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1. UVOD

V nedédvné dob¢ zacalo dochéazet v porostech borovic, které maji hned po smrku
nejvétsi rozlohu lesnich porostd v CR, k pomérné &astému vadnuti a chfadnuti stromi.
Cinitel?, ktefi mohou zptisobovat takovato poskozeni, je celd fada. Na $patném zdravotnim
stavu se podili nedostatek vlahy, dievokazny hmyz, houbova onemocnéni i zasoleni pozemki
pobliz komunikaci a poskozeni porostli imisemi a emisemi. DalSim celosvétoveé dilezitym
faktorem ovliviiujicim zdravotni stav  jehlicnand zejména borovic je hadatko
Bursaphelenchus xylophilus (Steiner and Buhrer, 1934), (Nickel, 1970), Cesky nazyvané
had’atko borovicove.

B. xylophilus patii mezi karanténni organismy, je na seznamu A2 EPPO (European
and Mediterranean Plant Protection Organization). Toto had’atko ma pivod v Severni
Americe, kde zpusobuje Skody zejména na exotickych borovicich. Odtud se rozsitilo do Asie
nejdiive do Japonska a pozdéji do téméf celé vychodni Asie. B. xylophilus byl na konci 20.
stoleti zaznamenan i v Evropé, v Portugalsku, odtud se rozsitil i do Spanélska. Pokud by se
toto had’atko rozsitilo 1 do zbytku Evropy, piedstavovalo by ohroZeni pro porosty borovic i
ostatnich jehli¢nant a tim nasledné i pro cely ekosystém.

Had’atko borovicové ovliviluje evapotranspiraci stromu, coz se navenek projevuje
nejprve zloutnutim a usychanim jehlic pozdé€ji vadnutim celého stromu, které vede k jeho
odumieni ve velice kratké dob¢. Soubor téchto symptomt je oznacovan jako PWD (Pine Wilt
Disease), Vv c¢estin€é se pouziva pojem chiadnuti borovic. Pienos vétSiny had’atek rodu
Bursaphelenchus na nové lokality je zajisStovan hmyzimi vektory, pifevazné brouky z Celedi
tesafikoviti (Cerambycidae). Podobné piiznaky, i kdyz ne tak rychle nastupujici, stejny
zpusob pienosu a stejny zivotni cyklus vykazuji i jiné druhy rodu Bursaphelenchus, napi. B.
mucronatus a B. vallesianus. V CR byl potvrzen vyskyt obou téchto druht.

Primarni zpiisoby diagnostiky had’atek vychazeji z morfologické stavby jejich téla.
Tyto metody vyzaduji praxi v pozorovani té€lnich struktur. Had’atko B. xylophilus je velice
podobné zejména had’atku B. mucronatus, od kterého se li§i pouze zakonCenim ocasu
samiCky a dal§imi drobnymi morfologickymi odchylkami. Proto bylo vyvinuto mnoho metod
zalozenych na molekularni diagnostice. Ta je ovSem ztiZena pifitomnosti PCR inhibitorti ve
dievé borovic.

Vzhledem K jiz potvrzenému vyskytu piibuznych druh@ a ptitomnosti vhodnych
hostitelskych rostlin na nasem Uzemi, je monitorovani naseho uzemi, diagnostika nalezenych

had’atek a studium jejich bionomie velice duleZzité.



2. Prehled o soucasném stavu poznani

2.1. Taxonomické zarazeni had’atka Bursaphelenchus xylophilus

Had’atko borovicové bylo poprvé popsdno Vroce 1931 ve Spojenych statech
americkych na borovici bahenni (Pinus palustris) a vroce 1934 bylo oznaceno jako
Aphelenchoides xylophilus (Steiner and Buhrer). V roce 1970 bylo ptefazeno had’atko
borovicové do rodu Bursaphelenchus, vzhledem k jeho typické burse.

V roce 1972 bylo objeveno v Japonsku had’atko pojmenované Bursaphelenchus
lignicolus (Mamiya and Kiyohara). Na zakladé kiizeni a morfologickych znakd byl v roce
1981 oznacen B. lignicolus synonymem pro B. xylophilus (Nickle et al., 1981). Obecné se pro
had’atko Bursaphelenchus xylophilus vzil nazev ,,pinewood nematode” (PWN), cesky
,hadatko borovicové®“ a pro ptiznaky, které zpisobuje ,,pine wilt disease” (PWD), Cesky

,,chiadnuti borovic*“(Zouhar a kol., 2007).

Diivejsi fazeni had’atek rodu Bursaphelenchus:
e Ttida: SECERNENTEA
e Podttida: DIPLOGASSTERIA
e Rad:APHELENCHIDA
e Podiad: APHELENCHINA
e Celed: PARASITAPHELENCHIDAE
e Podceled: BURSAPHELENCHINAE
e Rod: Bursaphelenchus
e Druh:
= Bursaphelenchus xylophilus (Steiner and Buhrer, 1934) Nickle, 1970
= Bursaphelenchus fraudulentus (Rithm, 1956)
= Bursaphelenchus mucronatus (Mamiya and Enda, 1979)
= Bursaphelenchus crenati (Rithm, 1956)
(Hunt, 1993)

V soucasnosti je fazeni had’atek rodu Bursaphelenchus do taxonomického systému:
e Kmen: NEMATODA
e Ttida: CHROMADOREA



e Rad: TYLENCHIDA
e Podrad: APHELENCHINA
e Nadc¢eled: APHELENCHOIDOIDEA
e Celed: PARASITAPHELENCHIDAE
e Rod: Bursaphelenchus
e Druh:
= Bursaphelenchus vallesianus (Braasch et al., 2004)
= Bursaphelenchus baujardi (Walia et al., 2003)
= Bursaphelenchus conicaudatus (Kanzaki et al., 2000)
(De Ley and Blaxter, 2004).

2.2. Historie vyskytu B. xylophilus

Pine wilt disease (PWD) — chifadnuti borovic bylo poprvé popsano v jiznim Japonsku,
Vv ptistavnim mésté Nagasaki v roce 1905, jako pfi¢ina byl uvadén podkorni hmyz (Suzyki,
2002). Sem bylo pravdépodobné zavleceno v obalovém materialu pochazejicim ze Severni
Ameriky. (Duncan and Moens, 2006). Ztraty zptisobené PWD doséahly aZ milionu m® dfeva
rocné, a proto v roce 1950 zacali v Japonsku eliminovat podkorni hmyz kacenim napadenych
stromtl, odkornovanim kmenii a palenim dfeva, timto zdsahem se ztraty snizili na 200-300
tisic m® dfeva roén&. Teprve v roce 1971, za pouziti Kochovych postulati, bylo za piicinu
chiadnuti borovic ozna¢eno had’atko Bursaphelenchus xylophilus (Suzuki, 2002).

V roce 1931 bylo v Bogalusa v Louisiané had’atko B. xylophilus izolovano ze dieva
borovice bahenni (Pinus palustris). V roce 1934 bylo toto had’atko taxonomicky ur¢eno jako
Aphelenchoides xylophilus, ktery byl v roce 1970 piejmenovan na Bursaphelenchus
xylophilus, diky své typické burse a jinym znaktm (Nickel et al., 1981). Na americkém
kontinenté se had’atko vyskytuje v Mexiku, Kanad¢ a USA (Duncan and Moens, 2006).

Az vroce 1979 bylo PWD zptsobené had’atkem borovicovym hlaseno v USA na
druzich borovic, které byly v Missouri neptivodni. Pozdéjsi studie prokazaly, ze B. xylophilus
pochazi ze Severni Ameriky a domaci porosty jim nejsou ohrozeny (Cram and Hanson,
2004).

V 80. letech 20. stoleti doslo k dalsimu rozsiteni v Asii. V roce 1982 byl B. xylophilus

objeven v Nanjingu, v Ciné na borovici Thunbergové (Pinus thunbergii) a na borovici



Massonové (Pinus massoniana), v roce 1985 na Tchaj-wanu na borovici hustokvété (Pinus
densiflora) a na borovici luchenské (Pinus luchuensis) a v Pusanu, v Koreji v roce 1988 na
borovici Thunbergové a na borovici hustokvété (Suzuki, 2002).

Prvni vyskyt had’atka borovicového v Evropé byl zaznamenan v Portugalsku v roce
1999, a to na dvou lokalitaich v Marateca a ve Vale de Landeira pobliz Lisabonu (Mota et al.,
1999). Hadatko bylo v Evropé (Finsko, Némecko, Svédsko) objeveno i v obalovém
materialu, ktery pochazel prevazné zCiny a Severni Ameriky (Gaar, 2006), ale i
z Portugalska (Anonym, 2008). Jako posledni oblast, do které bylo zavleCeno hadatko
borovicové, uvadi EPPO nové objevenou lokalitu pobliz mésta Villanueva ve Spanélsku, 80

km od portugalské hranice (Schroder et al., 2009) - obr. 1.

Bursaphelenchus xylophilus (BURSXY) 2014-09-14

(c) EPPO http:/iwww.eppo.int

Obr. 1: Vyskyt had’atka Bursaphelenchus xylophilus ke dni 14. 9. 2014 (www.eppo.int).

2.3. Biologie a bionomie

Zivotni cyklus had’atka B. xylophilus a jinych druhti tohoto rodu zahrnuje dvé rozdilné
formy: primarni stadium - fytofagni, disperzni a sekundarni stadium - mykofagni,
propagativni (Duncan and Moens, 2006). V obou formach se jako vektofi uplatiuji tesatici
rodu Monochamus (Gaar, 2006).



2.3.1. Primarni — disperzni stadium

Béhem primarniho stadia je had’atko ve 4. klidovém larvalnim stadiu (tzv. dauer larve)
pfeneseno na vzduSnicich mladych dospélci broukd rodu Monochamus na mladé vyhony
nachylnych druhti jehlicnanG (Duncan and Moens, 2006), které potiebuji pro pohlavni
dozrani. Had4tka osidluji vyhony Vv mistech poskozeni, které je zpisobeno zirem. Tento
zplisob pienosu je oznaovan za ,,primarni®, protoze zde dochazi k primarni infestaci hostitele
(Dwinell and Mota, 2001).

4. larvalni staadium se svléka v dospélce do 48 hodin po napadeni hostitele (Cram and
Hanson, 2004). Had’atka se zivi parenchymatickymi bunkami v pryskyfi¢nych kandlcich,
Vv tomto misté probiha také rozmnozovani (Dwinell and Mota, 2001).

Na stromech jsou viditelné prvni symptomy jiz piiblizné po téech tydnech, jsou to:
usychani, zloutnuti, vadnuti jehlic a pokles produkce pryskyfice. Had’atka se v tuto dobu
vyskytuji v celém odumirajicim strom& (Duncan and Moens, 2006) a jsou ve veSkerém
bélovém dievé vétvi, kmene i kofenti (Cram and Hanson, 2004). Vzhledem k niz§i produkci
pryskyfice, dochazi ke snizeni obranyschopnosti stromu a k jeho napadeni dievokaznym
hmyzem, jehoZ dospélci se zde pafi. V podminkach ptiznivych pro rozvoj had’atek dochazi
k odumi‘eni stromu jiz za 30 az 40 dni od pocatku infestace a jejich pocet je v fadu miliont

jedinca (Duncan and Moens, 2006).

2.3.2. Sekundarni — propagativni stadium

K sekundarnimu pienosu hadatek dochazi v dobé kladeni vaji¢ek brouky rodu
Monochamus na odumielém, umirajicim nebo Cerstvé pokaceném stromé. Dauer larvy migruji
ze vzdusnic pienaSece do dieva otvory po kladeni vaji¢ek (Dwinell and Mota, 2001). Had’atka
se zivi hyfami hub rodu Ceratocystis spp., které jsou modie zbarvené a jinymi houbami, které
napadaji odumirajici a odumfelé stromy (Cram and Hanson, 2004) a dievem (Gaar, 2006).

Larvy 4. stadia (dauer larvy) se svlékaji v dospélce, ktefi se pafi a samicky kladou
vajicka. Had’atka se rychle rozmnozuji a vznika smés vSech vyvojovych stadii (Gaar. 2006).
Had’atka maji sviij zivotni cyklus synchronizovany s vyvojem potomstva tesafikd. Pokud jsou
zivotni podminky méné vhodné, zméni se 2. larvalni stadium na zvlastni typ klidového stadia
(pre-dauer larvu). To obvykle nastava, kdyz je vektor v pozdnim larvalnim stadiu nebo ve

stadiu kukly. Had’atka ve 3. klidovém larvalnim stadiu (pre-dauer larvé) se shlukuji v okoli



kukelnich komirek a zde prezimuji (Duncan and Moens, 2006). Tyto larvy se svlékaji a opét
vznika zvlastni typ larvy 4. stadia — dauer larva (Cram and Hanson, 2004), je to typ semi-
klidového stadia zndmého zejména u stfevnich parasitti drobnych ptezvykavct, napt. rodu
Trichostrongylorus (Zouhar a kol., 2007). Dospélci broukd, ktefi se pravé vylihli, produkuji
oxid uhli¢ity, ktery je atraktantem pro had’atka, ty se shlukuji na periteciich v okoli kukel a
brouci si otérem o né zanaseji had’atka pod krovky a do vzdusnic. Pohlavné nevyzrali dospélei
broukl opoustéji spolu s had’atky dievo (Duncan and Moens, 2006) a zafina novy primarni
cyklus (obr. 2).

Hadatka opoustéji
brouky a vnikaji
do vétvi

Hadatka umiraji
v rezistantnich
rostlinach

Brouci se Siri
na mladé vétve

Hadatka se

mnozi v pryskyficnych
kanalcich citlivéeho
hostitele

Brouci napadajici B
stromy a prfenasejici
dfevokazné hou%

Strom odumira

e

Mykofagni faze

Dospély brouk

Kladeni vaj|ce

Hadatka atakuji Vyvijejici se larvy
kukly broukt
jesté pred lihnutim 1 $/ /

Hadatka

osidluji

houby

v mrtvém

drevé

Obr. 2: Zivotni cyklus had’atka B. xylophilus (Zouhar a kol., 2007).
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2.3.3. Hostitelsky okruh

Hlavni hostitelskou rostlinou hadatka borovicového jsou stromy rodu Pinus.
Pravdépodobné mohou vSechny druhy borovic slouzit jako hostitel pro had’atko B. xylophilus
(jeho sekundarni zivotni cyklus), ale jen nékteré patii mezi nachylné, na kterych probiha
primarni infestatni cyklus (Duncan and Moens, 2006). Mezi nachylné druhy patii i
ptrevladajici japonské druhy borovic P. thunbergii, P. densiflora, P. luchuensis (Suzuki,
2002). K dalsim citlivym asijskym druhiim borovic patii P. bungeana a P. massoniana.
V Evropé¢ jsou velmi citlivé tfi druhy P. nigra, P. sylvestris a P. pinaster (Duncan and Moens,
2006). Mezi hostitelské rostliny mohou patfit i jiné rody jehlicnand, jako je rod Picea, Abies,
Larix, Pseudotsuga a Cedrus (Suzuki, 2002), ale vétsinou nebyvaji poSkozeny. Jen v Americe
bylo nalezeno né€kolik pfipadii odumieni stromd rodu Pseudotsuga a Picea v dasledku
napadeni had’atkem B. xylophilus (Duncan and Moens, 2006). Thuja plicata se ukazuje jako
rezistentni proti tomuto had’atku (Gaar, 2006).

2.3.4. Druhové sloZeni a stav lesit CR

Zprava o stavu lesa a lesniho hospodafstvi za rok 2013 uvadi, ze plocha lesnich
pozemkil na tizemi Ceské Republiky mirné roste. V roce 2013 se vyméra zvysila meziroéné o
1843 ha, coz je vysvétlovano pievisem nové zalesnovanych pozemkt nad pozemky, které
jsou zlesniho fondu odnimany. Celkova vyméra lesu cinila vroce 2013 2663731 ha
(Anonym, 2014).

V poslednich dob& dochazi v jehli¢natych porostech na uzemi CR k pomérné ¢astému
a nahlému vadnuti a usychani stromi. Ciniteli, ktefi se mohou podilet na tomto jevu, je
pomérné mnoho. Nedostatek vlahy, s nim spojené oslabeni stromi, poskozeni stromil
dfevokaznymi brouky, nejriznéj$i mykozy a nepochybné také globalni znecisténi ovzdusi,
které doprovazi kyselé desté, ma vliv na odumirani lesnich porostii v CR (Zouhar a kol.,
2007).

Celkova plocha jehlicnatych dfevin se sniZzuje, napf. plocha smrku poklesla oproti
roku 2000 v pribehu 13 let 0 69614 ha a vymeéra borovice klesla o 21438 ha, naopak stoupla
vyméra jedle a modiinu, ta stoupla oproti roku 2000, ale klesla naopak oproti roku 2012.

Postupnd zména ve skladbé lesa je vysledkem trvalého usili lesnikli o zménu a z¢asti i
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vysledkem cilené finanéni podpory stidtu zaméfené na zabezpeCeni nezbytného podilu
zpeviujicich a meliora¢nich dievin pii obnovée lesnich porosti.

Z listnatych dievin se zvysSuje podil dubu o 20419 ha buku o 47847, ale i jasanu a
javoru, dochazi také k vétsimu smiSeni lesnich porostt.

Jehli¢naté porosty zaujimaji z celkové plochy lest 1894593 ha (72,9 %), z toho smrky
1327398 ha (51,1 %), borovice 431721 ha (16,6 %), modiiny 100917 ha (3,9 %), jedle 27509
ha (1,1 %) a ostatni jehlicnaté stromy 7048 ha (0,3 %). Listnaté porosty maji plochu 674 048
ha (25,9 %) a zbylé 1,2 % vyméry jsou holiny - obr. 3,4 (Anonym, 2014).

Obr. 3: Mapa druhového sloZeni lesnich porostti v CR. Zluta smrk, ¢ervena borovice, tmavé
cervend - modfin, fialova - jedle, zelend - buk, modré - dub, Sedd a riiZova - ostatni dfeviny
(Anonym, 2014).
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Obr. 4: Mapa vyskytu sypavky borové. Bile - nehldSeno, vzestupny vyskyt od Zluté pies

okrovou hnédou a po Cervenou s nejvyssim vyskytem (Anonym, 2014).

2.3.5. Podminky vyskytu B. xylophilus

Pro vznik a dalsi rozvoj pine wilt disease je nutné spInéni tiech nezbytnych podminek:
1. ptitomnost agresivniho sktdce (v pitipadé had’atka borovicového soucasné s vektorem), 2.
nachylny hostitel a 3. pfiznivé podminky prostfedi pro rozvoj poSkozeni (Zhao et al., 2007).

Obecn¢ se da ftict, ze mald zasoba vody v pudé soucCasné s vysokymi teplotami
napomahaji rozvoji chiadnuti borovic (Suzuki and Kiyohara, 1978). Zavazné poSkozeni
zpusobené had’atkem borovicovym je spojeno s vy$§imi teplotami a objevuje se v oblastech,
kde primérné letni teploty dosahuji 20°C (Rutherford et al., 1992). V CR se podle méfeni
Ceského hydrometeorologického tistavu pohybuji priimérné letni teploty, tedy teploty
v ¢ervenci a srpnu, v poslednich letech tésné pod touto hodnotou - obr. 5,6 (Anonym, 2014).

Vyvojovy cyklus had’atka je relativné rychly, zavisi na teplot&, pti 15°C trva 12 dni,
pii 20 °C 6 dnil a pti 30 °C pouze 3 dny. Samice zacinaji klast vajicka jiZ od 4. dne. Lihnuti
larev nasleduje za 26 - 32 hodin pfi 25 °C. Spodni teplotni hranice vyvoje had’atka je 9,5°C.
Schopnost reprodukce ustava piiteploté 40 °C, pii této teploté by populace vymiela do
n€kolika mésicli. S narlistem teploty se stupiiuje jeji letalni u€inek a z tohoto ukazu vychazi i

ochranna karanténni opatieni (Gaar, 2006).

13



Pinewood nematode: Bursaphelenchus xylophilus

Obr. 5: Oblast s teplotami do 20 °C v letnich mésicich je oblast s vysokou pravdépodobnosti
mozného vyskytu B. xylopilus - znacena riizové, oblast s teplotami od 15 °C do 20 °C

Vv letnich mésicich je oblast s moznosti vyskytu B. xylophilus (Autor: M. Mota).
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Obr. 6: Graf pramérnych mésiénich teplot na Gizemi CR v roce 2013 a normél (Autor: Cesky

hydrometeorologicky ustav).
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2.3.6. Vyskyt prenaSecii v Ceské Republice

Vv

vyskytuje celkem 5 druhd tohoto rodu, 3 z nich patii mezi druhy, u kterych byl pienos
had’atka prokazan, M. galloprovincialis, M. saltuarius a M. sutor (Gaar, 2006). Schopnost
prenosu had’atka borovicového byla prokdzdna i u dalSiho tesatfikovitého brouka
Acanthocinus griseus. Jeho vyskyt na celém tzemi Evropy i ¢asti Asie dava dobry piedpoklad
pro zavleCeni tohoto had’atka na dalsi neexponované lokality (Zouhar a kol., 2007). U druhtu
M. urussovi a M. sartor nebyl ptenos dosud prokazan, ale 1ze piedpokladat, ze kdyby doslo
k jejich kontaktu s B. xylophilus, byli by pienosu schopni (Evans et al., 1996).

I kdyz je celkové zastoupeni téchto druhl tesafikli na naSem uzemi uvadéno jako
celkem tidkeé, jsou lokality, kde se vytvareji silné populace nejen na zlomech a odlomech v
mladych porostech, ale 1 na vyvratech a zlomech v mytnych porostech zvlasté na jiznich
expozicich naptiklad v Moravskoslezskych Beskydech (Kula a kol., 2009). Vétsina druhi
broukli preferuje jeden hostitelsky druh jehlicnanti, ale toto je siln€ ovlivnéno konkrétni
geografickou oblasti vyskytu. Naptiklad M. sutor preferuje spiSe smrky, ale populace zijici
v severnich zemich naopak borovici. OdliSnosti ale existuji i na menSich lokalitach, nékteré
druhy upfednostiiuji spiSe niziny, jako M. galloprovincialis a naopak M. sartor osidluje vyssi
nadmoftské vysky (Schroder et al., 2009).

Druh M. galloprovincialis (Olivier, 1795), viz obr. 7, preferuje pfevazné borové lesy,
mén¢ Casto pak modiin a smrk. Samice kladou vajicka do korunové casti jesté stojicich
oslabenych stromi. Pro kladeni vyuzivaji i stromy cerstvé porazené, polomy a stromy
poskozené ohném. Ve stiedni Evropé se vyskytuje poddruh M. galloprovincialis pistor
(German, 1818). Je pomérné hojny v borovych porostech celého izemi nasi republiky, ale pro

skryty zptsob Zivota a no¢ni aktivitu unikd pozornosti.
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Obr. 7: Monochamus galloprovincialis pistor (Photo © M.Hoskovec).

M. saltuarius (Gebler, 1830), viz obr. 8, vyhledava pro vyvoj borovice a smrky,
z nichz preferuje hlavné¢ Pinus rotundata (borovice blatka). Mistné se vyskytuje v
jehli¢natych porostech vychodnich a jiznich Cech, pouze misty je hojngjsi, v jiznich Cechach
piedeviim na Sumavé, Novohradskych horach, Ttebofisku a ve vychodnich Cechach kolem

Hradce Kralové.

Obr. 8: Monochamus saltuarius (Photo © M.Hoskovec).

16



M. sutor (Linaeus, 1758), viz obr. 9, osidluje pfedevs§im smrky, ale vyjimkou nejsou
ani ostatni jehli¢nany jako borovice, modfiny a jedle. Imaga nalétaji v Cervnu az srpnu na
pokaceném smrkové diivi a na Gerstvé vyvraty. V oblasti Cech je tento druh celkem vzacny,
hojngji byva pozorovan na Moravé. Hlavni lokality vyskytu jsou Novohradské hory, Sumava,

Krusné hory, Jeseniky a Beskydy.

2
Photo © M.Hoskovec

Obr. 9: Monochamus sutor (Photo © M.Hoskovec).

A. griseus (Fabricius, 1792), viz obr. 10, se vyviji pod kiurou odumirajicich ¢i
odumfelych stromu, nejcastéji vV hornich ¢astech kmend a vétvi borovic a smrki, vzacnéji na
jedlich. V nizsich polohach je vazan na borové porosty, v neptivodnich smrkovych porostech

jsou lokality, kde je hojny a vystupuje az do vyssich horskych poloh.

Obr. 10: Acanthocinus grisseus (Photo © M.Hoskovec)
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M. sartor (Fabricius, 1787), viz obr. 11, se vyskytuje pfedevsim ve smrkovych lesich
vys$ich poloh, mize se vyskytovat az do 1800 m. n. m.. V nizZindch se vyskytuje fid¢eji, ale
neni vylouceno, Ze bude zavlecen spole¢né se dievem. Hostiteli jsou pro néj prevazné smrky,
mén¢ borovice a jedle v horskych a podhorskych oblastech. Samice kladou vajicka do
neodkornénych kmend, do stromtl, které jsou napadeny vaclavkou nebo poskozené pozarem.
Na tzemi CR je jeho vyskyt celkem fidky, spatfovan byvéa v horskych oblastech, jako jsou
Sumava, Chebsko, Krkonose, Beskydy a Vysoky Jesenik.

3

Obr. 11: Monochamus sartor (Photo © M.Hoskovec).

M. urussovi (Fischer von Waldheim, 1806), viz obr. 12 je pfibuznym druhu M. sartor
a na naSe Uzemi byl introdukovan pomérné nedavno s dovozem smrkového dieva z Ruska.

(Heyrovsky a Slama, 1992; Zahradnik, 2001).

(@)
Photo © M Hoskovec

Obr. 12: Monochamus urussovi (Photo © M.Hoskovec).
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2.4. Priznaky napadeni

Vyvoj ptiznaki miizeme rozdé€lit do dvou etap nasledujicich po napadeni stromu

had’atky. Je to, rané stadium a pokro¢ilé stadium (Suzuki, 2002).

2.4.1. Rana faze

Rand faze je provazena cytologickymi zménami v parenchymatickych buikach
xylému. V mnoha cévicich se utvareji kavitace a embolie. Tyto pfiznaky se objevuji jak na
hostitelskych rostlinach s had’atky kompatibilnimi tak nekompatibilnimi. Nartst populace
had’atek neni v neptiznivych podminkach mozny, proto je tato fdze oznaCovéana za latentni

(Suzuki, 2002).

2.4.2. Pokrocila faze

Na pocatku pokrocilého stadia zacind byt viditelné snizeni produkce pryskyfice,
zloutnuti (Suzuki, 2002) a vadnuti (Duncan and Moens, 2006) 2-3 letych jehlic, které je
doprovazené poklesem transpirace. Tento jev je specificky pro had’atko borovicové a je
doprovazen zvySenou produkci etylénu. Odumirani kambia a kavitace postupuji do vetsi Casti
vnéjsiho xylému a tim zapticinuji vodni deficit, snizeni transpirace a fotosyntézy. Vodni stres
podporuje zvySovani populacni hustoty had’atek. Fyziologicky stav vody v napadeném stromé
a populacni hustota had’atek jsou brany za klicové faktory pro rozvoj ,,onemocnéni® —
napadeni (Suzuki, 2002). Strom po napadeni had’atkem borovicovym muze odumtit (Duncan
and Moens, 2006). Viditelné symptomy se mohou objevit i jen na ¢asti koruny, nebo na jedné
vétvi (tzv. ,praporec*), ptiznaky jsou pozdéji lokalizovany i na celém zbytku koruny (Gaar,
2006). Lokalizace prvniho vyskytu ptiznaki je zavisla na misté napadeni vektory. Pfi prvnich
viditelnych pfiznacich v koruné, nelze predpokladat vyskyt hadatka i ve kmeni stromu, je
tedy nutné prizpisobit metody monitorovani. Stromy napadené had’atkem v Portugalsku
odumiraji, dle pozorovani, zpravidla béhem jedné sezony. Lze tedy ptredpokladat, Ze vyvoj

bude obdobny i v ostatnich ¢astech Evropy. Vektofi had’atek, brouci rodu Monochamus,
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napadaji vétsinou pokacené nebo odumirajici stromy. Jejich larvy vytvareji chodbicky a ryhy
vV bélovém dievé pod klrou. Pfitomnost téchto broukl i pfiznakd jejich ziru muize byt

nepfimym symptomem piezivani had’atek rodu Bursaphelenchus (Zouhar a kol., 2007).

2.5. Hospodarsky vyznam

Nejvétsi ekonomické skody, které had’atko borovicové zpisobuje, jsou v Japonsku. Od
konce 2. svétové valky znicilo jiz vice neZ 26 milioni m® dieva, ze kterych by se, pro
predstavu, mohlo postavit 1,7 milionu japonskych difevénych domt. Pfi objeveni PWD po
roce 1905 dosahovaly §kody az 1 milionu m® dfeva ro¢nd. Predpokladalo se, 7e pivodcem
Skod jsou drfevokazni brouci a proto byla v roce 1950 pfijata opatieni na jejich likvidaci,
spo€ivajici v kdceni stromill, odkorfiovani kmenti a paleni difeva zamotfen¢ho klirovci. Diky
témto zasahiim klesly Skody na ptiblizné 200 — 300 tisic m® dfeva roéng. V 70. letech doslo
opét k nartistu mnozstvi poskozeného dieva a v roce 1979 jiz dosahovalo 2,4 milionu m®
dieva (Suzuki, 2002).

V Portugalsku predstavuje lesni hospodaistvi velmi vyznamnou slozku néarodni
ekonomiky. Podili se 12 % na primyslovém hrubém domacim produktu, 3,2 % na celkovém
hrubém domécim produktu, 5 % na narodni zaméstnanosti a 10 % na zahrani¢nim obchodu.
Borovice ptimoiska (Pinus pinaster) je dulezitym producentem pryskyfice a dieva a ma
dulezitou funkci ochrany motského pobiezi. Také pinie (Pinus pinea) hraje dulezitou roli
v ekonomice, kde se podili na vyvozu velice kvalitnich piniovych seminek. Tak obrovské
ckonomické a ekologické dopady vyplyvaji z introdukce takového Skudce, jakym je had’atko
borovicové, 1 kdyz pokud je zndmo, k nachylnym druhiim borovic patfi jen borovice
piimoiska (Webster and Mota, 2008).

Ve Spojenych statech americkych zpsobuje had’atko borovicové Skody pfevazné na
nepuvodnich druzich borovic zejména na borovici lesni (Pinus sylvestris). Domaci druhy

poskozuje méné (Cram and Hanson, 2004).

2.6. Ochrana rostlin proti had’atku B. xylophilus

Ochrana rostlin proti had’atku borovicovému je pouze preventivni. Pokud je strom jiz

jednou napaden, neexistuje zadna 1écba (Cram and Hanson, 2004). Opatteni pro kontrolu
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had’atka borovicového jsou zaméfeny na ovlivnéni trojuhelniku napadeni borovice — had’atko
— tesafik. V historii se ukazalo jako efektivni kaceni, odkorilovani a nasledné péleni
napadenych borovic, ale tyto metody vyzadovali velké mnozstvi pracovnich sil. Pozdéji,
s rozvojem metod chemické ochrany, byly lesy oSetfovany organofosfatovymi insekticidy pro
primou likvidaci tesarikli. V Japonsku byla zkouSena i injektaz chemickych ptipravkt do
kmene stromu, ale ke snizeni infestace nedoSlo (Suzuki, 2002). Ve Spojenych statech
americkych je doporuceno nevysazovat nepivodni borovice na uzemi, kde v Iét¢ dosahuje
prumérna teplota nad 20 °C. Pokud jiz vysazeny jsou, doporucuje se podpofit vldhovy rezim
zalivkou, aby nedochazelo k vodnimu stresu (Cram and Hanson, 2004). Hlavni riziko
infestace nastava v dobé mezi kacenim a odvozem dieva z lesa (Duncan and Moens, 2006).
Napadeni se lze branit odkornénim pokéacenych kmenil a naasovanim téZby mimo obdobi
kladeni vaji¢ek vektory (zpravidla od cervence do zati) (Cram and Hanson, 2004), nebo
chemickym oSetfenim dieva v lese (Suzuki, 2002). Probihajici vyzkum se snazi objevit
alternativni zptsoby ochrany, do kterych patii Slechténi rezistentni klonii borovic, vyuziti
hmyzich atraktantd (Duncan and Moens, 2006) a indukovana resistence neagresivnimi
populacemi B. xylophilus (Kosaka et al., 2001).

Jako preventivni opatfeni proti rozsSifovani na nové lokality se doporucuje tepelné
oSetfeni dieva a kontrola dovazenych jehli¢nanti z oblasti s vyskytem had’atka (Schrader and
Unger, 2003). Védci z Kanady, Spojenych statti a Evropské unie ve své studii dosli k zavéru,
ze tepelné osSetfeni dfeva na teplotu v jadie 56 °C po dobu minimalné 30 minut likviduje
hmyzi vektory i had’atka. Pasterace dfeva je nyni primarni ochranou pro dovoz feziva i
obalového materiadlu. Zkoumano bylo i zatfeni, fumigace a mofeni (Dwinell and Mota, 2001).
Fumigaci Ize a¢inn¢ usmrtit had’atka ve $tépce (Cram and Hanson, 2004). Fumigace je, ale
povolena jen v nékterych statech (Gaar, 2006). V roce 2008 oznamilo Svédsko a Finsko
nalezeni had’atek B. xylophilus v dievéném obalovém materialu z Portugalska, a to jak
Vv materialu oznafeném, tak neoznaCeném dle standardu ISPM 15. V listopadu 2008
zaznamenalo Spanélsko vyskyt had’atka borovicového v kulating pivodem z Portugalska
(Kapitola a kol, 2009)

V Cervenci roku 1985 umistila EPPO had’atko B. xylophilus na seznam karanténnich
skidett A1 (Cao et al., 2005). Az do roku 1999, kdy doslo v Portugalsku k napadeni
had’atkem, byla opatieni proti had’atku borovicovému v Evropé pouze preventivni. Po
zavleceni had’atka byla pfijata rostlinolékaiskd opatieni spocivajici v Uplném vyhubeni
had’atka borovicového na Gzemi vyskytu a vrozsahlém prizkumu v ostatnich ¢lenskych

statech Evropské unie (Schrader and Unger, 2003). V roce 2006 byla v Portugalsku do praxe
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zavedena nova karanténni opatfeni proti had’atku B. xylophilus. Kolem napadenych ploch
byly pro kontrolu vymezeny a oznafeny 3 km Siroké pasy, Vv téchto pasech byl eradikovan
porost Pinus pinaster. Zavedenim tohoto opatieni se nepodatilo zastavit postup had’atka B.
xylophilus, o dva roky pozdéji bylo had’atko borovicové objeveno i ve vnitrozemi Portugalska
(Mota and Vieira, 2008).

