikovany pri tych
istych koncentraciach signifikante znizil pocet vaji¢ok a lariev
na gram korefiov, koneént hustotu populacie na cm® pody a 7"
Meloidogyne javanica na raj¢iakoch. Podobne Mian and
Rodriguez-Kéabana (1982) pozorovali po aplikacii taninu reduk-
ciu poctu Meloidogyne arenaria na cuketach ¢i Taylor and Mu-
rant (1966) zniZzenie poctu nematdd Longidorus elongatus
v pdde po aplikacii taninu. Navyse tato nematdda je zodpoved-
na za prenos virusovych ochoreni rastlin, ktorych vyskyt bol tiez
redukovany po aplikacii taninov do pddy (Cadman and Harri-
son, 1960). AvSak tieto virusy sa v pdde volne nevyskytuju, su
prenasané iba nematédami L. elongatus. Z tohto dévodu sa
Taylor and Murant (1966) domievaju, Ze vyskyt virusmi napad-
nutych rastlin bol znizeny skor vplyvom taninov na vektor a nie
priamym vplyvom na virusy.

Na zaklade naSich aj predchadzajucich vysledkov sa uka-
zuje, Ze vplyv aplikacie taninu na larvy G. rostochiensis je dvo-
jity a to priamy — nematocidny, €o potrvdil aj test liahnutia
a nepriamy — tzv. odpudzujlci. Aplikacia repelentych latok
v Case sejby alebo vysadby priesad mbze spdsobit dezorienta-
ciu a vyliahnuté larvy parazitov stracaju schopnost najst korene
hostitelov a tak potencialne znizif napadnutie rastlin ¢o bolo po-
tvrdené aj pri druhoch Radopholus similis (Hewlett et al., 1997)
Ci M. javanica (Maistrello et al., 2010).

Zaverom mozno konstatovat, Ze aplikacia taninov z paga$-
tanu konského méZze predstavovat vhodni metédu na regula-
ciu hadatka zemiakového v systéme udrzatelného
polnohospodarstva. Z hladiska nematocidneho a fytotoxického
&inku sa ukazala ako najiginnej$ia davka 250 g.m?, kedy ne-
doslo k toxicite aplikovanej latky na rastlinu, pri suéasnom pozi-
tivnom nematocidnom Uc¢inku. Preto v budulcnosti bude
potrebné realizovat dalSie vyskumy, kde bude sledovany Uci-
nok aplikacie taninov extrahovanych aj z inych rastlin, v r6z-
nych typoch pdéd a pestovanych rastlin na rbézne druhy
parazitickych nematéd ako aj volne Zzijice pédne nematody.
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Sithrn

Parazitické nematody rastlin su prirodzenou sucastou podnej
fauny v3etkych ekosystémov, pri€om mnohé z nich s povazo-
vané za vyznamnych Skodcov velkého poctu pofnohospodar-
skych plodin. V praci sme sledovali vplyv aplikacie taninu in
vitro aj in vivo na cystotvorny druh hadatka, karanténne ha-
datko zemiakové Globodera rostochiensis patotyp Ro1. In vitro
experiment bol zamerany na uc¢inok réznych koncentracii vod-
nych suspenzii taninu na liahnutie lariev parazita po¢as inkuba-
cie cyst v uvedenych roztokoch. In vivo experiment bol
zamerany na sledovanie vplyvu aplikacie réznych davok taninu
aplikovanych do pddy na zaciatku experimentu ako aj na za-
Ciatku experimentu a opakovane o dva tyZzdne neskér na vyvin
a reprodukciu parazita. Z vysledkov in vitro pokusu vyplynulo,
Ze vSetky testované koncentrécie taninu mali vyrazny vplyv na
umrtnost vaji€ok v porovnani s kontrolou (56 az 87%). Vysledky
pokusu in vivo potvrdili vysledky in vitro experimentu, ked
vSetky testované davky taninu redukovali po¢et novych cyst
parazita.100 g™ pody, po&et vajiok a lariev na gram pody ako
aj koeficient reprodukcie v porovnani s neoSetrenou kontrolou.
Pocet vajicok a lariev v cystach sa po aplikécii taninu nezmenil.

Klucoveé slova: hadatko zemiakové, Globodera rostochiensis,
ochrana, tanin
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