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Diagnostika vyznamnych had’atek rodu Bursaphelenchus

1. Uvod do problematiky

Diagnostika organismu, jejichz Zivotni cyklus je Uzce propojen s dalSimi vySSimi
organismy a jejichZz velikost ¢asto dosahuje jen n¢kolik desetin milimetru, je bezesporu
obtiznym ukolem. Mezi takovéto organismy patii i fytoparazitickd had’atka. Had’atka, kter
maji schopnost pretrvat na pozemku nékolik let, zptsobuji svoji pritomnosti ekonomické
ztraty a primy zasah proti nim neni z ekologickych ¢i ekonomickych davoda mozny. Pak je
v¢asnad a presnd diagnostika a nasledna karanténa jedinou moZnosti, jak zamezit rozSireni
karanténniho organismu do jinych lokalit.

Klasicke zpasoby diagnostikovani had’atek vychazeji z morfologické stavby. Méteni
raznych télesnych rozméra pomoci svételného mikroskopu je tedy jednou nikoliv vSak
jedinou moznosti jak diagnostikovat had’atka. Lze pouzit morfologickych znaku stejné tak,
jako raznych biochemickych charakteristik. Kazdad zména v morfologii by méla mit n&jaky
zaklad v genomu. Nukleové kyseliny jsou bezesporu zékladem pro exprimované proteiny a
dalsi makromolekuly, které se podileji na stavbé¢ téla had’atka. Genom organismu je bohatou
studnici informaci o jeho evoluci i o jeho sou¢asném stavu. SloZitost struktury genomu dava
podnét ke hledani sekvenci vhodnych pro diagnostiku a tedy sekvenci charakterizujicich
urc¢itou taxonomickou jednotku.

V této praci jsou popsany n¢které metody, které lze pouzit pro diagnostiku had’atek
rodu Bursaphelenchus. Duraz byl kladen zejména na nékolik zékladnich druha jejichZ
piitomnost v CR je z geografického rozsifeni nejen mozné, ale v nékterych piipadech i
potvrzena.

V poslednich letech dochazi v porostech borovic na Gzemi CR k pomérné astému a
nadhlému vadnuti a usychani stromu. Spektrum ¢initeld, které se mohou podilet na tomto jevu
je pomérng Siroké. Casty nedostatek vlahy, snim spojené oslabeni stroma, nejrazngjsi
mykdzy, poSkozeni stromu dievokaznymi brouky a v neposledni fadé globalni znecisténi
ovzdusi a s nim souvisejici kyselé desté, to vSe muze a bezesporu ma vliv na odumirani
porostd borovic v CR. Nelze vylougit ani daldiho z duleZitych &initeld, ktery v poslednich
letech ovliviiuje minéni Siroké odborné i veédecké verejnosti v zemich nejen EU.
Bursaphelenchus xylophilus (Steiner and Buhrer, 1934) Nickle, 1970, cesky nazyvané
had’atko borovicové, je podle vyhlasky Ministerstva zemédelstvi ¢.330/2004 Sh., v platném
znéni, fazeno mezi Skodlivé (karanténni) organismy. Toto had’atko je zakazano zavlékat do

vy

Ceské republiky a §itit na tomto Gzem.
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B. xylophilus po3kozuje pletiva v dievnich ¢éastech borovic a vétSiny daldich druht
jehlicnand. Soucasnym pasobenim obrovského mnozstvi jedinct had’atka se drasticky meéni
evapotranspiracni rezim rostliny, coz se navenek projevuje usychanim jehlic a celkovym
vadnutim stromu vedoucim ¢asto k jeho rychlému odumieni (fddové v nékolika mésicich).
Tento soubor symptomu je celosvétové oznacovan jako PWD (Pine Wilt Disease), chiadnuti
borovic. Jesté jedna skutednost patii za zminku a tou je prenos had’atek. Zivotni cyklus
had’atek rodu Bursaphelenchus je uzce spjat s jejich vektory, jedna se o n¢které druhy brouka
z podéeledi Lamiinae. Kombinace nebezpecného fytoparazita s dokonalym vektorem,
schopnym ptenéSet ho na velké vzdalenosti a pfipravit optimalni podminky pro navazani
kompatibilniho vztahu s hostitelem, nemtzZe zastat bez povdimnuti. V CR piedpokladame
vyskyt B. mucronatus a byl zde potvrzen i vyskyt B. vallesianus. Biologie a bionomie téchto
dvou druhu je velmi podobna a v mnoha aspektech stejna jako u B. xylophilus. Tento fakt
hraje dulezitou roli v diagnostice, nebot” v rdmci monitoringu maZeme narazit i na tyto
nekaranténni druhy. V této praci je kladen duraz na rozliSeni téchto dvou druht od
karanténniho druhu B. xylophilus, jejichz zdména by méla z hlediska eradikacnich postupi

fatalni dsledky pro porosty borovic CR.

2. Taxonomické zarazeni

Hadatka rodu Bursaphelenchus jsou fazena do taxonomického systému takto:

Ttida: SECERNENTEA

Podttida: DIPLOGASSTERIA
Rad:APHELENCHIDA

Podirad: APHELENCHINA

Celed: PARASITAPHELENCHIDAE

Podceled: BURSAPHELENCHINAE

Rod: Bursaphelenchus

Druh:

Bursaphelenchus xylophilus (Steiner and Buhrer, 1934) Nickle, 1970
Bursaphelenchus mucronatus Mamya and Enda, 1979
Bursaphelenchus vallesianus

(Hunt, 1993)
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3. Historie

Odumirani borovic bylo poprvé popsano v Japonsku v roce 1905. Jakmile se had’atka
zpusobujici PWD dostala do Japonska, doSlo k rozséhlému epidemickému Sifeni a
pochopitelné nic¢eni borovicovych porosta (P. densiflora, P. thunbergii) pro Japonsko tak
typickych. Jako agens podilejici se majoritné na vzniku tohoto onemocnéni byla had’atka
identifikovana az roku 1971. (Mamiya and Kiyohara 1972). Postupem ¢asu bylo zjisténo, Ze
druh B. xylophilus pochéazi ze Severni Ameriky. Piedpokladany zdroj B. xylophilus pro
Japonsko jsou Spojené staty americké, kde bylo toto had’atko popsano poprveé v roce 1934
jako jeden z mnoha parazita dieva borovic (Steiner and Buhrer 1934). V poloviné 80. let jsou
jiz znamy dal$i asijské zemé, v nichZ je vyskyt B. xylophilus prokazan (Taiwan 1985, Cina a
Jizni Korea 1989) (Li at al., 1983). V roce 1999 byl zaznamenan vyskyt i v Portugalsku (Mota
et al., 1999), coz byl jeden z impulst pro EPPO, které se vyslovilo pro zavedeni B. xylophilus

jako karanténniho objektu do standarda EPPO.

4, Biologie a bionomie

Had’atko B. xylophilus méa dva ruzné typy Zivotniho cyklu — mykofagni a fytofagni.
V obou pripadech jsou had’atka prenasena z jednoho hostitele na druhého hmyzimi vektory
z podceledi Lamiinae. V mykofagnim (propagativnim) Zivotnim cyklu jsou ptenaseny larvy 4.
stadia had’atka na nedavno odumielé nebo odumirajici stromy béhem kladeni vajicek
samicemi vektora. Had’atka opoustéji vektora a vstupuji do hostitele otvory v kite a lyku,
vykousanymi vektorem pro kladeni vajicek. Uvniti stromu se had’atka Zivi dievem nebo
hyfami piitomnych hub. Po svlékani se méni v dospélce a samicky po spaieni zacinaji klast
vajicka. Popula¢ni dynamika tohoto druhu je UZasnad. Dochazi k rychlé multiplikaci had’atek,
vznika smés vSech vyvojovych stadii. Had’atka zapliuji veSkery Zivotni prostor, ktery jim
dievo poskytuje. Tesné pied dobou vyletu brouku (vektort) se had’atka vyvynou ve zvlastni
typ larvy ¢tvrtého stadia, nazyvany dauerlarva (typ semiklidového stadia znamy zejména u
strevnich parazita drobnych piezvykavcu, napi. rod Trichostrongylorus) a shromazd’uji se na
vrcholcich perithécii hub, jeZ pronikaji do komurek s kuklami brouka. Kdyz se mlady brouk
vylihne a o tyto plodnice otie, nabere na sebe krom¢ nich i hdd’atka. Ta se postupné usadi pod
jeho krovkami a caste¢né i ve vzdudnicich. Brouk i s hdd’atky nakonec dievo opousti. Ve