V Ceské republice nebyl dosud Bursaphelenchus xylophilus identifikovan (Gaar,
2006).

2.7. Soutasny postup p¥i provadéni kontrol v CR

Monitoring had’atek rodu Bursaphelenchus je zaméfen na hledani lokalit, které
druhovym slozenim porosti kopiruji vyskyt hostitelskych rostlin a dale pak na
dievozpracujici podniky v jejich blizkosti. Je nutné sledovani symptomi odumirdni a
chfadnuti borovic. V neposledni fad€ je nutné kontrolovat veSkery difevni material
importovany na uzemi CR a to i v piipadgé, Ze se jedna o dievo ve formé palet (Zouhar a kol.,
2007). Diky tomu, ze v ramci volného trhu v EU se dodavky centralné neeviduji, je nutné
dfevény obalovy material piemistény do CR z Portugalska vyhledavat aktivng. Jako primérni
moznost se jevi kontaktovat dovozce, prodejce a prepravce. Lze vyuzit jiz diive kontaktované
sklady a prekladisté, kde se zjistuje, jestli zde nejsou piitomny dodavky s obalovym
materialem z Portugalska.

Vzhledem k tomu, Ze bylo prokazano, ze splnéni pozadavkiu ISPM 15 pro nachylné
dfevo a kliru nezarucuje, aby byl materidl prosty had’atek, je tieba jej povazovat za podeziely
z napadeni had’atkem B. xylophilus. Odbér vzorkt je provadén bez ohledu na to, zda jsou ¢i
nejsou patrné ptiznaky napadeni dieva Skodlivymi organismy (Kapitola a kol., 2009).

V roce 2009 bylo v Ceské Republice podrobeno priizkumu 111 lesnich lokalit a 225
rizikovych lokalit v okoli celnich skladl, mist péstovani jehlicnant, dfevarskych podniki atd.
Vysledky laboratornich rozbor nepotvrdily pfitomnost had’atka borovicového ani v jednom

ze vzorku (Strachotova, 2010).

2.7.1 Odbér vzorku dreva
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Pro ucely monitorovani had’atek rodu Bursaphelenchus lze odebirat vzorky dieva
nékolika riznymi zpsoby. Schroder et al. (2009) doporucuji odebirat vzorky z riznych mist
na stromé, bez vynechdni korunové casti a s preferovanim mist, kde je zfetelnd aktivita
prenaSecli. Pro usnadnéni detekce hadatka borovicového je doporuceno V misté odbéru
odstranit kiiru stromu k zamezeni kontaminace vzorku jinymi saprofagnimi ¢i mykofagnimi
had’atky.

Z zivych stromt je vhodné odbirat vzorky pomoci dlata. Tento zplsob odbéru je
Setrnéj$i k had’atkim a umoznuje i delsi skladovani vzorkl. Dlatem se odebird vzdy Cisté
dfevo bez kiiry a to kousky dlouhé cca 5-10 cm. V ptipad€, Ze jsou ptiznaky velmi rané a
had’atka jeSté nedosahla kmene stromu, je vhodné strom porazit a pfimo odebrat ptiznakové
vétve (Zouhar a kol., 2007).

Pro detekci had’atka borovicového v odumielych stromech se vyuziva i dalsi naradi,
jako jsou rizné vrtacky a pily. Pi1 odbéru pomoci tohoto naradi vSak hrozi mechanické
posSkozeni had’atek. Vrtacka nebo fetézova pila, respektive vrtak a fetéz pily, navic generuji
pfi vyssich rychlostech velké mnozZstvi tepla, které mliZze ohrozit Ziva had’atka, proto je tfeba
Snimi zachazet velmi opatrn€. Pfi pouziti vrtacky je nutné vyvrtat vice dér k ziskdni
dostate¢ného mnozstvi vzorku pro detekci. V soucasnosti je uvadéno ve standardu EPPO, pii
popisu odbéru vzorku, pouziti fetézové pily (Schroder et al., 2009).

Tyto zpusoby odbéru vzorkl lze pouzit 1 pro fezivo nebo pro dalsi typy dievéného
materialu. Pro odbér z obalového materidlu se pouziva SetrnéjSich nedestruktivnich metod,
vrtani nebo vysekavani. Dulezité je ziskani co nejhrubsich tiisek. K vrtani se pouziva ru¢ni
akumulatorova vrtacka s vrtdkem o priméru 20-30 mm, pro predchazeni tepelnému
kolovratek. Vrta se v misté, kde dojde k co nejmensimu naruseni funkcnosti obalu. Pro
vysekavani je vhodné pouzit dlato a gumovou palici.

Pokud Ize v dodavce rozlisit obaly novéjsi od starSich, odebiraji se vzorky ptednostné
z nové&jsich oball, nebot’ je u nich vyssi pravdépodobnost piezivani had’atka borovicového.

Dievo, na némz je zjiSt€éno napadeni hmyzimi Skidci nebo plvodci houbovych
chorob, je odebirano prednostné v mistech s ptiznaky takového napadeni. Pozornost pii tomto
odbéru byva zamétfena na ptiznaky, které mohou souviset s pfitomnosti had’atka, jako jsou
pozerky a vyletové otvory tesafiki rodu Monochamus a modré zbarveni dieva vzniklé

v disledku napadeni houbami napiiklad rodu Ceratocystis (Kapitola a kol., 2009).
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2.7.2. Extrakce had’atek

V jednotlivych vzorcich dieva jsou had’atka v riznych vyvojovych stadiich. Pied
samotnou extrakci je tedy dobré vzorky dfeva mirné ovlh¢it, uzavtit v plastovych saccich a po
dobu 2-3 tydnt skladovat pii 25 °C. Tyto podminky jsou dostacujici pro dokonceni
vyvojového cyklu a nardst populace B. xylophilus ve vzorcich (Schroder et al., 2009).

Odebrané vzorky dieva se musi pfed samotnou extrakci nastipat na drobné tfisky, pti
tomto tvaru jsou had’atka ve vzorku nejméné poskozena (Zouhar a kol., 2007).

Ziva had’atka byvaji izolovana ze vzorkl dieva nejcastéji metodou Baermannovy
nalevky (Southey, 1986) , ale existuji i jeji rizné modifikace a dal$i metody. Penas et al.
(2002) zkouseli razné metody plaveni had’atek. Vhodnost pouziti konkrétnich metod izolace
je zavisla na mnozZstvi dfevniho vzorku. Baermannova nélevkovd metoda je vhodnd pro
extrakci menSiho mnozstvi vzorkd. Naopak pro vétSi objem dfevnich vzorka se osvédcila
metoda plavicich misek. Tato metoda se osvéd¢ila i z hlediska naro¢nosti had’atek na kyslik

(Zouhar a kol., 2007).

2.8. Druhy rodu Bursaphelenchus v Ceské republice a sousedicich

zemich

V Evropé¢ se vyskytuje vice druhi had’atek z rodu Bursaphelenchus. Jejich hostitelsky
okruh je velmi Siroky, napadaji prevazné dieviny, a to jak jehli¢naté, tak listnaté. V Némecku
bylo zatim objeveno piiblizné 30 druhi z tohoto rodu napiiklad: B. chitwoodi, B. crenati, B.
cryphali, B. eggersi, B. eidmanni, B. eremus, B. idius, B. incurvus, B. hofmanni a B.
mucronatus, v Rakousku bylo nalezeno 6 druhi: B. abietinus, B. eggersi, B. fraudulentus, B.
hofmanni, B. leoni, B. sexdentati, na Slovensku 7 druhti: B. cryphali, B. eidmanni, B. idius, B.
nuesslini, B. piniperdae, B. poligraphi, B. sachsi a v Polsku 4 druhy: B. glochis, B.
mucronatus, B. naujaci, B. pinophilus, vétsina z nich je pfenasena hmyzimi vektory. V CR
byly zatim objeveny tyto druhy: B. eremus, vyskytujici se na listnatych druzich, patfici do
skupiny piniperdae, B. fungivorus, patfici do skupiny hunti, B. hofmanni, patfici do skupiny
piniperdae, B. mucronatus, pattici do skupiny xylophilus (Ryss et al., 2005), B. vallesianus,
patfici do skupiny piniperdae (Gaar et al., 2006), B. borealis pattici do skupiny borealis a B.

pinophilus pattici do skupiny piniperdae (Cermdak et al., 2013), které svij Zivotni cyklus
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uskutecnuji na jehlicnanech (Ryss et al., 2005).

2.9. Metody diagnostiky

2.9.1. Metody diagnostiky na trovni morfologickych a anatomickych

charakteristik

Pro determinaci a detekci had’atek rodu Bursaphelenchus na urovni morfologickych a
anatomickych znakl je vhodné pouzit jak preparat fixovanych, tak nativnich. Lze doporucit
fixaci 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 i
vysoké stability slouc¢eniny. Obsazeny trietanolamin neutralizuje volnou kyselinu mravenci a
svymi hygroskopickymi vlastnostmi had’atka béhem vyparu fixativu nevysychaji. Had’atka se
pomoci nematologické jehly pfemisti do 20 ul vody (cca 20 ks), 2 ml fixativu se zahieje na 80
°C a pak pomoci Pausterovy pipety piepipetuje do mikrozkumavky s hadatky. Takto
piipravena had’atka se ulozi pti pokojové teploté minimaln¢ na 10 dnii. Takto lze fixovana
had’atka skladovat i po né¢kolik let. Timto zptisobem fixovand had’atka l1ze pouzit pro piipravu
permanentnich glycerolovych preparati. Na podlozni skli¢ko s jamkou se napipetuje 10%
glycerol a do néj se premisti had’atka, vSechna had’atka musi byt pod hladinou glycerolu.
Podlozni skli¢ka s jamkou se inkubuji pfi 60°C az do doby odpaieni maximalniho mnozstvi
vody, tento fakt se ové€ii vizualné (glycerol zhoustne na koncentraci 99 %). V pribéhu
odparovani vody je nezbytné ovérovat mnozstvi glycerolu v jamce a piipadné jej doplnit, tak
aby nedoSlo ke zni¢eni had’atek. Ptipravi se podlozni sklicka pro permanentni preparaty,
napipetuje se na né cca 5 nl 99% glycerolu a inkubuji se pti 80 °C 15 minut. Do téchto kapek
se premisti 2 ks had’atek z glycerolu, po stranich se da pfiméfené mnozstvi smési parafinu a
véeliho vosku (1:4), ptilozi se kryci sklicko a preparat se premisti do 80 °C. Inkubace probiha
az do uplného rozpusténi smési parafinu a vceliho vosku a kryci sklicko zcela zakryje
had’atka. Preparat je pfipraven pro svételnou mikroskopii a uloZeni do sbirky. Glycerolové
preparaty se skladuji vzdy vodorovné bez piistupu svétla (Zouhar a kol., 2007).

Pro dikladnéj8i pozorovani detailli 1ze pouZzit kromé svételného mikroskopu rastrovaci
elektronovy mikroskop. Pro chemickou fixaci se hadatka ulozi ve zkumavkach s 3%
glutaraldehydem rozpusténém v 0,05 M fosfatovém pufiu pH 6,8, pii 22 °C na 2-24 hodin.

Nasledné se had’atka dehydratuji v etanolu a susi kapalnym oxidem uhli¢itym. Pevné vzorky
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se mohou pokovovat smési paladia a zlata. Takto pfipravené vzorky jsou pfipraveny pro

rastrovaci elektronovou mikroskopii (Nickel et al., 1981).

2.9.1.1. Zakladni morfologicko-anatomické znaky had’atek rodu Bursaphelenchus

Had’atka rodu Bursaphelenchus maji $tihlé télo, které se po zahfati sto¢i ventralnim
smérem. Jsou 0,3- 1,4 mm dlouhd, maji 2-6 lateralnich ryh, které nejsou u nekterych druhti
popsany. Cefalické papily maji dobie vyvinuté, rozdélené na Sest stejnych ¢asti, vyjma B. lini
a B. eproctatus, ktefi maji dve lateralni papily uzsi nez zbylé ¢tyfi, v posteriorni ¢asti jsou
vyrazné zaskrcené, B. platzeri ma zaskrceni slabé. Stylet je velmi dobfe vyvinuty, 12-20 pum,
v nékterych ptipadech az 26 um dlouhy. KuZel styletu se zuzuje a nasadec styletu je robustni,
na bazi zdufely, u B. lini neni baze zdutela (Kanzaki, 2008). Procorpus je cylindricky (Zouhar
a kol., 2007) prechazejici ve stfedni bulbus, ktery je svalnaty, kulovity nebo vej¢ité protazeny.
Laloky jicnovych zlaz jsou §tihlé, dlouhé 3-4 sitky téla, dorzaln¢ se prekryvajici (Nickel et al.,
1981). Nervovy prstenec je umistén ve vzdalenosti jedné Sitky téla od stiedniho bulbu
(Zouhar a kol., 2007). Exkre¢ni pory jsou u vétSiny druhti napadné, umisténé variabilng,
vétsinou anteriorné ke stfednimu bulbu a posteriorné k nervovému prstenci. Samici
reprodukéni organy jsou umistény monodelficky (Kanzaki, 2008). Vyvijejici se oocyty jsou
uspofadany vétSinou ve dvou nebo tiech fadach, u mensiho poctu druhli pouze v fad¢ jedné
(Zouhar a kol., 2007). Vulva je riznoroda a nachazi se v 70-80 % délky téla (Kanzaki, 2008).
Vulvalni pysky u nékterych druhi nepatrné piecnivaji, anteriorni pysk ptekryva vulvu
kaudalnim smérem a vytvari tak vulvalni zaklopku (Zouhar a kol., 2007), ta muZe mit riznou
velikost. Vétsina druhit ma pravdépodobné dvou- az tii- bunénou spojku mezi délohou a
déloznim vackem. Ten je vétSinou dobie vyvinuty, dlouhy 3-6 Sitek téla, zabirajici vice nez
50 % vzdalenosti mezi vulvou a fitnim otvorem, u n€kterych druh miZze byt velmi kratky.
Samici ocas je velmi variabilni od kratkého po dlouhy, se zaoblenym nebo $pi¢atym koncem,
u nékterych druhli zakoncen hrotem. Samc¢i spikula je Castéji délend, u nékterych druhli obé
Casti splyvaji. Délka spikuly se lisi, tvar je vétSinou obloukovity (Kanzaki, 2008), u nékterych
druht je zakoncena typickym diskovitym rozsifenim zvanym ,,cucullus“ (Nickel et al., 1981).
Na konci ocasu se nachazi variabilni kutikularni struktura ve formé plachetky (Zouhar a kol.,
2007). Sam¢i kaudalni papily se nachazeji pobliz titniho otvoru (Nickel et al., 1981), jejich
pocet je rozdilny od 4 - ve 2 parech, po 11 - jedna samostatné a 5 part (Kanzaki, 2008).
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2.10.1.2. RozliSeni jednotlivych skupin v ramci rodu Bursaphelenchus

Rod Bursaphelenchus se rozdéluje na zakladé morfologickych struktur do Sesti skupin
podle druhd B. hunti, B. aberrans, B. eidmanni, B. borealis, B. xylophilus a B. piniperdae
(Ryss et al., 2005). Braasch (2001) rozd¢luje rod Bursaphelenchus do péti skupin podle druhi
B. eggersi, B. leoni, B. xylophilus, B. sexdentati a B. hofmanni, které nejsou tak homogenni
jako skupiny piedeslé. Pét druhd rodu Bursaphelenchus je unikatnich a nemohou byt zafazeny
do zadné skupiny, jsou to: B. abietinus, B. fungivorus, B. idius, B. cryphali a B.
tetratospicularis. Pocet lateralnich ryh je zakladnim ukazatelem pro rozliSeni do skupin,
dalS§imi pomocnymi znaky jsou tvar spikuly, pfitomnost a velikost vulvalni zaklopky a tvar
samiciho ocasu (Braasch, 2001). Podle Ryss et al. (2005) jsou jednotlivé druhy do skupin
fazeny jen dle tvaru spikuly (obr. 13).

A B C D E F
Obr.13: Tvary spikuly typické pro rod Bursaphelenchus. A: skupina B. hunti, B: skupina B.

aberrans, C: skupina B. eidmanni, D: skupina B. borealis, E: skupina B. xylophilus a F:

skupina B. piniperdae (Ryss et al., 2005).

Druhy skupiny B. xylophilus 1ze snadno odlisit od ostatnich skupin: 1) pfitomnosti ¢tyf
lateralnich ryh, 2) tvarem spikuly (Braasch, 2001), ktera je zakiivena a zakon¢ena diskovitym
zplosténim, zvanym ,,cucullus* (Mota et al., 1999), 3) umisténim kaudalnich papil (pocet je 7,
1 neparova pted konecnikem, 1 par na konecniku a 2 pary za konecnikem pied bursou) a 4)
ptitomnosti velké vulvalni zéklopky. V ramci této skupiny se mohou druhy rozliSovat podle
tvaru samic¢iho ocasu. Samice B. xylophilus (obr. 14) ma konec ocasu zaobleny, pouze
v Severni Americe se vyskytuji samice, které¢ maji konec ocasu ukoncen hrotem. Samice B.
mucronatus (obr 15) maji ocas vzdy zakon¢en hrotem (Braasch, 2001). Do této skupiny patii
10 druht: B. conicaudatus, B. mucronatus, B. fraudulentus, B. crenati, B. baujardi, B.
kolymensis, B. xylophilus, B. eroshenkii, B. luxuriosae a B. abruptus (Ryss et al., 2005). Dle

Braasch (2001) patii do této skupiny jen B. xylophilus, B. mucronatus a B. fraudulentus.
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Zaclenéni nékterych druhit do skupiny B. sexdentati je nékdy obtizné kviili podobnosti
tvaru spikuly s druhy ve skupiné B. eggersi. B. leoni je snadno odlisitelny diky dlouhému,
tenkému ocasu samice a tvaru spikuly. B. abietinus ma dv¢ lateralni ryhy, 6 kaudalnich papil
(2 péry nad kone¢nikem, 1 par pod konecnikem tésné pted bursou) a charakteristickou spikulu
a malou vulvalni zaklopku. Skupina B. eggersi (zahrnuje druhy B. eggersi, B. tusciae a B.
glochis) ma tfi lateralni ryhy, sedm kaudalnich papil (1 neparova a 1 par nad kone¢nikem, 1
par pod kone¢nikem a 1 par na burse), rovnou spikulu a malou vulvalni zaklopku, samici ocas
je stoCen k bfisni strang). Skupina B. leoni (zahrnuje druhy B. leoni, B. silvestris a B.
eidmanni) ma také tfi lateralni ryhy, pocet a umisténi kaudalnich papil je také obdobné jako u
skupiny B. eggersi (jen u B. silvestris neni znama neparové ulozena papila), spikula ma
dorsaln€ ohnuty condylus, velkou vulvalni zéklopku a dlouhy a tenky samici ocas. Skupina B.
hofmanni (zahrnuje B. hofmanni, B. hellenicus, B. sachsi, B. nuesslini, B. pinastri, B.
chitwoodi a B. paracorneolus) ma sedm kaudalnich papil (ne u vSech je znama jedna
neparova) s variabilnim rozmisténim okolo kone¢niku, variabilnim tvarem spikuly a malou
vulvalni zaklopkou. Skupina B. sexdentati (zahrnuje B. sexdentati, B. poligraphi, B.
pinophilus, B. incurvus, B. naujaci, B. piniperdae a B. borealis) ma ¢tyfi lateralni ryhy, sedm
kaudalnich papil (1 neparova pied kone¢nikem, 1 par na kone¢niku, 1 za konecnikem a 1 par
na burse), spikula je zakfivena a relativn¢ kompaktni, mala vulvalni zaklopka a protuberance
za vulvou. B. fungivorus ma také ctyfi lateralni ryhy, umisténi a pocet kaudalnich papil je
stejny jako u skupiny B. xylophilus, spikula ma charakteristicky tvar a je kompaktni, samice
nemaji vulvalni zaklopku a jejich ocas je dlouhy, zuzujici se a ventralné zatoceny. B. idius ma
Sest lateralnich ryh sedm kaudalnich papil (1 neparovou a 1 par pied kone¢nikem, jeden par
tésné za kone¢nikem a 1 par pred bursou), jemnou spikulu a vulvalni zaklopka neni znama.
Neznamy pocet lateralnich ryh maji B. cryphali a B. teratospicularis, oba maji ¢tyii kaudalni
papily (1 par pted a 1 par za kone¢nikem pted bursou), tvar spikuly je charakteristicky pro
kazdy druh zvlast, vulvalni zaklopka neni znama (Braasch, 2001).

Ryss et al. (2005) rozdéluje rod Bursaphelenchus do skupin dle tvaru spikuly. U
skupiny B. hunti nejsou dorsalni a ventralni ¢asti spikuly spojeny se $pickou a ta je Siroka a
tupda. U ostatnich skupin se dorsalni a ventralni ¢asti na Spicce spojuji a ta je tizka a konicka.
U skupiny B. aberrans ma spikula capitulum kompaktni, rostrum a condylus splyvaji. U
dalSich skupin ma spikula capitulum prodlouzené, rostrum a condylus jsou dobfe vyvinuté a
oddélené, U skupiny B. eidmanni je spikula pfima, rostrum je mensi umisténé v poloving jeji
délky. Nasledujici skupiny maji spikulu ve tvaru ptfipominajicim héak, s vyraznym rostrem,

které je lokalizované vice vpredu. Skupina B. borealis ma condylus spikuly zaktiveny
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dozadu. Zbyvajici dvé skupiny maji condylus spiSe rovny nebo nezfetelny. Skupina B.
xylophilus ma capitulum vptedu zplostélé, condylus maly, dorsalni linie laminy je v posledni
tretiné zalomena, spikula ma vétsinou cucullus. U skupiny B. piniperdae je capitulum vpiedu
prohloubené, condylus je prodlouzeny, dorsalni linie laminy je plynule zakfivena nebo ve
stfedu zalomena, cucullus vétsinou schazi, pokud je nékdy pritomen tak je maly (obr. 16).
Ryss et al. (2005) se zabyva komplexné rodem Bursaphelenchus, Braasch (2001) ve
své praci pocita s druhy pritomnymi v Evropé. Nejpocetnéjsi skupinou v ramci rodu
Bursaphelenchus je skupina B. piniperdae, c¢ita piiblizn¢ 45 druhG a je také skupinou

nejrozmanitéjsi (Ryss et al., 2005).

Bursaphelenchus xylophilus: A. samicka, B. samec, C. ocas samce, D. ventralni pohled na sam¢i ocas s
plachetkou, E. Ventrélni pohled na spikulu, F. samicka hlava, G. vulva, H.-J. ocas samicky.

(a)

10 pm

Zakladni rozliSovaci znaky B. xylophilus a B. mucronatus

A. spikula, B. vulva obou druhti, C. ocas B. xylophilus,D. ocas B. mucronatus.

Obr. 14: Bursaphelenchus xylophilus a zakladni rozliseni B. xylophilus a B. mucronatus
(Zouhar a kol., 2007).
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Bursaphelenchus mucronatus (Zouhar a kol., 2007).
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Bursaphelenchus vallesianus: A. samicka, B. samec, C. hlava samicky, D. vulva, E. ocas
samicka, F. plachetka, G. spikula, H. laterarni linie, |. ocas samce.

Obr. 16: Bursaphelenchus vallesianus, zastupce skupiny B.piniperdae (Zouhar a kol., 2007).

2.9.2. Metody diagnostiky na arovni nukleovych kyselin

Diagnostika pomoci molekularnich technik ma mnoho vyhod ve srovnéni
s identifikaci pomoci morfologickych metod, naptiklad: nevyzaduje zvlastni trénink v
pozorovani morfologickych znakii a metody jsou pouZitelné i pro juvenilni stadia, kterad
nemaji specifické diagnostické morfologické charakteristiky. Mnoho molekularnich technik,
které byly vyvinuty a pouzity pro determinaci had’atek z rodu Bursaphelenchus, byly rovnéz
pouzity k identifikaci PWN (Kanzaki, 2008), napiiklad: RFLP (Webster et al., 1990; Abad et
al., 1991; Beckenbach et al., 1992; Tarés et al., 1992), satelitni DNA sondy (Tarés et al.,
1993, 1994; Harmey and Harmey, 1994) druhové specifické PCR (Matsunaga and Togashi,
2004; Takeuchi et al., 2005), RAPD-PCR (Braasch et al., 1995), PCR-RFLP z ITS rDNA
(Hoyar et al., 1998; Iwahori et al., 1998, 2000; Burgermeister et al., 2005) a sekvenovani
DNA (lwahori et al., 1998, 2000; Kanzaki and Futai, 2002; Ye et al., 2007). Mezi témito
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molekularnimi technikami jsou PCR-RFLP profily ITS rDNA (= ITS-RFLP) nejvice
pouzivany (Kanzaki, 2008).

2.10.2.1. PCR — polymerazova retézova reakce

V roce 1985 byla zavedena do praxe Kary B. Mullisem polymerazova tetézova reakce
(PCR). Vyhodou PCR je, Ze umoznuje ziskat pozadovanou specifickou sekvenci genomové
DNA, bez jejiho piedchoziho klonovani ve vektorech. Princip PCR se zaklada na replikaci
nukleovych kyselin, které jsou zdkladnim molekuldrnim pochodem vSech zivych organismu.
Podstatou PCR je opakujici se enzymova syntéza novych fetézct pozadovanych tseku
dvouretézcove DNA ve sméru 5° — 37 prostfednictvim DNA-polymerazy. Potiebny usek
nukleotidové sekvence je vymezen dvéma primery, které se vazou na protilehlé fetézce DNA
tak, Ze jejich 3’OH-konce sméfuji proti sobé (Smarda a kol., 2005). Jako primery se vét§inou
pouzivaji dva kratké oligonukleotidové ftetézce o délce 18-25 part bazi, odvozenych
Z koncovych sekvenci DNA urCenych k amplifikaci. Syntéza novych vlaken na obou
matricovych fetézcich probihd za pritomnosti DNA-polymerazy a nukleotidu. Pfisyntéze
DNA se vyuzivaji termostabilni polymerazy izolované z termofilnich mikroorganismt.
Nejcastéji je pouzivana Taq DNA-polymeraza, ktera je izolovana z bakterie Thermus
aquaticus a odolava teplotam, pii nichz DNA denaturuje. Tato jeji vlastnost umoziuje, aby
syntéza probihala opakované formou cyklti (Smarda a kol., 2005). Na trhu je cela fada dalsich
polymeraz, které jsou izolované z ruznych bakterii - Tfl, Pfu, Dynazyme, Taqg gold apod.
(Kiemen a kol., 1998). PCR je proces, pfi kterém se v zavislosti na teploté smési v reakci
pravidelné¢ sttidaji tfi kroky, béhem kterych probiha;ji tfi odlisné déje s odliSnymi naroky na
teplotu. Tyto tfi kroky jsou:

1) denaturace dvoutetézcovych molekul DNA, za teploty 94 °C,
2) piipojeni primeri (annealing) k jednovlaknovym fetézciim, za teploty 30 — 60 °C,
3) syntéza novych fetézci pomoci DNA-polymerazy, za teploty 65 — 75 °C.

Reakce probihaji v pfistroji zvaném termocykler, v némz se teplota méni automaticky
V naprogramovanych c¢asovych intervalech. DalSim opakovadnim tohoto procesu se
exponencialné (2", n = pocet cykli) zvySuje pocet kopii amplifikovaného tseku molekuly
DNA. Vzhledem k tomu, ze vysledkem PCR je mnohonasobné zmnozeni vybrané¢ho useku
DNA, miiZe byt tato metoda oznadena za zpisob klonovani DNA (Smarda a kol., 2005).

Identifikaci had’atka B. xylophilus pomoci druhové specifickych primeri, uzitych
v PCR, se ve svych publikacich zabyvaji Kang et al. (2004), Matsunaga and Togashi (2004) a
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Leal et al. (2005). Pro navrzeni primeri bylo vyuzito klonovani do vektoru a nasledné
sekvenace tuseku (Kang et al., 2004). Druhové specifické primery byly navrzeny do oblasti
genomu ITS 1 a 2 (internal transcribed spacer) (Matsunaga and Togashi, 2004), IGS
(intergenomic spacer) (Kang et al., 2004) a Hsp70 (heat-shock protein 70) (Leal et al., 2005),
ve kterych se vyznamné 1isi B. xylophilus od B. mucronatus (Kang et al., 2004).

2.10.2.2. RAPD — ndahodna amplifikace polymorfni DNA

Tato metoda byla popsana nezavisle i pod nazvy AP-PCR, MAP a DAF. Je to rychlé a
jednoduchd metoda, kterd je vhodnd pro rychlou srovnavaci typizaci genomové DNA
nékterych mikroorganismii a rostlin. Technika nejcastéji pouziva jeden nebo vice kratkych
primert o délce 8-12 nukleotidl libovolné sekvence s neznamou homologii k cilové sekvenci
DNA 1 malo specifické podminky pro pfipojeni primeru. Za danych podminek dochazi
k nasedani primeru s vysokou pravdépodobnosti na vice mistech na obou fetézcich genomové
DNA. Vétsinou se vyskytne nékolik mist, kterd od sebe nejsou pftili§ vzdalend, umoznujici
piipojeni primert na protilehlych fetézcich 3'-konci sméiujicimi k sobé. Vysledkem je
amplifikace smési fragmentu s rozdilnou délkou a riznym molarnim mnozstvim, v zavislosti
na izolatu, ze kterého genomova DNA pochdzi. Pouzitelnost oligonukleotidovych primera
muze byt vyhodnocena pouze empiricky a informace o sekvenci templatové DNA neni
potiebna. Tato metoda mé problémy s reprodukovatelnosti a interpretaci vysledki, 1 kdyz je
vysoce u¢inna. Technika se v praxi pouziva pro identifikacni postupy a taxonomické studie
(Smarda a kol., 2005).

RAPD-PCR byla vyuzita pro analyzu vnitrodruhovych rozdili populaci had’atek B.
xylophilus z Japonska (Kusano et al., 1999), Ciny (Zheng et al., 1998) a ve smési izolatd
had’atek z riznych geografickych oblasti (Braasch et al., 1995).

2.10.2.3. PCR-RFLP - polymorfismus délky restrikénich fragmenti

PCR-RFLP je modifikaci standardni PCR, kterd je vyuZivand pro typizaci cilové
sekvence, casto uréitého genu, obsahujiciho sekvenéni polymorfizmus. V zavislosti na
zvolenych primerech mize byt provedena analyza kteréhokoliv genu. Tato sekvence, kterd ma
délku az 5 kb, se amplifikuje za specifickych podminek pomoci primerd pfipojujicich se ke

koncovym konzervovanym oblastem. Vysledkem amplifikace jsou produkty PCR majici
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stejnou délku, které se detekuji pomoci elektroforézy. Amplifikované produkty jsou Stépeny
restrikéni endonukledzou a nésledné opét analyzovany v polyakrylamidové nebo agar6zové
elektroforéze (Smarda a kol., 2005). Restrikéni endonukledzy (RE) jsou enzymy bakterii,
které spolu s pfislusSnymi metyldzami tvoii obranny systém bakterie proti invazi cizorodé
DNA. Restrikéni enzymy specificky S$tépi obé vldkna dsDNA, pokud neni DNA
modifikovana, coz =zapfiCiiuje nejCastéji metylaza. Sekvence nukleotidi, kterou RE
rozeznavaji, je oznacovana jako rozpoznavaci sekvence, nejCastéji se jedna o
palindromatickou strukturu. Misto, kde je DNA S$tépena, se nazyva $t€pné neboli restrikéni
misto. Konce dsDNA ndasledné¢ po rozst€peni konkrétni endonukledzou nabyvaji tvar
odpovidajici palindromatické struktufe. Vznikaji plochd nebo lepivd zakonCeni. Této
vlastnosti se bohat¢ vyuziva pii praci s geny, klonovani i studiu genomu (Bfichacek a Krémaf,
1993).

PCR-RFLP metoda byla aplikovana na mnoho druht had’atek, k jejich identifikaci na
urovni druhd ¢i populaci (Harris et al. 1990; Ferris et al. 1993; Braasch et al., 1999). Tato
technika byla zavedena pro hadatka rodu Bursaphelenchus k identifikaci populaci B.
mucronatus a B. xylophilus pomoci ITS rDNA (Hoyar et al. 1998; Iwahori et al. 1998).
Vyhodou metody ITS-RFLP je jeji rychlost, jednoduchost a relativné nizké naklady, nicméné
je obtizné pouzit techniku k systematické analyze, pficemz porovnani referencnich vzorki s
hledanym profilem je nezbytné. Z tohoto divodu je metoda ITS-RFLP obecnéjsi nez
sekvenovani DNA a jeji vyuziti mize byt omezeno na identifikaci nékterych druhi nebo

populaci (Kanzaki, 2008).

