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1. Cil metodiky

Cilem této metodiky je umoznit pouzivani vyvinutych alternativnich postupti ochrany

obilnin proti skidctim rodu Oulema.

2. Vlastni popis metodiky
2.1 Uvod

Kohoutek ¢ernohlavy (Oulema melanopus (L.) patii v celém arealu vyskytu ke znamym
a vyznamnym $ktdciim zejména obilnin (Bezdék & Baselga 2015). Tento Skudce je ptivodni
v Evropé a Asii (Kostov 2001). V roce 1962 byl popsan rovnéz ve vychodni ¢asti USA (Dysart
etal. 1973). V novém arealu druh rychle expandoval do vétsiny obilnaiskych oblasti Spojenych
statd a rovnéz Kanady (Thrig et al. 2001; Dosdall et al. 2011). Kohoutek ¢ernohlavy ma jednu
generaci za rok, nejvyssi aktivitu spojenou s kladenim vajicek vykazuje v obdobi od konce
kvétna do poloviny ¢ervna (Miller 1956; Kher et al. 2011). Samice klade vajicka jednotlivé
nebo ve shlucich na horni stranu listt v poctu 50 — 275 vaji¢ek (Miller 1956; Schmitt 1988;
Piesik & Piesik 1998). Larvy maji charakteristicky fekalni stit, zivi se listy obilnin (Miller 1956;
Smith a kol. 1971) a po ¢étyfech vyvojovych stadiich se kukli v ptidé (Dysart a kol. 1973). Nova
generace se objevuje cca po 3 tydnech a pied piezimovanim se zivi na riznych jednod€loznych
rostlinach (Grant & Patrick 1993; Kher et al. 2011).

Dospélci i larvy kohoutka ¢ernohlavého napadaji mnoho druhti nekulturnich a zejména
kulturnich rostlin ¢eledi lipnicovité (Gutierrez et al. 1974). Venturi (1942) povazuje druh
za polyfagni v ramci celedi lipnicovitych, zatimco Wilson & Shade (1966) uvadéji, Ze
hostitelské preference tohoto kohoutka kolisaji; v ramci Celedi lipnicovitych rozliSuji dvé
skupiny, (1) nejvice preferované druhy zahrnujici pSenici, je€men a oves a (2) akceptovatelné
hostitele, ke kterym patii kukufice, ¢irok ¢i bér. Potravni preference druhu se ale samoziejmé
v riznych regionech lisi (Hodson 1929; Wilson & Shade 1966; Philips et al. 2011).

Listy poziraji dospélci 1 larvy, vétSina ekonomicky vyznamnych Skod je ovSem
zpusobena vyhradné larvami (Buntin, et al. 2004; Grant & Patrick 1993). Za vyznamné $kody
(az 75 % celkového poskozeni zplisobeného larvami) jsou zodpovédné zejména larvy
posledniho vyvojového stadia (Zarubova et al. 2015). Vyskyt 22 — 26 larev na 100 stébel
pSenice ozim¢é muze zpusobit ztraty ve vysi 4 % celkového vynosu, ptitomnost 1 larvy na jedno
stéblo vede ke ztratdm na vynosu ve vysi 12,65 % (Rouang et al. 2012). Prah ekonomické

Skodlivosti ¢ini 0,4 larvy na jedno stéblo (Buntin et al. 2004).




Rostlinné esence jako prostiedek ochrany rostlin vic¢i kohoutktim (Oulema spp.) — vyznamnym $kGidcim obilovin