fytofagnim (disperznim) Zivotnim cyklu jsou had’atka pienasena mladymi dospélci brouka na
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mladé vyhonky borovic. Had’atka vstupuji do vyhonka ranami po Ziru. V mladych
borovicovych vyhoncich se B. xylophilus mnoZi ve smolnych kanélcich. Asi po 3 tydnech se
zaénou na strom¢ projevovat prvni priznaky (usychani), zpusobené ubytkem produkce
pryskyfice a strom se stava atraktivnim pro dospélé brouky. V této dobé Ize pozorovat
pocatek intenzivniho vadnuti a Zloutnuti jehlic. V teplejSich oblastech strom odumira jiz 30-
40 dni po infekci a maze obsahovat az miliény had’atek. Zbytek tohoto Zivotniho cyklu je
podobny vySe popsanému mykofagnimu zpusobu tim, Ze hdd’atka vyhledavaji okoli kukly
tésné pred vyletem dospélého brouka. Béhem podzimu prestava byt B. xylophilus aktivni.
Zimu preziva v Zivém i odumielém dievé. Vyvojovy cyklus hadd’atka je pomérné rychly.
V zavislosti na teploté trva pti 15 °C 12 dnd, pii 20 °C 6 dni a pfi 30 °C pouhé 3 dny. Samice

Hadatka opoustéji

brouky a vnikaji

Brouci se &ifi 40 Vetvi A
na mladé vétve

Hadatka umiraji
v rezistantnich
rostlinach

Hadatka se

mnozi v pryskyficnych
kanalcich citliveho
hostitele

- Mykofagni faze
Hadatka atakuji

kukly brouku

jesté pred lihnutim

Vyvijejici se larvy

Hadatka
osidluji
houby

v mrtvém
drevé

Zivotni cyklus B. xylophilus.
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zacinaji klast vajicka od ¢tvrtého dne. Lihnuti larev nastava pii 25 °C za 26-32 hodin. Spodni
teplotni hranice vyvoje je 9,5 °C. Pomérné komplikovany Zivotni cyklus je zarukou dobrého

piezivani had’atek v raznych biotopech a snadného piemisténi na dalSi neexponované lokality.

5. Prenos had’atek rodu Bursaphelenchus

V pletivech dieva se mohou had’atka aktivné pohybovat a dostavaji se z jedné ¢asti
dieva do druhé. Byl prokazan jak vstup hadatek ze zamotreného do nezamoieného
bezprostiedné sousediciho hranolu dieva, tak i proniknuti z kofenti stromu napadeného do
kotenu zdravého stromu primym kontaktem koient.

Podstatny pro Sifeni had’atek je ale pasivni zpusob. Foreticky vztah had’atko - brouk
byl zjistén celkem u 21 druhii z celedi Cerambycidae, 2 druhi z celedi Curculionidae a
jednoho druhu z ¢eledi Buprestidae. Nejvyznamnéjsi z pienaSeca patti do rodu Monochamus.
V Severni Americe byl pienos had’atek prokazan u druhia Monochamus carolinensis, M.
marmorator, M. mutator, M. obtusus, M. scutellatus ssp. scutellatus, M. tittilator,
v palearktické oblasti M. alternatus, M. galloprovincialis, M. nitens, M. saltuarius, M. sutor.

V CR bylo zjidténo celkem 5 druhti rodu Monochamus, tfi z nich patii mezi druhy, u
kterych byl pienos had’atka prokazan (M. galloprovincialis, M. saltuarius a M. sutor). Déale
pak byla potvrzena schopnost pienosu had’atka broukem Acanthocinus griseus, jehoZ vyskyt
na celém Gzemi Evropy a casti Asie dava dobry piedpoklad pro zavleceni tohoto had’atka na
dalSi neexponovane lokality.

Monochamus sutor (Linnaeus, 1758)
Photo © M.Hoskovec
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Acanthocinus griseus (Fabricius, 1792)
Photo © M.Hoskovec

Monochamus galloprovincialis pistor
(Germar, 1818)

Photo © M.Hoskovec

Bez pienaSect nejsou aZz na zanedbatelné vyjimky had’atka schopna dostat se z
jednoho hostitelského stromu na druhy. Dospélci broukii-vektori mohou aktivné létat a
vrcholu své letové aktivity dosahuji asi 5 dni po opusténi stromu. Bylo zjisténo, Ze brouci jsou
schopni s pomoci vétru prekonat vzdalenost az téi a vyjimecné i vice kilometra. Ve vétsing
piipada se ale rozlétnou jen do okruhu nékolika stovek metra (Davis et al., 2003).

Mezinarodni doprava napadeného dieva je nejpravdépodobnéjSim zdrojem Siteni
had’atka B. xylophilus. Tento druh byl zachycen v fadé ptipadi v fezivu, kulatiné a hoblinach
dovazenych do Evropy z USA, Kanady a fady asijskych statt. Had’atka prichazeji do kontaktu
s prirozenym vektorem nejspis, tak Ze se dostavaji do dieva, které larvy ¢i kukly pienasSece jiz
obsahuje. Had’dtka mohou pomérné velmi rychle opustit hobliny ¢i piliny a pokud tento
materidl prijde do styku se zbytky stromu ¢i nafezanymi poleny, muzZe dojit ke spojeni s
vektorem. Vysoce rizikovy zdroj zavleceni predstavuji dievéné palety a podkladoveé dievo pii

pieprave jakéhokoli materialu.
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Jednim z moznych zptisobu zavleceni had’atka borovicového je jeho import spole¢né s
hmyzimi pienaseci. Cim vétsi jsou kusy dieva, tim vétsi je pravdépodobnost, Ze hmyz piezije,
a proto kulatina a rezivo predstavuji vétsi riziko nez napt. dievéné drtiny. Ty sice mohou mit
vysoky obsah vlhkosti, dovolujici had’atku piezit naptiklad mykofagnim zpasobem, ale jejich

zpracovani moznost pieziti vektora snizi.

6. Hostitelsky okruh

Hlavni hostitelskou rostlinou had’atka je rod borovice (Pinus spp.). Mezi zvlast
nachylné druhy patii P. sylvestris, P. nigra, P. thunbergii, P. densiflora, P. pinaster, P.
luchuensis, P. radiata, P. lambertiana, P. echinata. PiestoZe jako hostitelé mohou kromé
druhu Thuja plicata slouZzit prakticky veSkeré jehli¢nany, zpravy o jejich poSkozeni jsou
vzacne. V podminkach Evropy je nejohroZengjSim druhem P. sylvestris na severu a P.
pinaster na jihu kontinentu. Borovice jsou hlavnimi hostiteli i pro druhy tesatikd rodu
Monochamus, kteii mohou byt i v podminkach CR vektory téchto hadatek (Evans et al.
1996).

7. Priznaky napadeni

Primarnim ptiznakem napadeni stromu had’atky je pokles produkce pryskyfice.
Transpirace Vv jehlicich klesa a pozdgji ustava UplIné. Brzy se dostavuji prvni vnéjsi ptiznaky,
jako jsou Zloutnuti a vadnuti jehlic, které vedou az k Uplnému odumieni stromu. Vadnuti se
muze zpocatku objevit jen na jedné vétvi (tzv. ,praporec), poté postupné zachvati celou
korunu stromu. Lokalizace pfiznakt je zavisla na napadeni vektory. Pii vzniku viditelnych
piiznaka zpravidla v koruné stromu nemtzeme pocitat s vyskytem had’atek v kmeni stromu,
je tedy nutne prizpasobit metodu monitoringu vzhledem Kk intenzité a lokalizaci ptiznaka.
Podle pozorovani v Portugalsku stromy napadené had’atky zpravidla odumiraji béhem jediné
sezbny. Lze tedy predpokladat, Ze i v ostatnich regionech EU bude néstup a prabéh infekce
podobny. Brouci rodu Monochamus napadaji zejména poraZzené nebo oslabené stromy. Jejich
larvy vytvaieji v bélovém dievé pod kuarou ryhy a provrtavaji ve dievé chodby. Piitomnost
vektort na lokalité a ptiznaky jejich Ziru mohou byt rovnéZz neptimym dakazem prezivani

had’atek rodu Bursaphelenchus.
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Ptiznaky postupného chiadnuti borovic v CR.
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Ptiznaky postupného chiadnuti borovice napadené B. vallesianus v CR.