2.10.2.4. Real-time PCR — kvantitativni PCR v realném ¢ase (QPCR)

Kvantifikace PCR produktu v pribéhu reakce — v realném case. Kvantifikace mnozstvi
molekul DNA je dulezitd pifi diagnostice nckterych patogenii nebo pii detailnim studiu
exprese genl. Real-time PCR ma4 Siroké vyuziti také v klinické diagnostice pro genotypizaéni
analyzu bodovych mutaci, chromozomovych aberaci nebo deleci. Kvantifikace
amplifikovaného fragmentu pfi real-time PCR je uskute¢néna pomoci detekce a kvantifikace
fluorescencniho signdlu ve specidlnim zafizeni, které kromé cyklického stiidani teplot
umoziuje detekci fluorescence a sledovani postupu PCR v redlném case. JiZ neni nutné
detekovat PCR-produkty pomoci elektroforézy. Pro kvantitativni detekci produktu béhem

PCR existuji tfi metody zalozené na pouZiti:
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e fluorescencné¢ znacenych primerd,
¢ interkalacniho barviva vazajiciho se na DNA,
e fluorescencné¢ znacenych sond vazajicich se na stfedni ¢ast amplifikovaného produktu

Ke znaceni primeri a hybridiza¢nich sond se pouzivaji specifické molekuly
fluorofort, které¢ emituji svétlo urcité vinové délky po predchozi absorpci svétla rozdilné
vlnové délky. Absorbovana vinova délka je vzdy niz$i nez emitovana vinova délka. Dvojité
znacené sondy obsahuji k flouroforu jesté zhase¢, coz je molekula, kterd pfijima energii
vysS§i vlnoveé délce. Pro dosazeni optimélniho zhaSeni je nutné, aby se absorp¢ni spektrum
zhasece prekryvalo s emisnim spektrem fluoroforu. V soucasnosti existuje mnoho fluorofort,
které jsou urcené pro jednobarevné nebo vicebarevné mnohonasobné detekce polymorfnich
sekvenci (Smarda a kol., 2005).

Pro identifikaci had’atek rodu Bursaphelenchus se vyuziva dvojice primeru z ITS
oblasti (Cao et al., 2005), dvojice primerii z oblasti Hsp70 (Leal et al., 2007) a dvojité
znacenych sond (Cao et al., 2005; Leal et al., 2007). Pfitomnost had’atka byla prokézéana i ve
vzorcich s obsahem DNA 0,01 ng (Cao et al., 2005) a 0,005 ng (Leal et al., 2007). Tato
metoda je vysoce citliva na ptitomnost inhibitort PCR pochazejicich ze dieva. Pouzitelnost
real-time PCR by mohla byt zvySena, pokud bychom mohli eliminovat potiecbu extrakce
had’atek z borovicového dieva pred vlastni izolaci DNA, tj. jestlize by DNA had’atek mohla

byt ziskana pfimo ze dieva, spiSe nez z extrahovanych had’atek (Cao et al., 2005).

2.10.2.5. NESTED PCR — PCR vyuZzivajici vnéjSich a vnitinich primerua

PCR vyuzivajici vnitinich a vnéjSich primert je ve srovnani se standardni PCR vysoce
citlivdi metoda, umoznuje detekovat i jedinou molekulu templadtové DNA. Pfi typickém
postupu se amplifikace déld ve dvou krocich. Prvni amplifikacni krok, obsahujici 15-30
cykld, je sjednim parem tzv. vnéjSich primerti. V prvnim kroku vzniké produkt, ktery je
pfepipetovan do nové mikrozkumavky pro druhy amplifikaéni krok pomocipéaru tzv.
vnitinich primert, které jsou specifické pro vnitini ¢ast sekvence amplifikované s prvnim
parem primerti. Druhy amplifika¢ni krok obsahuje dalSich 15-30 cyklt a po jeho dokonceni se
produkt detekuje pomoci elektroforézy. Pfenos produkt amplifikace z prvni reakce do druhé
dovoluje natedéni inhibitord, které mohly byt pfitomny v piivodnim vzorku, ale miZe ptinést

i kontaminaci. Tomu lze predejit, pokud pouzijeme v prubéhu reakce jen jednu
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mikrozkumavku. Obsah prvniho amplifika¢niho kroku je od obsahu druhého kroku oddélen
smési minerdlnich oleji, kterd se po skonceni prvniho kroku promicha s ostatnimi
reagenciemi centrifugaci. Cast&j$im zpGsobem je navrzeni dvojic vnitfnich a vnéjsich
primert, které se od sebe vyrazné li§i teplotou annealingu (Smarda a kol., 2005).

Metoda NESTED — PCR byla pouzita pro detekci had’atek B. xylophilus ve vzorcich
s malym mnozstvim DNA a pro zesileni detekce ITS oblasti, ktera je specifickd pro toto

had’atko (Takeuchi et al., 2005).

2.10.2.6. Sekvenovani DNA

Cilem sekvenovani DNA je stanoveni primarni struktury DNA neboli potadi
nukleotidl v jejich molekulach. Metody, které dovoluji rychle a spolehlivé stanovit sekvenci
nukleotidl hraji kliCovou roli v analyze genomli a umoziuji lepSi porozuméni molekularni
podstaté zakladnich biologickych procesi. Znalost sekvence DNA je rutinné vyuzivdna
k odvozeni informace o sekvenci aminokyselin kodovanych proteinti, o regulaci jejich tvorby
a umoznuje detailn¢ stanovit charakter mutaci, které se mohou naptiklad projevit vznikem
genetickych chorob. Znalost sekvenci DNA také vyrazné urychlila rozvoj ostatnich
molekularnich metod, mezi které patti naptiklad PCR, jejiz provedeni je na znalosti sekvenci
DNA casto zavislé.

Dnes jsou k sekvenaci DNA pouzivany dvé principialn¢ odlisné metody. Prvni je
zaloZena na specifické degradaci fetézcii nukleovych kyselin pomoci chemickych sloucenin,
Z toho divodu je oznaCovéana jako chemicka metoda nebo také podle jmen autort jako
Maxam — Gilbertovo sekvenovani. Druhd metoda se zaklada na principu specifické inhibice
enzymoveé syntézy tfetézci DNA a je tudiz oznaCovana jako enzymova metoda nebo také
podle autora Sangerovo sekvenovani. V obou metodach je primarnim poZadavkem pro
zahajeni sekvenovani pfiprava molekul DNA s pfesné¢ definovanymi konci. Nejcastéji
pouzivanym vychozim materidlem pro sekvenovani DNA jsou restrikéni fragmenty,
naklonované ve vhodném klonovacim vektoru, nebo fragmenty ziskané pti PCR. Spole¢nym
rysem obou metod je taktéZ splnéni nékolika technologickych pozadavki:

e vytvofeni souboru jednoifetézcovych molekul DNA, jejichz vzdjemna velikost se 1iSi o
jedinou bazi,
e rozdéleni tohoto souboru fragmentii elektroforézou s takovou rozliSovaci schopnosti,

ktera umoziuje navzajem separovat fetézce DNA liSici se svou délkou o jedinou bazi,
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definovani jednoho z koncti fragmentu DNA, u kterého stanovujeme sekvenci.

Posledni faze sekvenovani je zalozena na vyhodnoceni sekvenci. Zde se vyuziva

specialnich pocitacovych programi, kterymi lze stanovené sekvence komplexné analyzovat.

Pt této analyze se provadi:

vyhledani otevienych ctecich rdmcti, které mohou byt ptipadnymi geny,

vyhledani exontl a intronti a pievedeni sekvence nukleotidli do sekvence aminokyselin
v proteinech,

vyhledani znadmych motivii na DNA, typickych pro regulacni oblasti,

vyhledani repetitivnich sekvenci,

vyhledani rozpoznavacich mist pro restrikéni enzymy, ¢imZ je ziskdna kompletni
restrikéni mapa,

srovnani stanovené sekvence nukleotidi nebo z ni odvozené sekvence aminokyselin se
sekvencemi uloZzenymi v databankach, v nichz se shromazduji tdaje ziskané
v laboratofich v celém svété (Smarda a kol., 2005)

Sekvenace DNA se miZe stat standardnim ndstrojem pro molekuldrni taxonomii a

identifikaci, jak to navrhuje Ye et al. (2007), z dGvodu rozsiteni databazi sekvenci DNA,

naptiklad GenBank. Databiaze nam také umozni porovnavat hledanou sekvenci se vSemi

ostatnimi sekvencemi uloZzenymi v databazich za pouziti poc¢itaového systému, a odhadnout

fylogenetické vztahy v ptipadé faddného vybrani genetického loku a analytického algoritmu.

Nejvétsi nevyhodou této techniky jsou naklady na sekvenovani (Kanzaki, 2008).

3. Hypotéza a cile prace

3.1. Hypotéza

Vyzkumna hypotéza vychazi z predpokladu, Ze existuje redlna moZznost introdukce

had’atka Bursaphelenchus xylophilus na uzemi CR a Ze je mozné ziskat poznatky, na zakladé

kterych lze definovat podminky a pfedpoklady pro oddéleni zavleceni, nebo pro zabranéni

Sifeni a snizeni moZznych skod.
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3.2. Cil prace

Cilem prace je ziskat nové poznatky o bionomii, metodach diagnostiky a monitoringu
had’atka Bursaphelenchus xylophilus a dalsich druzich tohoto rodu v CR.

3.3. Dil¢i cile

e Zhodnotit nachylnost sortimentu odrid borovic péstovanych v CR via¢i hadatkim
rodu Bursaphelenchus, pfedevsim pak B. xylophilus.

e Ovefit metody monitorovani pfenaseci — broukd z ¢eledi Cerambycidae a jejich
vhodnost jako ptfenaSeci.

e Ovefit metody monitorovani had’atek rodu Bursaphelenchus.

e Vyvinout a ovéfit nové postupy ochrany proti had’atkim rodu Bursaphelenchus,
predevsim pak proti B. xylophilus.

e Studium morfologickych znakid a ovéfovani metod uZivanych k tvorbé trvalych
preparatu k diagnostice druht had’atek rodu Bursaphelenchus.

e Vyvinout a ovétit spolehlivost molekularné diagnostickych metod pro uréovani druhii

had’atek rodu Bursaphelenchus.

4. Material a metody

4.1. Biologicky material

4.1.1. Biologicky material z laboratorniho chovu

e Hadatka chovana na kultufe houby Botrytis cinerea.
= Houba B. cinerea kultivovana na MEA (malt extract agar, 50 g/l) s glycerolem
(15 ml/l), obr. 1.
o Kultivace B. cinerea na Petriho miskach.

o Kultivace B. cinerea ve sklenénych sklenickach s plastovym vickem.
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= Druh Bursaphelenchus xylophilus: ptivod had’atek z Portugalska (obr. 2).
= Ostatni druhy ziskany pii monitorovani CR.
e Hadatka z jehli¢nani (stromkt a vétvi) rodu Pinus, které byly uméle napadeny v

laboratofi pro praci s karanténnimi organismy.

4.1.2. Biologicky material z prirodnich zdroju

e Had’tka ziskana z dfevnich vzorkil, které byly odebrany pii monitorovani uzemi CR.
e Hadatka ziskana z brouku ¢eledi Cerambycidae, ktefi byli odchyceni pfi monitorovani

na uzemi CR.
4.1.3. Extrakce had’atek ze di‘eva a kultur na Botrytis cinerea

Extrakce had’atek ze dievnich vzorkli pomoci Bearmannovy nalevkové metody

e Do sklenéné¢ nalevky opatfené gumovou hadickou, uzavienou tlackou byla nalita
cerstva okysli¢ena voda a bylo do ni vlozeno sitko.

e Vzorky byly nastfihany na malé tfisky, ty byly umistény na papirovy ubrousek (1
vrstevny).

e Ubrousek s tfiskami byl opatrn¢ umistén na sitko do nalevky, okraje ubrousku byly
zahrnuty smérem dovnitf ndlevky a vse bylo opatrmé dolito vodou.

e Ziva had’atka sedimentovala u dna nalevky v gumové hadicce.

e Po 24 hodinéach byl obsah nalevky stoc¢en do kadinky.

Extrakce had’atek z dfevnich vzorkli pomoci plavicich misek

Pro velky vzorek dieva je lepsi vyuzit plavicich misek

e Do spodni misky byla nalita Cerstva okysli¢ena voda, poté do ni byla umisténa vrchni
perforovana miska, na ni byly rozloZeny papirové ubrousky (1 vrstevné).

e Vzorky byly rozstfihany na ttisky, které byly vétsi neZ u piedchozi extrakce.

e Trisky byly opatrné rozlozeny na ubrousky na vrchni misce a ptekryty buni¢inou.

e Miska byla opatrné dolita vodou a vSechny vzduchové bubliny, které se pod bunic¢inou

vytvofily, byly opatrn€ odstranény.
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e Vzorky byly slity po 48 hodindch pfes nematologické sito a obsah sita byl slit do
kadinky.

Extrakce had’atek z kultur na Botrytis cinerea pomoci Bearmannovy nalevkové metody.

e Postup pripravy nalevek je stejny jako u dievnich vzork.

e Obsah Petriho misek byl opatrné¢ vyklopen na papirovy ubrousek (1 vrstevny), ten byl
opatrné polozen na sitko v nalevce. Poté byly dikladn¢ vyplachnuty obé poloviny
Petriho misek (zvlasté na vicku je mnoho jedincil). Nasledné byl ubrousek opét
zahrnut dovnitt nalevky.

e Ostatni kroky jsou stejné jako u dievnich vzorkd.

Pokud nepottebujeme velké mnozstvi had’atek, je mozné vypldchnout pouze vicko

rovnou do kadinky.

4.2. Testovani nachylnosti druhti borovic péstovanych v CR k

had’atku Bursaphelenchus xylophilus

4.2.1. Testovani sazenic

Testované druhy a kultivary: Pinus aristata, P. cembra, P. contorta Krnak, P.
heldreichii, P. mugo Wintergold, P. mugo Pumillo, P. nigra Pumilla, P. sylvestris Nana (tab.
1).

Druh - latinsky | ¢esky pavod kultivar
Pinus aristata borovice osinata Severni Amerika

Pinus cembra borovice limba horska oblasti Evropy

Pinus contorta borovice pokroucend |zapad Severni Ameriky Krnak

Pinus heldreichii |borovice Heldreichova |jizni Apeniny, Balkan

Pinus mugo borovice kle¢ Evropa Wintergold, Pumillo
Pinus nigra borovice cerna okoli Sttedozemniho mote |Pumilla
Pinus sylvestris | borovice lesni Eurasie Nana
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Tab. 1: Druhy a kultivary borovic pouzitych pfi testovani vnimavosti semenack.

V karanténni laboratofi byl mechanicky simulovan zir broukti z ¢eledi Cerambycidae.
V horni tfetiné kminku byla skalpelem podéIn€ natfiznuta borka o délce zhruba 1 cm a pticné
o délce zhruba 0,5 cm, takto nafiznutd borka byla opatrné oddélena. Do takto vytvoienych ran
byl vlozen smotek vaty, do kterého byla aplikovana suspenze had’atek, 100 pl, pfiblizn¢ 1000
jedincd, rany byly nasledné opatrné piekryty termoplastickou voskovou paskou (Parafilm),
pro zabranéni vyschnuti had’atek a k ochrané pred moznou sekundarni infekci. Po mésici byl
tento zakrok opakovan na tom samém miste.

Pro zamezeni kontaminacim z vnéjsiho prostiedi a sjednoceni podminek, byly stromky
pied umisténim do karanténni laboratote, kde probihal experiment, piesazeny do novych
kvétindci o velikosti 5 litrd. V izolované mistnosti laboratofe s fizenou klimatizaci byl
rostlindAm nastaven rezim, ktery simuloval pfirozené vn¢j$i podminky, véetné stiidani dne a
noci. Pfes den probihala kultivace pfi bézném osvétleni, teploté 23 °C a vlhkosti vzduchu 61
%, V noci byla teplota snizena na 18 °C. Zalivka stromkt byla provadéna dvakrat v tydnu 100
ml vody.

Zdravotni stav stromkt byl kontrolovan 1 x mésicné po dobu Sesti mésict a jejich stav
byl zaznamenavan do tabulky.

K hodnoceni napadeni byla pouzita Sestistupiiova skala

Hodnoceni napadeni:
1 0% - zdravy strom
2 20%

3 40%

4 60%

5 80%

6

100 % - usmrceny strom

4.2.2. Testovani atraktivity dieva na agarovych plotnach

Ptiprava agarovych ploten:
e Malt extract agar (50 g/l) a glycerol (15 ml/l) byl piipraven dle navodu vyrobce
(Himedia).
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e Po zchladnuti bylo do agaru pfidano antibiotikum tetracyklin (1 ml/l) a fungicid
Dithane (2 g/l) (4¢inna latka moncozeb - 80 %, tzn. 1,6 g/l).

e Agar byl nalit do Petriho misek o priméru 10 cm do vysky cca. 3 mm.

Sterilizace dfeva:

e V¢tvicky Pinus pinaster o praméru do 1 ¢cm a délce cca 14 cm byly namocéeny pod

proudem vody.

e Umistény do 70% etanolu na 2 min.

e Umistény do 20% sava s kapkou smacedla na 30 min.

e 10x po 3 min proplachnuty destilovanou vodou.

e Takto pripravené vétvicky byly rozstiithany: krajni ¢asti odstfizeny ve vzdalenosti cca.

2 cm a vyhozeny, zbyla ¢ast rozstiithana po 1 cm.

e 1 cm Spalicky byly umistény na agarové plotny po 4 ks na plotnu.

e Do vzdalenosti 1 cm byla napipetovana suspenze had’atek cca 100 ks.

e Byla pozorovana infestace dieva had’atky po 1, 7 a 14 dnech.

4.2.3. Testovani nachylnosti v segmentech vétvi

Druh - latinsky Cesky pavod borka pryskytice
Pinus pungens borovice pichlava vychod USA silna, tuha silna
Pinus attenuata borovice hrbolkata zapad Severni Ameriky tenkd, jemna slabsi
Pinus contorta borovice pokroucena |zapad Severni Ameriky stiedni, tuzsi stiedni
Pinus resinosa borovice smolna Severni Amerika velmi tuha silna
Pinus nigra borovice ¢erna okoli Stfedozemniho more silnd, elasticka | stiedni
Pinus cembra borovice limba horské oblasti Evropy silna, tuha stiedni
Pinus peuce borovice rumelska Balkan silna, elasticka |silna
Pinus coulteri borovice Coulterova |jihozapad USA, Mexiko extrémné silna | stiedni
Pinus strobus borovice vejmutovka |vychod Severni Ameriky stfedni, tuzsi silna
Pinus uncinata borovice pyrenejska | Pyreneje, Alpy, Schwarzwald | tenka, jemna slaba
Pinus densiflora | borovice hustokvéta | vychod Asie tenka, jemna slaba
Pinus aristata borovice osinata Severni Amerika silna, elasticka |silna
Pinus tabuliformis | borovice deskovita Cina, Korea tenka, jemna stiedni
Pinus monticola | borovice pohorska zapad Severni Ameriky tenkd, jemna silna
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Pinus ayacahuite |nema zapad Severni Ameriky tenka, jemna silna
Pinus banksiana | borovice Banksova Severni Amerika velmi tenka sttedni
Pinus mugo borovice kle¢ Evropa stiedni, tuzsi sttedni
Pinus pinaster borovice pifimotska  |jizni Evropa stfedni, tuzsi silna
Pinus sylvestris borovice lesni Eurasie stiedni, tuzsi sttedni

Tab. 2: Druhy borovic pouzité pii testovani nachylnosti v segmentech vétvi.

Pro testovani byly pouzity druhy borovic rostoucich v Dendrologické zahradé v

Prihonicich (tab. 2).

e V¢tve byly do zpracovani skladovany pti pokojoveé teploté v nddobé s vodou.

Pied vlastnim testovanim nachylnosti byla odebrana ¢ast z kazdé vétve a tato cast byla

vyplavena pomoci Baermannovy nalevkové metody a vysledek byl zkontrolovan pod

binoloupou (Olympus SZX7), jestli vétev neobsahuje 1 jind hadatka, aby nebyl

vysledek zkresleny.

Vétve byly rozstithany na 21 piiblizné stejné velkych Spalikti.

Borka byla nafiznuta na uz$i strané Spali¢ku, cca 1 cm od konce, do tvaru T (sila

borky a pryskyfi¢natost byly zaznamenany do tabulky).

Do takto vytvofeného zafezu byla dana vata a napipetovana suspenze had’atek cca 500

Ks.

= Zafez byl zakryt termoplastickou voskovou paskou (Nescofilm).

= Zafez a konec u zafezu byly zakryty voskovou paskou.

= Zatez a oba konce Spalicku byly piekryty voskovou paskou.

= Tato optimalizace probihala u vzorku Pinus sylvestris, P. nigra a P. pinaster jesté
pied vlastnim testovanim vsSech druhti: Pro vlastni testovani byla vyuzita metoda
se zakrytim zafezu a obou konct.

Spalicky byly umistény do termostatu s teplotou 25 °C.

7 ks S$palickit bylo vyhodnoceno po 14 dnech - vyplaveno pomoci Baermannovy

nalevkové metody a spocitano pod stereomikroskopem (Olympus SZX7)

DalSich 7 ks $palickii bylo vyhodnoceno po dalSich 14 dnech (tedy 28 dnech od

pocatku pokusu) - stejnym zpisobem jako predeslé.

Poslednich 7 $palickil bylo umisténo do termostatu s teplotou 12 °C pro dalsi pouziti.
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Vysledky byly zhodnoceny pomoci programu Statistica (Statistica 12, StatSoft, Inc.,
Tulsa, OK, USA, 2013, zakladni statistické analyzy).

4.3. Metody monitorovani prenase¢i — brouki z celedi

Cerambycidae

4.3.1. Mista monitorovani prenaSeci

Monitorovani probihala na tizemi Ceské republiky (obr. 17), v oblastech, kde se
vyskytuji borovicové porosty. Na mistech bez vyskytu piiznakovych stromt byl monitoring
pouze vizuélni. Na lokalitach s vyskytem ptiznakovych stroml byly odebirany vzorky. Pro
vybér lokalit byla napomocna publikace (Heyrovsky a Slama, 1992) a mapa vyskytu
borovych porostli (Anonym, 2014).

Obr. 17: Mapa CR s misty monitoringu vyzna¢enymi zeleng.
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4.3.2. Metody monitorovani prenaseci

e Pouziti individudlniho sbéru na lokalitdch, kde byly pozorovany vyletové otvory a Zzir
larev pod ktirou (obr. 3).

e Nastrazeni lapakii z borovych vétvi, na které byl aplikovan terpentynovy ole;j.

e Pouziti feromonového lapace Galloprotect (Sociedad Espafiola de Desarrollos
Quimicos S.L. (SEDQ)), obsah: feromon: 2-undecyloxy-1-ethanol a kairomonal:
ipsenol a 2-methyl-3-buten-1-ol a alpha pinen. Lapace byly umistény na lokality, kde
jiz byl vyskyt broukti rodu Monochamus potvrzen, jednalo se o porosty v blizkosti
Rohatce.

Dospélci a larvy byli transportovani do laboratofe v plastovych lahvickach
s dostatecnym mmnozstvim dievni drté. Dospélci byli umistovani jednotlive, larvy po vice
kusech. V laboratofi byla do zpracovani obé stadia umisténa v termostatu s teplotou okolo
5°C.
V laboratoti byla z dospélci a larev extrahovana had’atka pomoci Baermannovy
nalevkové metody.
= Brouci a larvy byli rozfezani pomoci skalpelu
= Takto piipraveni jedinci byli umisténi na papirovy ubrousek do sklenéné
nalevky opatiené gumovou hadickou s tlackou a zaliti pfiméfenym mnozstvim
vody.
= Po 24 hodinaich byl obsah nalevky odpustén a zkoumadn pomoci

stereomikroskopu (Olympus SZX7).

4.4. Metody monitorovani had’atek rodu Bursaphelenchus

4.4.1. Mista monitorovani had’atek

Lokality odbéru jsou shodné jako lokality monitorovani pienasect (obr.17 viz str. 47).

4.4.2. Metody monitorovani had’atek
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Pro odbér dfevnich vzorkd byly vybirdny stromy s ptiznaky, jako je vadnuti a
usychani jehlic, pfipadné s vyskytem vyletovych otvorti broukd z ¢eledi Cerambycidae.

Vzorky byly odebirany také z jiz odumtelych stromi.

e Odbér dieva ve vysce cca 150 cm nad zemi pomoci dlata, odebrané kousky byly
dlouhé cca 5-10 cm, odbér v obou piipadech byl provadén po odstranéni borky - obr. 4
(Zouhar a kol., 2007).

e U stromi, kde napadeni jesté nedosahlo kmene, provadél odbér vzorki odborné
vySkoleny lezec, ktery v koruné odfizl pilou ptiznakové vétve (obr. 5).

e (Odebrané vzorky byly rozd€leny na né€kolik ¢asti.

= . ¢ast byla zpracovana 2-3 tydny po monitorovani (po vylihnuti a dospéni
vSech vyvojovych stadii).
e Polovina byla vyplavena pomoci Bearmannovy nalevkové metody a
pomoci plavicich misek.
e Druha polovina byla pouzita pro detekci had’atek pomoci molekularnich
metod.
= 2. ¢ast byla ponechana v laboratofi a zpracovana po 3 — 6 mésicich stejnym

zpusobem jako ¢ast prvni.

4.5. Vyvoj a ovérovani novych postupii ochrany proti had’atku B.

xylophilus

4.5.1. Ovérovani nematocidnich ucinki silic na had’atko B. xylophilus

Pouzité esencialni oleje (tab. 3, 4, 5):
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Firma Salus:

Mentha spicata MS
Pelargonium graveolens PG
Cymbopogon winterianus  |CW
Eucalyptus citriodora EC
Pimpinella anisum PA
Foeniculum vulgare FV
Rosmarinus officinalis RO
Lavandula angustifolia LA
Eugenia caryophyllus HR
Thymus vulgaris TV
Litsea cubeba LC
Salvia officinalis SO

Tab. 3: Pouzité esencialni oleje od firmy Salus

Firma Sigma:

Spearmint oil SPO
Lemongrass oil LGO
Anise oil ANO
Terragon oil TEO
Davana oil DAO
Juniper berry oil JBO
Cedar leaf oil CLO
Cedar wood oil CWO
Eucalyptus oil EUO
Rosemary oil ROO
Eugenol EUG
Geranium extract GEE
Fennel oil FEO
Thyme oil THO

Tab. 4: Pouzité esencidlni oleje od firmy Sigma
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Bez udéni ptivodu od Ing. Ondiej Douda, Ph.D., Vyzkumny tstav rostlinné vyroby v.v.i.,

Praha:

Croton oil CRO
Cornmint oil COO
Eucalyptus oil EUCO
Thyme oil white TOW
Thyme oil red TOR
Canaga oil CANO
Thujone alfa-beta TAB
Davana oil DAVO
Juniper berry oil JUBO
Terragon oil TARO
Tagetes oil TAGO
Wintergreen oil wIO
Fir needle oil FNO
Cedar leaf oil CELO
Cinnamon oil CINO

Tab. 5: Pouzité esencialni oleje od Ing. Ondfej Douda, Ph.D., VURV.

4.5.1.1. Prima aplikace silic

Ptiprava silic:
e Byl smichan Tween®20 (Amresco) a esencidlni olej v pomdru 1,5:1 (vysledna
koncentrace esencialniho oleje 40 %) - emulze byla vortexovana 30 min (obr. 6).
e Vysledna koncentrace byla docilena az v jamkach desticky - obr. 7 (Orange Scientific,

Tissue Culture OrPlates - 24 jamek).
Testovani:
e Celkovy objem suspenze esence, Tweenu a destilované vody v jamkéach byl 1 ml
e Do jamek desticky byla napipetovana destilovand voda pro ziskani vysledné

koncentraci esence 2,5 % - na této koncentraci byla testovana prvotni G¢innost silic,

pii pozitivnim vysledku byla testovana niz8i koncentrace: 0,5 %, 1 %, 1,5 % a 2 %.
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e Do jamek byla ptipipetovana emulze esencialniho oleje a Tweenu, vysledna emulze
byla velice diikladn¢ promichana pipetovanim, pro pipetovani byly pouzity pipetovaci
Spicky se Sirokym tstim (obr. 8).

e Byla zatazena kontrola jen s destilovanou vodou a kontrola s 2,5% emulzi Tweenu.

e Do takto pfipravenych jamek bylo ptidano 50 ks had’atek B. xylophilus.

e Desticky byly piekryty lepici paskou a zavieny vickem.

e Dadle byly inkubovany pii pokojové teploté na ttepacce (150 otacek/min).

e Prvni vyhodnoceni probéhlo po 3 h a dalsi po 24 h.

e Desticky byly ponechany v klidu po dobu 15 min, aby had’atka klesla ke dnu jamky.

e Emulze byla z jamky odpipetovana - 800 pl.

e Do jamky byl napipetovan 1 ml okyslicené vody - toto bylo opakovéano primérné 3 x.
Neékteré esence mély vyrazné mlécné zakaleni, zde se tento postup musel opakovat
vicekrat. Okysli¢ena voda byla pouzita proto, ze n¢ktera had’atka mohou vypadat jako
mrtva, ale po okysli¢eni prostfedi oZiji.

= QOkysli¢end voda byla vyrobena pomoci kyslikového sifonu (firma Liss).

e Jednotlivé jamky byly prohlizeny pod binolupou a pocet mrtvych hadatek byl
zaznamenan do tabulky.

e Vysledky byly vyhodnoceny pomoci programu Statistica (Statistica 12, StatSoft, Inc.,
Tulsa, OK, USA, 2013, zakladni statistické analyzy, analyza rozptylu).

4.5.2. Vyvoj metody oSetieni obalového dieva pomoci kyanovodiku

4.5.2.1. Testovani ucinnosti HCN na modelovém organizmu - had’atku Caenorhabditis

elegans

Ptiprava vzorki:
e Do specialné upravenych 50 ml plastovych zkumavek - vicko bylo odvrtano po celém
praméru a vyvrt byl zakryt mikrotkaninou Uhelon 130 T (primér oka cca 80 um) (obr.
9) bylo dano 5 g péstebniho substratu (oSetteny pii 121 °C po dobu 25 min v
autoklavu, pro likvidaci ptipadnych antagonistickych organizmi).
e Do takto pfipravenych zkumavek byla pomoci sklenéné Spicky napipetovana suspenze

had’atek v mnozstvi cca 300 jedinc.
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e Takto pripravené vzorky byly odvezeny do firmy Draslovka a.s. Kolin, kterd vlastni

experimentalni komoru pro HCN fumigaci, zde prob¢hla vlastni fumigace.

Fumigace:
e Vzorky byly umistény do fumiga¢ni komory.
e Fumiga¢ni komora byla naplnéna HCN v koncentraci 7 g/m° tato hladina byla v
prabéhu fumigace monitorovana.
e Vzorky byly vyjimany z komorypo 1 h,2h,3h,4h,4,5h,5h, 55ha6h.
e Tento pokus byl 6x opakovan.

e Vné komory byla umisténa kontrola bez expozice.

Vyhodnoceni:
e Vyhodnoceni pokusu probihalo na katedie ochrany rostlin CZU v Praze.
e Pro vyplaveni had’atek ze substratu byla vyuzita Baermannova nalevkova metoda -
substrat s had’atky byl umistén na papirovy ubrousek (1 vrstvy) a umistén do sklenéné
nalevky napInéné vodou a opattené gumovou hadic¢kou s tlackou.

e Po 12 h byl obsah nalevky odpustén a zkontrolovan pod binolupou.

4.5.2.2. Osetfeni direvnich pilin s had’atky Bursaphelenchus xylophilus

Ptiprava vzorki:
e Do upravenych 50 ml plastovych zkumavek (provrtané vicko s mikrotkaninou
Uhelon) bylo navazeno 5 g borovych pilin - piliny vyrabény pomoci elektrické pily
bez olejového mazani. (obr. 10).
e Do zkumavek, na piliny, byla napipetovdna suspenze had’atek v poctu cca 300 jedinctl,
dale byl ptipipetovan 2 ml destilované vody (splachnuti had’atek do pilin, zvySeni
vihkosti).

Fumigace:
e Vlastni fumigace probihala taktéZ ve firmé Draslovka a.s..

e Pokus mél dvé varianty s rozdilnym mnozstvim HCN a s ruznou teplotou, doba

expozice byla6 h, 12 h, 18 h, 24 h, 30 ha 40 h.
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* Varianta 1: mnozstvi HCN 10 g/m’, teplota 20 °C
= Varianta 2: mnozstvi HCN 20 g/m°, teplota 25 °C
Pokus byl opakovan 5x.

Kontrola bez expozice byla umisténa vné¢ komory.

Vyhodnoceni:

Vyhodnoceni probéhlo stejné jako u varianty s C. elegans.

4.5.2.3. OSetieni direvénych Spalkii uvnitf s pilinami

Ptiprava vzork:

Do pytlickti z mikrotkaniny (sitovina Uhelon 130T — extra — primér oka cca 18 um)
bylo odméfeno 5 g borovych pilin.

K pilinam bylo napipetovano 500 ul suspenze had’atek (cca 1200 jedincd) a 2,5 ml
destilované vody, pytlicky byly zavazany niti.

Takto pripravené pytlicky byly umistény do otvoru vyvrtaného ve Spalku (Spalek: 12,5
cm x 10 cm x 10 cm), pies celou stranu s otvorem bylo pfilepeno sklo uprostied se
silikonovou zatkou (obr. 11).

Takto pfipravené vzorky byly odvezeny do Draslovky a.s. Kolin, kde byla provedena

fumigace.

Fumigace:

Mnozstvi HCN v komote bylo 12,3; 18,21; 21,71 a 24,12 g/m®, a doba expozice byla
2,4,6,8, 10, 12, 14, 16, 18 a 20 h, oSetieni probihalo ve dvou blocich 2-10 hodin a
12-20 hodin, vysledky byly zpracovany oddéleng.

Pokus byl opakovan 5x.

V pritbéhu pokusu byla métena koncentrace HCN v komote 1 uvnitt Spalki (proto skla
opattena silikonovou zatkou).

Vné€ komory byla umisténa kontrola bez expozice.

Vyhodnoceni:

Skla na Spalcich byla nafiznuta diamantovym fezacem a poté rozbita kladivkem.
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e Piliny s had’atky byly vyjmuty z pytlicku a dale zpracovany jako je uvedeno vyse.

e Vysledky byly zhodnoceny pomoci kumulativniho Ct produktu, ktery pomohl urcit,
zda je vztah mezi mnozstvim HCN ve fumigacni komote a ¢asem fumigace. Hodnoty
Ct produktu byly vyhodnoceny pomoci programu Statistica (Statistica 12, StatSoft,
Inc., Tulsa, OK, USA, 2013, zakladni statistické analyzy), kumulativni Ct produkt byl
vypocten dle vzorce (Tn a Tnt+l je doba v hodinach odbéru a Cn a Cn + lje

koncentrace v prislusnou dobu odbér):

(Tn+1 - Tn) x (Cn+Cn+1)

Ctn'n+1:
2,00

4.6. Diagnostika had’atek rodu Bursaphelenchus na urovni

morfologickych znaki

Diagnostiku had’atek na zakladé morfologicky znaka lze provadét u nativnich a
trvalych preparati. Pti tvorbé trvalych preparatti dochazi k jisté deformaci had’atka, ale trvala

fixace nam umoznuje na rozdil od nativniho preparatu jedince sledovat opakované (obr. 12).