Kohoutek ¢ernohlavy patii do taxonomicky obtizné skupiny (O. melanopus group)
spole¢né s dal$imi ¢tyfmi druhy; O. duftschmidi (Redtenbacher, 1874), O. rufocyanea
(Suffrian, 1847), O. mauroi Bezdék and Baselga, 2015 a O. verae Bezd¢k and Baselga, 2015.
Druhy patiici do této skupiny maji oranzové nebo Cervené zbarveny §tit a nohy (S vyjimkou
chodidel, ktera jsou ¢erna). Kohoutci O. melanopus a O. duftschmidi jsou nepatrné vétsi nez
zbyvajici tfi druhy, méfi vzdy vice jak 4,7 mm. RozliSeni téchto dvou pfibuznych druht je
extrémné slozité a jedinym spolehlivym znakem je tvar samcich nebo samicich pohlavnich
organu (Bezd¢k & Baselga 2015). Biologie vSech kohoutkti rodu Oulema je velmi podobna,
ne-li t¢éméft identicka (Bechini et al. 2013). Druhy O. melanopus a O. duftschmidi se vyskytuji
na vétsing mist v CR pospolu (Bezdék & Baselga 2015). Obecné se kvili vyssi ovipozici a nizsi
mortalité povazuje za Skodlivéjsi druh O. melanopus, nicméné se maloktera studie zabyvala
O. melanopus a O. duftschmidi oddélené, obvykle se tyto druhy nerozlisuji (Bechini et al.
2013).

Vyzkum novych metod ochrany rostlin se v soucasnosti zamétuje zejména na stanoveni
potencidlu biopesticidii zastoupenych v prvni fad¢é esencidlnimi oleji rostlinného pivodu
(Regnault-Roger et al. 2012). Nékteré z rostlinnych esencialnich oleju vykazuji uréity stupen
fytotoxicity, pfi¢emz vétSinou inhibuji kliceni semen ¢i rust kotenti, coz ukazuje na jejich
mozné vyuziti v ochrang proti plevelim. Na druh¢ stran€¢ mnoho esencidlnich oleji nevykazuje
zadné nebo pouze velmi nizké fytotoxické uc€inky a bylo by je tudiz mozné vyuzit pro pifimou
ochranu rostlin proti chorobam a sktidctim (Singh & Upadhyay 1993). Z nedavné doby pochazi
pouze jedna informace o pouziti rostlinného esencidlniho oleje proti kohoutku druhu
O. melanopus. Zarubova et al. (2015) detekovala pozitivni ucinek esencialniho oleje z citrusu
druhu Citrus sinensis na mortalitu larev tohoto kohoutka.

V ramci vypracovani této metodiky byly provedeny testy ucinkd esencidlnich olejii
zrostlin druhtt Rosmarinus officinalis a Cymbopogon citratus na dospélce a oleji
z Pelargonium graveolens a Thymus vulgaris na larvy kohoutkd druhtt O. melanopus a O.
duftschmidi, které vzhledem ke své morfologické podobnosti, stejnému arealu vyskytu i
obdobné mitfe Skodlivosti, nebyly od sebe odliSovany. Diky blizké ptibuznosti druhii rodu
Oulema, jejich bionomii i biologii, 1ze zobecnit popsané agrotechnické zasahy na vsechny
druhy tohoto rodu vyskytujici se v Ceské republice. Byla testovana jak konvenéni formulace
esencialnich oleju, tak inovativni formulace vyuZzivajici enkapsulaci olejt do bio-polymerového

obalu.
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2.2 Testovani biocidni aktivity rostlinnych esencialnich oleji
2.2.1 Hmyz

Dospélci a larvy kohoutka ¢ernohlavého (O. melanopus) nebo piibuzného druhu O.
duftschmidi pouziti pro experimenty, byli ziskani smykanim metajiciho porostu psenice ozimé
v Praze — Ruzyni (N 50.0878500, E 14.2946111). Pro experimenty s vajicky byli ziskani
dospélci smykanim metajiciho porostu pSenice ozimé na Suchdole (N 50.131355, E
14.361502). Nasmykani jedinci byli chovani v textilnich izolatorech (60 x 60 x 60 cm,
dodavatel Entosphinx) spolu s rostlinami ozimé pSenice. Izolatory byly umistény ve skleniku
pti teploté 21 + 5 °C, relativni vlhkosti 40—-60 % a 16 h osvétleni, zivné rostliny byly pravidelné

zalévany. Dospélci, larvy a vajic¢ka pro testy byli postupné odebirani z izolatord.

2.2.2 Testované esencialni oleje

Pro testy byly pouzity dvé kombinace esencialnich olejli; prvni obsahovala esencialni
oleje z rozmarynu lékaiského (Rosmarinus officinalis) a vonatky citronové (Cymbopogon
citratus), druha z muskatu vonného (Pelargonium graveolens) a tymianu obecného (Thymus
vulgaris). Vybér esencialnich oleju se fidil ptedchozimi vysledky autord.