8. RozSireni

Had’atko borovicove B. xylophilus (PWN —Pine Wood Nematode) pochazi ze Severni
Ameriky, odkud bylo pocatkem 20. stoleti zavleceno spolu s napadenym dievem na japonsky
ostrov Kjusl. Z Japonska se had’atko rozsitilo do dalSich asijskych zemi (Cina, Hong Kong,
Jizni Korea, Tchaj-wan). V Evrop¢ se had’atko vyskytuje na omezeném Gzemi v Portugalsku
(oblast poloostrova Setubal), kde bylo jeho zavle¢eni zjisténo v r. 1999. PWN bylo rovnéz
nékolikrat zachyceno v dovazenych zasilkach, pochézejicich zejména z Ciny, popi. Severni
Ameriky (Kanada, USA). Zpravidla §lo o piepravni palety ¢i podkladové dievo. S ohledem na
piitomnost hostitel, vektora i oblasti s vhodnym klimatem je introdukce a dalSi rozsifovani
had’atka borovicového v rozmanitych podminkach Evropy mozné. Siteni had’atka podporuji

téZ horka léta, nejvice jsou proto ohroZeny jizni oblasti kontinentu. Usychéani borovic vlivem

10
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nedostatku vlahy ¢i poSkozeni myk6zami ma za duasledek atrakci vektord, kteti mohou zavléci

na nové lokality i hdd’atka rodu Bursaphelenchus.

Celostatni monitoring Monitoring pouze na ¢dsti tizemi statu

@ Bzl E' DotV e

Nalez jen na nékterych plochach

(7| Nélez jen na nékterych plochach 2006-09-19

9. Hospodaisky vyznam

Odumirani borovic bylo poprvé popsano v Japonsku jiz vr. 1905. V té dobé byl
pozorovan nebyvale silny vyskyt brouka Monochamus alternatus a odumirani borovic bylo
pricitano na jejich vrub. Poznani, Ze hlavnim pavodcem odumirani je had’atko, se datuje az od
roku 1971. Po introdukci se had’atko zacalo Sitit z oblasti Nagasaki na sever a pusobit na
tamnich druzich borovic zna¢né ztraty. Na konci 40. let dvacatého stoleti bylo zni¢eno vice
nez 10 miliéna kubickych metri dieva ro¢né, v 90. letech byly ztraty v Japonsku dokonce
dvojnasobné. Kromé nejseverngjSino ostrova Hokkaidd je dnes had’atkem postizeno celé
Japonsko (Mehara et al., 2005). V USA je toto had’atko vyznamné zejména na druhu P.
sylvestris a na dalSich, pro tuto oblast exotickych, druzich jehli¢nand. V ptirozenych
jehlicnatych lesich je had’atko B. xylophilus Siroce rozSifeno, ale vyznamné ztraty

nezpusobuje. Larvy broukd rodu Monochamus mohou zpasobit ekonomické ztraty na

11
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poraZzenych stromech vytvaienim chodbicek ve dievé. To je vdak béZzny ptiznak u dreva
ponechaneho v lese dlouhou dobu po poraZeni stromu a brouci tohoto rodu nejsou sami o sobé
v dnedni dob¢ obecné povazZzovani za vazné Skadce. Jejich hlavni ekonomicky vyznam spociva
ve schopnosti prendSet had’atko B. xylophilus. K velkému hospodaiskému vyznamu
v oblastech EU hovoti i Udaje o eradikaci tohoto had’atka na Uzemi Portugalska z poslednich
let (Suzuki 2002, Penas et al., 2004). | pies velkou snahu o ohrani¢eni Uzemi s vyskytem
PWD kazdoroéné dochazi k rozSifovani napadeného Uzemi. Tato skutec¢nost Gzce souvisi i
s ekonomickymi duasledky gradace populace PWN, eradikace tohoto druhu neni samoziejmé

mozna bez likvidace porostt borovic.

10. Ochrana rostlin proti B. xylophilus

U¢inna a jednoducha ochrana proti had’atku B. xylophilus, jiZ jednou piitomném ve
dreve, dosud neexistuje. Ochrana proti vadnuti borovic v Japonsku se proto soustied’uje na
kombinaci kultiva¢nich praktik, dasledné a véasné odstratiovani odumielych ¢i odumirajicich
stromi z lesa a na boj proti broukam—pirenaSe¢im pomoci insekticidt. Pokracuje hledani
zpusobu biologického boje proti obéma Skadcam. Slibné vysledky a vysokou uc¢innost
vykazuje vysSlechténi rezistentnich klonti rodu Pinus, popi. ziskani indukované rezistence
inokulaci stromt nepatogennimi kmeny had’atka B. xylophilus (Matsunaga and Togashi 2003,
Togashi and Matsunaga 2003, Kosaka et al., 2001). Jako preventivni opatieni se doporucuje
Uplny zakaz dovozu vSech forem dieva prakticky vSech druha jehlicnani ze zemi s vyskytem
tohoto had’atka. Lze vSak pripustit dovozy, uskute¢néné po umélém dosuseni dreva, kdy
vdechny jeho ¢asti byly podle mezinarodniho standardu ISPM 15 vystaveny teploté alespon
56 °C po dobu nejméné 30 minut. VVeSkery dievény obalovy materidl slouzici k prepraveé
zboZi vSeho druhu a dovazeny do &lenskych statt EU ze tietich zemi s vyjimkou Svycarska
musi byt podle tohoto standardu oSetien a oznacen. V n¢kterych statech je dosud povolena
fumigace metylbromidem nebo metylizothiokyanatem. Ve stadiu zkouSek je oSetreni dieva
mikrovinnym zéienim. Pro ¢lenské staty Evropské unie piedstavuje kromé moZnosti zavleceni
hadatka v dovezenem dievéném obalovém materidlu nejvétsSi hrozbu ohnisko vyskytu
had’atka v Portugalsku. V této zemi proto probiha z rozhodnuti Evropské komise program
cileny k Uplnému vyhubeni hdd’atka. V rdmci Evropské unie probihaji na téma hadatka
borovicového vyzkumné dkoly za ucasti Spickovych odbornika z celé Evropy (napi. projekt
PHRAME) a jsou poradana $koleni a seminaie. Clenské staty Evropské unie kaZzdorodng

provade¢ji na svém Uzemi cileny prazkum vyskytu had’atka v porostech borovic i v podnicich,
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které dievo dovézeji a zpracovavaji (Schrader and Unger (2003). Statni rostlinolékarska
sprava provadi takovyto prazkum ve spolupréci s Ceskou zemédélskou univerzitou v Praze-
Suchdole na tizemi Ceské republiky jiz od roku 2002. Druh Bursaphelenchus xylophilus nebyl

b&hem praizkumu na Gzemi CR doposud zjiten.

11. Monitoring vyskytu

Monitoring had’atek rodu Bursaphelenchus je sméfovan ke hledani lokalit, které
druhovym sloZenim porosta kopiruji vyskyt hostitelskych rostlin a déale pak na
drevozpracujici podniky v jejich blizkosti. Pohrani¢ni oblasti geograficky blizké hlaSenému
vyskytu v okolnich statech davaji rovnéz dobry piedpoklad pro zachyceni pripadného vyskytu
hdd’atka. Je nutné se zaméfit na sledovani symptomu odumirdni a chiadnuti borovic.
V neposledni fad¢ je nutné podrobit kontrole veSkery dievni material importovany na uzemi
CR a to i v ptipadg, Ze se jedna o dievo ve formé& europalet. Jako dalsi voditko pii vybéru
lokality lze pouZit i nepiimy monitoring a to na zakladé pritomnosti vektoria had’atka. Brouci
podceledi Lamiinae zanechavaji za sebou nezameénitelné ptiznaky v podobé vyletovych

otvord ve dievé a to jak na stromech Zivych tak na rezivu.