4.6.1. Tvorba trvalych preparati

4.6.1.1. Fixace had’atek pomoci Ditlevsenova roztoku tzv. FAA

e Had4tka byla vybirdna pomoci nematologické jehly do mikrozkumavky o objemu 1,5
ml s obsahem 20 pl destilované vody, v poctu cca. 20 had’atek na zkumavku.

e Mikrozkumavka s had’atky byla umisténa do termobloku s teplotou 80 °C pro
usmrceni had’atek.

e Zkumavka byla doplnéna pomoci Pausterovy pipety roztokem FAA, ktery byl pied
tim zahtat na 80 °C.

e SloZeni roztoku FAA:

= 95% ethanol - 20 ml
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= 40% formaldehyd - 6 ml
» Ledova kyselina octova - 1 ml
= Destilovana voda - 18 ml

Had’atka byla ponechéna v roztoku min. 10 dni.

4.6.1.2. Fixace had’atek pomoci roztoku TAF

Prvni dva kroky jsou totozné s pfedchozi metodou.
Zkumavka byla dopInéna roztokem TAF, ktery byl zahtat na 80 °C.
SloZeni roztoku TAF:

= 40% formaldehyd - 7 ml

= Trietanolamin - 2 mi

= Destilovana voda - 91 ml

Had’atka byla v roztoku ponechdna min. 10 dni.

4.6.1.3. Fixace had’atek pomoci roztoku formaldehydu o koncentraci 4 % a 10 %

Prvni dva kroky jsou totozné jako u piedchozich metod.

Formaldehyd byl nafedén na koncentraci 4 % a 10 % destilovanou vodou (fedéni ne
star$i jednoho mésice).

Zkumavka s had’atky byla doplnéna takto ptipravenym formaldehydem, ohiatym na
80 °C.

Had’atka byla v roztoku ponechdna min. 10 dni.

4.6.1.4. Prevedeni had’atek do cistého glycerolu

Varianta 1:

Bylo odsato 2/3 fixa¢niho roztoku z mikrozkumavky.
Mikrozkumavka byla doplnéna roztokem:

Glycerin - 1 ml

96% ethanol - 20 ml

53



e Destilovana voda - 79 ml

e Oteviené¢ mikrozkumavky byly umistény do etanolové 14zné na 48 h.

e Obsah mikrozkumavky byl vylit do sklenéné misky oznacované jako: "embryo dish"
(ED) a had’atka byla vybrana pomoci nematologické jehly a umisténa na hodinové
sklicko do roztoku 5% glycerolu v etanolu.

e Veskery etanol se nechal odpafit (v pribéhu odparovani, byl pro lepsi prosyceni
struktur doplinovan 2 x roztok glycerolu).

e Takto prosycend hadatka byla piipravena pro mikroskopii nebo tvorbu trvalych

preparatt.

Varianta 2:

e Hadatka byla vylita z mikrozkumavky s fixacnim roztokem do ED a vybrana pomoci
nematologické jehly na podlozni skli¢ko s jamkou do 5% vodného roztoku glycerolu,
sklicko bylo inkubovéno 2 h pti 60 °C na termobloku.

e Veskera voda se nechala odpafit, v pribéhu odpatovani byl roztok pribézné
dopliovan.

e Takto prosycena had’atka byla pfipravena pro mikroskopii a tvorbu trvalych preparati.

4.6.1.5. Trvalé preparaty

e Na podlozni sklicko trvalého preparatu byla umisténa kapicka (cca 3-5 ul) 99%
glycerolu, sklicko bylo inkubovano 15 min pii 80 °C, pro odpaieni zbytkové vody.

e Do takto piipraveného glycerolu byla po jednom umisténa had’atka.

e Kryci skli¢ko bylo fixovano smési parafinu a véeliho vosku (1:4), smés byla roztavena
pti 80 °C.

e Hotovy preparat byl popsan a zatfazen do sbirky. Uchovavan byl v horizontélni poloze.

4.6.2. Morfologické charakteristiky

Meéfeni a lokalizace morfologickych znaki byla provedena pomoci mikroskopu BX51
Olympus, s vyuzitim softwaru QuickPhotomicro 2,3 a 3,0. Pfi uréovani hadatek bylo

postupovano s vyuZzitim polytomickych klict ( Ryss et al., 2005).
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U samct byly hodnoceny charakteristiky:
C1: tvar spikuly
C3: zakonceni spikuly
C5: rostrum spikuly
C8: kondylus spikuly
C10: thel mezi spojnici kondylus-rostrum a ptimky kopirujici zaktiveni lamina
C13: tvar lamina
C14: zaktiveni lamina
C15: pomér délky spikuly a Sitky spikuly pod kondylem
Cl16: delka styletu
C18: délka spikuly
C19: pomér mezi délkou spikuly a vzdalenosti kondyla a rostra
C20: pomér mezi vzdalenosti kondyla a rostra a prohloubenim kapitula
C21: tvar nasedani rostra na kalom
(C22: délka téla samce
C23: index a (délka tela/Sitkou téla)

C24: index c (délka téla/délkou ocasu mefenou od andlniho otvoru)

U samic byly hodnoceny charakteristiky:
C2: tvar ocasu samice
C4: pomér mezi Sitkou téla v misté vulvy a délkou postuternniho vaku
C6: vulvalni zaklopka
C9: zakiiveni ocasu samice
C16: dé¢lka styletu
C27: délka téla samice
C28: index a
C29: index c
C30: index ¢’ (délka ocasu/Sitkou téla v misté andlniho otvoru)
C31: index V (vzdalenost vulvy od pfedniho konce téla/délkou téla x 100 - udava se
Vv %)

C32: pomér délky postuterinniho vaku a vzdalenosti vulvy od koneé¢niku
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4.7. Diagnostika had’atek rodu Bursaphelenchus pomoci

molekularnich markeru

4.7.1. 1zolace DNA

4.7.1.1. 1zolace DNA z d¥evnich vzorka

Izolace DNA z dievnich vzorkt je obtizna, nebot’ ve dievé jehlicnani jsou pfitomny

PCR inhibitory (Cao et al., 2005).
4.7.1.1.1. Ptiprava difevniho vzorku pted izolaci

Vzorky byly nastfihany na malé kousky a homogenizovany né¢kolika metodami:

e Homogenizace v kulovém mlynu (Retsch®, MMA400).
= Vzorky byly ddny do kovového drtice s pfidavkem pufru.
= Drtice se vzorky byly tfepany v kulovém mlynu 30 s na plny vykon.
=  Kovové drtice byly pfedem podchlazeny tekutym dusikem, poté do nich byl

vlozen rostlinny material, ktery byl opét zmrazen.

= Drtice se vzorky byly tiepany vkulovém mlynu 30 s na plny vykon.

e Homogenizace ve tiecich miskach.
= Vzorky byly podchlazeny tekutym dusikem a tfeny pomoci tloucku.
= Ke vzorkiim byl ptidan kifemenny pisek, vzorky byly podchlazeny tekutym

dusikem a tfeny pomoci tloucku.
4.7.1.1.2. Izolace DNA pomoci komeréniho kitu DNeasy Plant Mini Kit (firmy Qiagen)

Tato izolace je zalozena na navazdni DNA na mikromembranu, odkud je pozdéji
pomoci elaéniho pufru vymyta.
e Kizolaci bylo pouzito 100 mg homogenizovaného vzorku (1. napaden¢ho, 2.
zdravého dieva + 10 pl suspenze had’atek — cca 100 jedinct).
e Ke vzorkim bylo pfipipetovano 200 ul pufru AP1 a vzorky byly dikladné promichany
v mikrozkumavce pomoci minishakeru (Pellet Pestle®Motor, Sigma) se sklendnym

tlou¢kem o @ 3 mm, ten byl oplachnut 2x 100 pl pufru AP1.
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e Poté probihala inkubace vzorkli 10 min pii 65 °C, v pribéhu byly 2-3x promichany
preklopenim.

o Klysatu bylo pfipipetovano 130 pl AP2 pufru, vzorek byl dikladné promichan a
inkubovan na ledu 5 min.

e Lysat byl centrifugovan 5 min pii 20 000 g (centrifuga: Hettich, Universal 320 R).

e Supernatant byl ptepipetovan do QIAshredder Mini spin column (kolonky s filtrem) a
kolonka byla umisténa do 2 ml mikrozkumavky a centrifugovéana 2 min pii 20 000 g.

e Supernatant byl pfepipetovan do C¢isté mikrozkumavky. K supernatantu byl
ptipipetovan pufr AP3 v mnozstvi jeden a pul ndsobek objemu supernatantu. Vzorek
byl promichan pipetou.

e 650 pl roztoku bylo ptepipetovano do DNeasy Mini spin column umisténé ve 2 ml
mikrozkumavce, vzorek byl centrifugovan 1 min pfi 6 000 g. Supernatant byl vylit.
Tento krok byl opakovan se zbyvajicim roztokem z ptedchoziho bodu.

e Kolonka DNeasy Mini spin column byla umisténa do nové 2 ml mikrozkumavky. Na
filtr bylo napipetovano 500 pl pufru AW, vzorek byl centrifugovan 1 min pii 6 000 g,
supernatant byl vylit. Poté bylo pfidano znovu 500 ul pufru AW a znovu byl vzorek
centrifugovan za stejnych podminek, supernatant byl opét vylit, poté byl vzorek znovu
centrifugovan 2 min pii 20 000 g pro Gplné vysuSeni mikromembrany filtru.

e Kolonka DNeasy Mini spin column byla umisténa opét do nové mikrozkumavky. Na
filtr bylo opatrné¢ napipetovano 100 pl AE pufru. Vzorek byl ponechan pti laboratorni
teploté 15 min, poté byl centrifugovan 1 min pti 6000 g.

e Vysledné mnozstvi DNA bylo 100 pl.

4.7.1.1.3. 1zolace DNA pomoci pfistroje InnuPure C12 a Kitu innuPREP Plant DNA Kit — IP
(firmy Analytik Jena)

Tato metoda je zaloZena na navdzani DNA na magnetické partikule.

e Kizolaci DNA bylo navdZzeno 50 mg homogenizovaného vzorku (1. napadeného
dfeva, 2. zdravého difeva + 1, 3, 5, 10 jedinci).

e Ke vzorklim bylo pfipipetovano 200 pl Lysis Solution SLS a 25 pl Proteinasy K, vSe
bylo dobfe promichdno pomoci minishakeru, sklenény tlouc¢ek byl oplachnut 2x 100
ul Lysis Solution SLS. Vzorky byly dobfe promichdny a umistény po dobu 10 s na

vortexu.
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e Vzorky byly inkubovany minimaln¢ 30 min pii50 °C, béhem inkubace byly
nékolikrat promichany otoc¢enim mikrozkumavky v ruce. Vzorky byly centrifugovany
na stolni centrifuze.

e Supernatant byl prepipetovan na Pre-filter kolonku umisténou ve 2 ml
mikrozkumavce. Vzorky byly centrifugovany 1 min pii 10 000 g.

e Na sva mista byl umistén spotiebni material pro piistrojovou izolaci. V predni ¢asti
kovového drzaku byly mikrozkumavky pro izolovanou DNA (Elution Tubes), za nimi
byly umistény Spi¢ky s filtrem (MFR Tips a za nimi byly umistény stripy
s reagenciemi (Reagent Strips).

e Do nejzazsi tady stripi (brdno od mikrozkumavek) bylo napipetovano 60 pl
magnetickych partikuli (MAG Suspension), které byly pfed tim dikladné
vortexovany. K magnetickym partikulim byly pfipipetovany vzorky.

e Kovova konstrukce byla vlozena do pfistroje a byl spustén program ,,Plant DNA 2b*.

e Izolovana DNA byla ziskdna v mnoZstvi 200 pl

4.7.1.1.4. 1zolace DNA s PVP (polyvinylpyrrolidone)

PVP se vaze na terpenoidy a tim zabranuje jejich dal$imu znecisténi DNA (Reynolds

and Wiliams, 2004)

4.7.1.1.5. 1zolace DNA s PVP | (Porebski et al., 1997)

e Bylo odvazeno 0,5 g homogenizované¢ho dievniho vzorku (infikované a zdravé dievo

jako v ptedchozich dvou pfipadech) do 15 ml zkumavky.
e Ke vzorkim bylo ptfipipetovano 5 ml extrakéniho pufru ohfdtého na 60 °C a pfidano
50 mg PVP, vSe bylo promichano a inkubovano pii 60 °C na tfepacce po dobu 60 min.
Poté byly vzorky ponechany pti pokojové teploté 6 min.

e Ke vzorkim bylo ptipipetovano 6 ml chloroform-izoamylalkoholu (24:1), vzorky byly
promichavany pievracenim do vytvoifeni suspenze. Poté byly vzorky centrifugovany
20 min pti4 000 g.

e Vrchni vodna faze byla piepipetovana do nové 15 ml zkumavky, pii pouziti $picek se

Sirokou Spickou. Byly opakovany dva pfedchozi kroky.
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Ke vzorkiim byl ptipipetovan 5M NaCl v mnozstvi poloviny objemu vzorku, vse bylo
dobte promichano.

Ke vzorkiim byl pfipipetovdn dvojnisobny objem vzorku (pfed pfidanim NaCl)
ledového (-20°C) absolutniho etanolu, vzorky byly promichdvany pieklopenim a
umistény do termostatu s teplotou 4 °C pies noc nebo do mraznicky s teplotou -20 °C
na 10 min. Poté byl vzorek centrifugovan po dobu 6 min pii4 000 g.

Supernatant byl ze vzorka vylit a pelety byly promyvany chlazenym etanolem (4 °C).
Pelety byly vysuSeny pii 37 °C cca 60 min.

Pelety byly rozpustény v 300-600 pul TE pufru pfes noc v termostatu s teplotou 4 °C.

Po rozpusténi byly vzorky piepipetovany do mikrozkumavek o objemu 2 ml.

Precisténi DNA:

Ke vzorkim byly ptipipetovany 3 ul RNasy A (10 mg/ml) a vzorek byl inkubovan pti
37 °C ve vodni lazni 60 min.

Ke vzorkiim byly pfipipetovany 3 pl Proteinasy K (1 mg/ml) a vzorek byl inkubovan
pfi 37 °C 30 min.

Ke vzorklim bylo pfipipetovano 150 pl fenolu a 150 pl chloroformu. Vzorky byly
vortexovany a centrifugovany pii 14 000 g 15 min.

Vrchni vodna faze byla prepipetovana do nové mikrozkumavky. Do fenolové faze
bylo pfipipetovano 50 pl TE pufru, v§e bylo opét vortexovano a centrifugovano a
vrchni vodna faze byla ptipipetovana k té predchozi.

Ke vzorkim byl pfipipetovan 2 M octan sodny v mnozstvi 1/10 objemu vzorku a
dvojnasobek objemu vzorku absolutniho etanolu a v§e bylo promichano.

Vzorky byly umistény do mraznicky s teplotou -80 °C pfes noc, poté byly vzorky
centrifugovany pii 14 000 g 20 min.

Supernatant byl vylit a pelety byly promyty 70% etanolem (2x).

Pelety byly vysuSeny pifi pokojové teplot¢ cca 60 min. Poté byly pelety
resuspendovany ve 200 pl TE pufru.

SloZeni extrakéniho pufru:
100 mM TRIS

1,4 M NaCl

20 mM EDTA (pH 8)

2% CTAB (2 9)
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0,3% B-mercaptoethanol

Slozeni TE pufru:

1M TRIS (1 ml) (pH 8)

0,5 M EDTA (0,2 ml) (pH 8)

Doplnit do 100 ml destilovanou vodou

Upravit na pH 8

4.7.1.1.6. I1zolace DNA s PVP I

e Bylo navdzeno 200 mg homogenizovaného difeva (ostatni viz vyse) do
mikrozkumavky.

e Ke vzorkim bylo pfipipetovano 500 pl extrakéniho pufru. Vzorky byly dobie
promichdny a byly inkubovdny 15 min ve vodni lazni pii 55 °C. Poté byly
centrifugovany 5 min pti 12 000 g.

e Vrchni vodna faze byla piepipetovana do nové mikrozkumavky. K ni bylo
ptipipetovano 250 pl chloroform-izoamylalkoholu (24:1), vSe bylo promichano
pieklapénim a centrifugovano 1 min pii 20 000 g.

e Vrchni vodnd faze byla opét piepipetovana do nové mikrozkumavky a k ni bylo
piipipetovano 50 pl 7,5M octanu amonného a 500 pl ledového (-20°C) absolutniho
etanolu. Vzorky byly pieklapény do vytvofeni srazeniny, nebo byly umistény na 60
min do mraznic¢ky s teplotou -20 °C.

e Vzorky byly centrifugovany 2 min pti 20 000 g a supernatant byl vylit.

e Pelety byly opakované (2x) promyty 500 ul chlazeného (4 °C) 70% etanolu.

e Pelety byly suSeny pii pokojové teploté asi 15 min.

e Peclety byly resuspendovany ve 100 — 200 pl ddH,0 nebo v TE pufru pifes noc v

termostatu s teplotou 4 °C.

SloZeni extrakéniho pufru:
1 M TRIS (10 ml) (pH 8)
0,5 MEDTA (4 ml) (pH 8)
5 M NaCl (28 ml)

2% CTAB (2 9)

Do 100 ml doplnit destilovanou vodou
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PVP (19)
Upravit na pH 5

4.7.1.1.7. 1zolace DNA pomoci FTA® metody (firmy Whatman)

FTA metoda je zaloZena na navazani DNA na specialné uprsveny papir, tato metoda je

patentovana firmou Whatman.

e Infestovany segment vétve byl pfestfizen v puli a feznou plochou obtistén na FTA
papir.

e 7 FTA papiru s obtiskem dfeva byly vyrazeny ter¢iky o praméru 2 mm.

e Terciky byly umistény do PCR mikrozkumavek.

e K ter¢ikiim bylo ptipipetovano 200 pl FTA pufru a mikrozkumavky byly inkubovany
5 min pii pokojové teploté a po celou dobu inkubace byly promichavany otacenim.

e Byl odsan FTA puft a postup 2x opakovan.

e K ter¢ikim bylo ptipipetovano 200 ul TE pufru pH 8 a mikrozkumavky byly opét
inkubovany 5 min pfi pokojové teplot¢ za stalého promichavani otaCenim.

e TE pufr byl odsan a postup byl jesté jednou zopakovan.

e Takto oSetieny tercik byl ptipraven pro PCR reakci.

4.7.1.2. 1zolace DNA z jednoho a vice jedinci

Pted izolaci DNA z jednoho a vice jedincli, musime mit nejprve had’atka ve vodném

prostiedi, abychom je mohli vybirat pro dalsi izolaci.

4.7.1.2.1. Izolace DNA z jednoho a vice jedinct

DNA z jednoho a vice jedincii byla izolovana pomoci komeréné dodavaného kitu
DNeasy Plant Mini Kit (firmy Qiagen), pomoci piistroje InnuPure C12 a kitu innuPREP Plant
DNA Kit — IP (firmy Analytik Jena) a pomoci FTA metody. Postup byl stejny jako u izolace
DNA z dievnich vzorkd, jen misto navazky byl pouZit pouze jeden jedinec had’atka, ptipadné
vice jedinct ziskanych extrakei z dievnich vzorkd nebo extrakei chovu na kulture B. cinerea.

Homogenizace probihala pomoci minishakeru a musela byt velmi dikladna. U metody FTA
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byl umistén jeden jedinec na vyseknuty ter¢ik FTA papirku a dikladné rozdrcen sklenénou

tyCkou. Ostatni pouzité metody jsou popsany nize.

4.7.1.2.2. Izolace DNA pomoci komeréniho kitu TriPure Isolation (firmy Roche)

e Do mikrozkumavky s obsahem 10 pl destilované vody byl umistén jeden jedinec.

e Ke vzorkiim bylo pfipipetovano 50 pl pufru TriPure Isolation a byly pfidany sklenéné
partikule. Vzorek byl dikladné homogenizovan pomoci minishakeru (Pelet Pestl mini
shaker). Sklenény tloucek byl oplachnut 750 pl téhoZz pufru.

e Vzorky byly inkubovany pfi laboratorni teploté 5 min.

e Ke vzorkim bylo ptipipetovano 160 pl chloroformu a poté bylyl5 s vortexovany.

e Vzorky byly opét inkubovany pii laboratorni teploté 15 min. Poté byly centrifugovany
15 min pti 12 000 g a 4°C.

e Horni bezbarva faze byla odpipetovana a vylita. Do zbylé faze bylo ptipipetovano 240
ul absolutniho etanolu. Vzorky byly inkubovany pfti laboratorni teploté 3 min a poté
byly centrifugovany 5 min pii 2000 g a 4 °C.

e Supernatant byl slit a peleta byla promyta 3x pomoci 800 pl 0,1M citratu sodného. Ke
vzorklim bylo pfipipetovano dané mnozstvi citratu sodného a ty pak byly 30 min
ponechdny na ptevracecce, poté byly centrifugovany 5 min pii 2 000 g a 4 °C.
Supernatant byl slit.

e K peletdm bylo ptipipetovano 1 200 pl 75% etanolu a vzorky byly 20 min ponechany
na prevracecce, poté byly centrifugovany 5 min pii 2 000 g a 4 °C. Supernatant byl
slit.

e Pelety byly vysouSeny pfi laboratorni teploté na sterilnim ubrousku cca 20 min.

e Kpeletam bylo pfipipetovano 30 pl 8 mM NaOH a 2 pl HEPES pufru. Pelety byly

resuspendovany pomoci pipetovani.

4.7.1.2.3. Izolace DNA pomoci hydroxidu sodného (Floyd et al., 2002)

e Jeden jedinec byl umistén pomoci nematologické jehly do mikrozkumavky pro PCR.
¢ Do mikrozkumavky bylo pfipipetovano 20 pl 0,25 M NaOH.
e Mikrozkumavky byly inkubovany v termostatu 24 h pti 25 °C.

e Poté byly zahfaty na 3 min na 99 °C a nechany vychladnout pfi pokojové teploté.
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e Mikrozkumavky byly centrifugovany a NaOH byl neutralizovan 4 pl 1 M HCL, 10 pl
0,5 M Tris-HCL (pH 8) a 5 ul 2% Triton X-100.

e Mikrozkumavky byly opétovné zahiaty na 99 °C po dobu 3 min, zchlazeny pti
pokojové teploté a stoCeny.

e Takto vyizolovand DNA byla pouzita pro PCR.

4.7.1.2.4. Izolace DNA pomoci lyza¢niho pufru (konvenc¢ni izolace k izolaci FTA)

e Do mikrozkumavky o objemu 1,5 ml bylo napipetovano 20 pl destilované vody, poté
byla do mikrozkumavky premisténa pomoci nematologické jehly hadatka v
potiebném poctu (5 a 10 jedinci).

e Poté bylo do mikrozkumavky pfipipetovano 50 pl lyzaéniho pufru a obsah byl
dukladné homogenizovan pomoci minishakeru (Pelet Pestl mini shaker).

e Tloucek byl dikladné omyt 50 ul lyzacniho pufru a k homogenatu byl ptipipetovan 1
pl proteinasy K, obsah byl dikladné promichan.

e Mikrozkumavky byly inkubovany v termostatu 1 h pii 37 °C.

e Proteinasa K byla zdenaturovana pti 85 °C po dobu 5 min.

e Do mikrozkumavek bylo pfipipetovano ekvivalentni mnozstvi fenolu a
chloroform:isoamylalkoholu (24:1).

e Mikrozkumavky byly ditkladné vortexovany 15 min.

e Poté byly centrifugovany pii 9000 g 10 min.

e Vrchni faze byla odpipetovana do nové mikrozkumavky.

e Bylo piipipetovano ekvivalentni mnoZzstvi chloroformu.

e Vzorky byly opét vortexovany 15 min a centrifugovany jako v predeslém kroku a
vrchni faze byla opétovné pfepipetovana do nové mikrozkumavky.

e Bylo pfipipetovano ekvivalentni mnozstvi ledového isopropanolu a vzorky byly
inkubovany pfes noc piti -25 °C.

e Vzorky byly centrifugovany opét pii 9000 g 10 min.

e Supernatant byl vylit.

e Pelety byly 2x promyty 80% etanolem, centrifugovany pti 9000 g 10 min. Supernatant
byl vylit.

e Pelety byly ususeny pii pokojové teploté cca 20 min.

e Poté byly rozpustény ve 20 ul TE pufru pH 8.
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e Takto pfipravena DNA byla pouzita v PCR reakci.

Slozeni lyza¢niho pufru:
100 mM Tris-HCI [pH 8.0]

5mM EDTA
200 mM NacCl
0.2% SDS

4 pg/ml proteinasy K

4.7.2. PCR (polymerazova retézova reakce)

4.7.2.1. Primery

Pii PCR byly pouzity specifické primery pro druhy B. xylophilus a B. mucronatus, tyto

primery byly z ITS (internal transcribed spacer) oblasti genomu, oblasti, ktera koduje rRNA

(tab. 6).
Oznaceni Délka amplifikovaného | Teplota  pro
Sekvence (5'—3") ]

primert fragmentu annealing
Bursaphelenchus xylophilus
XF ACGATGATGCGATTGGTGAC

557 (bp) 61,3 °C
XR TATTGGTCGCGGAACAAACC
Bursaphelenchus mucronatus
MF TCCGGCCATATCTCTACGAC

210 (bp) 61,3 °C
MR GTTTCAACCAATTCCGAACC

Tab. 6: Specifické primery pro PCR (Matsunaga and Togashi, 2004).

Pro PCR, kterd byla vychozim krokem k dal§im analyzdm byly pouZity nespecifické

primery z oblasti ITS regionu (tab. 7).
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Oznaceni Délka amplifikovaného | Teplota  pro
. Sekvence (5'—3") )
primert fragmentu annealing
TTGATTAGGTCCCTGCCC
F (S18) o .
TTT ruznad délka pro kazdy
58 °C
druh
R (S21) TTTCACTCGCCGTTACTAAGG

Tab. 7: Nespecifické primery pro PCR (Braasch et al., 1999, 2004).

4.7.2.2. Reakéni smés

Reagencie potfebné pro PCR byly napipetovany do mikrozkumavek o objemu 200 pl
umisténych v chladicim stojanku. DNA byla pipetovana do vicka mikrozkumavek.
K promiseni obsahu byla pouzita stolni centrifuga tésné pied umisténim do thermocykleru.

Mnozstvi reakéni smési bylo 25 pl u specifické PCR a 50 pl u nespecifické PCR, kde
byl PCR produkt vyuzit v dalich reakcich (tab.8).

Reagencie Koncentrace | 25,0 ul 50 pl
Taq buffer (Fermentas) 10x 2,5 ul 5,0 ul
MgCl; (Fermentas) 25 mM 3,0 ul 6,0 ul
dNTP (Fermentas) 10 mM 0,5ul 1,0 ul
Primer mix (F, R) (Sigma) 20 pmol/ul 0,4 ul 0,8 ul
Taq polymeraza (Fermentas) 5 u/ul 0,5 ul 1,0 ul
DNA 1,0-3,0 ul | 2,0-6,0 pul
ddH,0 do25ul | do50 ul

Tab. 8: Reak¢éni smés pti pouziti Taq polymerazy.

4.7.2.3. PCR protokol

Amplifikace fragmenttt DNA probihala v thermocykleru MJ Research PTC 200 a Bio-
Rad C 1000™ ThermalCycler (tab. 9, 10).
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Kroky Teplota Cas
Pocatecni denaturace | 95 °C 2 min
Denaturace 94 °C 1 min
Annealing - nasedani | 61,3 °C 30s
30X Elongace -1 72°C 1 min
prodluzovani
Konecna elongace 72 °C 4 min
Stop teplota 14 °C 0

Tab. 9: PCR protokol pro primery XF, XR a MF a MR.

Kroky Teplota Cas
Pocatecni denaturace | 94 °C 2 min
Denaturace 94 °C 1 min
35x i :
Annealing 58 °C 1 min
40x -
Elongace 72 °C 1 min
Konecna elongace 72 °C 20 min
Stop teplota 14 °C 0

Tab. 10: PCR protokol pro primery F (S18), R (S21), 35x v thermocykleru MJ Research a 40

x v thermocykleru Bio-Rad.

Vysledky amplifikace byly vizualizovany pomoci horizontalni gelové elektroforézy a

UV zafeni.
4.7.3. Real-time PCR (polymerazova i‘etézova reakce v realném case)

Real-time PCR byla pouzita pro identifikaci druhu Bursaphelenchus xylophilus.

4.7.3.1. Primery a sonda

Znaceni sondy oproti publikaci bylo zménéno na TET a TAMra. Ke konstrukci

primera byla pouzita oblast genomu Hsp70 (heat shock protein), tab. 11.
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Oznaceni | Sekvence (5'—3")

Bx F TAAGATGTCTTTTACAGATGCCAAG

Bx R GCCTGGACGACCTTGAAT

Sonda [TET]JATTGGCCGCAAATTCGATGAACC[TAM]

Tab. 11: Pouzité primery a sonda pro real-time PCR (Leal et al., 2007).

4.7.3.2. Reak¢ni smés pro real-time PCR

Pro standardizaci reakce byla pouzita DNA vyizolovand pomoci pfistroje InnuPure
C12 z 200 jedinci rozpusténa v 200 pul ela¢niho pufru, tedy v 1 pl byla DNA rovna 1 jedinci.
Redéni bylo 10 jedinci (10 pul DNA), 1 jedinec, 0,1, 0,01, 0,001 a 0,0001 jedince, Pro

kvantifikaci byla pouzita DNA vyizolovand z uméle infikovaného difeva. Jako negativni

kontrola byla pouzita voda (tab. 12).

Celkové mnoZstvi reakéni smési bylo 25 pl.

Reagencie Koncentrace | 25,0 pl

gPCR mix - iTag™ Universal Probes Supermix (BioRad) 2X 12,5 ul

Forward primer BxF (Fermentas) 0,7 uM 0,175 ul
Revers primer BXR (Fermentas) 0,5 uM 0,125 ul
Probe — sonda (Fermentas) 0,1 uM 0,025 ul
Izolovana DNA 1,0-10 ul
ddH,0 do 25 ul

Tab. 12: Reakéni smés pro real-time PCR.

4.7.3.3. Real-time PCR protokol

Amplifikace DNA fragmentd probihala v pfistroji CFX Connect™ Real-Time PCR

Detection System firmy Bio-Rad (tab. 13).

Kroky Teplota | Cas
Pre-inkubace 50 °C 2 min
Pocatecni denaturace 95 °C 10 min
Denaturace 94 °C 5s

45 X i
Annealing - nasedani 62°C |30s
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Elongacec-prodluzovani | 72°C | 10s

Tab. 13: real-time PCR protokol
Ptiprava vzorkl pro real-time PCR probihala ve sterilnim prostfedi, aby nedoslo ke

kontaminaci cizorodou DNA.

4.7.4. Horizontalni gelova elektroforéza

K separaci PCR produktii byl pouzit 1% a 1,5% agardzovy gel. Pfed nandSeni do
agar6zového gelu byly PCR produkty nejprve smichany s barvivem (Loading dye), které

obsahuje glycerol.

4.7.4.1. Priprava 1 a 1,5% agarozového gelu

¢ Bylo navazeno potiebné mnozstvi agardzy (pf. pro 50 ml 1% gelu, 0,5 g agardzy a pro
1,5% gel 0,75 g agardzy) do Erlenmayerovy barky.

e Agar6za byla smichana s 1x TBE pufrem, vSe bylo rozvafeno v mikrovinné troubg,
béhem varu byl gel n¢kolikrat promichan.

e Gel byl zchlazen pod tekouci vodou na 50-60 °C, poté byl pielit do specialni
Erlenmayerovy baiky uréené pro praci s ethidium bromidem.

e Do Erlenmayerovy baiiky byl pfipipetovan ethidium bromid v mnozstvi 5 % objemu
gelu (0,5 pl/ml).

e Takto upraveny gel byl nalit do vaniCky pro elektroforézu, kterd byla utésnéna
gumami a byl do ni pfedem zasunut hiebinek pro vytvofeni jamek.

e Gel byl ponechan polymerizovat pii laboratorni teploté ptiblizné 30 min.

Slozeni TBE pufru:

11 TBE 5x
TRIS-545¢

Kyselina borit4 - 27,5 g
EDTA-3,65¢

Upravit na pH 8,0

Takto pripraveny zasobni roztok byl 5x koncentrovany a byl uchovavan pii 4 °C.
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4.7.4.2. Sestaveni elektroforetické aparatury

e Zvanicky s gelem byly odstranény tésnici gumy a hiebinek pro vytvofeni jamek byl
opatrn€ vysunut.

e Vanicka byla umisténa do aparatury pro horizontalni elektroforézu.

e Vanicka byla zalita 1x TBE pufrem, hladina pufru byla minimaln¢ 2 mm nad gelem.

e Do gelu byly napipetovany PCR produkty, ke kterym bylo nejprve ptidano barvivo
(Loading dye) - 5 ul produktu a 1 ul barviva (5:1). Pro dalsi zpracovani PCR produkti
po separaci bylo pipetovano az 50 pl produktu smichanych s barvou (5:1).

e FElektroforetickd aparatura byla zakryta vikem a pfipojena ke zdroji elektrick¢ho

napéti, separace probihala pti konstantnim napéti 80 V.

4.7.4.3. Vizualizace agarézového gelu

Molekuly DNA nejsou pouhym okem viditelné, proto byl do gelu pfidan ethidium bromid,

ktery se vaze na molekuly DNA a je moZzné ho vizualizovat pomoci UV zafeni.

e Aparatura pro horizontélni elektroforézu byla odpojena od zdroje elektrického proudu.

e Vanicka s gelem byla vyjmuta z aparatury a gel byl umistén na transiluminator
(Syngene-In-Genius, Syngene Bio Imaging).

e Bylo zavieno viko s UV filtrem, ptipadné dvitka a zapnuto UV zafeni.

e Pro fotografovani bylo vyuzito pocitaCového programu (Gene Snap from Syngene).
5. Vysledky
5.1. Biologicky material

5.1.1. Biologicky material z laboratorniho chovu

Had’atka chovana na B. cinerea.