Konvencéni formulace esencialnich oleji byla pfipravena nésledujicim zpisobem:
esencidlni oleje (dodavatel Saloos) byly nafedény komercné dostupnym fepkovym olejem
v poméru 1:1, pro fedéni na finalni koncentraci byl pouzit 40 % vodny roztok Tweenu 20
(Sigma Aldrich). Timto zptGsobem bylo pfipraveno pét testovanych koncentraci 0,12; 0,204;
0,36; 0,58 a 1 %. Nejvyssi koncentrace byla odvozena na zakladé znalosti o fytotoxickych

ucincich vyssich koncentraci téchto rostlinnych esencialnich olejt.

2.2.3 Priprava biopolymeru

89 zelatiny (Sigma Aldrich) bylo rozpusténo ve 200 ml destilované vody a 2 g chitosanu
v 60 ml 0,15 M kyselin¢ octové (Lachner). Vzniklé roztoky byly smichany. Nasledn¢ bylo
piidano 1,2 g D-sorbitolu (Sigma Aldrich) a 1,2 ml glycerolu, vysledny roztok byl kompletné

promichan. VSechna fedéni probihala pii 45 °C a roztoky byly béhem procesu stale michany.

2.2.4 Priprava enkapsulatu

15 ml 10 % rostlinného esencialniho oleje (Saloos) fedéné¢ho fepkovym olejem bylo
nalito do 500 ml kadinky. Nasledn¢ bylo pfipipetovano 300 pl Tweenu 80 (Sigma Aldrich),
vyslednd smés byla emulzifikovana pomoci homogenizéru IKA DI 25 basic pii 9500

otaCkach/min. Potom bylo pfidano 20 ml biopolymeru a roztok byl opét homogenizovan pfi
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9500 otackach/min. 114,7 ml 0,5 % roztoku tripolyfostatu (Sigma Aldrich) bylo ptipraveno do
dalsi kadinky a obsah prvni kédinky byl do této pomalu nalit, smés byla pfi liti homogenizovana
michanim (9500 otaCek/min). Pti naslednych pokusech byly pouzity stejné koncentrace jako
Vv ptipad¢ konvenc¢ni formulace, enkapsulat byl na vysledné koncentrace fedén destilovanou

vodou.

2.2.5 Tarzalni testy

Testovani probihalo v prihlednych plastovych nddobéach (11 x 9 x 5 cm). Na dno kazdé
nadoby byl umistén vlhky filtra¢ni papir (9 x 11 cm) a 2,5 ml testované kombinace esencidlniho
oleje bylo na papir nastiikdno pomoci kompresorové sttikaci pistole. Nasledné bylo do nadoby
pteneseno 10 jedinc kohoutkd a nadoba byla uzaviena nylonovou textilii. Experimenty byly
provadény v laboratofi pii teploté 21 + 1 °C, relativni vlhkosti 40-60 % a 16 h osvétleni. Kazda
koncentrace byla testovana v péti opakovanich. Mortalita hmyzu byla vyhodnocena 24 h po

zalozeni experimentu.

2.2.6 Testy lihnuti larev

Testovani probihalo ve sklenénych nadobach o objemu 3 1. Do kazdé nadoby byl
umistén kvétindc s rostlinami ozimé pSenice, na které byla nakladena vajicka kohoutk.
Na rostliny bylo nastfikdno pomoci kompresorové stiikaci pistole 10 ml formulovanych
esencidlnich olejil do enkapsulatu a nadoba byla uzaviena nylonovou textilii. Experimenty byly
provadény v laboratofi pii teploté 21+ 1 °C, relativni vlhkosti 40—60 % a 16 h osvétleni. Kazda
koncentrace byla testovana v péti opakovanich. Lihnuti vaji¢ek bylo vyhodnoceno po 14 dnech

po zaloZeni experimentu.