11.1. Odbér vzorku dieva

Pro monitoring h&dd’atek rodu Bursaphelenchus Ize odebirat vzorky dieva a to nékolika
doporucenymi zpuasoby. Ze stromia vykazujicich priznaky odumirani je vhodné odebirat
vzorky dieva a to ve vysce cca 150 cm nad zemi pomoci vrtacky a 20 mm vrtaku. Je vhodne
odstranit karu a lyko v misté odbéru vzorku, nebot’ tuto ¢ast mohou obyvat jind mykofagni ¢i
saprofagni had’atka, ktera pti rozboru vzorku znesnadnuji detekci PWN. Pro Zivé stromy je
také vhodné pouzit odbér pomoci dlata. Tento zpusob odbéru je bezesporu Setrngjsi
k had’atkaim a umoznuje i delSi skladovani vzorka. Odebirame vzdy ¢isté dievo a to kousky
dlouhé cca 5-10 cm. Jestlize jsou priznaky velmi rané a had’atka ziejmé jeSt¢ nedosahla
kmene stromu, je vhodné strom porazit a odebrat ptiznakové vétve ¢i jehlice. VSechny
zpusoby odbéru dieva Ize pouZit i pro fezivo, nebo pro dalsi typy dieva. Jak jiz bylo feceno,
¢ast vyvojoveho cyklu had’atek je mykofagni. Bursaphelenchus xylophilus je had’atkem, jehoz
potravou je zpravidla komplex dievokaznych hub zapficinujici modré zabarveni dreva.
Tohoto fenoménu Ize vyuZit pti vybéru stromua (teziva) vhodného pro odbér vzorka. Modré

zabarveni dreva dava veétsi Sanci pro ziskani had’atek.
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Vyletové otvory tesariki. Hobliny produkované larvami.

Tzv. Modré dievo (vhodné
Odbe¢r dieva pomoci vrtacky. pro zivot had’atek).
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Odbér dieva pomoci dlata. Oznacené misto odbéru.

11.2. Sbér brouku

Pro monitoring PWN lze pouzit i neptimy monitoring broukd. Samicky tesatikt rodu
Monochamus kladou do jamek v kaie hostitelského stromu vajicka, ze kterych se v zavislosti
na teploté¢ béhem 4-12 dna lihnou larvy. Larva prvniho stadia se zacina Zivit na floémové a
kambiové ¢éasti v podkorni oblasti. Ve tietim instaru se larva zac¢ind zavrtavat do bélového
dieva a vytvari chodbicku ve tvaru lezatého ,,S“, kolmou k ose stromu. Pozdgjsi larvalni
stadia dokoncuji chodbi¢ku vybudovanim Siroké svislé kukelni komuirky. Larvy posledniho
stadia ucpavaji vstupni otvor chodbi¢ky hrubymi dievitymi drtinami a zacinaji se kuklit.
Stadium kukly trva az 19 dni. Potom se mladi dospélci zacnou prokousévat xyléemem ven.
Mezi vylihnutim a opusténim dieva maze uplynout doba 6-8 dnd. Piezimovat mohou razna
vyvojova stddia (s vyjimkou kukly), obvykle je to posledni larvalni stddium. Pokud
k piezimovani nedojde, kompletni vyvoj od kladeni vajicek az po vylet dospélca trva 8-12
tydna. Cerstvé vylihli dospélci lezou vzhiiru po vétvich nebo kmenech, ve kterych se kuklili, a
z jejich konct pak odlétaji hledat vhodné vétvicky, na jejichZ kite se Zivi. Pocatecni GzZivny
Zir trvajici asi 10 dnu (u nekterych druht v3ak az 3 tydny) je nezbytny pro pohlavni vyzrani
broukd. Dospéli jedinci, privabeni oslabenymi stromy ¢&i porazenymi kmeny (latky, které
brouky vabi k vhodnému hostiteli, jsou monoterpeny a ethanol), se paii a samice zacinaji
klast. Vykusuji v kaie jamky konického tvaru a kladou do nich vajicka pomoci kladélka.
Obvykle to byva jedno vajicko na jednu jamku. Samic¢ky se doZivaji az 83 dnu a jsou schopné
klast az do konce svého Zivota. Celkovy pocet nakladenych vajicek byva 40-215.
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Doba vyvoje M. galloprovincialis je obvykle jednoletd, mén¢ casto dvouletd, u druhu
M. sutor je obvykle dvouleta, mén¢ ¢asto jedno- a tfiletd. V naSich podminkach se imaga
druhu M. galloprovincialis vyskytuji od poloviny kvétna do zati (prevazné v cervenci a
srpnu), dospélci M. sutor jen od ¢ervna do srpna. Jako zakladni prizkum lze zvolit hledani

vyletovych otvora a Ziru larev pod kirou.

Hnizdo larvy tesaiika v umélém chovu.
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Na takto vytipovanych lokalitich se doporucuje technika individualniho sbéru.
Vhodné je rovnéz nastrazeni pasti. V ¢istém lese je mozné nastrazit prirozené pasti v podobé
hromad naiezaného ¢erstvého borovicového dieva, které ptasobi jako atraktant na brouky rodu
Monochamus. Je také mozné vyuZit aplikaci terpentinového oleje ¢i extraktu z borovicovych
jehlic. Za teplého slune¢ného dne lze timto zptisobem nalékat brouky a ty pak individuélng

shirat.

11.3. Extrakce had’atek

Odebrané vzorky dieva uloZené v polyethylenovych saccich (tak aby nevyschly) je
nutné rozdelit na tii ¢asti, prvni ¢ast bude podrobena izolaci had’atek ihned a dalSi dve je
vhodné umistit do laboratorni teploty na 7-10 dni. Jestlize se v odebraném dievnim materialu
vyskytuji nepohybliva vyvojova stadia hledanych hadatek, v prabéhu nékolika dni dojde
k dokonceni jejich vyvoje a usnadni se tak jejich extrakce ze dieva. Odebrané dievni vzorky
je vhodné homogenizovat na tiisky a to podélné¢ pomoci niZek na proiezavani vétvi. Tento
tvar zajisti minimum po3kozenych had’atek ve vzorku. MnoZstvi dieva po izolaci je zavislé na
mnoZstvi odebraného vzorku. Homogenizovany material lze extrahovat pomoci Baermannovy
nalevky nebo pomoci plavicich misek a naslednou purifikaci pomoci sit. Pro had’atka rodu
Bursaphelenchus Ize oviem doporucit metodu plavicich misek, nebot mnoZstvi vzduchu ve
vodé pouzité pro extrakci hadatek je limitujicim faktorem pro jejich pohyb a preZiti.
V Baermanoveé nalevce se setkdvame s problémem vycerpani zasob kysliku had’atky ¢i jinymi
mikroorganismy, vymeéna vody je pak problematicka. V piipadé vyuZziti plavicich misek a sit
tento problém nenastava. Zatizeni se sklada ze dvou do sebe zapadajicich misek (10 x 35 x 20
cm), jedna z misek m& perforované dno. Do perforované misky se umisti jedna vrstva
buni¢iny a na ni pak homogenizované dievo, které prikryjeme jeSté druhou vrstvou buniciny.
Do spodni misky s pevnym dnem se nalije voda a do ni se pak umisti miska s materialem
urc¢enym pro izolaci. Hladina vody by neméla dievo zaplavit. Had’atka budou pfirozené
migrovat ze dieva a shromaZd’ovat se ve spodni misce. Kazdych 24 hodin by méla byt
provedena vymeéna vody a to tak , Ze suspenze had’atek ze spodni misky se piefiltruje pomoci
sita s velikosti ok 0,02 mm a koncentrovanou suspenzi pak prevedeme pomoci st¥icky do
kadinky (50 ml). Do spodni misky opét nalijeme vodu a ¢ekame dalSich 24 hodin. Tento
proces lze opakovat az 4 dny. Suspenzi had’atek Ize skladovat bez poSkozeni i nékolik dni pfi
4 °C.
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Homogenizované dievo pro extrakci o 5 i
hadatek Extrakce had’atek ze dieva pomoci

plavici misky.

Sita 0,02 mm pro koncentrovani
suspenze had’atek.

Baermannova nélevka.