Pro kratkodobé uchovavani populaci B. xylophilus se osvéd¢ily populace chované v
Petriho miskach, ovSem z dlouhodobého hlediska to bylo neuspokojivé, proto se pieslo na
chov ve sklenénych sklenickach, kde je prezivani had’atek vyrazné delsi, je zde vétsi mnoZzstvi

MEA a je zde vys$i a stabilnéjsi vlhkost.
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Extrakce had’atek ze dieva a kultur na Botrytis cinerea:

Pro extrakci had’atek ze dieva a populaci chovanych na B. cinerea se osvédéila vice
Baermannova nalevkova metoda. Ziskané suspenze had’atek byly ¢istsi nez u metody pomoci
plavicich misek a také vytéznéjsi. Tato metoda byla také jednodus$si nebot zde stacilo

suspenzi odpustit a nemusel byt cely obsah pielévan pies nematologické sito.

5.2. Testovani nachylnosti druhéi borovic péstovanych v CR k

had’atku B. xylophilus

5.2.1. Testovani sazenic

Termin hodnoceni 30 dni| 60 dni| 90 dni| 120 dni| 150 dni| 180 dni
Druh Stupeini poskozeni

Pinus aristata 2 3 5 6 6 6
Pinus cembra 1 1 2 3 4 6
Pinus contorta Krnak 2 3 4 5 6 6
Pinus heldreichii 1 2 3 4 5 5
Pinus mugo Wintergold 1 2 3 3 4 6
Pinus mugo Pumillo 1 1 2 3 4 5
Pinus nigra Pumilla 1 2 2 3 4 5
Pinus sylvestris Nana 2 2 4 6 6 6

Tab.14: Vyvoj napadeni na jednotlivych druzich a kultivarech borovic

4 o | )
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Graf 1: Vyvoj napadeni jednotlivych druhid a kultivarG borovic, osa x druhy borovic, osa y

stupenl poskozeni: 0 zdravy strom, 6 odumfely strom.

Nejvice nachylné k napadeni byly Pinus aristata, P. sylvestris nana a P. contorta
krndk, tyto druhy také nejdfive dosahly nejvysSiho stupné napadeni (tab. 14, graf 1).
Nejodolnéjsi se jevily druhy P. mugo pumillo, P. nigra pumilla a P. heldreichii, ostatni druhy

nemély v prvni fazi napadeni tak progresivni vyvoj, ale nakonec také odumiely (obr. 13-18).

5.2.2. Testovani atraktivity dieva na agarovych plotnach

Tento postup se neosveédcil, 1 pres sterilizaci dieva a piitomnost fungicidnich slozek v
médiu, dochéazelo velice rychle k rastu raznych druht hub. V priméru také dochazelo k
infestaci dievnich $pali¢ki jen v priméru u 1/4 vzorkd, tedy 1 $palicek ze 4 na Petriho misce,

byl napaden had’atky B. xylophilus (obr. 19,20).

5.2.3. Testovani nachylnosti v segmentech vétvi

Pfi testovani byla pouzita metoda obaleni voskovou paskou na obou koncich a na
misté infestace, pti této metode byl sice postup infestace pomalejsi, ale bylo zabranéno tniku
had’atek ze segmenti.

K nejvys$Simu namnoZeni jiz po 14 dnech doSlo u druhu P.densiflora, po 28 dnech
vsak jiz k vétSimu nartstu nedoslo, pocet had’atek se stale pohyboval okolo 40000 jedincti na
jeden segment vétve, prresto to vSak byl druhy nejvyssi pocet. Nejvyssiho poc¢tu had’atek po 28
dnech dosahla P. coulteri a to pfiblizn¢ 50000, po 14 dnech byl pocet had’atek mnohem nizsi
jen ptiblizné 17000 jedincii. Tfetim druhem s nejvysSim poctem had’atek po 28 dnech byla P.

cembra.

cvwvr

R4

ani 10000. Jedinym druhem, u kterého byl zaznamenan pokles po 28 dnech byl druh P.
strobus, zde se ukazala obranyschopnost tohoto druhu (graf 2 a 3, tab.15). P. strobus a P.

banksiana patii k severoamerickym druhiim borovic, které jsou ptivodnim hostitelem had’atka
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borovicového.Ve vSech segmentech vétvi zkoumanych druhti doslo k namnozeni had’atka B.
xylophilus mnohonasobné oproti po¢atecnimu mnozstvi. Hmotnost segmentu neméla vliv na

pocet had’atek.

14 dni
Soucasny efekt: F(18, 114)=33,518, p=0,0000
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti
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Druhy testovanych borovic

Graf 2: Vyvoj napadeni segmentt po 14, analyza rozptylu (graf programu Statistica).

28 dni
Soucasny efekt: F(18, 114)=27,409, p=0,0000
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznaduji 0,95 intervaly spolehlivosti
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Graf 3: Vyvoj napadeni segmentti po 28 dnech, analyza rozptylu (graf programu Statistica).
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Druh Pocatecni poCet  Pocet had’atek po 14 Pocet had’atek po 28

had’atek dnech: primér + SO  dnech: pramér + SO
Pinus attenuata 500 3051,71 +£2170,93 12785,71 £ 2527,10
Pinus pungens 500 8013,71 £2751,56  25902,86 + 3905,76
Pinus contorta 500 5864,29 + 1187,36 13814,29 + 5749,61
Pinus nigra 500 7376,14 £ 1069,95 16914,29 + 3843,73
Pinus resinosa 500 23579,57 £3556,76 29600 + 6879,04
Pinus cembra 500 16874,71 +£4281,64 40674,29 + 14021,89
Pinus peuce 500 4392,29 + 1251,16 1449429 + 2568,65
Pinus densiflora 500 42671,43 £10252,14 42680 +4124,08
Pinus uncinata 500 20477,86 £ 6975,95 24037,14 +4081,53
Pinus strobus 500 10857,14 +£5489,21 6394,29 + 3196,22
Pinus coulteri 500 17203,57 +£2954,11 50097,14 + 12994,11
Pinus banksiana 500 5562,86 £2393,98  5754,29 + 1368,34
Pinus monticola 500 5122,86 £1193,17  21417,14 +7923,97
Pinus tabuliformis 500 15662,86 + 7118,42 20042,86 + 2459,44
Pinus aristata 500 8005,71 £ 1786,05 22177,14 £ 6780,99
Pinus ayacahuite 500 12285,71 £ 5102,1 16104,29 + 4804,68
Pinus pinaster 500 12180 £ 1733,36 21984,29 + 1733,36
Pinus mugo 500 8202,86 + 1061,41  8388,57 + 780,59
Pinus sylvestris 500 12368,57 £2771,33  25232,86 +4371,73

Tab. 15: Prumérné mnozstvi had’atek v segmentech vétvi po 14 a 28 dnech + smérodatna

odchylka (vypocitano pomoci programu Statistica).

5.3. Metody monitorovani prenaSeci — brouku z Celedi

Cerambycidae

5.3.1. Mista monitorovani prenaSeci

V okrese Hodonin u obce Hovorany byli odchyceni dospélci Monochamus
galloprovincialis (obr. 21), na ostatnich mistech monitorovani viz obr. 19 byly odebrany

pouze larvy.
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5.3.2. Metody monitorovani prenaseci

e Pokud byli v prostfedi pfitomni dospélci broukli v hojném poctu, tak se nejvice
osvédcila metoda pomoci individualniho sbéru, byla nejméné naro¢nd na cas i
vybaveni.

e Metoda za pouziti borovych lapaki s terpentynovym olejem byla ¢asové naro¢na a
nepfili§ t€inna.

e Metoda s pouzitim lapact Galloprotect, byla Casové nenaro¢nd. Jednalo se jen o
nainstalovani lapace a jeho demontéZe na konci sezony, instalace lapace monitorovala
celou sezonu. BohuZel se tento lapa¢ neosvédcil, nezachytili se do néj Zadni jedinci
rodu Monochamus. Lapace byly umistény v lokalité pobliz Rohatce.

e Bylo odchyceno 12 dospélci a 38 larev, 10 dospélci bylo odchyceno pii
individualnim odbéru, 2 dospélci pti nastarzeni lapaka.

V zadném dospélci ani larvé nebylo nalezeno Zadné had’atko.

5.4. Metody monitorovani had’atek rodu Bursaphelenchus

5.4.1. Mista monitorovani had’atek

Lokality odbéru jsou shodné jako u monitorovani pienaseci (obr.18).
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Obr. 18: Vysledky monitorovani CR, Gervend je vyznageno tzemi s vyskytem had’atek rodu
Bursaphelenchus, zluté - mista s vyskytem proschlych porosti a stromt napadenych brouky z

¢eledi Cerambycidae a zelené - oblasti se zdravymi porosty.

5.4.2. Metody monitorovani had’atek

Metody monitorovani se vSechny velice osvéd¢ily. Velkym piinosem byla ucast

kolegy stromolezce, nebot” diky jeho ptispéni mohla byt infestace odhalena v ranéjsi fazi.

Z lokalit, na kterych probihal monitoring, byl pozitivni vyskyt hadatek rodu
Bursaphelenchus zjistén pouze v okrese Hodonin (obr. 22-27). Na nékterych z ostatnich
lokalit se vyskytovaly proschlé porosty, ale tento rod zde nebyl zjistén. VétSina zdravych
porostil, byly porosty smiSené, bez prevladajiciho podilu borovic. Z ostatnich rodi had’atek

nalezenych pfi monitoringu byl nejéastéji zjistén rod Ditylenchus.

5.5. Vyvoj a ovérovani novych postupt ochrany proti had’atku B.

xylophilus

5.5.1. Ovéfovani nematocidnich ucinki silic na had’atko B. xylophilus

25%,3h
Soucasny efekt: F(42, 172)=2844,5, p=0,0000
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznaduji 0,95 intervaly spolehlivosti
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Graf 4: U¢innost 2,5% koncentrace silic po 3 h, analyza rozptylu (graf programu Statistica)
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2,5%, 24 h
Soucasny efekt: F(42, 172)=8427,3, p=0,0000
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti
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Graf 5: Uginnost 2,5% koncentrace silic po 24 h, analyza rozptylu (graf programu Statistica).
Mezi Ucinky jednotlivych esencidlnich olejii pifi koncentraci 2,5 % je vyznamny
statisticky rozdil. Silice Mentha spicata, Pelargonium graveolens, Cymbopogon winterianus,
Eucalyptus citriodora, Pimpinella anisum, Foeniculum vulgare, Eugenia caryophyllus,
Thymus vulgaris, Litsea cubeba, Spearmint oil, Lemonngrass oil, Anise oil, Terragon oil,
Eucalyptus oil, Eugenol, Geranium extract, Fennel oil, Thyme oil, Cornmint oil, Thyme oil
white, Thyme oil red, Terragon oil II, Tagetes oil (ten byl u€inny az po 24 h), Wintergreen oil,

Cinnamon oil byly neju¢innéjsi.

Pocet mrtvych had’atek (primér = SO)

Silice Zkr. Kom,:e_ntrace Ijoéét’eér}i Doba expozice v hodinach
silice pocet hadatek
3 24

K voda KV 0% 50 00 00

K Tween KT 0% 50 00 00
Mentha spicata MS 2,5% 50 46,8 +1,79 500
Pelargonium graveolens PG 2,5% 50 442 £2,39 486+1,14
Cymbopogon winterianus CW 2,5% 50 48 +1,23 50+0
Eucalyptus citriodora EC 2,5% 50 49,2 + 0,84 50+0
Pimpinella anisum PA 2,5% 50 48,8 + 0,84 500
Foeniculum vulgare FVv 2,5% 50 48,6 + 1,14 500
Rosmarinus officinalis RO 2,5% 50 1,2+0,84 1,2+ 0,84
Lavandula angustifolia LA 2,5% 50 0,8+ 0,84 0,6 £ 0,89
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%

Eugenia caryophyllus HR 25% 50 49,4 + 0,55 50+0

Thymus vulgaris TV 25% 50 47,6 = 1,14 50+0
Litsea cubeba LC 25% 50 49 +1 50+0
Salvia officinalis SO 25% 50 2,8+0,84 3+0,71
Spearmint oil SPO 2,5% 50 48,6 + 0,89 50+0
Lemongrass oil LGO 2,5% 50 49 +1 50+0
Anise oil ANO 2,5% 50 49 +1 500
Tarragon oil TAO 25% 50 322+1,1 48,6 £ 1,34
Davana oil DAO 25% 50 0+0 0+0
Juniper berry oil JBO 25% 50 0+0 0+0
Cedar leaf oil CLO 2,5% 50 0=£0 0+0
Cedar wood oil CwWoO 2,5% 50 0=£0 0=+0
Eucalyptus oil EUO 2,5% 50 384+2,1 444+ 1,14
Rosemary oil ROO 2,5% 50 1,6 +1,52 1,6 + 1,14
Eugenol EUG 2.5% 50 48,8 +£0,84 50+0
Geranium extract GEE 2,5% 50 47,4 +1,14 500
Fennel oil FEO 2,5% 50 49 +1 50=+0
Thyme oil THO 25% 50 49,2 + 0,84 50+0
Croton oil CRO 2,5% 50 0,8+ 0,84 1+£0,71
Cornmint oil (6{0]0] 2,5% 50 45,4+1,14 45,8 £ 0,84
Eucalyptus oil 11 EUCO 2,5% 50 8,8+ 0,84 10+1,23
Thyme oil white TOW 2,5% 50 49,4 + 0,55 500
Thyme oil red TOR 2,5% 50 49,2 + 0,84 500
Canaga oil CANO 25% 50 0+0 0+0
Thujone alfa-beta TAB 25% 50 0+0 0+0
Davana oil 11 DAVO 2,5% 50 0+0 0+0
Juniper berry oil 1l JUBO 25% 50 0+0 0+0
Tarragon oil |1 TARO 2.5% 50 41,8+2,17 46,8+ 1,3
Tagetes oil TAGO 2.5% 50 0+0 46,4+ 1,67
Wintergreen oil WIO 2,5% 50 49,6 + 0,55 500
Fir needle oil FNO 2,5% 50 0+0 0+0
Cedar leaf oil 1l CELO 2,5% 50 0+0 0+0
Cinnamon oil CINO 2,5% 50 49,2 + 0,84 500

Tab.16: Primérny pocet mrtvych had’atek pii 2,5% koncentraci silice + smérodatna odchylka

(vypocitano pomoci programu Statistica).

Z vysledkl testovani 2,5% koncentrace silic byly vybrany nejucinnéjsi silice pro
testovani nizSich koncentraci (graf 4, 5, tab 16). Silice ziskavané z jehli¢nanu byly dle
pfedpokladu netc¢inné. Silice od riznych vyrobcl nemély vyrazné rozdilny ucinek, jen
eukalyptova silice se vyrazné liSila, nejlepsi uc¢innost méla od firmy Salus a firmy Sigma a
nejslabsi ze zdroje od Ing. O. Doudy, Ph.D.. Silice z rostliny Tagetes (aksamitnik) jako jedina

neprokazala po 3 h zadnou ucinnost, ale po 24 h pfi této koncentraci byla uc¢innost znacné
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zvySena. Silice se stoprocentni ucinnosti byly: Mentha spicata, Pelargonium graveolens,
Cymbopogon winterianus, Eucalyptus citriodora, Pimpinella anisum, Foeniculum vulgare,
Eugenia caryophyllum, Thymus vulgaris, Litsea cubeba, Spearmint oil, Lemongrass oil,
Eugenol, Geranium extract, Fennel oil, Thyme oil, Thyme oil white a red, Wintergreen oil a

Cinnamon oil.
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Graf 6: U¢innost 0,5% koncentrace silic po 3 h, analyza rozptylu (graf programu Statistica)

0,5%,24h
Soucasny efekt: F(26, 108)=2525,2, p=0,0000
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Graf 7: U¢innost 0,5% koncentrace silic po 24 h, analyza rozptylu (graf programu Statistica).
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Pocet mrtvych had’atek (primér + SO)

Silice Konge_ntrace POCS;Z:HI Doba expozice v hodinach

silice had'atek

3 24

KV 0% 50 0+0 040
KT 0% 50 0+0 040
MS 0,5% 50 44 + 2,35 48,4+ 1,14
PG 0,5% 50 14,4 +2,1 35+1,58
CW 0,5% 50 41,6 + 1,67 46,4 + 0,55
EC 0,5% 50 17,4+ 1,14 30+1
PA 0,5% 50 43,8 £1,92 50+0
FV 0,5% 50 44,6 + 1,14 49,4 + 0,55
HR 0,5 % 50 452+ 1,64 50+0
TV 0,5% 50 46,8 + 0,84 50+0
LC 0,5% 50 47,4 +£ 0,55 50+0
SPO 0,5% 50 46,2+ 1,3 49,6 £ 0,55
LGO 0,5 % 50 47,8 £ 0,84 50+ 0
ANO 0,5% 50 48,4 £ 0,55 50+0
TEO 0,5% 50 15,8 £ 1,64 38,8+ 1,3
EUO 0,5% 50 33,6 £1,52 43,8 £ 0,84
EUG 0,5% 50 48,6 £ 0,55 50+0
GEE 0,5 % 50 24+ 1,73 40+ 1
FEO 0,5 % 50 48,4 + 0,55 50+ 0
THO 0,5% 50 48,6 + 0,55 50+£0
COO 0,5% 50 32,6+ 1,14 36,4 + 0,89
TOwW 0,5 % 50 46,4 + 0,55 50+ 0
TOR 0,5 % 50 47,8 + 0,84 50+ 0
TERO 0,5% 50 17,4+ 1,14 47,2 £0,45
TAGO 0,5% 50 0+0 13+1,23
WIO 0,5% 50 48,4 + 0,55 50+£0
CINO 0,5% 50 46,8 + 0,84 50+£0

Tab. 17: Praimérny pocet mrtvych had’atek pii 0,5% koncentraci silice + smérodatna odchylka

(vypocitano pomoci programu Statistica).
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1%,3h
Soucasny efekt: F(26, 108)=1857,6, p=0,0000
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznaduji 0,95 intervaly spolehlivosti
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Graf 8: U¢innost 1% koncentrace silic po 3, analyza rozptylu (graf programu Statistica).

1%, 24h
Soucasny efekt: F(26, 108)=2032,8, p=0,0000
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Graf 9: Utinnost 1% koncentrace silic po 24 h, analyza rozptylu (graf programu Statistica).
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Pocet mrtvych had’atek (primér + SO)

Sili Koncentrace PocaEecm Doba expozice v hodinach
ilice silice pocet

had’atek

3 24

KV 0% 50 0=+0 040
KT 0% 50 0=+0 040
MS 1% 50 48 £1 49,2 +£0,84
PG 1% 50 234 £1,14 35,8 +1,48
CW 1% 50 46,4 +£0,55 47,4 +£0,55
EC 1% 50 22,6 +£1,52 34,6 £ 1,14
PA 1% 50 47 £1,23 50 £0
FV 1% 50 48,6 +0,55 50 £0
HR 1% 50 48,6 +0,55 50 £0
TV 1% 50 48,8 £0,84 50 £0
LC 1% 50 482 +1,3 50 £0
SPO 1% 50 47,8 £0,84 49,6 +0,55
LGO 1% 50 49,4 +0,55 50 £0
ANO 1% 50 48,8 +£0,84 50 £0
TEO 1% 50 224 +1,14 42,6 +1,52
EUO 1% 50 36,8 £0,84 44,6 +0,89
EUG 1% 50 48,8 + 0,84 50 £0
GEE 1% 50 32,4 £1,14 40,2 £1,3
FEO 1% 50 48,8 + 0,84 50 £0
THO 1% 50 49.4 +0,55 50 £0
COO 1% 50 35,4 £0,55 36,6 £0,55
TOW 1% 50 474 +0,55 50 £0
TOR 1% 50 48,4 +0,55 50 £0
TERO 1% 50 22,6 £1,52 47,6 +£0,55
TAGO 1% 50 0£0 15,2 £1,92
WIO 1% 50 48,6 +0,55 50 £0
CINO 1% 50 48,4 +£0,55 50 £0

Tab. 18: Primérny pocet mrtvych had’atek pii 1% koncentraci silice = smérodatna odchylka

(vypocitano pomoci programu Statistica).
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1,5%,3h
Soucasny efekt: F(26, 108)=1940,5, p=0,0000
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznaduji 0,95 intervaly spolehlivosti
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Graf 10: U¢innost 1,5% koncentrace silic po 3 h, analyza rozptylu (graf programu Statistica).

1,5%, 24 h
Soucasny efekt: F(26, 108)=2845,4, p=0,0000
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznaduji 0,95 intervaly spolehlivosti
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Graf
11: Uéinnost 1,5% koncentrace po 24 h, analyza rozptylu (graf programu Statistica)
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Pocet mrtvych had’atek (primér +

- Koncentrace Pocatecni SO) .,
Silice o pocet Doba expozice v hodindch
silice 4 atek
3 24
KV 0% 50 0+0 0+0
KT 0% 50 0+0 0+0
MS 1,5 % 50 48,4 + 0,55 49,2 + 0,84
PG 1,5 % 50 24 + 1,87 39+ 1,23
CW 1,5 % 50 46,4 + 1,34 47,4 + 0,55
EC 1,5 % 50 28,6+ 1,14 42,8 £ 1,48
PA 1,5 % 50 48,8 + 0,84 50+ 0
FV 1,5 % 50 49.4 + 0,55 50+ 0
HR 1,5 % 50 494 + 0,55 50+ 0
TV 1,5 % 50 49,6 + 0,55 50+ 0
LC 1,5 % 50 49,4 + 0,84 50+ 0
SPO 1,5 % 50 48,8 + 0,84 49,8 £ 0,45
LGO 1,5 % 50 49,6 £ 0,55 50+ 0
ANO 1,5 % 50 49,6 £ 0,55 50+ 0
TEO 1,5 % 50 26,8 + 0,84 48,4 +£0,55
EUO 1,5 % 50 40,4+ 1,14 44,8 + 0,84
EUG 1,5 % 50 49,6 £ 0,55 50+ 0
GEE 1,5 % 50 36,4+ 1,14 42,4 +0,55
FEO 1,5 % 50 49,6 £ 0,55 50+ 0
THO 1,5 % 50 49,6 £ 0,55 50+ 0
COO 1,5 % 50 36,4 + 0,55 36,8 + 0,84
TOW 1,5 % 50 47,6 £0,55 50+ 0
TOR 1,5 % 50 48,8 + 0,84 50+ 0
TERO 1,5 % 50 28,6+ 1,14 48,6 £ 0,55
TAGO 1,5 % 50 0+0 34,6+ 1,14
WIO 1,5 % 50 49,4 +0,55 50+ 0
CINO 1,5 % 50 48,8 + 0,84 50+ 0

Tab. 19: Primérny pocet mrtvych had’atek pii 1,5% koncentraci silice + smérodatna odchylka

(vypocitano pomoci programu Statistica).
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2%,3h
Soucasny efekt: F(26, 108)=1776,8, p=0,0000
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti
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Graf 12: U¢innost 2% koncentrace silic po 3 h, analyza rozptylu (graf programu Statistica).

2%,24h
Soucasny efekt: F(26, 108)=1670,3, p=0,0000
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti
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Graf 13: U¢innost 2% koncentrace silic po 24 h, analyza rozptylu (graf programu Statistica).
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Pocet mrtvych had’atek (primér +

- Koncentrace Pocatecni SO) .,
Silice silice ];oo,é,et Doba expozice v hodinach
had’atek 3 o4

KV 0% 50 0+0 00
KT 0% 50 0+0 00
MS 2 % 50 48,8 £0,84 49.8 £ 0,45
PG 2 % 50 32,8 +£0,84 40,4+ 1,14
CwW 2% 50 47 + 1 474 4+ 0,55
EC 2 % 50 33,2+ 1,92 47 + 1
PA 2 % 50 49.6 £ 0,55 50+0
FV 2 % 50 49,6 £ 0,55 50+0
HR 2 % 50 49,6 + 0,55 50+0
TV 2 % 50 49,8 £ 0,45 50+0
LC 2 % 50 49,6 £ 0,55 50+0
SPO 2 % 50 49.4 £ 0,55 49,8 £ 0,45
LGO 2 % 50 49,8 £ 0,45 50+0
ANO 2 % 50 49,8 + 0,45 50+ 0
TEO 2% 50 30,8 £ 0,84 48,4 + 0,55
EUO 2% 50 43,8+ 0,84 456 1,14
EUG 2 % 50 49,8 + 0,45 50+ 0
GEE 2% 50 40,4+ 1,14 43,2+ 1,48
FEO 2 % 50 49,8 + 0,45 50+ 0
THO 2 % 50 49,8 + 0,45 50+ 0
COO 2 % 50 40,8 + 1,64 41,6 £ 1,67
TOW 2 % 50 48,4 + 0,55 50+0
TOR 2 % 50 49.4 + 0,55 50+ 0
TERO 2 % 50 33,2+1,92 42,8+ 1,48
TAGO 2 % 50 0+0 42,8+ 1,48
WIO 2 % 50 49,6 £ 0,55 50+0
CINO 2 % 50 49,4 +£ 0,55 50+0

Tab. 20: Praimérny pocet mrtvych had’atek pii 2% koncentraci silice = smérodatna odchylka

(vypocitano pomoci programu Statistica).

Stoprocentni G¢innost jiz pti 0,5% koncentraci vykazalo 13 silic: Pimpinella anisum,
Eugenia caryophyllus, Thymus vulgaris, Litsea cubeba, Lemongrass oil, Anise oil, Eugenol,
Fennel oil, Thyme oil, Thyme oil white i red, Wintergreen oil a Cinnamon oil (graf 6, 7, tab.

17). Pii 1% koncentraci jesté vykazala stoprocentni u¢innost silice z Foeniculum vulgare
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(graf 8, 9, tab. 18). Ostatni silice jiz i pfi vyssi koncentraci stoprocentni u¢innosti nedosahly
(graf 10, 11, 12, 13, tab. 19, 20). Vysledky byly vcelku vyrovnané, v jednotlivych

opakovanich nebyly vyrazné rozdily.

5.5.2. Vyvoj metody oSetieni obalového dieva pomoci kyanovodiku

5.5.2.1. Testovani u¢innosti HCN na modelovém organizmu - had’atku Caenorhabditis

elegans

Vysledky byly publikovany (Manasova et al., 2012).
Jiz po 60 min. expozici doslo ke statisticky (p < 0,05) vyznamnému snizeni poctu
had’atek o priblizné 50 %. Umrtnost se s postupujicim &asem zvySovala a po 270 min dosahla

100 % (graf 14).
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Graf 14: Uginnost oetieni HCN na had’atka C. elegans (Mafiasova et al., 2012)
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5.5.2.2. Osetieni dievnich pilin s had’atky B. xylophilus

Vysledky byly publikovany (Stejskal et al., 2014).

Obé¢ dvé koncentrace efektivné redukovaly pocet had’atek, jen po 6 h osetfeni a nizsi
teplot¢ i koncentraci HCN nedoslo ke statisticky vyznamnému poklesu poc¢tu had’atek oproti
kontrole.

Po 18 hodinach doglo u varianty 1 (20 g/m* a 25 °C) k usmrceni viech had’atek, u varianty 2
(10 g/m* a 20 °C) doslo k usmrceni viech had’atek aZ po 40 h (tab. 21).

HCN Pocet ptezivajicich had’atek po osetfeni HCN (primér + SO)
T?fgta koncentrace  Inokulum Doba expozice v hod
(g/m’) 0 6 12 18 24 30 40
25 20 50 228+48 4,6+22 14+07 00 0=£0 0+0 0=+0
25 20 450 336,4+249 31,8+9,6 28+13 0 =0 0=£0 0+0 0=+0
20 10 450 216,8+323 468+8,7 8§+14 14+05 02+02 0=+0 0 +0
20 10 200 115,8+12 212+8 13+3,1 06+0,6 0+0 02+02 0 +0

Tab. 21: Pocet piezivajicich had’atek po fumigaci HCN pii dvou rozdilnych koncentracich a
teplotach.

4.5.2.3. Osetieni dievénych Spalki uvnitf s pilinami

Vysledky byly publikovany (Douda et al., ptijato k publikaci).

Celkova umrtnost had’atek byla 99-100 %. K usmrceni vSech hadatek doSlo ve
variant¢ s koncentraci HCN 12,3 g/m3 v délce expozice od 8-20 h, ve varianté 18,21 g/m3 v
délce expozice 2,4,6,10 a 16-20 h, ve varianté 21,71 g/m3 v délce expozice 12,18 a 20 h a ve
varianté¢ 24,12 g/m3 v délce expozice 2,16,12 a 18 h. Ve vsSech ptipadech, kdy néktera
had’atka prezila, tak pocet téchto piezivsich had’atek nebyl vétsi nez étyti jedinci (tab. 22).

S absorpci HCN do dfevénych Spalkli dochdzelo neustidle k poklesu HCN ve
fumigacni komote. Koncentrace HCN uvnitt dfevénych Spalki se vyrazné lisi, ale tyto rozdily

neovlivnily umrtnost had’atek tab. 23, graf 15).
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Koncentrace

Pocet ptezivajicich had’atek + SO

3 Inokulum Délka expozice v hodinach
HCN g/m
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
025+ 02+02 02+
12,3 1200 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
0.25 (1)* 1) 0.2 (1)
0.50 + 020+ 0.20 +
18.21 1200 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
0.29 (2) 0.20(1) 0.20(2)
0.60 + 220+ 140+ 1.60 + 240+ 0.20 + 0.20 +
21.71 1200 0+0 0+0 0+0
040(2) 143(22) 117(2) 160(1) 1.91(3) 0.20(1) 0.20(2)
1.50 025+ 025+ 025+ 1.00 + 0.75+
24,12 1200 0+0
0.96 (2)* 0.25(1)* 0.25(1)* 0.25 (1)* 1.00 (1) 0.48 (2)*
1150+ 1091+ 1342+ 1490« 1222 + 1198+ 1045+ 1052+ 1440+ 1391+
0 (control) 1200
103 (5) 66 (5) 49 (5) 227(5) 121(5) 129(5) 64 (5) 59 (5) 159 (5) 305 (5)
Primérna vlkhost pilin v %
32.30 30.99 29.74 28.48 27.28 26.06 24.94 23.84 22.72 21.69
+1.10 +1.08 +1.06 +1.05 +1.02 +1.06 +0.99 +0.97 +0.94 +0.91

*Jen pro Ctyfi opakovani

Tab. 22: Pocet + smérodatna odchylka ptezivajicich had’atek v pilinach umisténych ve $palku

po fumigaci HCN

Ct produkt osetfeni HCN (primér + SO)

Koncentrace . )
3 Délka expozice v hodinach
HCN g/m
2 4 6 8 10
12,3 Nehodnoceno 0.835+0.246 1.776 £0.372 4.698 £ 1.712  12.379£4.628
18.21 Nehodnoceno 1.827 +0.555 7.344+£2.067 15.809+3.157 19.600+5.363
21.71 Nehodnoceno 3.057 £ 0.946 7.701 £2.563  15.645+4.202 21.700+1.503
24,12 Nehodnoceno 1.335+0.383 12.601 £3.731 23.934+3.869 30.641 £7.517
Ct produkt osetfeni HCN (pramér )
Koncentrace
3 Délka expozice v hodinach
HCN g/m
12 14 16 18 20
12,3 5.631 +3.000 11.935+£1.656 13213 +1.810 15296+1.165 18.665+3.143
18.21 11.273+£2.383  13.162+3293  18221+3.727 22.852+1.631 43.009+7.116
2171 22.732+£3.660 23.209+2.188  37.032+5207 39.943+£3.479 44.566+8.475
24,12 19.486 £4.794  41.652+13.303 45.670+9.873 57.868 £6.545 58.862 +0.006

Tab. 23 : Kumulativni Ct produkt, zv1ast’ vypocitany pro délku expozice 4-10 a 12-20 h.
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Graf 15: Grafy poklesu HCN v prubéhu expozice pii jednotlivych koncentracich, HCN bylo

absorbovano dievem.

5.6. Diagnostika had’atek rodu Bursaphelenchus na 1rovni

morfologickych znakii
5.6.1. Tvorba trvalych preparati

Fixace had’atek pomoci Ditlevsenova roztoku tzv. FAA:
Tento roztok se pro fixaci had’atek osvédcil nejlépe. Hadatka nebyla deformovana,

neméla zhroucené vnitini struktury a byla dobfe métitelna (obr. 28, 29).
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Fixace had’atek pomoci roztoku TAF:
Fixace pomoci tohoto roztoku se osvédCila pouze s delSim pievadénim do Cistého

glycerolu.

Fixace had’atek pomoci roztoku formaldehydu o koncentraci4 % a 10 %:
Fixace pomoci rizné¢ koncentrovaného formaldehydu se osvédcila pouze s delSim

prevadénim do Cistého glycerolu (obr. 30, 31).
Pro piimé pozorovani, bez tvorby trvalého preparatu, se osvédcily vSechny metody
fixace.

Ptevedeni had’atek do Cistého glycerolu :

Varianta 1:
Tato varianta vykazovala velice dobré vysledky pro vSechny typy fixace, nejlepsi vSak

pro roztok FAA, hadatka z ostatnich fixacnich metod neméla struktury tak jasné a

v v

Varianta 2:
Tato varianta se osvédéila pouze u fixace pomoci FAA, pro ostatni postupy nebyla
vhodna, vnitini 1 vnéjsi struktury byly zhroucené, neprosvétlitelné, jediné, co bylo zachovano,

byla spikula.