2.2.7 Chemicka analyza testovanych esencialnich oleju

Jednotlivé slozky testovanych rostlinnych oleji byly identifikovdny pomoci plynové
chromatografie a hmotnostni spektrometrie. Pro analyzu byl pouzit plynovy chromatogram
Agilent 7890A a hmotnostni spektrometr Agilent 5975C. Obsah zjisténych slozek byl
kvantifikovan chromatografem Agilent 7890A s detekci ionizaci plamenem. Vzorky byly pro
analyzu rozpous§tény Vv hexanu, identifikace jednotlivych slozek byla provedena dle databaze
National Institute of Standards and Technology Library (USA). Identifikace 17 slozek byla dale

potvrzena porovnanim s autentickymi standardy (Sigma Aldrich).
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2.2.8 Statistické vyhodnoceni

Ziskana data o mortalit¢ byla korigovana podle mortality v neoSetiené kontrolni varianté
transformaci dle Abbota a hodnoty LC50 a LC90 byly stanoveny pomoci probitové analyzy
(Skuhrovec et al. 2017).

2.2.9 Utinky testovanych esencidlnich olejii na mortalitu kohoutki

V piipadé€ dospélych jedinct byla lehce vyssi mortalita pozorovana ve varianté oSetiené
esencialnimi oleji formulovanymi konvencné pomoci Tweenu 20 a fepkového oleje, nicméné
vysledky dosazené s pomoci enkapsulatu byly témét identické (Tabulka 1). Nizka mortalita
Vv kontrolni varianté umoznila vypocet koncentraci LCso & LCgo pro obé testované formulace;
tyto hodnoty ¢inily 5105 ppm a 11220 ppm pro konven¢ni formulaci a 4570 a 11482 ppm

pro enkapsulat.

Tabulka 1 Mortalita dospélci kohoutka ,,0. melanopus® - vysledky tarsalniho testu se smési es. oleji z rostlin druhii
Rosmarinus officinalis a Cymbopogon citratus.

Pramérna mortalita (po  Primérna mortalita

Aplikovana
24 h) [%] konvencni (po 24 h) [%]
koncentrace [%]
formulace enkapsulat

0,12 0 0
0,204 8 14
0,36 30 32
0,58 46 66

1 90 86

Neosetiena kontrola 0,1

Testy ucinkt esencialnich oleji na mortalitu larev ,,0. melanopus® byly v prvni fazi
negativné ovlivnény vysokou mortalitou v kontrolni varianté, kterd se pohybovala od 50 do
60 %. I ptes tento negativni vysledek byla v pokusnych variantach o koncentracich 0,361 %
pozorovana mortalita 90 az 100 % (Tabulka 2). Tarsalni test s larvami byl pro potvrzeni
ziskanych vysledki zopakovan v péti opakovanich pouze s koncentraci 0,12 %. V tomto
ptipadé byla pozorovana v kontrolni varianté¢ podstatné nizs$i mortalita 28 % (Tabulka 3)

nicméné tato hodnota je stale pfili§ vysoka pro vypocet koncentraci LCso a LCoo.
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Tabulka 2 Mortalita larev kohoutka ,,0. melanopus® - vysledky tarsalniho testu se smési es. oleji z rostlin druhi
Pelargonium graveolens a Thymus vulgaris.

‘ Prtimeérnad mortalita (po  Primérna mortalita
Aplikovana koncentrace

(%] 24 h) [%] konven¢ni (po 24 h) [%]
formulace enkapsulat

0,12 50 70
0,204 90 80
0,36 100 80
0,58 100 90

1 100 90

Neosetiena kontrola 60

Tabulka 3 Mortalita larev kohoutka ,,0. melanopus“- vysledky tarséalniho testu se smési es. oleji z rostlin druhi
Pelargonium graveolens a Thymus vulgaris — epakovani koncentrace 0,12 %.

Primérna mortalita  Prumérna mortalita

Aplikovana koncentrace [%] (po 24 h) [%] (po 24 h) [%]
konvenc¢ni formulace enkapsulat
0,12 48 46
kontrola (voda) 28

kontrola (fepkovy olej a

Tween 20)

52

Tabulka 4: Vliv aplikace esencialnich oleji formulovanych do enkapsulatu na lihnuti larev ,,O. melanopus<.