12.  Metody diagnostiky na arovni morfologickych a anatomickych
charakteristik

Pro detekci a determinaci had’atek rodu Bursaphelenchus na urovni morfologickych a
anatomickych znaku je vhodné pouZit jak nativnich preparéatt, tak preparata fixovanych. Po
neékolikaletych zkuSenostech s fixaci lze doporucit metodu fixace pomoci roztoku TAF
(Courtney et al., (1955): 7 ml 40% formalinu, 2 ml Trietanolaminu, 91 ml destilované vody..
TAF vykazuje velmi dobré vysledky co do zietelnosti detailu a vysoké stability slouceniny.
ObsazZeny trietanolamin neutralizuje volnou kyselinu mraven¢i a svymi hygroskopickymi
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vlastnostmi zabranuje had’atkim vyschnout béhem vyparu fixativu. Had’atka pomoci
nematologické jehly premistime do 20 pl vody (cca 20 ks), 2 ml fixativu zahiejeme na 80 °C
a pak pomoci Pausterovy pipety rychle piepipetujeme do mikrozkumavky s had’atky. Takto
piipravena had’atka uloZzime v laboratorni teploté minimélné na 10 dnu. Timto zpisobem lze
fixovana had’atka skladovat i po n¢kolik let. Takto fixovana had’atka lze pouZit pro piipravu
permanentnich glycerolovych preparata. Na podlozni sklicko s jamkou napipetujeme 10%
glycerol a do n¢j premistime had’atka, klademe diraz na to, aby vSechna had’atka byla pod
hladinou glycerolu. Podlozni sklicka inkubujeme pti 60 °C aZz do doby odpateni maximalniho
mnozstvi vody, tento fakt ovéfime vizualné (glycerol zhoustne na koncentraci 99%
glycerolu). V prubéhu odpaiovani je nezbytné ovérovat mnozstvi glycerolu v jamce a
piipadné jej doplnit, tak aby nedoSlo ke zni¢eni had’atek. Piipravime si podlozni skli¢ka pro
permanentni preparaty, napipetujeme na né cca 5 pl 99% glycerolu a inkubujeme pii 80 °C 15
minut. Do téchto kapek piemistime 2 ks hadd’atek z glycerolu po stranach umistime ptiméiené
mnoZstvi smési parafinu a véeliho vosku (1:4), priloZime kryci skli¢ko a pieneseme do 80 °C.
Pockame az se smés parafinu a véeliho vosku dokonale rozpusti a kryci skli¢ko zcela zakryje
had’atka. Preparat je pripraven pro mikroskopii a uloZeni do sbirky. Glycerolové preparaty

skladujeme vZdy vodorovné a bez pristupu svétla.

Souprava pro praci s had’atky.
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12.1. Zakladni morfologicko-anatomické charakteristiky had’atek rodu
Bursaphelenchus

Had’atka rodu Bursaphelenchus jsou drobné, prasvitné, necely milimetr dlouhé hlistice
typicky cervovitého tvaru. Jsou to pomérné malé subtilni had’atka (0,4-1,5 mm) P#i zahiati
dochazi zejména u sameckt k vyraznému staceni ocasu ventraln¢ smérem Kk télu.Pocet
laterarnich ryh je variabilni a to od Zadné po ¢étyti. Hlavova ¢ast se v oblasti cefalickych papil
pomérné robustni s typickym zaSkrcenim. Stylet je dobie vyvinut o velikosti 12-20 um, ale
muZe dosahovat délky az 26 um. KuZel styletu se zuZuje a nasadec styletu je robustni na bazi
zdutely. Prokorpus je cylindricky a prechazi v stiedni bulbus, ktery je obvykle vej¢itého tvaru
a vmnoha ptripadech anterio-posteriarn¢ protazen. Laloky jicnovych Zlaz se piekryvaiji.
Nervovy prstenec se nachazi ve vzdalenosti jedné Sitky téla had’atka od stredniho bulbu.
Exkrekeni pory se nachézeji zpravidla v blizkosti nervového prstence, casto pak anteriarné
k sttednimu bulbu. Vulva je umisténa posteriarné a to v 70-80 % délky téla, ale jeji piesné
umisténi je zavislé na studovaném druhu. Vulvalni pysky nepatrné vyénivaji, u nékolika
druha anteridrni pysk piekryva vulvu kaudalnim smérem a vytvaii tak zaklopku kryjici vulvu.
Vagina je umisténa v pravém uhlu k ose téla. Genitélie jsou usporadany monoprodelficky.
Vyvijejici se oocyty jsou usporadany ve dvou nebo tiech fadach castéji nez v radé jedné.
Délozni vacek je obvykle dlouhy 3-6 Sitek téla had’atka. Ocas je variabilni, ¢asto stredné
konicky, zakonceny ovalné ¢i Spickou. Ocas samce je ventralné stocen, zakonceni je zavislé
na studovaném druhu. Na konci ocasu Ize pozorovat kutikularni strukturu ve formé malé
plachetky. V okoli fitniho otvoru lze sledovat dva nebo tii pary kaudalnich papil. Spikula je
parova obvykle d¢lend, u nékterych druhtt mohou byt obé ¢asti spojené. Délka méiena po
obvodu zakfiveni spikuly je 10-30 um, u vétSiny druhi pak kolem 14-20 pum. Zakiiveni
spikuly je zavislé na druhu had’atka. U B. xylophilus a B. mucronatus je spikula velmi silng
zaktivena. Rostrum je vyrazné a zakonc¢ené, zatimco Spic¢ka je dobfe vyvinuta a ¢asto tupé
ovalna. Distalni konec spikuly je u nékterych druhu (B. xylophilus, B. mucronatus) zduiely a
vytvaii se zde struktura, kterou nazyvame cucullus (Hunt, 1993). Ptresnou determinaci
héd’atka l1ze provést nejlépe porovnanim zjisténych morfometrickych Gdaju se standardnimi
hodnotami.
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ventralni pohled na samci ocas s
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C. ocas samce
i¢ka hlava, G. vulva,

plachetkou, E. Ventralni pohled na spikulu, F. sami
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icka, B. samec

Bursaphelenchus xylophilus: A. sami

-J. ocas samicky.
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ZakladnirozliSovaci znaky B. xylophilus a B. mucronatus

D. ocas B. mucronatus.
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C. ocas B. xylophilus
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A, spikula, B. vulva obou druh
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- Eilern

B. xylophilus
celkovy tvar téla.

B. xylophilus ocas
samicka.
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B. xylophilus ocas
samecek.

B. xylophilus
hlavova cast.
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B. xylophilus vulva.
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¢ka ocas, F.

ast, D., E. sami
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B. samec,

. samicka,

Bursaphelenchus mucronatus: A
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samec ocas, G. ventralni pohled na ocas samecka, Sp

ocas dauerlarvy, K. dauerlarva hlava.
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B. mucronatus celkovy tvar téla.

B. mucronatus ocas samicka.
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B. mucronatus ocas samecek.

B. mucronatus hlavova ¢ast.
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Bursaphelenchus vallesianus: A. sami¢ka, B. samec, C. hlava sami¢ky, D. vulva, E. ocas
sami¢ka, F. plachetka, G. spikula, H. laterarni linie, |. ocas samce.
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B. vallesianus celkovy tvar téla.

B. vallesianus ocas samicka.
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B. vallesianus hlavova &ast.

B. vallesianus ocas samecek.

B. vallesianus vulva.
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B. valiesianus B. xylophilus B. mucronatus
Charakterizace %
IE; 1000,3 (866-1116) 520 (450-610) 870 (700-970)
stylet 13 (11-14) 12,8 (12,6-13) 15,8 (14-16)
a 53,7 (47,3-64,1) 42,6 (37-48) 41,8 (36,5-45,9)
c 38,8 (29,4-43.,6) 9,6 (8,3-10,5) 26,2 (19,6-30,4)
A 73,2 (72-75,1) 74,7 (73-78) 75 (73-77)
Charakterizace &
16 9673 (752-1107) 730 (590-820) 790 (640-970)
spikula 15,6 (13-21) 27 (25-30) 26 (23-29)
Stylet 12,9 (12-14) 14,9 (14-17) 15 (14-16)
a 61 (47-68,9) 42.3 (36-47) 44 (38,8-51.1)
c 33,9 (25,9-38,2) 26,4 (21-31) 29,1 (25,7-35,6)

Zakladni télesné rozmeéry a indexy had’atek.

13. Metody diagnostiky na urovni nukleovych kyselin

13.1. Zakladni informace o metodach izolace DNA

Nukleova kyselina se u eukaryotickych organismi nachédzi ve velkém mnoZstvi v
bunécném jadre. Cilem extrakce je tedy vyizolovat tuto nukleovou kyselinu (NA) z bunky a
dale pak odseparovat proteiny a dalSi komponenty tvorici podparné leSeni
nukleoproteinovych struktur. Vysledkem je tedy cistda NA bez piimési zbytka bunécnych
struktur. Pfi extrakci NA jsou pouZivany zdravi Skodlivé chemikélie a proto je nutné pracovat
v rukavicich.