5.6.2. Morfologické charakteristiky

Pokaceny Cl1 C3 C5 C8 C10 C13 C14 Ci15 Ci16 C18 C19 C20 C21 C22 C23 C24
Samec 1 1 423 2 1 1 1 2 2 2 3 2 2 2 2 2
Samec 2 1 423 2 1 1 1 2 2 2 3 2 2 2 2 2
Samec 3 1 4 2 2 1 1 1 2 2 2 3 2 2 2 2 2
Samec 4 1 4 2 2 1 1 1 2 2 2 3 2 2 2 2 2
Samec 5 1 432 2 2 1 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Samec 6 1 4 3 2 2 1 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Samec 7 1 423) 2 1 1 1 2 2 2 3 2 2 2 2 2
Samec 8 1 4 23) 2 1 1 1 2 2 2 3 2 2 2 2 2
Samec 9 1 4 23) 2 1 1 1 2 2 2 3 2 2 2 2 2
B.fungivorus| 1 4 2 2 2 1 2 2 2 2 2 2 2 23 12 2

Tab. 24: Morfologické charakteristiky pro hadatka vyplavena z torza stromu, které bylo

pokéceno pobliz mista Rohatce.
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Dle morfologickych charakteristik, pfevazné tvaru spikuly, byl jako nejbliz§i druh
urcen Bursaphelenchus fungivorus, tento druh se liSil pouze v charakteristice zakiiveni lamina
(tab. 24, obr. 32-37).

1 Cl C3 C5 C8 Cl10 C13 C14 C15 Cl6 C18 C19 C20 C21 C22 C23 C24
Samec 1 6 3 3 2 1 2 1(2) 2 2 2 3 2 2 2 2 2
Samec 2 6 3 3 2 1 2 1(2) 2 2 2 3 2 2 2 2 2
Samec 3 6 3 3 2 1 2 1(2) 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Samec 4 6 3 3 212 2 1(2) 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Samec 5 6 3 3 2102 2 1(2) 2 2 2 3 2 2 2 2 2
Samec 6 6 3 3 2 1 2 1(2) 2 1 2 3 2 2 2 2 2
Samec 7 6 3 3 2 1 2 1(2) 2 2 2 3 2 2 2 2 2
B.chitwoodi 6 3 3 2 2 2 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2
B. hunanensis| 6 23 3 2 1 1 1 2 3 2 2 3 1 2 2 2
B.rainulfi 6 3 3 2 3 2 12 2 2 12 2 23 1 23 12 2
B. poligraphi 6 3 12 1 12 2 1 23 12 12 23 23 1 23 2 2
B. eggersi 6 3 3 2 2 2 1 2 2 23 3 2 2 23 12 2

1 C2 C4 C6 C9 Cl6 C27 C28 C29 C30 C31 C32
Samice 1 3 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Samice 2 3 2 2 2 2 2 2 2 2 2 3
Samice 3 3 2 2 2 2 2 3 1 2 2 2
Samice 4 3 3 2 2 1 2 2 2 2 2 3
Samice 5 3 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
B.chitwoodi 1 1 ? 2 2 2 1 12 2 2 1
B. hunanensis| 23 1 2 2 3 2 23 12 2 2 1
B.rainulfi 23 23 1 1 2 2 23 2 3 2 3
B. poligraphi |23 34 ? 2 12 2 23 23 23 2 34
B. eggersi 3 3 2 1 2 2 2 2 23 2 3

Tab. 25: Morfologické charakteristiky pro had’atka vyplavena ze vzorku €. 1, z mista: silnice

¢. 55 Hodonin - Bfeclav, pobliz mésta Hodonina.

13 Cl C3 C5 C8 C10 C13 C14 C15 Cil6 C18 C19 C20 C21 C22 C23 C24
Samec 1 6 3 3 2 1 2 1(2) 1 2 2 2 2 2 2 2 2

Samec 2 6 3 3 2 1 2 1(2) 1 1 2 3 2 2 2 2 2
Samec 3 6 3 3 2 1 2 1(2) 2 2 2 3 2 2 2 2 2
Samec 4 6 3 3 2 1 2 1(2) 1 2 2 2 2 2 2 2 2
Samec 5 6 3 3 2 1 2 1(2) 1 1 2 3 2 2 2 2 2
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Samec 6 6 3 3 2 1 2 1(2) 1 1 2 2 2 2 2 2 2
Samec 7 6 3 3 2 1 2 1(2) 2 1 2 3 2 2 2 2 2
Samec 8 6 3 3 2 1 2 1(2) 2 1 2 3 2 2 2 2 2
Samec 9 6 3 3 2 1 2 1(2) 1 2 2 2 2 2 2 2 2
Samec10| 6 3 3 2 1 2 1(2) 2 1 2 3 2 2 2 2 2
Samecl1l| 6 3 3 2 1 2 1(2) 2 1 2 2 2 2 2 2 2
Samec12| 6 3 3 2 1 2 1(2) 1 1 2 2 2 2 2 2 2

Tab. 26: Morfologické charakteristiky pro had’atka vyplavena ze vzorku €. 13, z mista: silnice

¢. 55 Hodonin - Bfeclav, pobliZ mésta Hodonina.

155 |C1 C3 C5 C8 C10 CI13 Cl4 CI15 C16 C18 C19 C20 C21 C22 C23 C24
Samecl | 6 3 3 2 1 212 2 2 2 3 2 2 2 2 2
Samec2 | 6 3 3 2 1 212 2 2 2 3 2 2 2 2 2
Samec3 | 6 3 3 2 1 212 2 1 2 3 2 2 2 2 2
Samec4 | 6 3 3 2 1 212 2 2 2 3 2 2 2 2 2
Samec5 | 6 3 3 2 1 212 1 2 2 2 2 2 2 2 2
Samec6 | 6 3 3 2 1 212 2 2 2 3 2 2 2 2 2
Samec7 | 6 3 3 2 1 212 2 2 2 3 2 2 2 2 2
Samec8 | 6 3 3 2 1 212 2 2 2 3 2 2 2 2 2
Samec9 | 6 3 3 2 1 212 2 2 2 3 2 2 2 2 2

Tab. 27: Morfologické charakteristiky pro had’atka vyplavena ze vzorku ¢. 155, z mista:

silnice ¢. 55 Hodonin - Bfeclav, pobliz mésta Hodonina.

Vsechny tyto tii vzorky pochazeji ze silni¢ni aleje na silnici €. 55 pobliz mésta
Hodonina. Jednalo se o mladou vysadbu borovice lesni a borovice ¢erné.

Had’atka rodu Bursaphelenchus z téchto vzorka vykazovala vysokou homogenitu ve
tvaru spikuly i1 ostatnich znacich. Na zdklad¢ zjisténych charakteristik a porovnanim s
publikaci Ryss et al. (2005) bylo vybrano 5 druhil, které vykazovaly nejvyssi shodu, nejblize
se zkoumanym jedincim blizil druh B. chitwoodi, ale jen v charakteristikach tykajicich se
samci, v charakteristikach obou pohlavi byl nejblize druh B. eggersi, ktery se lisil vyznamné
v charakteru zakfiveni samiciho ocasu (ve vzorcich ze silnice ¢. 55 rovny ocas, B. eggersi
zahnuty ocas) (tab. 25, 26., 27, obr. 38-44).

Had’atka nalezena v lokalité pobliZ Rohatce (pokaceny strom) a na silnici €. 55 se

vyznamng li§ila ve tvaru spikuly. Spikula v prvnim ptipadé méla tvar, ktery popisuje Ryss et
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al. (2005) pro had’atka v 1. skupiné pojmenované dle had’atka B. hunti a spikula v 2. piipadé

odkazovala na 6. skupinu pojmenovanou dle had’atka B. piniperdae.

5.7. Diagnostika had’atek rodu Bursaphelenchus pomoci

molekularnich markeru

5.7.1. 1zolace DNA a PCR

5.7.1.1. 1zolace DNA z d¥evnich vzorku

5.7.1.1.1. ptiprava dfevniho vzorku pted izolaci

Pro ptipravu dievnich vzork se nejvice osvédCilo pouziti kulového mlynu s
podchlazenymi drti¢i. Ostatni metody, bez podchlazeni, s pouzitim pufru, pouziti tiecich
misek se neosvédCily, nebot’ dievo je velmi houzevnaté a nebylo mozné ho dostatecné

rozdrtit.
5.7.1.1.2. 1zola¢ni metody
Kit firmy Qiagen - DNeasy plant mini kit: tato metoda byla velice rychla, spolehliva, s

vysokou vytéznosti a Cistotou DNA.Tato metoda je ovSem draz$i. Pro PCR byly pouzity
specifické primery pro B. xylophilus (obr. 19).

Qiagen DNeasy Plant Mini Kit
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Obr. 19: Elektroforeogram PCR reakce ¢. 1, DNA izolovana pomoci DNeasy Plant Mini Kit
(Qiagen) vzorky 1-3 byly izolovany z napadeného dieva, vzorky 4-6 ze zdravého dieba a
suspenze had’atek, délka fragmentu 557 bp.

Roboticka izolace firmy Analytik Jena - InnuPure C12: tato metoda vykazovala

vvvvv

vysoka cena pristroje i kitl a servisni naklady na ptistrojovou techniku. Pro PCR byly pouzity
specifické primery pro B. xylophilus, délka fragmentu byla 557 bp (obr. 20).

Analytic Jena InnuPure C12

M
1 2 374 5 0NSaEs 91011121314PKNK=

T WD W W ——— e— - o
—

Obr. 20: Elektroforeogram PCR reakce ¢. 2, DNA izolovana robotickou izolaci. Vzorky 1, 2,
3 izolovany z 1 jedince, 4, 5, 6 ze 3 jedinct, 7, 8, 9 z 5 jedinca, 10, 11, 12 z 1 jedince a

vzorky 13 a 14 ze dieva napadeného B. xylophilus.

Izolace DNA s PVP: prvni zminiovana metoda byla velice zdlouhava (n€kolik dni), jeji
zkraceni bylo mozné pii vynechani purifikace, takto ziskand DNA sice neméla takovou
Cistotu, ale pro naslednou PCR reakci byla pouzitelna. Tato metoda je levna.

Druhd metoda s pouzitim kyselého pufru CTAB a PVP byla rychlejsi, jednodussi a
spolehlivd, takto ziskand DNA vzdy amplifikovala. Tato metoda se velice osvéd¢ila, byla
levna, rychla a spolehlivd. Dokonce CTAB pufr byl velice trvanlivy, po roce od namichéni a
uchovavani pii pokojové teploté byl stale funkéni. Pro PCR reakci byly pouzity specifické
primery pro B. xylophilus s délkou fragmentu 557 bp (obr. 21).
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CTAB +PVPI CTAB +PVP 1l
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Obr. 21: Elektroforeogram PCR reakce ¢. 3, DNA izolovana s pomoci PVP, vzorky 1-4 jsou
pomoci prvni metody, bez purifikace, 5-8 po purifikaci a vzorky A-F jsou izolovany pomoci
kyselého CTAB a PVP.

Izolace s pomoci FTA papiru: tato izolace byla nejrychlejsi a nejméné pracnd, odpadla
zde nutnost homogenizovat vzorek pted izolaci, nebot’ zde bylo dievo pfimo obtisténo na
papir. Nutnosti je vice vysekl (terCikti) pro izolaci, nebot had’atka ve dievé nejsou
rovnomeérné rozmisténa a neni jisté, ze bude jejich DNA zjisténa vSude v obtisku. Pro PCR

reakci byly pouzity specifické primery pro B. xylophilus s délkou fragmentu 557 bp (obr. 22).

FTA drevo

Obr. 22: Elektroforeogram PCR reakce ¢. 4, DNA izolovana pomoci metody FTA, dfevo bylo

obtiSténo na FTA papir, vzorky 1-8 jsou jednotlivé terciky vyseknuté z obtisku dieva.
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Vsechny zvolené metody izolace spolehlivé odstranily PCR inhibitory. DNA byla
dostatecné ¢ista pro naslednou PCR reakci (tab. 28), coz dokladaji elektroforeogramy vyse.
Nejcitlivejsi byla metoda s robotickou izolaci, nejrychlejsi metoda za pouziti FTA, zde ovsem
musime vyseknout vice terc¢ikd, nejlépe jeden vedle druhého po celém obtisku, takze je

posléze nakladnéjsi. Nejlevnéjsi metody jsou metody s pouzitim PVP.

Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3 Vzorek 4 )
Cistot Cistot Cistot Cistot .5 | Objem
Metoda a a a a E:‘rﬁ; DNA
Mnozst | 260/2 | Mnozst | 260/2 | Mnozst | 260/2 | Mnozst | 260/2 ul
ving/ul| 80 |ving/ul| 80 |ving/ul| 80 |ving/ul| 80
Qiagen kit 1979 | 1,71 | 1545 | 1,76 | 2914 | 1,83 | 260,3 1,76 100 100
InnuPure C12 2288 | 1,78 | 2469 | 1,85 | 3985 | 1,82 | 357,2 1,79 50 200
CTAB+PVP I, bez 300-
purif. 608,3 | 1,79 | 4492 | 1,85 | 256,7 1,6 216,2 1,62 500 600
CTAB+PVP I, po
purif. 4074 | 1,85 | 350,6 | 1,88 | 1844,7 | 1,78 | 1131,2 | 1,73 200
100-
CTAB+PVP Il 2673 | 1,69 | 192,1 | 1,71 | 2157 | 1,68 | 312,6 1,81 200 200

Tab. 28: Cistota a mnoZstvi DNA v ng/ul u vzorki pro jednotlivé metody, vyjma FTA,

meéfeno pristrojem Nanodrop 2000 (thermo Scientific).

5.7.1.2. 1zolace DNA z jednoho a vice jedinci

Izolace DNA z jednoho a vice jedinct:
Izolace z jednoho jedince je velice diilezitd pro monitorovani druhti a jejich nasledné

urcovani, nebot’ se ve vzorcich ziskanych pii monitorovani nachézi vice druhit had’atek.

Zde byla velice dalezitd homogenizace, nebylo zde vice jedincii, kde by piipadné

homogenizovani jen nékterych, poskytlo dostate¢né mnozstvi DNA.

Z vyse zminénych metod se nejvice osvédcila metoda pomoci robotu InnuPure C12,
takto ziskand DNA byla sice rozpusténa ve 200 pl pufru, ale byla vysoce ¢ista a pii PCR ji
bylo mozné bez dal$iho upravovani pouzit (obr. 23, 24). Dalsi velice vhodnou metodou se
ukdzala metoda FTA, zde byl dany jedinec umistén pfimo na vyseknuty tercik a rozdrcen.
Takto byla ziskana DNA z jednoho jedince pro jednu PCR reakci, tedy zde byla vysoka
vytéznost pro nasledujici zpracovani PCR produktu (obr. 25). Pro PCR s DNA izolovanou
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metodou FTA a metodou s pouzitim lyza¢niho pufru byly pouzity specifické primery pro B.
xylophilus s délkou fragmentu 557 bp. Pro ostatni PCR byly pouzity nespecifické primery S18

S21 s proménlivou délkou fragmentu.

1-4 Qiagen S, 6 InnuPure C12

DNA z had’atek

DNA z hub

Obr. 23: Elektroforeogram pro PCR reakci ¢. 5 s nespecifickymi primery S18S21,
vyizolovand DNA pochdzela z jednoho had’atka ziskaného pii monitoringu z pokacené¢ho
stromu pobliz Rohatce, DNA byla vyizolovana pomoci robotické izolace s pfistrojem

InnuPure C12 a pomoci komer¢niho kitu firmy Qiagen.

InnuPure C12

DNA z had’atek

DNA z hub

Obr. 24: Elektroforeogram pro PCR reakci ¢. 6 s nespecifickymi primery S18S21,
vyizolovand DNA pochdzela =z jednoho hadatka ziskaného pifi monitoringu ze stromu
oznacené¢ho Cislem 155, ze silnice ¢. 55, DNA byla vyizolovana pomoci robotické izolace s

ptistrojem InnuPure C12.
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Obr. 25: Elektroforeogram PCR reakce ¢. 7, izolace DNA z jednoho jedince vzorkyl-10 a
vzorky 9D a 10D patii jeSté k obtisku dieva na FTA papir.

Izolace pomoci kitu TriPure isolation firmy Roche byla pomérné rychld a uc¢inna.

DNA byla rozpusténa ve 30 ul pufru a tedy bylo dostatecné mnozstvi DNA pro opakované
pouziti (obr. 26).

TriPure Roche

DNA z had’atek

[== ~=i—— |

DNA z hub

Obr.26: Elektroforeogram pro PCR reakci ¢. 8 s nespecifickymi primery S18 S21,
vyizolovand DNA pochazela z jednoho had’atka ziskaného pifi monitoringu z pokaceného

stromu pobliZ Rohatce, DNA byla vyizolovana pomoci kitu firmy Roche.
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Izolace za pomoci NaOH byla velice jednoducha na chemikalie, nedochazelo zde k
odpipetovani zadnych reagencii ani vysrazeni pelety, tedy nemohlo dojit ke snizeni mnozstvi

DNA odlitim, odpipetovanim. Vysledné mnozstvi DNA bylo 39 ul (obr 27).

Izolace s NaOH

DNA z had’atek
| e o |

DNA z hub

Obr.27: Elektroforeogram pro PCR reakci ¢. 9 s nespecifickymi primery S18S21, vyizolovana
DNA pochazela z jednoho had’atka ziskaného pfi monitoringu ze stromu oznaceného €. 155,

ze silnice €. 55, DNA byla vyizolovéna pomoci izolace s NaOH.

Pouziti izola¢ni metody s lyza¢nim pufrem bylo zafazeno jako konvencni metoda k
ovéteni ucinnosti FTA metody, obé tyto metody mély srovnatelnou vytéznost (obr. 28, 29,
30). Pro PCR reakci byly pouzity specifické primery pro B. xylophilus s délkou fragmentu
557 bp.

Konvencni izolace K FTA 5Sa 10 ks
2 3.4. 5 6 9 8 91011121314M

T D s e - - - e -

Obr. 28: Elektroforeogram PCR reakce ¢. 10, izolace DNA pomoci lyza¢niho pufru, tato

metoda byla zvolena jako konven¢ni metoda k FTA.
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Obr. 29: Elektroforeogram PCR reakce ¢. 11, vzorky 1-10 izolace DNA z 5 jedinci, vzorky
11-20 izolace DNA z 10 jedincti pomoci metody FTA

FTA 100 ks

\Y |

1 2 3 4 5§ 6 7 8 9 10 PK

Obr. 30: Elektroforeogram PCR reakce ¢. 12, izolace DNA ze 100 jedinci pomoci FTA

papiru.
Izolovana DNA z jednoho jedince pochéazejiciho z monitorovani na naSem Uzemi byla

pouzita do PCR reakce se specifickymi primery pro had’atka B. xylophilus a B. mucronatus.

Pro ob¢ tato had’atka byla PCR reakce vzdy negativni (elektroforeogramy nepublikovany).
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Pti pouziti nespecifickych primerit S18 S21 dochdzelo bohuzel k amplifikaci i
houbové DNA, kterd je vzhledem k Zivotnimu cyklu had’atek neoddélitelnou kontaminaci pti

izolaci jejich DNA.

5.7.1.3. Real-time PCR (polymerazova retézova reakce v realném case)

Pro standardy byla pouzita DNA izolovana z 200 jedinci pomoci pfistroje InnuPure
C12 a rozpusténa v 200 ul elacniho pufru, tedy 1 ul odpovidal DNA z jednoho jedince.
Koncentrace DNA byla 22,7 ng/ml. Tato DNA byla fedéna 1:10, 1:100, 1:1000 a 1:10000.
Pro standardy bylo pouZito ekvivalentu 10 jedinci (10 pul DNA), 1 jedince (1 ul DNA), 0,1
jedince (1 plfedéni 1:10), 0,01 jedince, 0,001 jedince a 0,0001 jedince.

Jako neznamé mnozstvi jedincli byla pouzita DNA izolovand z napadené¢ho dieva
pomoci metod DNeasy Plant Mini kit (vzorky 1,2,3,4,5,6), pomoci InnuPure C12 (vzorky
7,8,9,10,11,12), pomoci CTAB + PVP I (vzorky 13,14,15,16,17,18) a pomoci kyselého pufru
CTAB + PVP (vzorky 19,20,21,22,23,24).

Pro negativni kontrolu byla pouzita voda.

Vysledky jsou nepriikazné, nebot’ pozitivni vysledek real-time PCR byl pouze pro dva
standardy odpovidajici 1 jedinci a 0,1 jedince, ostatni standardy byly negativni (graf 16).
Degresni pfimka byla proto vypoctena jen z téchto dvou standarda a vysla, tak ze jsou zmény
hodnot zavislé proménné y vysvétleny hodnotami nezavisle proménné x ze 100 % (graf 17).

Tato metoda pii takto zvolené izola¢ni metodé DNA byla schopna detekovat 2,27
ng/ml DNA. Negativni vzorky byly negativni, nebyla zde kontaminace DNA ze vzorki.

Vzorky DNA izolované z neznamého poctu jedincti, byly kvantifikovany, coz

dokazuje jejich vysokou ¢istotu, nebot’ real-time PCR je citliva na PCR inhibitory (tab. 29).

Vzorky | Pocet cyklu | Pocet jedinci
Standard 1 10,00000
Standard 2 34,17 1,00000
Standard 3 35,62 0,10000
Standard 4 0,01000
Standard 5 0,00100
Standard 6 0,00010

1 27,42 44981,15
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2 27,67 30601,55
3 27,08 78014,09
4 27,74 27062,03
5 27,69 29577,78
6 27,97 18955,97
7 29,32 2215,43
8 29,77 1083,69
9 29,21 2653,28
10 29,12 3055,37
11 29,76 1104,67
12 29,43 1871,11
13 28,50 8101,17
14 29,08 3229,58
15 33,14 5,14
16 30,41 390,07
17 30,05 699,96
18 30,88 187,22
19 26,52| 187631,99
20 26,80 120190,68
21 26,73| 135291,31
22 28,18 13443,32
23 21,72 28298,05
24 28,19 13386,84

Tab. 29: Kvantifikace neznamych vzorkd a pocet cykli, pii kterych doslo k prvni detekci
DNA.
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Graf 16: Detekce fluorescence v zavislosti na poctu cyklu.
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Graf 17: Degresni piimka Real-Time PCR reakce, krouzkem jsou oznaceny standardy,
ktizkem jsou oznaceny kvantifikované vzorky. Koeficient determinace ukazuje, Ze hodnoty

zavisle proménné y jsou vysvétleny zménami nezavisle proménné x ze 100 %.
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6. Diskuze

6.1. Biologicky material

Nejcastéji vyuzivanou houbovou kulturou pro namnozeni had’atka B. xylophilus je
kultura Botrytis cinerea, tak tomu bylo i v této praci a vyuzivaji ji i nejnovéjsi vyzkumy
(Kanzaki et al., 2010). Jako alternativni zivné kultury testoval Sriwati et al. (2008) s
pozitivnim vysledkem druhy hub Pestalopsis sp., Shpaeropsis sapinea a Phialophora repens,
B. cinerea byla zafazena jako pozitivni kontrola.

Pro kultivaci B. cinerea byl zvolen agar se sladovym extraktem (MEA) s pfidavkem
glycerolu, tuto metodu vyuzivalu ve své praci Ambrogioni et al. (2003). Cast&ji vyuzivanym
médiem pro kultivaci B. cinerea je bramboro-dextrozovy agar PDA (Potato dextrose agar)
(Mamyia, 1985).

Alternativou pro kultivaci na Petriho miskach byla zvolena kultivace ve sklenénych

lahvickach. Takto lze uchovavat chov had’atek po delsi dobu.
Pro extrakci had’atek ze dieva je vyuzivano mnoha metod. Nejjednodussi je Baermannova
nalevkova metoda, kterou vyuzival napi. Southney (1986), ten uvadél, Zze rozdrceny rostlinny
materidl je vhodné zabalit do muSelinu, nebo sitka, které se polozi do nalevky. Pii potiebé
jemnéjsi extrakce se miize vzorek umistit na mlécny filtr nebo do papirového kapesniku, jako
tomu bylo v této praci. Je vhodné do nalevky piidat smacedlo a roztok pro inhibici rdstu
bakterii. Tuto metodu vyuzivali i Tomiczek et al. (2003), vzorky upravili na ¢asti o velikosti
30-120 g a ty dali plavit na 48 h. Gu et al. (2006) zpracovavali vzorky nejprve na 10 cm
dlouhé¢ tfisky a pozdé€ji je rozmélnili na 0,5 cm dlouhé casti, plaveni probihalo pii 25 °C po
dobu 24 h. Li et al. (2009) plavili vzorky upravené na kousky ne vétsi nez 1 cm, 48 h pti 25
°C. Shi et al. (2013) upravili vzorky na ¢asti o vaze cca 10 g a plavili je zabalené ve faci po
dobu 24 h. V této praci byla pouzita doba plaveni 24 h pti pokojové teplote.

Dalsi moznou metodou, kterou vyuzivali Riberio et al. (2012), bylo plaveni pomoci
Whitehead - Hemmingovy metody plavicich misek, kde byly vzorky zpracovany pomoci
vrtacky s vrtakem o sile 1,1 cm, ktery mél délku 14 cm. Vrtdkem bylo odvrtano mnoZstvi 60
g, kde pro plaveni bylo vyuZito 30 g vzorku a zbytek byl vyuZit v molekularni diagnostice.

Dal8i metodu v niZ jsou vyuzity plavici misky uvadéli ve své praci Zouhar a kol.

(2007), zde byly vyuZzity dvé do sebe zapadajici misky, kde vrchni byla perforovéana, na ni se
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rozlozily papirové kapesnicky a na né€ rostlinny material, material byl ptekryt buni¢inou a vse
bylo zalito vodou. Vyhodou této metody je moznost delsiho plaveni bez obavy z vycerpani
kysliku. Tato metoda byla v této praci také vyuzita, ale neosvéd¢ila se tolik jako
Baermannova nalevkovd metoda, vytézek nebyl tak velky a vzorky byly znecistény
casteckami dreva.

Velikost vzorka byla v této praci upravena pomoci zahradnickych ntizek, u vétsich
kusii pomoci rucni pily, dlata a kladiva, vysledna velikost byla cca 0,5 cm.

Baermannovy nalevkové metody bylo vyuzivano i pti plaveni had’atek z chovu na B.

cinerea.

6.2. Testovani nachylnosti druhii borovic péstovanych v CR k

had’atku Bursaphelenchus xylophilus

Pti vybéru semenackil bylo pfihlédnuto k moZnostem trhu. V pozadované velikosti a
stafi se prodavaji semenacky vétSinou jako kultivary. Aby bylo pfedejito moznosti riizné
nachylnosti v zavislosti na kultivaru, byly do testovani zafazeny dva kultivary Pinus mugo
(Pumillo a Wintergold), u téchto kultivardt nedoSlo k vyraznym rozdilim v rychlosti
odumirani.

Byly zvoleny tfileté semenacky s vyskou cca. 50 cm (Braasch et al., 1998; Futai,
2003). Maximalni velikost byla zvolena se zictelem na moZnosti karanténni laboratofe,
minimalni velikost pak vzhledem ke zvolenému zptsobu pienosu had’atek.

Semenacky byly ponechany v karanténni laboratofi k aklimatizaci po dobu 4 tydnt,
tato doba se ukazala jako postacujici. Braasch et al. (1998) doporucuje aklimatizaci po dobu 6
tydnd.

Pro simulaci napadeni semenackl i segmentl vétvi byla pouzita had’atka, ktera byla
ziskana oplachnutim vic¢ka Petriho misky, tato had’atka vykazovala vétsi Zivotaschopnost, nez
had’atka ziskana plavenim pomoci Baermannovy ndlevkové metody. Tato metoda byla také
rychlej$i. Tuto metodu vyuzival i Southey (1986). Mota et al. (1999) pouzili ve své praci k
ziskavani suspenze Baermannovu nalevkovou metodu.

Veétsinou se mnozstvi had’atek pouzivanych pro umélou simulaci napadeni pohybuje v
rozmezi 3000-10000 jedinct, jako je tomu napt. v praci Kanzaki et al., (2010), ktefi pouzili

5000 jedinct. Dle Kuroda et al., (2007) toto mnoZstvi neodpovidé pfirozenému napadeni, zde
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je pocet had’atek zavisly na druhu vektora i na konkrétnim jedinci. Aby byly nasimulovéany co
nejveérnéj$i podminky, byla inokulace provedena dvakrat po 1000 jedincich.

Simulace ziru byla provedena podle Braasch et al. (1998), tato metoda byla pouzita jak
pro semenacky, tak pro segmenty vétvi. Dal$i mozné metody jsou podle Tarlochan and
Sutherland (1989), ktefi jen odstranili kiiru a tenkou vrstvu vnéjsiho dieva, dle Kanzaki et al.,
(2010), kteti vrtali do tfiletych semenackl otvor 4 mm Siroky a 10 mm hluboky.

Pti reinokulaci byl Setrné sledovan pokles produkce pryskytice. Yang (2003) sledoval
pokles zatezem pod kiliru, coz neni pro semenacek pfili§ Setrné. Futai and Takeuchi (2008)
zkoumali pokles pomoci vpichu, tato metoda je Setrnéjsi, ale u méné pryskyti¢nych druhti
muze byt méné presna.

Stupent nachylnosti byl ve vétsin€ publikaci ur€ovan jen dle mortality stromu, toto se
ale ukazalo jako nepiesné. Furuno (1982) vyhodnotil P. flexilis a P. radiata jako vhodné
hostitele, ale o dva roky pozdé€ji Ohba et al. (1984) je vyhodnotili jako rezistentni. Je tedy
nezbytné ze stromkl extrahovat had’atka, nebot’ dle Mota et al. (2009) byla extrahovana
had’atka B. xylophilus i z bezptiznakovych stromu.

Pro posouzeni vysledku je dulezity i ptivod populace had’atek, Braasch et al. (1998)
pouzili populace z Japonska a jen pro jednu byla P. sylvestris vnimava. V této praci byla
pouzita populace z Portugalska, je mozné Ze tato populace je vice agresivni nez populace z
Japonska, proto vykazovaly i americké druhy vysokou miru nachylnosti k B. xylophilus.

Dle Fukushige (1991) je dualezité houbové osidleni dieva. V jeho praci bylo testovano
namnozeni had’atek B. xylophilus ve dievé, které piedtim infikoval houbami Ceratocystis sp,
Penicillium sp., Verticillium sp a Trichoderma spp.. V jeho praci je také zminéno kritické
mnozstvi had’atek na 1 g dfeva, které urcil jako 20000 jedinct, dale jejich populace
poklesava, tohoto mnozstvi nebylo v této praci dosazeno.

U druhi borovic, které vykazaly rychlé piiznaky vadnuti jako semenacky, nebyl
prokazan vetsi narast had’atek v segmentech vétvi oproti druhim, které byly jako semenacky

nejodolnéjsi. Jen P. mugo pattila mezi semenacky k nejodolnéjsim a v segmentech vétvi u ni

v

6.3. Metody monitorovani prenased — brouka z Celedi

Cerambycidae
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Jako nejucinngjsi se ukazal individualni sbér broukti a hlavné larev. Dospélci brouki
byli pozorovani pouze v okrese Hodonin, na ostatnich mistech monitorovani byly pfitomny
pouze larvy.

Zouhar a kol. (2007) uvadi jako nejvhodnéjsi individudlni sbér a nastrazeni pasti z
Cerstvé pokaceného dieva.

Ve Spanélsku se osvéd¢il lapaé Galloprotect, ktery v nasich podminkach vykazoval

nulovou U¢innost.

6.4. Metody monitorovani had’atek rodu Bursaphelenchus

Metody monitorovani jsou zaloZeny na dvou principech. Prvni na pokaceni celého
piiznakového stromu a odebirani jeho casti, diskli z rliznych mist kmene. Druhy je zalozen na
odebirani jen ¢asti dieva z kmene zhruba ve vySce 150 cm nad zemi.

Schroder et al. (2009) pouzivali prvni zminény zpusob, odebirali z kmene tfi disky ve
vysce cca 20 cm nad zemi, poté ve vySce 1 a 2 metri. Riberio et al. (2012) odebirali 5 diski o
tloust’ce cca. 8 cm z vrcholu, stfedu, spodni ¢asti kmene a z vétvi, obdobnou metodu vyuzivali
i Shi et al. (2013).

Druhou zminénou metodu vyuzivali ve své praci i Schroder et al. (2009), ktery pro
odbér z kmene pouziva Fostneriiv vrtak. Zouhar a kol. (2007) pouzivali také vrtak, tentokrat o
pruméru 22 mm, jako dal$i moZnost uvadéli vyuziti dlata, které je Setrnéjsi pro had’atka.

Pro odbér vzorki z obalového materidlu vyuzivali Tomiczek et al. (2003) pilu a
sekeru. Odbér je dle Gu et al. (2006) vhodny v mistech, kde se objevuje modie zbarvené
drevo, které indikuje houbové napadeni, nebo mista s viditelnou hmyzi aktivitou.

V této praci bylo vyuZito postupu dle Zouhar a kol. (2007), vzorky byly odebirany
pomoci dlata po odstranéni kiry z kmene ve vySce 150 cm. U stromkd, které byly zavétveny
az k zemi, byly odebirany segmenty vétvi pomoci ruéni pilky. U vétSiny stromi bylo kromé
odbéru vzorku z kmene vyuzito jeSté stromolezeckych technik, kdy byly vzorky odebirany z
koruny bez nutnosti pokaceni stromu, z koruny byly odebirdny vétve. Jeden strom, ktery jiz
byl odumtely, byl pokacen a z jeho kmene byly odebrany pomoci motorové pily tfi disky, z
baze, ze stiedu a z vrcholové ¢asti kmene. Na tomto strom¢ byla patrna aktivita hmyzu, na
jeho kmenu byly nalezeny ¢etné vyletové otvory a uvniti kmene byly nalezeny larvy brouki z

celedi Cerambycidae.
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Vyuziti stromolezeckych technik se velmi osvédcilo, bylo mozné odebirat vzorky z
vrcholovych ¢asti stromu, bez nutnosti jeho pokaceni. Pti téchto technikach je mozné odebirat
vzorky ptimo z kmene pomoci dlata i ve vétSich vySkach. K takovémuto stromu je mozné se
vracet a sledovat vyvoj napadeni.

Metody zalozené na odbéru z diskit kmene jsou oproti stromolezeckym technikdm
znaéné nesetrné k porostu, kazdy strom se musi pokacet a pokud se napadeni nepotvrdi, je

pokécen zbytecné a majitel porostu je poskozen.