Aphkovanft/l:]oncentrace Vajicka | Larvy
0,12 55 15
0,12 23 12
0,12 14 7
0,204 40 29
0,204 15 8
0,204 24 10
0,36 9 7
0,36 19 5
0,36 94 13
0,58 23 9
0,58 32 7
0,58 15 7

10
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1 9 5
1 16 0
1 133 8
Neosetiena kontrola 11 11
Neosetiena kontrola 109 42
Neosetiena kontrola 22 18

Pozitivni vliv aplikace rostlinnych esencidlnich olejii na mortalitu kohoutkt druhu
,,O. melanopus® byl v prab¢hu testl prokazan. Testy byly pon€kud ovlivnény vyssi mortalitou
Vv kontrolni varianté¢ u larev. Tento vysledek miize byt zptisoben pouzitim fepkového oleje
pro formulaci; fepkovy olej miize u larev zpusobovat ucpavani trachealniho systému. Tato

skute¢nost v§ak neni na zavadu pouZiti vypracovaného postupu pro ochranu rostlin v praxi.

2.2.10 Praktické vyuziti ziskanych vysledki

Praktické vyuziti otestovanych esencialnich oleju se fidi vysledky prvotniho monitoringu
pro stanoveni intenzity napadeni porostu kohoutky rodu Oulema. Doporuc¢ujeme tedy v obdobi
od dubna provadét prizkum porostl obilnin (ozima pSenice, ale i tieba jarni je€men) smykanim
smykaci siti S kruhovym ramem o priméru 45 cm. V piipad¢ dosazeni prahu skodlivosti (0,3—
1 vajicko ¢i larva/odnoz — 1isi se dle ocekavaného vynosu, WWW1) je mozné vyuzit postiiku
experimentalnim piipravkem v koncentraci (0,58 %) v postiikové jiSe. Postiik je nutné
opakovat, pokud jsou po opétovném provedeni prizkumu v porostu opét zjistény larvy ¢i

vajicka kohoutkli v poctu piekracujicim prah Skodlivosti.

3. Srovnani ,,novosti postupu*

Postupy uvedené v metodice nebyly v tomto rozsahu, formé a kontextu v Ceské republice
dosud nikdy zvetejnény, v soucasné dobé je k dispozici funkéni vzorek ptipravku, ptipraveny

pro zménu statutu na prototyp pod ndzvem Meol - L.

4. Ekonomické aspekty

Konvencéni ochrana proti kohoutklim je v soucasnosti nejcastéji provadeéna postiikem
porosti insekticidy obsahujicimi smés pyretroidit (Deltamethrin) a neonikotinoidi
(Thiakloprid). V roce 2013 bylo Evropskou komisi piijato tfileté zkusebni (European

Commission 2013) obdobi omezujici pouzivani insekticidi z této skupiny z divodu jejich

11
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Skodlivosti pro opylovace r. Apis a Bombus a v soucasnosti (2017) je velmi pravdépodobny
uplny zakaz vSech neonikotinoidi na uzemi EU, je proto nezbytné provadét vyzkum
alternativnich metod ochrany rostlin vyuzivajici napft. esencialni oleje, které se jiz dlouhodobé¢
uplatnuji v kosmetickém ¢i potravinaiském primyslu. V tomto sméru spatiuji autoii budouci
mozné vyuziti této certifikované metodiky.

Financ¢né lze jeji pfinos vyjadrit nasledujicim zptsobem: pii prumérné rentabilité pSenice
ozimé bez dotaci cca 50 % ¢&ini zisk péstitelt této plodiny v CR cca 8 mld. K& roéné. P¥i zakazu
insekticidi ze skupiny neonikotinoidu a ztratam zptsobenym kohoutky r. Oulema v disledku
tohoto opatieni ve vysi 1 % by doslo aplikaci vysledkl popsanych v této certifikované metodice
k uspotfe cca 80 mil. K¢. Po zapocitani nakladii na oSetfeni ve vysi 50 % uspory muzeme

ptedpokladat navyseni zisku péstitelt o cca 40 mil Ké&/rok.