Prvnim krokem je homogenizace, pro kterou Ize s Uspéchem pouZit tieci misky. Pro
snazSi homogenizaci lze pridat tekuty dusik. V hrubém homogenéatu je obsaZena cela fada
enzymua a mezi nimi i nukledzy, tyto enzymy jsou schopny odbourdvat nukleové kyseliny a
tak znemoznit Uspédnou izolaci NA. Proto je nutné NA chranit piidanim chelata¢niho cinidla
(EDTA), které je zpravidla obsaZzeno v extrakénim pufru. Ethylen-diamino-tetraoctova
kyselina vyvaZe z roztoku kationty a tak znemozni nukleazdm odbourat NA. Ochranna funkce
extrakéniho pufru v8ak neni jedinou jeho funkci. Pufr zpravidla také obsahuje detergentni
latky napomahajici destrukci bunéénych struktur, jako SDS (sodium dodecyl sulfat), Triton X
- 100, CTAB (cetyl trimetyl amonium bromid), merkaptoethanol apod. Proteiny jsou v dalS§im
kroku denaturovany a separovany z komplexu NA - protein. Vzorek je dale protiepan s
fenolem, nebo se smési fenol : chloroform. Po centrifugaci vznikaji v mikrozkumavce tfi
oddélené faze, spodni (organickd), stiedni (denaturované proteiny) a horni (vodnéa faze s NA).
Horni faze je pouZzita v dalSim kroku. Pomoci ethanolu se NA vysrazi (precipituje). Pro snazsi
precipitaci jsou do ethanolu pridavany soli (LiCl, KCI, NaCl apod.) a vzorek je umistén do
mraziciho boxu. Pro precipitaci lze také pouZit izopropanol. Precipitat NA se centrifugaci
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shromazdi na dné¢ mikrozkumavky a necha se vysusit (mikrozkumavka se oto¢i dnem vzhuaru
na filtracni papir). Vznikla peleta se promyje v 70 % ethanolu a po prosuseni je mozné NA
rozpustit ve vodé, TE, ¢i néjakém jiném médiu. SuSeni muZe probihat i v exikatoru, ovsem
NA by neméla pieschnout (Spatné se rozpousti). Takto vyextrahovana NA je pouZitelna pro

dalsi analyzy.

13.2. Zakladni informace o analyze nukleovych kyselin pomoci PCR

V letech 1983 - 1985 vyvinuli Mullis, Faloon a Saiki enzymovou vysoce U¢innou
metodu, kterou se in vitro exponencialné amplifikuji vybrané sekvence nukleovych kyselin.
Metoda se nazyva polymerarova retézova reakce - PCR (Polymerase Chain Reaction).
Podstatou PCR je opakujici se enzymova syntéza novych fetézci vybranych Useki
dvouietézcové DNA, ke které dochazi po pripojeni dvou primera vazajicich se na protilehlé
feté¢zce DNA tak, Ze jejich 3"OH-konce sméiuji proti sob¢. Jako primery se obvykle pouZivaji
dva umgle pripravené kratké oligonukleotidy o délce 18 - 30 bazi, odvozené z koncovych
sekvenci DNA uréené k amplifikaci. Délka, komplementarita a pomér purinovych a
pyrimidinovych nukleotida v primeru urcuji specifitu i reakéni podminky PCR. Reakéni smés
pro amplifikaci specifického fragmentu DNA je sloZena z pufru (pro danou polymerazu),
DNA - polymerazy, smési deoxyribonukleotidd, dvou ¢i vice primert, templatové DNA a
MgCl,. Pii syntéze DNA se pouZivaji termostabilni polymerazy, které se izoluji z termofilnich
organismi. Nejcastéji pouzivand Tag DNA polymeréza je izolovand z bakterie Thermus
aquaticus a odolava teplotam, pti nichz DNA denaturuje. Termofilni bakterie Thermus
aquaticus byla objevena v termalnich pramenech (70 - 75 °C) Yellowstonského narodniho
parku v roce 1969. Velikost tohoto enzymu je 60-68 kDa a specificka aktivita je 2000-8000
u.mg™* bakterii. Enzymatické aktivita Tag DNA polymerazy byla popséna v roce 1976 (Innis
et al., 1990). Kromé DNA polymerazové aktivity ma také 5 — 3" exonukledzovou aktivitu,
postrada vSak endonukleazovou a 3"'— 5 exonukledzovou aktivitu. V souc¢asné dobé se také
pouZivaji rekombinantni enzymy, napi. Ampli Tag DNA polymeraza, ziskana expresi genu
Tag DNA polymerdzy T. aquaticus v E. coli. Kromé¢ toho byl pripraven modifikovany
rekombinantni enzym, tzv. Stoffeliv fragment, ktery se lisi od pavodniho enzymu deleci 289
N-koncovych aminokyselin. Touto Upravou se odstranuje 5— 3" exonukledzova aktivita a
zvySuje termostabilita a Zivotnost enzymu. Kromé téchto polymeraz je v soucasné dob¢ na
trhu cela fada dalSich polymeraz izolovanych z raznych bakterii (Tfl, Pfu, Dynazyme, Taq
gold apod.). Vybér polymerazy zavisi na konkrétnim ptipadu. Z praktického hlediska je
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rozhodujicim faktorem cena (Kiemen et al., 1998). Standardni PCR se nejcastéji provadi v
reakéni smési 0 objemu 25 - 50 pl. Amplifikace DNA probiha v tepeln¢ a chemicky inertnich
(polypropylénovych) mikrozkumavkéch nebo v jamkach specialnich desti¢ek pro PCR (Innis
et al., 1990). Syntéza DNA probihd opakované formou 30 a vice cykla, pfi nichZ se v
zavislosti na teploté reakéni smési stiidaji pravidelné ti nasledujici kroky:
- denaturace templatové DNA pii teplotg 94-96 °C 15 sekund az 2 minuty, pii¢emz se rozdéli
komplementarni fetézce DNA,
- ptipojeni primera (annealing) k jednovlaknovym DNA tetézcam sniZzenim teploty na 30 - 65
°C po dobu 30 - 60 sekund. Asociaci primeri se ohrani¢uje amplifikovana oblast ve sméru od
3"- OH konci na obou templatovych tetézcich. Teplota annealingu je zavisld na mnozstvi CG
Vv primeru a rovnéz na délce primeru, coZ vyplyva i ze vzorce (jeden z mnoha) pro stanoveni
Ta = 2(A+T) + 4(G+C)-5,
- polymeriza¢ni reakce (extenze, elongace) primert ve sméru 5°— 3" na obou fetézcich
obvykle pti optimalni teploté pro Tag DNA polymerazu (65 - 75 °C) po dobu 30 - 60 sekund.
Na aktivitu Tag DNA polymerazy ma zékladni vliv mnoZstvi hotec¢natych ionta v reakci, i
tento faktor patii mezi zakladni pti optimalizaci PCR. Krok polymerizace tedy uzaviré jeden
amplifika¢ni cyklus. Vyslednymi produkty jsou fragmenty DNA, jejichz konce jsou
vymezeny 5" -konci primera a jejichz delky jsou dany vzajemnou vzdalenosti primerd.

P temnplatova DINA
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Automatické opakovani jednotlivych cykla umozZnuji specialni programovatelné
termostaty, tzv. PCR termocykléry, ve kterych lze dosahnout piesné definovatelnych zmén
inkubacnich teplot béhem kratkych intervala. Kazdy z termocykléri méa svoje specifické
vlastnosti (rychlost zmény teploty), takZze pokud je metoda PCR optimalizovana pro urcity

typ, je nutné pri vyuZiti metody na jiném typu termocykléru program optimalizovat.

Termocyklér PTC200 (MJ research).