6.5. Vyvoj a ovérovani novych postupt ochrany proti had’atku B.

xylophilus

Rostlinné silice maji vysoky potencial jako nematocidy, neposkozuji Zivotni prostiedi,
vétSinou se rozkladaji na netoxické produkty, jsou cCasto selektivni a nejsou toxické pro
necilové organismy (Barton, 1999; Isman, 2001; Chitwood, 2002).

Kong et al. (2006) ve své praci uvadéli, Ze nejlepSich vysledkti na had’atko borovicové
dosahuji silice ziskané z rostlin Cinnamomum (skofice), Coriandrum (koriandr), Eugenia
(hiebicek), Origanum (oregano), Cymbopogon (citronova trava) a Thymus (tymian).

Choi et al. (2007) dosahli nejlepsich vysledkt u téhoz had’atka s esencemi ziskanymi
z rostlin Paeonia moutan (pivonka) , Perilla frutescens (perila) a Boswellia carterii
(kadidlovnik).

Park et al. (2007) uvadéli jako nejuc¢innéjsi proti B. xylophilus silice ziskané z
Trachyspermum (drsnoplodik), Pimenta (nové kofeni) a Litsea.

Elbadri et al. (2008) m¢li také pozitivni vysledky se silicemi pochazejicimi z Thymus,
Eugenia a také Sinapis (hoi¢ice), potencialni nematocidni aktivitu proti hadatku
borovicovému prokazal i esencialni olej ziskany z Magnolia.

Barbosa et al. (2010) se zaméFili ve své praci na rostliny puvodem z Portugalska.
Nejvyssi nematocidni aktivitu proti B. xylophilus vykazovaly druhy Chamaespartium
tridentatum (krucinka), Origanum vulgare (oregano, dobromysl), Satureja montana
(saturejka) Thymbra capitata (divoka saturejka) a Thymus caespititius (tymian,

matetidouska).
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Faria et al. (2013) se zamé&fili na chemické slozeni jednotlivych esencialnich oleji a
na ucinnost jednotlivych slozek proti had’atku borovicovému. Leps$i uc¢innost prokézaly slozky
obsahujici kyslik.

V této praci se ukazaly nejucinngjsi silice Pimpinella anisum, Eugenia caryophyllus,
Thymus vulgari a Litsea cubeba od firmy Salus, Lemongrass oil, Anise oil, Eugenol, Fennel
oil a Thyme oil od firmy Sigma a Thyme oil white i red, Wintergreen oil a Cinnamon oil bez
udani ptivodu od Ing. O. Doudy, Ph.D.. Tyto silice pochazely z rostlin Pimpinnela anisum
(anyz) 2 silice, Eugenia caryophyllus (hiebicek) 2 silice, Thymus (tymian) 4 silice, Litsea
cubeba 1 silice, Cymbopogon citratus (citonova trava) 1 silice, Foeniculum vulgare (fenykl) 1
silice, Gaultheria procumbens (libavka) 1 silice a Cinnamomum ceylanicum (skofice) 1
silice.

Mortalita byla ve vétsiné publikaci (Faria et al., 2013; Barbosa et al., 2010; Elbadri et
al., 2008) ovéfovana visuelné pod mikroskopem, pokud bylo hadatko v natazeném stavu,
bylo povazovano za mrtvé. Pokud byly pochybnosti o smrti jedince, ovéfovala se
mechanicky, pomoci nematologické jehly. V této praci se vice osvédCilo odsati silice a
opakované¢ vyménéni vody, nejlépe okyslicené, pii tomto procesu mnohd hadatka, kterd

vypadala jako mrtva, zacala znovu vykazovat aktivitu.

Srovnani u¢inkt HCN s literaturou je obtizné, nebot kyanovodik nebyl dosud na
had’atka zkousen. Zuryn et al. (2008) uvadéli 100 % umrtnost Caenorhabditis elegans az po
24 h pusobeni fosfinu. Soma et al. (2001) d¢lali ve své praci pokusy se sulfonyl floridem, pfi
koncentraci 60 g/m® po dobu 48 h nebyla G¢innost na had’atko borovicové dostatecna. Pro 100
% tginnost uvadéli Dwinell et al. (2003) koncentraci 100 g/m® sulfonyl fluoridu. Metyl
bromid byl dalii latkou pouZivanou pro fumigaci dieva, G¢inna davka byla oviem 240 g/m®
(Dwinell, 1994). Dalsi zkousené slouceniny jako sirouhlik, etylen oxid a dalsi se ukazaly jako
nevhodné z hlediska zivotniho prostfedi, jejich rezidua pfetrvavaji ve dfevé a mohou
ohrozovat ¢lovéka 1 ptirodu (Banks, 2003).

Davky kyanovodiku zajistujici 100 % mortalitu jsou oproti ostatnim zkoumanym
latkam velice nizké, pro C. elegans je to jen 7 g/m® po dobu 4,5 hodiny, pro B. xylophilus ve
dievnich pilinach 20 g/m® po dobu 18 hodin, pro hadatka v dievéném S$palku, pfi viech
koncentracich 12,3-24,12 g/m® taktéZ po dobu 18 h.

Kyanovodik velice dobie prostupuje dievénym materialem (Schwarz and Deckert,
1930). Capoun and Krykorkova (2008) zjistili, ze do smrkového deva pronika HCN lépe nez

do borovicového.
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Protoze ma kyanovodik vybornou ucinnost pii malych davkach a pomérné kratkém
Case a jeho rezidua nezlstavaji ve dievé, jevi se tato latka jako velice dobréd alternativa

oSetfeni dfeva k tepelné terapii.

6.6. Diagnostika had’atek rodu Bursaphelenchus na trovni

morfologickych znaku

Southney (1986) vyuzival ve své praci ruzné druhy fixativi: FA 4:1, FA 4:10, coz
bylo 10 ml 40% formaldehydu, 1 nebo 10 ml Kkyseliny propionové a destilovana voda
(mnozstvi do 100 ml), dalSim pouzitym fixativem bylo 8 ml 40% formaldehydu, 2 ml
glycerolu a 90 ml destilované vody. V tomto roztoku vysychala had’atka pomaleji, dalsim
roztokem v této publikaci byl fixac¢ni roztok FAA, ktery se skladal z 20 ml 95% etanolu, 6 ml
40% formaldehydu, 1 ml kyseliny octové a 40 ml destilované vody. Tento roztok ma vice
variant, dalsi moznost je 50 ml etanolu, 10 ml formaldehydu, 5 ml ledové kyseliny octové a
35 ml vody. V této praci byl vyuzit FAA roztok slozeny z 20 ml 95% etanolu, 6 ml 40%
formaldehydu, 1 ml ledové kyseliny octové a 18 ml destilované vody.

Courtney et al. (1955) pouzivali roztok TAF, slozeny ze 7 ml 40% formaldehydu, 2 ml
triethanolaminu a 91 ml destilované vody.

V této praci byl pouzit 4% a 10% roztok formaldehydu a roztoky FAA a TAF. Nejlépe
se osvédcil roztok FAA, pouziti ostatnich fixativii nebyly uspokojivé. Velice dulezitym
faktorem bylo stafi fixativu, ten nesmél byt star$i nez 1 mésic.

Pti prevadéni do trvalych preparatii se osvédCilo prosycovani had’atek pomoci 1 ml
glycerolu, 20 ml 96% etanol a 79 ml destilované vody, vice neZ metoda prosycovani had’atek
pomoci 10% glycerolu, kterou uvadi Zouhar a kol. (2007).

Ze dvou lokalit v okrese Hodonin byly dle charakteristik ziskany dva druhy. Na
lokalité pobliz Rohatce to bylo had’atko nejvice podobné B. fungivorus. Dle Braasch et al.
(2002) bylo toto had’atko zjisténo v CR v péstebnich substratech na bazi kiiry. Dle Ryss et al.
(2005) by toto had’atko mé¢lo mit laminu cca v jedné poloving lehce zalomenou. U druhu
pozorované¢ho v této lokalit¢ se lamina jevila obld po celé své délce. V této lokalité byli

zkoumani pouze samci.
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V lokalité na silnici €. 55 pobliz Hodonina byli zkoumani jedinci ziskéni ze tfech
stromd, z jednoho stromu byly ziskany i samice. VSichni jedinci z téchto stromi vykazovali
vysokou homogenitu.

Dle Ryss et al. (2005) se obéma pohlavim, nalezenym na této lokalité, nejvice blizil
druh B. eggersi, ktery se vyrazn¢ lisil jen u zakiiveni samic¢iho konce ocasu, u B. eggersi je
zaktiveny u druhu pozorovaného na této lokalit¢ byl rovny. DalSim druhem shodnym v
samCich charakteristikach byl druh B.chitwoodi, v samicich charakteristikach se liSil v
zakonCeni ocasu, které ma zakon¢ené mukrem, ale pozorovany druh mél vzdy hrot uprostied
ocasu, lisi se také pomérem mezi délkou postuterinniho vaku a Sitkou téla v misté vulvy a
pomérem délky postuterinniho vaku a délky téla od vulvy ke kone¢niku. Oba tyto druhy se
také 1i8ili v uhlu svirajicim capitulum a Spicku spikuly, tento uhel byl ovSem u nékterych
jedincti nepriikazny a blizil se témto druhtim. Druhem, ktery se shoduje v sami¢ich
charakteristikach je druh B. poligraphi. Tento druh ma jiz dva poddruhy, v saméich
charakteristikach se li§i tvarem rostra, které ma hrotité, na rozdil od jedincti pozorovanych na
této lokalité, ktefi ho méli oblé, v zakonceni kondylu, které ma spise tupé zakoncené, zde se
jevilo opét spiSe oblé. Dalsim rozdilem bylo nasedani rostra na kalomus, u zkoumanych
jedinct bylo nasedani mirnym piechodem a u B. poligraphi pfechazelo ostrym thlem. Dal§i
druhy, které se jevily ve vétSin¢ charakteristik stejné jako pozorovani jedinci, byly druhy B.
hunanensis a B. rainulfi, ale oba tyto druhy se jiz liSily vice nez piedchozi zminéné. B.
eggersi je pomérné hojné rozsiteny druh v Evropé, byl nalezen v Némecku na Larix
leptolepis, Pinus sylvestris, Pinus strobus, Picea excelsa a Picea abies (Rithm, 1956; Braasch
et al., 1999), v Recku na Pinus pinaster a Pinus brutia (Skarmoutsos and Skarmoutsos, 1999;
Michalopoulos-Skarmoutsos et al., 2004), ve Spanélsku na Abies alba, Pinus radiata a Pinus
pinaster (Escuer et al., 2002; Abelleira et al., 2003; Escuer et al., 2004) a ve Svycarsku, bez
udani hostitelského druhu (Ryss et al., 2005). Tento druh byl také nalezen v Gruzii, staté na
pomezi Evropy a Asie na Picea orientalis, Pinus cedrus a Abies sp. (Kakulia and
Maglakelidze, 1973; Kurashvili et al., 1980). Druh B. chitwoodi byl zatim objeven v
Némecku (Rithm, 1956) a Gruzii (Kakulia and Shalibashvili, 1976) na Pinus sylvestris. Druh
B. poligraphi se vyskytuje v Némecku (Fuchs, 1937; Rithm, 1956; Braasch et al., 1999), na
Slovensku (Tenkacova and Mituch, 1987), ale pouze na druzich rodu Picea. Druhy B.
hunanensis a B. rainulfi byly nalezeny pouze na uzemi Asie (Ryss et al., 2005).

V Ceské republice byly nalezeny druhy: B. hofmanni na importovanych koniferach,
tento druh ma ovSem pfitomny cucullus, ktery pozorované druhy nemély, B. mucronatus,

ktery se li$i charakterem spikuly, jeji tvar ho fadi do skupiny B. xylophilus, kterému je také
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nejpodobnéjsi (Ryss et al., 2005), B. vallesianus (Gaar et al., 2006; Cermak et al., 2013), ktery
se také lidi pritomnosti cucullu (Ryss et al., 2005). Dle Cermék et al., (2013) se v Ceské
republice nachazi jest¢ druhy B. borealis (skupina B. borealis), ktery se lisi tvarem spikuly.
Tento druh byl v CR nalezen pouze na Picea abies. Druhym nové objevenym druhem byl B.
pinophilus (Cermék et al., 2013), ktery se li§i piitomnosti vyrazného cucullu (Ryss et al.,
2005).

6.7. Diagnostika had’atek rodu Bursaphelenchus pomoci

molekularnich markeru.

Cao et al. (2005) ve své praci uvadéli, ze izolace DNA B. xylophilus ze dieva byla
obtizna kvili pfitomnym PCR inhibitorim.

Izolaci DNA B. xylophilus ze dieva se ve své praci zabyvali Takeuchi et al. (2005),
ktefi pro izolaci pouzili metody s pomoci CTAB pufru a chloroform:isoamylalkoholu (24:1),
pti¢emz izolovana DNA byla vyuzita pro Nested PCR. Hu et al. (2010) ve své praci pouzili
metodu s pouzitim lysa¢niho pufru (2,5 mM DTT, 1,125% Tween20, 0,025% Gelatin, 125
mM KCL, 25 mM Tris-HCL pH 8 a 3,75 mM MgCl,), dale postupovali dle kitu 3S column
kit (Shanghai Shenergy Biocolor Bioscience & Technology Compeny, Shanghai, China).
DNA byla vyuzita v klasické PCR reakci.

V této praci bylo pouzito nékolik metod zaloZenych na raznych principech. Metoda
zaloZzena na navazani DNA na filtr kolonky kitu DNeasy Plant mini kit (Qiagen), metoda
zalozena na navazani DNA na magnetické partikule innuPREP Plant kit-IP a pfistroje
InnuPure C12 (Analytic Jena), dvé metody zalozené na vyvazani PCR inhibitora na polyvinyl
pyrrolidone (PVP) a metoda zaloZena na navazani DNA na patentované upraveny papir FTA"
Technology (Whatman). Metoda s PVP a piecistovanim DNA byla ptevzata z prace Porebski
et al. (1997), kteti se zabyvali jahodniky. Metodu vyuzivajici robotickou izolaci pouzili ve své
praci i Verbylaité et al. (2010), ktefi ji vyuzili Gspé$né pfi izolaci DNA z topolu Populus
tremula L., v této praci vyuzivali i metodu zalozenou na PVP. Metodu s PVP pouzivali
uspesné ve své praci i Reynolds and Williams (2004) pro izolaci borovicové DNA. Vysledky
s vyuzitim FTA technologie byly zpracovavany s dalSimi fytoparazitickymi had’atky pro

publikaci (Marek et al., 2014), nebyly ovsem nakonec do publikace zafazeny.
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Izolaci DNA z jednoho jedince se ve své praci zabyvali Iwahori et al. (2000), kteti pro
izolaci pouzili specialni filtra¢ni papir (Toyo Roshi Co., Ltd., Tokyo, Japan). Takeuchi et al.
(2005) ve své praci vyuzivali i izolaci DNA z jednoho jedince s ptidanim 80 mg difeva, takto
izolovanou DNA ovsem pouzili v Nested PCR. Karajeh et al. (2010) a Floyd et al. (2002) ve
své praci vyuzivali izolaci DNA z jednoho jedince pomoci NaOH, Karajah et al. (2010)
pouzili tuto metodu pro izolaci DNA jen ze samic. Tato metoda byla také vyuzita v této praci.
V této praci byly dale pouzity metody izolace pomoci DNeasy Plant Mini kit (Qiagen),
pomoci InnuPure C12, kitu TriPure Isolation (Roche) a také izolace pomoci FTA® metody
(Whatman). Tato metoda byla nejspolehlivéjsi.

Real-time PCR je velice citliva metoda. Leal et al. (2007) ve své praci uvadi schopnost
detekovat 0,005 ng DNA. V této praci to s pouzitim totoznych primerti bylo pouze 2,27 ng.
Cao et al. (2005) dosahli citlivosti 0,01 ng DNA.

Dle Leal et al. (2007) je real-time PCR velice citlivou metodou na PCR inhibitory. V
této praci byly pro kvantifikaci zvoleny vzorky izolované ze dieva, tyto vzorky amplifikovaly,
proto mizeme fict, ze tyto metody izolace jsou vhodné i pro zpracovani izolované DNA

pomoci real-time PCR.

7. Zavéry a doporuceni pro vyuziti poznatkii v praxi nebo

pro dalSi rozvoj oboru

Cilem této prace bylo ziskat nové poznatky o bionomii, o metodach diagnostiky a
monitoringu had’atka Bursaphelenchus xylophilus a dalSich druzich tohoto rodu. Z tohoto cile

vychazely dil¢i cile.

7.1. Zhodnoceni nachylnosti sortimentu odrid borovic
péstovanych v CR vidi hadatkim rodu Bursaphelenchus,

predevsim pak B. xylophilus.

Had’atko borovicové je nejprogresivnéjSim druhem tohoto rodu, proto bylo zvoleno

jako druh, na ktery byla testovana nachylnost borovic.
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Bylo zvoleno nékolik metod testovani. 1. metodou bylo umélé napadeni semenacki
borovic, vSechny tyto semenacky napadeni nakonec podlehly.

2. metodou bylo namnozeni had’atka borovicového v segmentech vétvi, tato metoda se
ukézala jako vhodné vzhledem k moZznosti testovat vice druht naraz, nebylo zde limitni misto
v laboratofi a také bylo snaz§i ziskat vétve vice druhl, nez jejich sazenice. VSechny
zkoumané druhy az na Pinus strobus ukazaly narist populace po 14 i 28 dnech pozorovani, P.
strobus vykazala po 28 dnech pokles.

Toto testovani dokdzalo redlnou moznost napadeni nasich borovych porostd, které
jsou prevazné tvoreny Pinus sylvestris, had’atkem borovicovym, nebot’ ta se ukazala jako
vysoce citliva vlici tomuto had’atku.

3. metoda testovani na agarovych plotnach se neukézala jako vhodna.

7.2. Ovéreni metod monitorovani prenaSecii — broukii z Celedi

Cerambycidae a jejich vhodnost jako prenaSeci.

Pfi monitorovani se nejvice osvédcila metoda individualniho sbéru, bylo odchyceno
vice larev nez dospélct.

P#i monitorovani byly odchyceny druhy, které jsou pfenase¢i had’atka borovicového, i
toto potvrzuje hypotézu, ze existuje redlna moznost introdukce had’atka borovicového na nase
uzemi.

Nejméné se osveédcila metoda odchytu pomoci lapace Galloprotect, tato metoda nebyla

v nadich podminkach usp&sna. Tuto metodu nelze doporugit pro pouziti v praxi v CR.

7.3. Ovéreni metod monitorovani had’atek rodu Bursaphelenchus.

Byly pouzivany ovéfené metody monitorovani jiz dfive zminéné v publikacich, tyto
metody se ukazaly jako vhodné.

Pfi monitorovani byla pouzita i nova metoda odbéru vzorkli a to bez nutnosti kacet
stromy, pfi odbéru vzorkd byl ndpomocen odborné vyskoleny stromolezec, ktery odebiral
vzorky ve vrcholovych ¢astech stromil. Tato metoda dovoluje opétovné odebirani vzorki z

toho samého stromu, dovoluje také sledovani nartistu napadeni daného stromu a v neposledni
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fad¢ je SetrnéjSi pro porosty. Tato metoda se ukdzala jako velice vhodnd pro zavedeni do
praxe.

Mista monitorovani byla zvolena se zfetelem na vyskyt borovic na nasem tzemi.

7.4. Vyvinuti a ovéreni novych postupi ochrany proti had’atkim

rodu Bursaphelenchus, piredevs§im pak proti B. xylophilus.

Byly testovany ucinky 41 silic na vSechna vyvojova stadia B. xylophilus, 19 z téchto
silic bylo 100% ucinnych pii koncentraci 2,5 % a 13 silic dokonce jiz jen ptfi koncentraci 0,5
%. Silice jsou netoxické pro necilové organismy a nabizeji perspektivni alternativu k
chemickym nematocidim.

Pro ochranu obalového materidlu byly testovany ucinky kyanovodiku, tato sloucenina
vykazovala velice dobré uéinky vzhledem k jinym chemikaliim, ma dobrou penetracni
schopnost, po odvétrani neziistavaji jeji rezidua ve dievé a v neposledni fad¢ nezanechdva na
dievé zadné viditelné stopy. Tato metoda se ukazuje jako velice vhodna alternativa k dosud

pouzivané termo terapii.

7.5. Studium morfologickych znaku a ovéireni metod uZivanych
k tvorbé trvalych preparata k diagnostice druhi had’atek rodu

Bursaphelenchus.

Pro diagnostiku na zaklad¢ morfologickych charakteristik bylo ovéteno n€kolik metod
fixace had’atek, pomoci roztoku FAA, TAF, 4% a 10% formaldehydu.

Nejvice se pro potieby praxe osvédcila metoda fixace pomoci roztoku FAA a nasledné
pomalé prosyceni glycerolem, vnéj$i 1 vnitfni struktury byly pifi této metodé nejméné
poskozeny a vysledky byly tudiz nejméné zkresleny.

Pfi monitorovani naseho uzemi byly ziskdny pozitivni vzorky ze Ctyf stromi
nachézejicich se v okrese Hodonin. Pfi studiu jejich morfologickych znakt byly uréeny jako

dva druhy, nejvice podobné druhiim B. fungivorus a B. eggersi.
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7.6. Vyvinuti a ovéieni spolehlivosti molekularné diagnostickych

metod pro urcovani druhu had’atek rodu Bursaphelenchus.

Pro urychleni diagnostiky B. xylophilus bylo testovano 5 metod izolace pifimo z
dfevnich vzorkd, vSechny tyto metody spolehlivé vyizolovaly DNA had’atka ze dfeva, tato
DNA byla dostate¢né ¢ista i pro naslednou analyzu pomoci real-time PCR, ktera je na PCR
inhibitory citlivéjsi nez klasickd PCR, je ovSem také citlivéjSi k mnoZstvi DNA. VSechny tyto
metody lze doporucit pro potieby diagnostickych laboratoii zabyvajicich se had’atkem
borovicovym.

Pro analyzu DNA ziskanou z jedincii pi'i monitorovani byly zvoleny primery S18 S 21,
tyto primery vykazovaly nizkou specifitu pro DNA had’atek a amplifikovaly 1 DNA hub, ktera
je neoddéliteln€ spjata s had’atky, proto se tyto primery neosvédcCily pro naslednou analyzu a
bude potfeba navrhnout primery nové, které¢ budou vykazovat vyssi specifitu k hadatkim,

nejlépe pak piimo k rodu Bursaphelenchus.

Na zaklad¢ vysledkt dil¢ich cila se ukazala hypotéza, ktera vychazela z predpokladu,
7e existuje realna moznost introdukce had’atka Bursaphelenchus xylophilus na uzemi CR,
jako pravdiva, nebot” se zde nachéazeji druhy borovic nachylné pro toto had’atko a nachéazeji se
zde 1 jeho prenaseci, také podnebi se ukazuje jako vhodné. Druha ¢ast hypotézy, ze je mozné
ziskat poznatky, na zaklad¢ kterych Ize definovat podminky a ptfedpoklady pro oddaleni
zavleCeni, nebo pro zabranéni Sifeni a sniZzeni Skod, byla také naplnéna, byly nalezeny a
testovany s pozitivnim vysledkem metody ochrany a byly testovany metody umoznujici

rychlou detekci tohoto had’atka.
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Obr. 1: Kultura houby Botrytis cinerea. Obr. 2: Kultura houby B. cinerea s had’atky B.
xylophilus.

Obr. 3: Monochamus galloprovincialis, pobliz obce Hovorany (foto M. Zouhar).
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Obr. 4: Odbér dieva pomoci dlata (Zouhar a kol., 2007).
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Obr. 5: Odbér vzorka lezcem.
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Obr. 7: Tissue Culture OrPlates s nafedénymi silicemi.
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Obr. 8: Siroka $picka pro pipetovani suspenze silic.

Obr. 9: Specialné upravené vicko plastové zkumavky s tkaninou Uhelon.
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Obr. 10: HCN, pokus s pilinami.  Obr. 11: HCN, pokus se $palky.

Obr. 12: Nematologicka sada.
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Obr. 13: Pinus mugo wintergold.
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Obr. 14: Pinus nigra pumilla.
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Obr. 16: Pinus heldreichii.
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Obr. 18: Pinus cembra.
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Obr. 19: Pokus atraktivity na agarovych plotnach.

Obr. 20: Infestovany $pali¢ek na agarové plotné, Sipkou je oznaceno had’atko borovicové.
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Obr. 21: Samec a Samice M. galloprovincialis, u Obce Hovorany (foto M. Zouhar).

Obr. 22: Ptiznakovy strom v lokalité u silnice €. 55, strom ¢. 155.
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Obr. 23: Pfiznakovy strom v lokalité u obce Rohatec.
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Obr. 24: Strom s
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Obr. 25: Vyletové otvory broukt z ¢eledi Cerambycidae, piiznakovy strom u obce Rohatec,

pozdé¢ji oznacovany jako "pokaceny".
S

Obr. 26: Larvy broukd z celedi Cerambycidae, ptiznakovy strom u obce Rohatec, spadly

oznacovany jako "x".
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Obr. 27: Strom po odbéru dlatem, oznaCen Cislem na kovové desti¢ce. Lokalita u obce

Rohatec. Pod klirou patrnd hmyzi aktivita.

Obr. 28: Samec B. xylophilus fixovany FAA.
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Obr. 29: Samice B. xylophilus fixovana FAA.

Obr. 30: Samec ze stromu ¢. 13, fixace 4% formaldehydem (foto V. Kuchar).
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Obr. 31: Samec ze stromu ¢. 1, fixace 4% formaldehydem (foto V. Kuchar).
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Obr. 32: Spikula samce ¢. 1 ziskaného z pokaceného stromu z lokality - Rohatec.

Obr. 33: Spikula samce ¢. 2 ziskaného z pokaceného stromu z lokality - Rohatec.
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Obr. 34: Hlava samce ¢. 3 ziskaného z pokaceného stromu z lokality - Rohatec.

Obr. 35: Spikula samce ¢. 3 ziskaného z pokaceného stromu z lokality - Rohatec.
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Obr. 36: Spikula samce ¢. 4 ziskaného z pokaceného stromu z lokality - Rohatec.

Obr. 37: Spikula samce ¢. 5 ziskaného z pokaceného stromu z lokality - Rohatec.
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Obr. 38: Hlava samce ¢. 1 zisjaného ze stromu ¢. 1 z lokality - silnice ¢. 55 (foto V. Kuchat).

Obr. 39: Spikula samce ¢. 2 ziskaného ze stromu ¢. 1 z lokality - silnice ¢. 55 (foto V.
Kuchar).
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Obr. 40: Ocasni ¢ast samice ¢. 1 ziskané ze stromu ¢. 1 z lokality - slinice ¢. 55 (foto V.

Kuchar).

Obr. 41: Spikula samce ¢. 1 ziskaného ze stromu ¢. 13 z lokality - silnice ¢. 55 (foto V.
Kuchat).

Obr. 42: Obr. 59: Spikula samce €. 2 ziskaného ze stromu ¢. 13 z lokality - silnice ¢. 55 (foto
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V. Kuchar).

Obr. 43: Obr. 59: Spikula samce ¢. 3 ziskaného ze stromu ¢. 13 z lokality - silnice ¢. 55 (foto
V. Kuchat).

Obr. 44: Hlava samce ¢. 4 ziskaného ze stromu ¢. 13 z lokality - silnice ¢. 55 (foto V.
Kuchar).
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Abstract

The Pine Wood Nematode (Bursaphelenchus xylophilus) belongs to economically most
important quarantine plant parasitic nematodes in Asia and Europe. As wood transported
within the international trade plays major role in B. xylophilus spreading into new areas
attention should be given to wood treatment. With methyl bromide ban in the EU in 2000 new
chemicals should be investigated. This work describes results obtained from model
fumigation of hollow wooden blocks containing B. xylophilus nematodes in sawdust with
gaseous hydrogen cyanide (HCN). Data considering HCN concentration in gas chamber and
treated wooden blocks are also presented; HCN concentrations inside wooden blocks were
recounted to ct product values which show irregular sorption of HCN by the wood. Total
B. xylophilus mortality was observed in the variants treated with the initial HCN
concentration of 12.30 g.m™ and exposure times from 8 to 20 hours, 18.21 g.m™ and exposure
times of 2, 4, 6, 10 and 16 to 20 hours, 21.71 g.m™ and exposure times of 12, 18 and 20 hours
and 24.12 g.m™ and exposure times of 2, 6, 12 and 18 hours. Results show overall good
efficiency of HCN treatment on B. xylophilus mortality, however research on naturally
infested wood should be desirable.



Introduction

Goods exchanges play major roles in spreading quarantined pest organisms. This is
especially true for wood-borne pests, which can also be transported within the packing wood.
A major pest that can be transported this way is the pine wood nematode (Bursaphelenchus
xylophilus). This nematode species currently presents a major threat to pine trees in large parts
of Europe [1] and East Asia [2]. B. xylophilus originates from North America, where it lives
in the local conifers from the genus Pinus without causing any substantial damage [3].
However, bringing the B. xylophilus nematode to Japan during the beginning of the 20"
century has led to widespread mass devastation of the local pines. From the end of World War
Il to 2002, pine wilt disease caused the loss of 26 million m*® of timber in Japan. The
B. xylophilus nematode was first isolated and described as the cause of pine tree damage from
the timber of Japanese black pine (Pinus thunbergii) as late as 1969 [1]. The presence of
B. xylophilus in Japan is presumed to come from the United States, where this species was
initially described in 1934 as one of many parasites of pines [4].

The presence of B. xylophilus was also identified in other Asian countries in the 1980s
(Taiwan, 1985; China and South Korea, 1989) [5]. B. xylophilus occurrence was described in
Europe in 1999 and in Portugal on Pinus pinaster [6]. The presence of B. xylophilus in Europe
prompted the European Plant Pathology Organization (EPPO) to immediately include the
species in its Al List of pests recommended for regulation as quarantine pests.

The range of hosts for B. xylophilus include conifers from the genus Pinus (nigra,
silvestris, pinaster, thunbergii, bungeana, densiflora, luchuensis) and conifers from other
genera that could be inhabited, even in the absence of damage by B. xylophilus - e.g., Picea
sp., Pseudotsuga sp. Picea sp., Larix sp., Abies sp., Cedrus sp. [1], [7-8]. For susceptible
Pinus species, the nematodes can destroy a fully grown tree within several weeks. The life
cycle of B. xylophilus includes development through the phytophagous and mycopagous
phases and their transport by beetle vectors - especially sawyer beetles from the genus
Monochamus [7-12]. Passive transport of the nematodes in infested wood is crucially
important when considering the spread of B. xylophilus on an international scale. Thus,
wooden pallets, shipping crates and construction timber can easily transport B. xylophilus
[13].

A triangular system that encompasses pine trees, nematodes and its vector is a perfect
system for B. xylophilus survival and spreading and makes most pest management measures
ineffective. Even if extensive research of the flight traps intended to capture B. xylophilus
insect vectors is conducted [14-16] with promising results according to authors’ opinion
vector targeting management techniques could be used rather for B. xylophilus monitoring
than direct tree protection. Chemical treatment aimed at protecting pine trees in affected
countries is expensive and does not persist long. The only option is then the absolute
decontamination of the affected area, which involves removing all of the host trees, including
the roots, and establishing an extensive quarantine zone [17].

Thus, preventive measures are key to dealing with the possibility of B. xylophilus
introduction into unaffected areas. Heat treatment of timber transported across borders was
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designed and described by EPPO standard no. PM 10/6 [18]. This type of treatment requires
heating the core of the treated wood to at least 56 °C [19] for at least 30 min. However, this
could be difficult to successfully perform with large logs. This technique also requires special
facilities that are energetically expensive and complicated, especially when bulky construction
timber has to be treated. The quality changes of the treated wood could also be problematic, in
addition to the overall efficiency of the heat treatment technique [20-21]. Therefore,
alternative techniques for treating timber should be investigated.

Considering that chemical methyl bromide application is phased out by most industrial
countries, no chemical is currently routinely used for B. xylophilus management.
Experimental work now focuses on chemicals such as sulphuryl fluoride [22], methyl iodide
[23] as fumigation agents or copper sulphate as liquid treatment [24]. Gaseous hydrogen
cyanide (HCN) possesses certain advantages over other chemicals: it is naturally occurring, it
is lighter than air gas and thus easy to ventilate after treatment, HCN’s simple molecular
structure makes it highly permeable in plant material and its considerable reactivity results in
its rapid degradation without any undesirable residues. Currently, HCN is routinely used for
fumigating food production and storage facilities [25-26]. The main disadvantage of HCN in
treating wood-borne organisms is its extreme acute toxicity to warm-blooded organisms, so
treatment with HCN places a high demand on the staff. However, these drawbacks could be
mitigated by ensuring that only trained workers interact and carefully handle HCN [21b].

The main aim of this study was to evaluate the efficiency of the gaseous hydrogen
cyanide treatment on pine wood nematode (B. xylophilus) mortality in a model experimental
system. Because HCN affects the mortality of the free living nematode Caenorhabditis
elegans and of B. xylophilus was recently demonstrated [21b, 25], this work focuses more
precisely on different HCN concentrations and exposition times necessary to kill B. xylophilus
in wood. Four HCN concentrations and 10 exposition periods were tested. The experimental
design enabled us to measure the HCN concentrations during treatment.

Material and Methods
Fumigation chamber, sample preparation and experimental design:

All experiments were performed in a fumigation chamber localised within the
Draslovka Kolin a.s. - the only European industrial manufacturer of gaseous HCN (trade
name Uragan D2). The experiments were conducted in a stainless steel gas chamber (volume
650 1) equipped with forced ventilation, an air lock and glove manipulators, which enabled
gas withdrawal from the samples and measurement of HCN concentrations using gas
chromatography (Shimadzu GC-17A, RT-QPLOT, 30 m, ID 0.53 mm, GC Software Clarity
DataApex). The GC method is based on comparing the detector response from the sample
with an external standard with a known concentration. 0.5 vol. % HCN in nitrogen was used
as the standard (Linde Gas). Four HCN concentrations in the gas chamber were tested: 12.30,
18.21, 21.71 and 24.12 g.m™ in exposition times 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 and 20 hours.