5. Popis uplatnéni certifikované metodiky

Tato metodika je urCena pro privatni organizace ¢inné v oboru vyvoje alternativnich
prostfedkli ochrany zemédélskych plodin pfed Skodlivymi organismy. Uplatnéni postupii
navrzenych v metodice lze predpokladat jak pfi vyzkumu, tak pro pifimou ochranu rostlin
v zemédélské prvovyrobé, pokud to bude dle platné legislativy mozné. Nafizeni Evropské
komise 1107/2009 platné od 1. 1. 2014 dava pti vérohodném doloZeni bezpecnosti téchto latek
pro ¢loveka a Zivotni prostiedi moZnost jejich zjednoduSené registrace jako “basic substances”,

coz dava ptredpoklad pro vyuziti této certifikované metodiky v praxi.

12
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Dedikace

Metodika vznikla jako vystup feSeni projektu Narodni agentury pro zemédélsky vyzkum
QJ1310226 ,,Vyvoj novych metod ochrany obilnin a zeleniny proti vyznamnym
patogeniim a Skiidcim pomoci botanickych pesticidi vyuzitelnych v ekologickém i

integrovaném zemédélstvi*.
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8. Prilohy

Slozeni esencialnich olej pouzitych pro testovani; hodnoty pod nazvy rostlin udavaji % zastoupeni,
€ = identifikace potvrzena autentickym standardem, T = pfedbézna identifikace

Retenéni Slozka Cymbopogon | Pelargonium | Rosmarinus Thymus

index citratus graveolens officinalis vulgaris
926  Tricyclene 0,16 - - -
931 a-Thujene - - 0,37 0,35
939  a-Pinene® 0,35 0,66 10,27 1,27
953 Camphene 0,74 - 4,53 1,51
978 | 1-Octen-3-ol - - - 0,88
980  B-Pinene‘ - - 7,03 -
987 | 6-methyl-5-Hepten-2-one 1,49 - - -
991  Myrcene® - - 0,92 1,34
1011 | 3-Carene - - 0,29 -
1018 | a-Terpinene® - - - 1,09
1026 | p-Cymene® - - 2,81 16,40
1031 | Limonene® 3,87 - - 0,33
1033  Eucalyptol® - - 43,35 1,29
1040  cis-p-Ocimene 0,55 - - -
1050 | trans-p-Ocimene 0,40 - - -
1062  y-Terpinene® - - - 5,74
1098 | Linalool® 0,72 5,22 0,77 4,68
1111  cis-Rose oxide - 1,57 - -
1127  trans-Rose oxide - 0,60 - -
1143 | Camphor® - - 14,01 1,87
1151 | Menthone® - 2,35 - -
1153 | p-Citronellal 0,85 - - -
1164 | Isomenthone - 6,34 - -
1165 |Borneol® 1,13 - 4,88 1,76
1177 | Terpinen-4-ol - - 0,94 1,78
1177 Verbenol™ 0,89 - - -
1189  a-Terpineol 0,30 - 2,20 0,23
1204  Decanal 0,37 - - -
1228 | Citronellol®© - 32,56 - -
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1235
1240
1244
1255
1270
1279
1285
1290
1298
1300
1356
1376
1384
1385
1391
1404
1418
1444
1447
1454
1475
1480
1524
1529
1549
1564
1581
1584
1630
1700

Thymol methyl ether

Neral

Carvacrol methyl ether

Geraniol®
Geranial®
Citronellyl formate
Bornyl acetate
Thymol®
Carvacrol©
Geranyl formate
Eugenol
a-Copaene
B-Bourbonene
Geranyl acetate
B-Elemene
Methyleugenol
B-Caryophyllene®

Citronellyl propionate®

trans-1soeugenol
a-Caryophyllene
Geranyl propionate
Germacrene D
6-Cadinene
Citronellyl butyrate
Elemol

Geraniol butyrate
Caryophyllene oxide
Phenethyl tiglate
y-Eudesmol
Geranyl tiglate

Total identified
compounds

29,59

3,94
39,68

0,33

0,31
0,24

541

0,27

0,30

2,88

0,34

0,31

0,46

0,30

0,85

97,06

14,92
0,78
8,86

3,59

0,79
2,26

1,81
0,58

1,06
1,47
2,18
0,64

1,36

1,24
6,87
1,65

99,37

100,00

0,58

0,92

48,07
2,75

0,23

99,59
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Pozerky zptisobované larvou kohoutka na listu pSenice ozimé
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