M/ Resaacy

13.3. Restrikeni Stépeni

Polymorfismus delky restrikénich fragmenta - RFLP (Restriction Fragment Lenght
Polymorphism) je metodou, ktera nemalou mérou prispéla k rozSifeni spektra metod
studujicich strukturu DNA. Je rovnéZz metodou vhodnou pro epidemiologické i diagnostické
vyuZziti. Princip RFLP spociva v rozloZeni palindromatickych sekvenci v genomu a jejich
nalezeni pomoci restrik¢ni endonukledzy (Vachtenheim a Duchon, 1992). Restrikéni
endonukleazy (RE) jsou bakterialni enzymy, které spolu s pfislusSnymi metylazami tvoii
systém chranici bakterie proti invazi cizi DNA. RE specificky Stépi obé vlakna ds DNA,
neni-li tato DNA modifikovana, nejéastéji DNA metylazou. Sekvence nukleotidu, kterou RE
rozpoznadva, se nazyva rozpoznavaci sekvence, nejc¢astéji se jedna o palindromatickou
strukturu. Misto, v némz je DNA Stépena, se nazyva restrikéni (Stépné) misto. Konce dsDNA

po rozstépeni konkrétni endonukledzou nabyvaji tvar odpovidajici palindromatické sekvenci,
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kterou RE $tépi. Vznikaji tedy lepiva ¢i plocha zakonéeni. Tato vlastnost je bohaté vyuZivana
pii praci s geny, klonovani a studiu genomu (Bfichacek a Krémar, 1993). Uvadi se, Ze
restrikénich endonukleaz je popsano a vyizolovano pies 1500. BéZzné je komerené
dostupnych asi 500 RE. Pievazné jsou bakteridlniho ptivodu. Oznaceni enzymu je zkratkou

bakterialniho kmene, ze kterého je RE vyizolovana (Rosypal, 1999).
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13.4. Agarozova elektroforéza a vizualizace produktia PCR

Produkty PCR lze analyzovat pomoci horizontélni agar6zové elektroforézy. Agardza je
linedrni polysacharid, ktery se sklada z D-galaktosy a 3,6-anhydro-L-galaktosy. Pro
elektroforetické ucely se pripravuje z agaru o vysokém stupni cistoty. Nukleové kyseliny se
déli nizkonapétovou elektroforézou pti potenciadlovém spadu 5-10 V/cm delky gelu. Diky
zbytkam kyseliny fosfore¢né jsou NA zadporn¢ nabity, a proto se ve stejnosmerném
elektrickém poli pohybuji ke kladnému po6lu. Jejich pohyb je omezovan jejich velikosti a
soucasné koncentraci agardzy. Kratsi fragmenty se pohybuji rychleji a deli pomaleji. Prab¢h
elektroforézy lze sledovat podle pohyblivosti piidanych barviv. Jako barvivo pro vizualizaci
fragmentd NA lze pouzit ethidium bromid (EB), ktery se vaZe mezi baze NA. Pokud je NA
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oznacena EB vystavena zaieni UV o vinové délce 260 nm, emituje EB oranZovocervené
zareni v oblasti viditelného svétla 560 nm. Timto zptisobem jsou barveny zejména agarozéove
gely. Ethidium bromid je latka u niz byl prokdzan mutagenni G¢inek, proto je nutné bréat zietel
na ochranu zdravi. VZdy pouZivat rukavice a zabranit kontaminci okolniho prostredi. Pro

praci s EB je vhodné pouZivat jedno vyhrazené pracovisté a oznacené pomucky.

13.5. Detekce a determinace Bursaphelenchus xylophilus, B. vallesianus a B.
mucronatus

Spektrum metod vyuzitelnych pro diagnostiku fytoparazitickych had’atek je pomérné
Siroké. Pro rutinni diagnostiku je vhodné vybrat metodu aplikovatelnou v jakékoli laboratofi a
rovnéz pak reprodukovatelnou. V piipadé detekce a determinace hadatek rodu
Bursaphelenchus je mozné doporucit kombinaci PCR a restrikéniho Stépeni. Tato metoda
dava stabilni vysledky a jejich hodnoceni je snadné pro hodnotitele. Pomoci univerzalnich
primera pro amplifikaci cistronu rDNA se nejprve pripravi fragment, ktery je pak nutné
rozStépit sadou enzymu. Motiv bandi se pak porovna s piipravenymi markery. V této préaci
jsou uvedeny vysledky pro diferenciaci tti druhd rodu Bursaphelenchus.

13.5.1. Izolace DNA

Pro izolaci DNA z had’atek rodu Bursaphelenchus Ize doporucit nékolik postupa.
Jako vychozi materiél pro izolaci DNA lze pouZit presné odpocitany pocet had’atek. Pomoci
nematologické jehly pieneseme had’atka do mikrozkumavky s 20 pl vody nebo izolaéniho
pufru. Piistoupime-li kizolaci DNA ze suspenze hadatek, je vhodné zvysit koncentraci
had’atek v suspenzi pomoci centrifugace. Pro tento Gcel se nejlépe hodi vykyvny rotor, pokud
jim nedisponujeme postaci rotor stabilni, je ovSem nutné brat zietel na tvar vzniklé pelety
had’atek. Centrifugujeme 5 minut pti 6000 g, pak odsajeme vodni fazi pomoci pipety, nebo
vyvévy. Dbame na to, aby nedo$lo k poskozeni pelety a odsati had’atek. Dulezitym aspektem
pii koncentrovani had’atek timto zpasobem je ¢asovy interval mezi centrifugaci a odsatim
vodné faze, ktery by mél byt co nejkrati. Had’atka rodu Bursaphelenchus jsou subtilni a
pomérné rychle se pohybuji, v ptipadé prodlouZeni tohoto intervalu dochazi k rychlé
resuspendaci pelety had’atek.

Pro izolaci DNA z nékolika jedincu (1-10) doporu¢ujeme nasledujici metodu:
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Hlavnim krokem je bezeztratova homogenizace vzorku biologického materidlu. Lze pouZit
homogenizaci piimo v mikrozkumavce (500 ul) pomoci (Pellet Pestle®Motor, Sigma) a
sklenéného nasadce 3 mm. Zde je nutné po homogenizaci nasadec oplachnout izolacnim
pufrem (LB) tak, aby anik materialu byl co nejmensSi. Druhou mozZnosti je mechanicka
homogenizace ve sklenéném minihmoZzdirku nebo v mini treci misce. V obou piipadech je
nutné kvantitativné prevést homogenat do mikrozkumavky. Pro snaz8i homogenizaci je
mozné pouzit inkubaci v tekutém dusiku, ovSem neni to nezbytné. MnoZstvi izola¢niho pufru
je zavislé na pouzite metodé izolace, doporu¢ené mnozstvi je od 50 do 200 pl.

1. K homogenatu v mikrozkumavce pridat proteinazu K do konec¢né koncentrace 400 pl/ml.
2. Inkubovat ve vodni lazni 1 h pti 55 °C , nasleduje denaturace 5 minut (85 °C)

3. Pripipetovat ekvivalentni mnoZstvi smési fenol: chloroform (1 : 1) pH 7,4.

4. Vortexovat 2000 rpm 10 minut.

5. Centrifugovat 10 minut pii 7000 g.

6. Opatrné odpipetovat horni fazi, aby nedoSlo ke kontaminaci proteiny ve stiedni fazi, nebo
fenolem ve spodni fazi a pripipetovat 2,5 x objemu 96 % etanolu s 0,1 dilu 8 M LiCl.
Inkubovat 12 h pii =30 °C, nebo 10 minut v tekutem dusiku.

~

8. Centrifugovat 10 minut pti 9000 g.

9. Peletu proplachnout v 70 % etanolu 200 pl (napipetovat a preklapét v ruce 20x).

10. Centrifugovat 15 minut 11 000 g.

11. Odsttiknout etanol rychlym pohybem s otevienou mikrozkumavkou (peleta drzi u dna
mikrozkumavky, neni tieba se obavat Ze vypadne).

12. Peletu vysusit ve vakuu nebo na stole na sterilnim ubrousku mikrozkumavkou umisténou
dnem vzhuru a resuspendovat ve 25 pl sterilni ddH0.

13. DNA je piipravena pro dalSi analyzy.

PouZzity extrakéni pufr:

LB (lysis buffer)

1,7 mM SDS

20mM DTT

1x PCR reakéni pufr A pro Tag DNA polymerazu (Fermentas)
Proteinaza K (Fermentas)

Pro izolaci DNA ze suspenze vice nez deseti had’atek lze doporucit komeréné dodavany kit

firmy Qiagen (QIAamp DNA mini kit c.n. 51304). Tento kit svoji dostupnou cenou a
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jednoduchosti provedeni umoziuje aplikaci metody izolace DNA pomoci hydroxyapatitové

matrix i v laboratofich, kde tato technika neni osvojena. Postup izolace vychazi z manualu

dodavaného vyrobcem, zmény byly provedeny zejména v oblasti homogenizace vzorku.
QIlAamp DNA mini kit

13.5.2.

1.

10.

11.
12.

Koncentrovanou suspenzi had’atek v mikrozkumavce 500 pl homogenizovat
s pridavkem 50 pl a posléze 150 pl homogeniza¢niho pufru ATL pomoci (Pellet
Pestle®Motor, Sigma) a sklenéného nasadce 3 mm. (Pozor na tvorbu p&ny). Cely
objem pienést do 2 ml mikrozkumavky.

Pripipetovat 20 pl proteindzy K (soucast kitu), kratce vortexovat a inkubovat v 55
°C 1 hodinu. V prabéhu inkubace 5 x zamichat vortexovanim.

Kratce centrifugovat (spinovani nebo stoceni- kratka centrifugace 6000 g 1 minuta
za Uucelem shromazdeni celeho objemu mikrozkumavky na dno).

Pridat 200 pl AL pufru a inkubovat v 70 °C 10 minut, stocit.

Pridat 200 pl 96% etanolu (pro molekularni biologii), vortexovat 15 sekund, stogit.
Prepipetovat cely objem do QIAamp Spin Column, centrifugovat 6000 g 2 minuty
(DNA a hruby homogenat je ted’ zachycen na filtru QlAamp Spin Column).
Vymenit mikrozkumavku 2 ml za novou a do filtru pripipetovat 500ul AWL1,
centrifugovat 6000 g 2 minuty.

Vymeénit mikrozkumavku 2 ml za novou a do filtru pripipetovat 500 pul AW2,
centrifugovat 20 000 g 4 minuty.

Vymenit mikrozkumavku 2 ml za novou, centrifugovat 20 000 g 4 minuty (filtr se
tak vysusi).

Filtr opatrné pienést do sterilni mikrozkumavky 2 ml, na stred filtru napipetovat
100 pl AE elu¢niho pufru nebo sterilni ddH,O. (V této fazi dochazi k eluci
purifikované DNA do sterilni mikrozkumavky.).

Centrifugovat 6000 g 5 minut.

DNA je ptipravena pro dalsi analyzy.

RozliSeni B. xylophilus, B, mucronatus a B. vallesianus na trovni rDNA
pomoci PCR RFLP

Prvnim krokem pro rozlieni vySe uvedenych druhd vyznamnych hadatek rodu

Bursaphelenchus pro podminky CR je amplifikace cistronu rDNA na templatu izolované

nukleové kyseliny. Doporucujeme nejprve oslovit naSe pracovisté pro poskytnuti referen¢niho
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materialu pro diagnostiku téchto druht had’atek.Pozitivni kontrola by se méla stat nedilnou
soucasti kazdé detekce. Pro amplifikaci doporucujeme primery nasedajici univerzalné na
cistron  IDNAF5- TTG ATT AGG TCCCTGCCCTTT-3 aR 5-TTT CAC TCG CCG
TTA CTA AGG - 3 (Braasch et al., 1999, 2004).

Reakéni podminky:

1. pufr pro Taq polymerazu (Fermentas) - 2,5 ul

2. MgCl;- 1,5ul

3. Taq polymeraza (1,5 U)(Fermentas) - 0,5 ul

4. dNTP (kazdého nukleotidu 200mM) - 0,25 pl

5. primer mix (15 pmol) - 0,4 ul

6. izolovana DNA - 1,0-10 pl

7. ddH,0 - 9,85-18,85 pl

Koncentraci DNA doporucujeme v pfipadé netspésné amplifikace zménit, idealni je postup
s vyuzitim koncentra¢ni fady NA. Pro nasledné restrikéni Stépeni bude vyuZzito cca 50 pl PCR
produktu, je tedy nutné pripravit od kazdého vzorku minimalné tii reakce.

Program pro termocyklér:

94 °C 3 minuty

94 °C 2 minuty

60 °C 30 sekund

72 °C 2 minuty

30 x od kroku 2.

72 °C 4 minuty

4°C

Program byl optimalizovan v podminkach naSi laboratoie na termocykleru MJ

N o ok~ w npoe

Research PTC 200. Produkty PCR je vhodné nejprve zkontrolovat pomoci horizontalni
agarozové elektroforézy (1% gel) a poté pristoupit k dalSi analyze. PCR produkty je nutné
pripravit pro nanaseni do gelu. Do mikrozkumavek odpipetujeme 5 pl produktu a p¥idame 1
ul barviva pro elektroforetickou separaci (nanadSeci barvivo — Loading dye). Barvivo kromé

barev obsahuje i glycerol, ktery umozni nanaSeni produktu do jamek elektroforetického gelu.

Ptiprava 1% agaro6zoveho gelu:
1. NavaZit poZadované mnozstvi agardzy do Erlenmayerovy banky.
2. Agardzu promichat s TBE pufrem.

3. Mirn¢ povatit v mikrovinné troubé¢ za prabézného promichavani.
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4.  Zchladit pod proudem vody na 50-60 °C.

5. Pripipetovat 5% (objemu gelu) ethidium bromidu (0,5 ug/ml), opatrné zamichat a
nalit do pfedem pripravené vani¢ky s hiebenem.

6. Po ztuhnuti gelu hieben vyjmout a vanicku uloZit do horizontélniho
elektroforetického aparatu.

7. Zalit pripravenym elektroforetickym pufrem (TBE).

Ptiprava TBE

Ptipravujeme zasobni roztok 5x koncentrovany (uchovat ve 4°C).
Na 1 | TBE 5x pH (8,0)

TRIS-54,5¢

Kyselina borité - 27,5 ¢

EDTA-3,65¢g

Pro rozliSeni vySe uvedenych ha&datek je tedy nezbytné podrobit amplifikovany
fragment restrikénimu Stépeni péti vybranymi restrikénimi endonukledzami. Pro tento ucel
jsou etablovane tyto restriktazy : Rsal, Haelll, Mspl, Hinfl, Alul (Fermentas).

1. Do sterilni mikrozkumavky napipetovat 10 ul PCR produktu.

2. Pridat 1,1 pl 10x reakeniho pufru, 0,8 pl restrikéni endonukledzy a dukladné promichat.

3. Inkubovat 9-12 h pii teploté vhodné pro danou RE, tedy 37 °C ve vodni ¢i suché lazni.

4. NasStépenou DNA Ize ihned analyzovat na 1,5% agar6zovém gelu, nebo skladovat pii — 20
°C.

Po restrikénim Stépeni porovndme motivy vzniklych bandt s markery uvedenymi
v této publikaci. V ptipad¢ shody pripraveného restrikeniho profilu s markerem lze usuzovat
na piitomnost konkrétniho druhu had’atka ve vzorku. JestliZe se pripraveny profil lisi, jedna se

0 jiny druh.
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Vysledek restrikéniho Stépeni ¢asti cistronu rDNA had’atek

A) B. xylophilus B) B. vallesianus C) B. mucronatus
M-molekularni marker

restrikéni endonukledza Rsal

restrikéni endonukledza Haelll

restrikéni endonukledza Mspl

restrikéni endonukledza Hinfl

restrikéni endonukledza Alul

neStépeny produkt

6 1 2 3 4 5 MDbp

ogkhwdE

A) 600

100

1 2 3 4 5 6 M bp
1031

500
B)

100
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6 1 2 3 4 5 M bp

C) 600

100

Zavér

Had’atka rodu Bursaphelenchus v ¢ele s karanténnim B. xylophilus wvnesly do
nematologice nové svétlo a to v celosvétovém vyznamu. Jejich hospodaiska vyznam, snadné
Siteni, kratky Zivotni cyklus a vysoke ekonomickeé ztraty jsou faktory, které stavi tato had’atka
vsoucasné dob¢ na prvni misto zajmu nematologi. Diagnostika hadatek rodu
Bursaphelenchus zaznamenala od svého poc¢éatku zna¢ny rozvoj. K zékladnim morfologicko
anatomickym metoddm se postupem casu piifazovaly i metody na molekularni Grovni.
RozliSeni karanténniho druhu od ostatnich tak jiz neni zavislé jen na hodnotiteli a jeho
praktickych zkuSenostech v diagnostice had’atek, ale univerzadlnost molekularnich metod
umoznuje rychlou, piesnou a opakovatelnou diagnostiku i na pracovistich, kde nematologie
neni nosnym oborem. V ramci inkorporace CR do EU se vytvotili dobré materialni zaklady
v podobé vybavenych laboratofi na Useku Statni rostlinolékarské spravy. Tato skute¢nost

umoZznuje vyuzivani téchto metod pro potieby praxe.
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Poznamky
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Kontakt na kolektiv autord: Katedra ochrany rostlin CZU v Praze, Kamycka 129, Praha 6
Suchdol, 165 21, e-mail: zouhar@af.czu.cz, tel.: +420224382611.
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