B. xylophilus individuals were obtained from in vitro cultures on Botrytis cinerea
fungus maintained on MEA medium. Two weeks after inoculation on B. cinerea, the
nematodes were extracted from the fungal mycelium using Baermann’s funnel extraction
technique. Extracted nematodes were concentrated and transferred into fresh water to ensure
their viability for subsequent experiments.

Pinewood sawdust was prepared by sawing P. sylvestris logs using a chainsaw. Two grams of
sawdust (average moisture content 6.7% with standard deviation 0.7) were inserted into
Uhelon fabric bags with a mesh size of 18 pum to allow HCN free access to the sawdust and to
restrict the possibility of spreading the nematodes from bags. 2 ml of tap water was pipetted
into bags containing the sawdust to ensure that there was sufficient moisture in the bags for
nematode survival. The moisture content of the sawdust was measured during sample
preparation and evaluation using the data loggers. On average moister content of sawdust
containing nematodes was 32.30% 2 hours after inserting into gas chamber and 21.69 after 24
hours lasting exposition (Table 1). Next, 500 ul of the nematode suspension containing
approximately 1,200 B. xylophilus individuals was pipetted into each bag. A magnetic stirrer
was used during inoculation to ensure inoculum homogeneity. No water drops were observed
on the bottom of the bags; whole volume of 2.5 ml of water was absorbed into sawdust as is
apparent from its moisture content (Table 1). Next, the bags were sealed using steel wire and
inserted into hollow spruce blocks (100 x 100 x 120 mm) covered by glass containing a
silicon septum. The glass was fitted to the wood block using HCN impenetrable glue (Fig. 1).
Five replicates were prepared for each exposition time and HCN concentration.

Sample treatment and evaluation

Prepared wood blocks containing the nematodes were transferred into a gas chamber and
exposed to HCN at specific concentrations and exposure times at 24 °C. Because of the
fumigation chamber capacity samples were treated always in two separate batches, 1% from 2
to 10 hours, 2" from 12 to 20 hours. HCN was introduced into the chamber in a liquid form,
and vapours of the desired concentration were produced. HCN samples were withdrawn
during treatment using the air lock and septum on the glass seal of the wood block, and the
HCN concentrations were established using gas chromatography. The HCN concentration
inside the gas chamber was also measured. After treatment, the HCN was ventilated from the
blocks, the glass seals were crushed, the bags with sawdust and nematodes were removed and
the nematodes were extracted from the sawdust for 24 h using Baermann’s extraction
technique. The obtained suspensions were surveyed using the stereomicroscope, and the
nematodes were quantified. An untreated control variant was prepared in the same manner,
and the control samples were placed next to the gas chamber during treatment of the
experimental ones. The nematode numbers were expressed as the means of surviving
nematodes. Cumulative Ct product values expressing effectiveness of a fumigant
(concentration x time presented in g.hm™) for the wooded blocks were calculated separately
for both series of concentration measurements (2 to 10 hours and 12 to 20 hours) according to
the following formula [26], where T, is the time the first reading was taken in hours, T is



the time the second reading was taken in hours, C, is the concentration reading at T, in g.m”,
Cns1 is the concentration reading at T,.; in in g.m” and Ct, . is the calculated Ct product
between T,and Tp.1, in g hm™:

C _(Th4+1—Tp) x (Ch+Ch41)
tn,n+1— 2 0

Calculated cumulative Ct product values underwent basic statistical analysis (Statistica
12, StatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA, 2013).

Results and discussion

The results demonstrated that HCN possesses an overall good efficiency as a
nematode killing agent. All data considering nematode survival are presented in Table 1. The
HCN treatment almost completely removed the nematode population; the overall mortality
obtained was between 99.00% and 100%. A complete nematode mortality was observed in the
variants treated with the initial HCN concentration of 12.30 g.m™ and exposure times from 8
to 20 hours, 18.21 g.m™ and exposure times of 2, 4, 6, 10 and 16 to 20 hours, 21.71 g.m™ and
exposure times of 12, 18 and 20 hours and 24.12 g.m™ and exposure times of 2, 6, 12 and 18
hours. In all cases where living nematodes were present at the time of extraction, no more
than 4 individuals were identified thus indicating that no reproduction of nematodes occurred
after treatment.

The HCN concentration inside the gas chamber decreased almost constantly (Fig. 2a,
2b) with gas sorption into wooden blocks. However, some HCN concentration variations
occurred in the second half of the exposure periods with the HCN concentrations 18.21 and
21.71. The HCN concentration in the experimental wooden blocks varied substantially,
though the observed variations did not considerably affect nematode mortality.

Considering the experiment design we can conclude that the methods used in this
study are suitable for researching the nematicidal properties of HCN. The system used to
maintain nematodes in sawdust worked well because nematodes in the untreated control
survived the experiment period (Table 1). They appeared healthy and even multiplied if
gravid females were present. Under no circumstances the moisture content of the sawdust was
lower than 15% during treatment - the level which correlates with nematode population
decline [27].

Hydrogen cyanide possesses a strong potential as a nematode killing agent. The
treatment was effective, even at the lowest concentration and shortest exposure times in this
study. A fact that living nematodes were detected after treatment with highest HCN dose even
if in minimal numbers could be connected with temperature in fumigation treatment and
higher presence of eggs in samples at temperatures around 20 °C as was probably observed by
[22] in the case of fumigation with sulfuryl fluoride. According to our results longer
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exposition periods would be desirable for B. xylophilus eggs treatment using the HCN. The
high permeability of HCN, which was apparent from the concentrations measured in this
study (Table 2a, b), causes a relatively high sorption of the gas into the treated wood. This is
advantageous when designing treatment protocols, especially if large volumes will need to be
treated. Some varying HCN concentrations in wooden blocks during the experiment could be
explained solely by the different wood structures of the separate wood blocks used in the
experiments and fluctuation of the absorption of the gas in wood because the gas chamber is
made of non absorbing material and is perfectly sealed. The wood from younger trees with
denser annual rings likely absorbs HCN less readily. This fact should be considered when
planning model fumigation experiments. Ct product values (Table 2a, b) show that
establishment of the HCN concentration in sample wood blocks was rather fast, especially in
the cases of higher initial HCN concentrations 21.71 and 24.12 g.m™. From this reason no
expected linear increase of nematode mortality in consequence of longer exposition and
higher HCN concentration was observed. Hydrogen cyanide concentrations inside the
fumigation chamber (Fig. 2a, 2b) show clearly sorption of the HCN into wooden blocks and
decreasing of the HCN concentration in the chamber.

Earlier experiments have demonstrated the nematicidal effects of HCN against free
living Caenorhabditis elegans [27], where 100% mortality was observed after 270 min of
HCN exposure at 7 g.m™. The nematicidal properties of gaseous HCN against B. xylophilus
were observed earlier [21]. In this case, no living nematodes were observed after 18 h of HCN
exposure at 20 g.m™ or after 40 h of exposure at 10 g.m™. Similar results were obtained in this
study with one substantial exception - in two cases, living B. xylophilus individuals were
observed after 20 h of HCN exposure at 24.12 g™. This exception could be caused by different
nematode numbers used in the experiments. Only 450 nematodes were used in the inoculum
in the previous trial [21], whereas we used an average of at least 2.5 fold more individuals.
The number of nematodes used in this study is more similar to the number observed in trees
that are naturally infested with B. xylophilus, where the nematode population exceeds
1,000 individuals per gram of dry wood from 40 to 60 days after inoculation [5].
Nevertheless, the experimental treatment of naturally infested wood with HCN would be
desirable, especially for treating construction timber.

Hydrogen cyanide efficiency as nematode killing agent is comparable to other methyl
bromide alternatives that are currently being studied, such as sulphuryl fluoride and methyl
isothiocyanate. However, comparison is informative only due to the different experimental
designs used in several surveys. A fairly high number of B. xylophilus individuals were
observed after 48 hours of treating naturally infested wooden blocks with sulphuryl fluoride
[30]. However, in a subsequent study, 100% of the B. xylophilus individuals were dead in
naturally infested wood boards treated with sulphuryl fluoride after 24 hours of fumigation at
15 and 30 °C [22], indicative of good efficiency. In the case of sulphuryl fluoride, its
chemical properties must be closely monitored because sulphuryl fluoride is a powerful
greenhouse gas and has a rather long atmospheric lifetime [31]. Even if it does not currently
pose a problem because of the low amount of sulphuryl fluoride used globally for fumigation
the rapid decomposition of HCN in the atmosphere represents an advantage when comparing



the potential of those two fumigants. The effect of HCN on B. xylophilus appears to be
comparable to methyl isothiocyanate [32], which is currently used as a soil fumigant and
against soil-borne plant parasitic nematodes. However, its rather slow decomposition in soil
[33] precludes its use in treating wood, especially package wood, although more research is
needed to assess the properties of methyl isothiocyanate as a wood fumigant.

We conclude that the results of this study confirmed the nematicidal effects of gaseous
HCN against B. xylophilus. The main issues in next testing are related with the size of the
contaminated wood pieces submitted to fumigation. Thus further evaluation of the effects of
HCN on B. xylophilus and a discussion about its possible commercial applications will require
testing of large volumes of infested wood e.g. construction timber and package wood to see
and understand behaving and mode of action of HCN in wood with intact wood structure and
to meet numbers of nematodes exposed to each assay (HCN concentration/time) required by
EPPO protocols [34-35].
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Fig. 1. Schematic figure of the experimental wooden block, dimensions in millimetres

Fig. 2a: Mean changes of HCN concentrations in fumigation chamber for the initial
concentrations 12.30, 18.21, 21.71 and 24.12 g.m™ during fumigation; exposition times 2 - 10
hours.

Fig. 2b: Mean changes of HCN concentrations in fumigation chamber for the initial
concentrations 12.30, 18.21, 21.71 and 24.12 g.m™ during fumigation; exposition times 10 -
20 hours.
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Table 1

Table 1.: Number of surviving nematodes (mean from five replicates + standard error, number of replicates with surviving nematodes in brackets) after HCN treatment in
hermetic fumigation chamber after 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 and 20 hours of fumigation, 4 HCN concentrations were tested; moisture content of sawdust (mean from five

replicates * standard error) is also included.

Exposition time in hours

Target HCN Nematode
concentration in gas . 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
3 inoculum
chamber (g.m™)
12.30 1200 0.25+0.25 (1)* 02+02(1) 02+02(1) 0£0(0) 0+0(0) 0+0(0) 0+0(0) 0+0(0) 0+0(0) 0+0(0)
18.21 1200 0+0(0) 0+0(0) 0+0(0) 0.50+0.29 (2) 0+0(0) 0.20+0.20 (1) 0.20+0.20 (1) 0+0(0) 0+0(0) 0+0(0)
2171 1200 0.60 +0.40 (2) 2.20+1.43(2) 140+1.17 (2) 1.60 £1.60 (1) 240+191(3) 0+0(0) 0.20+0.20(1) 0.20%0.20(1) 0+0(0) 0+0(0)
24.12 1200 0+0(0) 1.50 £0.96 (2)* 0£0(0) 025+025(1)* 0.25+0.25(1)* 0+0(0) 0.25+0.25(1)* 1.00+1.00 (1) 0+0(0) 0.75+0.48 (2)*
0 (control) 1200 1150 + 103 (5) 1091 + 66 (5) 1342 +49 (5) 1490 + 227 (5) 1222 +121 (5) 1198 +129 (5) 1045 £ 64 (5) 1052 + 59 (5) 1440 + 159 (5) 1391 + 305 (5)

Average moisture content of sawdust in percent

32.30+1.10 30.99 +1.08 29.74 +1.06 28.48 £1.05 27.28 +1.02 26.06 +1.06 24.94 +0.99 23.84 +0.97 22.72 +0.94 21.69 +0.91

* Only four replicates tested.



Table 2

Table 2a.: Ct product of the HCN dose (mean from 5 replicates * standard error) inside wooden blocks containing nematodes; exposition times 2

to 10 hours

Initial HCN
concentration in gas
chamber (g.m?)

Ct product of the HCN treatment (average + SE)

Exposition time in hours

2 4 6 8 10
12.30 NA* 0.835 £ 0.246 1.776 £ 0.372 4.698 £1.712 12.379 + 4.628
18.21 NA* 1.827 + 0.555 7.344 + 2.067 15.809 £ 3.157  19.600 + 5.363
21.71 NA* 3.057 £ 0.946 7.701 + 2.563 15.645+4.202  21.700 + 1.503
24.12 NA* 1.335+0.383 12.601 £3.731  23.934+3.869 30.641 +7.517

NA?Z: Not assessed.

Table 2b.: Ct product of the HCN dose (mean from 5 replicates + standard error) inside wooden blocks containing nematodes; exposition times 12
to 20 hours

Initial HCN
concentration in gas
chamber (g.m?)

Ct product of the HCN treatment (average + SE)

Exposition time in hours

12 14 16 18 20
12.30 5.631 + 3.000 11.935 + 1.656 13.213 +£1.810 15.296 + 1.165 18.665 + 3.143
18.21 11.273 +£2.383 13.162 + 3.293 18.221 £3.727 22.852 +£1.631 43.009 +7.116
21.71 22.732 + 3.660 23.209 +2.188 37.032 +£5.207 39.943 £+ 3.479 44.566 + 8.475
24.12 19.486 £4.794  41.652 + 13.303 45.670 +9.873 57.868 * 6.545 58.862 + 0.006
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Abstract

The use of DNA-based analyses in molecular plant nematology research has dramatically
increased over recent decades. Therefore, the development and adaptation of simple, robust
and cost-effective DNA purification procedures are required to address these contemporary
challenges. The solid phase-based approach developed by Flinders Technology Associates
(FTA) has been shown to be a powerful technology for the preparation of DNA from different
biological materials, including blood, saliva, plant tissues, and various human and plant
microbial pathogens. In this work, we demonstrate, for the first time, that this FTA-based
technology is a valuable, low-cost and time-saving approach for the sampling, long-term
archiving and molecular analysis of plant-parasitic nematodes. Despite the complex structure
and anatomical organization of the multicellular bodies of nematodes, we report the
successful and reliable DNA-based analysis of nematode high-copy and low-copy genes using
the FTA technology. This was achieved by applying nematodes to the FTA cards either in the
form of a suspension of individuals, as intact or pestle-crushed nematodes, or by the direct
mechanical printing of nematode-infested plant tissues. We further demonstrate that the FTA
method is also suitable for the so-called "one-nematode-assay", in which the target DNA is
typically analyzed from a single individual nematode. More surprisingly, a time-course
experiment showed that nematode DNA can be detected specifically in the FTA-captured
samples many years after initial sampling occurs. Collectively, our data clearly demonstrate
the applicability and the robustness of this FTA-based approach for molecular research and
diagnostics concerning phytonematodes; this research includes economically important
species, such as the stem nematode (Ditylenchus dipsaci), the sugar beet nematode

(Heterodera schachtii) and the Northern root-knot nematode (Meloidogyne hapla).

Keywords: Nematode, FTA cards, sampling, DNA analysis, PCR
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Introduction

DNA-based analyses in molecular plant nematology research have dramatically increased
over previous decades (19, 21, 23, 24). These activities are mainly focused on fundamental
investigations concerning the biology of nematodes at the molecular and cellular levels (11)
as well as practical applications concerning phytosanitary diagnostics (10, 16) and plant
breeding/transgenic technologies (8, 14, 25). To effectively address these contemporary
challenges in molecular plant nematology, the development and adaptation of simple, rapid
and cost-effective DNA purification procedures are needed.

The matrix-based approach developed by Flinders Technology Associates (FTA,
Whatman) is a powerful technology for the preparation of DNA from different biological
materials, including blood, saliva, plant tissues, and various human and plant pathogens (1, 4,
6, 9, 13, 20). This solid phase format enables out-of-lab sampling and greatly simplifies DNA
archiving and purification. Unlike other conventional DNA purification methods that use
various organic chemicals (e.g., phenol and chloroform) (17), the FTA-based approach uses
only nontoxic aqueous solutions. All of the steps during FTA-based archiving and DNA
preparation are carried out at room temperature, which significantly reduces the expense and
is environmentally friendly. The DNA captured on the FTA cartridges can be used in various
polymerase chain reaction (PCR)-based protocols, such as marker-based selection (MAS),
molecular diagnostics, phylogenetic studies and transgene detection (2, 13, 20, 22). There is
no evidence thus far concerning the feasibility of this FT A-based technology in the sampling
and analysis of plant-parasitic nematodes, which are eukaryotic multicellular organisms that
infect plants.

In the current report, we demonstrate that the FTA-based technology is fully
applicable to the collection, long-term archiving and molecular analysis of plant-parasitic

nematodes. Despite the complex structural and anatomical organization of multicellular
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nematode bodies, we show the successful and highly reliable DNA-based analysis of target

high-copy and low-copy genes using the FTA technology.

Materials and methods

Nematode species

The following three biologically different species of plant-parasitic nematodes were analyzed
in this report: the stem nematode (Ditylenchus dipsaci) (17), the sugar beet nematode
(Heterodera schachtii), and the Northern root-knot nematode (Meloidogyne hapla) (27).
Detailed information concerning the geographic origins of the nematodes used, their host

preferences and the sources of the nematodes are listed in Table 1.

FTA-based sampling, archiving and DNA preparation

To capture the nematode specimens on the FTA matrix, individual intact or pestle-crushed
nematodes were dripped onto the surface of the FTA cards (Whatman). The direct mechanical
printing of nematode-infested plant tissues on the FTA cards with a help of a hard tool was
also tested. After application of the samples, the FTA cards were air-dried and stored at room
temperature for the indicated durations. A schematic overview of the nematode sampling
methods used for the FTA-based approach is illustrated in Fig. 1.

A sterile perforator (Harris Uni-Core device; Whatman) with a diameter of 3 mm was
used to punch a disk from the FTA card where the specimen had been previously applied (Fig.
1H). The perforator was cleaned as described in the manufacturer’s protocol to prevent cross-
contamination. For each PCR test, one disk was treated. Briefly, the disk was washed with

200 pl of a FTA purification solution (Whatman) three times for 5 min. The disk was then

washed with 200 pl of TE buffer (10 mM Tris, 0.5 mM EDTA [pH 8.0]) twice for 5 min and
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air-dried. In the last step, the disk was directly used as a template for the PCR reaction; this
was carried out in the same tube in which all of the previous purification steps occurred. All

purification steps were carried out at room temperature.

Conventional DNA preparation procedure

For comparative testing, total genomic DNA was also extracted from the nematodes following
modified methods that have been previously described (5, 15-17). Briefly, the desired amount
of nematodes was transferred into a sterile 1.5-ml tube containing 50 pl of lysis buffer (100
mM Tris-HCI [pH 8.0], 5 mM EDTA, 200 mM NaCl, 0.2% SDS and 4 pg/mL proteinase K).
The mixture was incubated for 1 h at 55°C. The proteinase K was then denatured for 5 min at
85°C. The DNA was extracted using phenol-chloroform extraction. Finally, the DNA was
precipitated with an equal volume of ice-cooled isopropanol and washed with 80% ethanol.
The resulting DNA pellet was re-suspended in 20 pL. of TE buffer (10 mM Tris, 0.5 mM

EDTA [pH 8.0]). The DNA stocks were stored at —20°C.

PCR amplification

The universal primers S18 and S26 (Table 2) were used to amplify the nuclear high-copy
rDNA gene region encompassing the 3”-end of 18S rRNA; the complete sequences of ITS1,
5.8S rRNA and ITS2; and the 5”-end of the 28S rRNA from D. dipsaci. Additionally, the D.
dipsaci-specific primers PF1 and PR1 (17) (Table 2) were also used to amplify the high-copy
ITS-rDNA region. The primers DITSF and DIT5R (26) (Table 2) were used for the
amplification of a low-copy sequence-characterized amplified region (SCAR)-derived DNA
marker. To amplify the host chloroplast gene encoding ribulose-1,5-(bis)-phosphate-
carboxylase (RuBisCO), the primers Rbcl-F and Rbcl-R (16) (Table 2) were used. For the

specific amplification of the H. schachtii ITS-TDNA region, the primers HSF2 and HSR2
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(Table 2) were designed. The previously described primers MHOF and MHIR (27) (Table 2)
were used for the detection of M. hapla.

The PCR reactions were performed in 0.2-ml tubes with a final reaction mixture
volume of 50 pl, which contained 5.00 pl of a 10x buffer for the DNA polymerase
(Fermentas), 6 pl of 25 mM MgCl, (Fermentas), 0.5 ul of 25 mM dNTP (Fermentas), 0.5 pl
of the oligonucleotide primers (50 uM), 0.8 ul (2.5U) of Tag DNA polymerase (Fermentas),
and one 3 mm DNA-containing FTA disk or 2.00 ul of DNA (100 ng/ul). The PCR protocol
used was as follows: an initial denaturation at 95°C for 2 min, followed by 36 cycles (94°C for

1 min, 58°C to 60°C for 30 s, and 72°C for 1 min) and a final extension at 72°C for 7 min.

DNA electrophoresis
The generated PCR products were separated by electrophoresis in a 1.2% (w:v) agarose gel
with 1x TBE buffer. The gels were stained with ethidium bromide and visualized under UV

light. The lengths of the DNA fragments were estimated by comparison with the MassRuler

Low Range 100-bp DNA ladder (Fermentas).

Evaluation of PCR reliability

The reliability of the PCR tests was calculated according to the following formula: % positive
assays = (number of positive assays/total number of assays) x 100. A positive assay was a
PCR test in which a DNA band of an expected length was detected by DNA electrophoresis

and confirmed by DNA sequencing.

Results
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FTA-based analysis of the stem nematode Ditylenchus dipsaci

To prove the applicability of FTA technology in molecular plant nematology, the stem
nematode D. dipsaci was chosen as a model organism for \ pilot testing. The first assays were
carried out with a suspension of individual nematodes eluted from naturally infested chicory
leafs using a Baermann funnel technique, as shown in Fig. 1C. Different numbers of
nematodes were dripped onto the FTA matrix, which was subsequently air-dried and kept at
room temperature for a one-month period. Afterwards, 3-mm discs were punched from the
FTA matrix, and the DNA was purified according to the manufacturer’s recommendations.
Finally, the species-specific primers, PF1 and PR2 (17) were used to amplify a target I'TS-
rDNA gene fragment. As shown in Fig. 2A, we could reliably detect specific DNA fragments
of an expected length of 327 bp. When only ten nematode individuals were loaded onto the
FTA cards, a specific DNA band (327 bp) was detected in all independent assays; this
demonstrates the high sensitivity and reproducibility of the FTA-based strategy.

Our results show that the FTA technology is fully applicable to the molecular analysis of D.
dipsaci to same extent as well-established conventional (standard) methods (17) that use
organic chemicals. In our comparative analyses, we gained similar reliability in the PCR tests
in both the FTA-based and standard procedures (Fig. 2). The major benefit of the FTA-based
approach is the reduced time needed for the preparation of the DNA. While the conventional
and organic chemical-based method required several hours, the FTA-based strategy took
twelve minutes to obtain PCR-ready DNA. This leads to significant time savings when the

FTA technology is used.

Sampling and analysis of other plant-parasitic nematodes by the FTA technology
To prove the applicability of the FTA technology for other plant-parasitic nematodes, we

tested the following two nematode species: the sugar beet nematode, Heterodera schachtii,
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and the Northern root-knot nematode, Meloidigyne hapla. The FTA-based sampling and the
subsequent molecular analysis of these species also resulted in successful PCR amplification
of the target DNA regions, as demonstrated in Figs. 3 and 4. In the case of H. schachtii, the
FTA strategy provided results similar to the standard DNA purification method. We noted
that the FTA technology resulted in a higher yield of PCR products when a low number of
nematodes were used in the assays (Fig. 3).

During M. hapla testing, the FTA technology appeared to be significantly more
efficient than the standard DNA purification procedure, especially when low numbers of
nematodes were used in the assays (Fig. 4). While both the FTA and standard method resulted
in the amplification of sufficient quantities of target DNA when either 50 or 100 nematodes
were used, the standard method failed to achieve this when only 10 nematodes were used.
These results are outlined in Fig. 4B. The FTA technology consistently resulted in the
amplification of sufficient amounts of amplified PCR product, as shown in Fig. 4A.
Collectively, our data show that the FTA technology can be used for the sampling and
molecular analysis of phytoparasitic nematodes from the genera Heterodera and

Meloidogyne.

FTA cards are capable of capturing nematode DNA directly from nematode-infested
plant tissues

The elution of plant-parasitic nematodes using the Baerman funnel method is a time-
consuming procedure. Therefore, we decided to assess the direct printing of nematode-
infested plant tissues onto the FTA matrix. We placed D. dipsaci-infested chicory leaves onto
the FTA matrix and mechanically printed them, as demonstrated in Fig. 1. Again, the FTA
matrix was air-dried after sample application and stored at room temperature for a one-month

period. The nematode DNA was then prepared according to the above-mentioned protocol
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and amplified by PCR. As shown in Fig. SA, we could amplify the high-copy ITS-rDNA gene
with similar reliability to the conventional and organic chemical-based DNA purification
procedures. Along with the nematode-specific DNA, we also successfully amplified the host
plant gene encoding ribulose-1,5-(bis)-phosphate-carboxylase (RuBisCO). These results
demonstrate that the multiplex PCR setup can be used in combination with the FTA
technology (Fig. 2C).

It is widely known (7, 18) that multiple copies of rDNA citrons occur in eukaryotic
genomes, which significantly facilitates PCR amplification. For this reason, we investigated
whether a nematode low-copy gene could also be detected using the FTA-based approach. To
test this, we chose a previously identified D. dipsaci SCAR-derived marker (26). Surprisingly,
we demonstrated the successful PCR amplification of this target SCAR marker using the FTA
method. More importantly, the FTA-based analysis of this low-copy gene was more
consistent than the conventional DNA purification procedure, as measured by the reliability of
the PCR assays (Fig. 5B). Together, our data prove that the FTA-based technology greatly
simplifies the processes of sampling and the molecular analysis of endoparasitic

phytonematodes directly from nematode-infested plant tissues.

A single nematode analysis using FTA

In nematology laboratories, there is often a need to analyze DNA from a limited number of
nematodes. Cases in which only one nematode is available for an analysis are not exceptional.
In such cases, the so-called “single-nematode assay” is used; a single nematode is usually
crushed with a hand pestle and its homogenate is directly subjected to PCR amplification. For
this reason, we were curious whether the FTA technology could be used to address these
tasks. We loaded one, two and five H. schachtii nematodes, which were mechanically crushed

using a hand pestle, onto FTA cards. Subsequent PCR reactions demonstrated that the FTA-
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based strategy can efficiently capture and provide a sufficient amount of DNA for PCR
amplification from a single nematode, as shown in Fig. 6A. The advantage of such an
approach is that DNA from a single nematode can be captured onto the FTA matrix and
stored at room temperature for a long-term period, and DNA from this matrix may be

analyzed in again in the future if necessary.

How long can be nematodes archived on the FTA cards?

How long biological samples can be safely stored on the FTA cards without an observable
loss of DNA quality must be determined. To address this, we printed naturally D. dipsaci-
infested chicory leaves onto the FTA card. The short time-course experiments showed that
PCR-ready DNA can be routinely and reliably prepared from FTA-captured nematodes after
one year of storage at room temperature (data not shown). Our long-term experiment, in
which FTA cards loaded with D. dipsaci specimens were stored for seven years at room
temperature, demonstrated that nematode DNA can be specifically detected even after lengthy
storage (Fig. 6B). High-copy genes, such as ITS-rDNA (17), and the low-copy SCAR marker
(26) were successfully detected (Fig. 4). Our data therefore demonstrate the applicability of
FTA technology for the long-term and cost-effective archiving of plant-parasitic nematodes,
which can be highly valuable for diagnostic laboratories or in long-standing plant breeding

processes.

Discussion
In the current paper, we tested the FTA-based technology for the sampling, long-term
archiving and the molecular analysis of three representative species of plant-parasitic

nematodes; the species tested were D. dipsaci, H. schachtii and M. hapla. We demonstrated
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that the FTA technology is a highly promising tool for the above-mentioned purposes, as
clearly demonstrated in Fig. 2 to 6.

There have been many studies thus far (1, 2, 9, 13, 22) demonstrating the applicability
of the FTA-based technology for the sampling and molecular analysis of different biological
materials. In general, the FTA cards are made of a chemically treated solid phase where the
biological tissues and cells are instantly lysed and DNA is captured within the matrix. The
FTA cards are coated (or impregnated) with a patented chemical formula that denatures
proteins, including damaging nucleases (www.whatman.com). Nevertheless, the exact
mechanism(s) of cell and tissue lysis and the capture of intact DNA is obfuscated by
intellectual property concerns.

At present, there is no evidence for the use of an FTA-based strategy in molecular
plant nematology. In general, plant-parasitic nematodes are multicellular organisms that
possess a complex anatomical organization (12). Their surface layer, known as the cuticle, has
been shown to be highly resistant to chemical and mechanical disruption (3). For this reason,
most conventional techniques for the preparation of nucleic acids from these nematodes use
various combinations of mechanical (hand homogenization, freezing in liquid nitrogen, etc.)
and chemical/biochemical (detergents, proteinase K, etc.) disruption. We were surprised to
discover that the FTA technology shown here was fully functional for the sampling and
analysis of the tested phytonematode species (Fig. 2 to 6). We found that the FTA-based
approach was comparable to conventional organic chemical-based DNA purification
procedures, if not more efficient, as measured by the reliability of the PCR assays (Fig. 2 to
4). In addition, we demonstrated that the FTA methodology provided more consistent results
when a target low-copy gene was analyzed (Fig. 5B).

These findings open the door for new methods of experimental research and DNA-

diagnostics involving plant-parasitic nematodes. Such FTA-based assays are not time-
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consuming and are based on non-toxic aqueous solutions, unlike other conventional DNA
purification methods that utilize toxic reagents. This significantly simplifies field sampling
and the genomic analysis of plant-parasitic nematodes and reduces the health hazards faced by
laboratory personnel.

Among other exciting findings, we demonstrated that the FTA-captured nematode
samples could be archived for many years at room temperature without an observable
decrease in the anchored DNA molecules. In our long-term experiment, we sampled D.
dipsaci specimens either in the form of individual nematodes or from the mechanical printing
of nematode-infested plant tissues; these FT A cards were stored at laboratory temperatures for
seven years. After this period, we purified the DNA using the FTA protocol and performed
PCR amplification of the selected genes. As shown in Fig. 6B, both the high-copy ITS-rDNA
gene region and the low-copy SCAR marker gene were successfully amplified and detected.
We predict that the FTA-captured samples can be practically stored for far beyond the seven-
year period tested in our experiment. This would be highly valuable for molecular plant
nematology research, phytosanitary diagnostics and plant breeding technologies, as it
significantly reduces the energy consuming storage of nematode samples in freezers and
refrigerators.

Together, our data show that the FTA-based technology is a promising, highly reliable

tool for the collection, storage and DNA-based analysis of plant-parasitic nematodes.
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Figure 1
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Fig. 1 Overview of the FTA-based technology.

(A) Cartoon scheme showing all steps of the FTA method, including sample application (1), punch-based
disk removal (2), purification (3) and direct placing of the FTA-captured DNA into the PCR assay (4).
Alternatively, the long-term archiving of FTA cards containing captured biological samples at room
temperature can be intercalated as an additional step (5). A sample gallery including images of nematode-
infested plants (B, C), a nematode-rich suspension eluted from Baermann funnel (D), and cysts of sedentary
nematodes (Globodera rostochiensis) (E) that can be used for FTA-based analysis. Sequential illustration of
the sampling of chicory leaves infested with stem nematodes (Ditylenchus dipsaci); apposition of the
infected leaf onto the four-spot FTA card preceding the mechanical imprinting (F), dried FTA card after
chicory leaf printing (G), punch-based disk removal (H), and the purification of DNA present in the disk (I).
White arrow points to the area of the FTA disk from which the DNA from the captured biological material is
recovered and purified for subsequent molecular analysis.
159x142mm (300 x 300 DPI)
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Fig. 2 The FTA-based analysis of the stem nematode Ditylenchus dipsaci.

PCR-based detection of a high-copy ITS-rDNA target gene using the FTA technology (A) and the standard
DNA purification procedure (B). The indicated humber of nematodes (lines 1 to 8, 10 nematodes per assay;
lines 9 to 16, 50 nematodes per assay; and lines 17 to 24, 100 nematodes per assay) were used for the
analyses, as explained in the top legend. The expected length of the DNA fragment amplified using the
species-specific primers PF1 and PR1 was 327 bp. Lanes 25 and 26 are PCR controls, where either sterile
distilled water (negative control) or well-defined D. dipsaci genomic DNA (positive control) were used. The
DNA ladder used was the GeneRuler 100-bp DNA ladder (Fermentas).
94x49mm (300 x 300 DPI)
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Figure 3
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Fig. 3 FTA-based analysis of the sugar beet nematode Heterodera schachtii.

PCR-based detection of the high-copy ITS-rDNA target gene using the FTA technology (A) and the standard
DNA purification procedure (B). The indicated number of nematodes (lines 1 to 8, 10 nematodes per assay;
lines 9 to 16, 50 nematodes per assay; and lines 17 to 24, 100 nematodes per assay) were used for
analyses, as explained in the top legend. The expected length of the DNA fragment amplified with the
species-specific primers HSF-2 and HSR-2 was 621 bp. Lanes 25 and 26 are PCR controls, where either
sterile distilled water (negative control) or well-defined D. dipsaci genomic DNA (positive control) were used.
The DNA ladder used was the GeneRuler 100-bp DNA ladder (Fermentas).
91x45mm (300 x 300 DPI)
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Fig. 4 FTA-based analysis of the Northern root-knot nematode Meloidogyne hapla.

PCR-based detection of the high-copy ITS-rDNA target gene using the FTA technology (A) and the standard
DNA purification procedure (B). The indicated humber of nematodes (lines 1 to 8, 10 nematodes per assay;
lines 9 to 16, 50 nematodes per assay; and lines 17 to 24, 100 nematodes per assay) were used for the
analyses, as explained in the top legend. The expected length of the DNA fragment amplified with the
species-specific primers MHOF and MH1R was 960 bp. Lanes 25 and 26 are PCR controls, where either sterile
distilled water (negative control) or well-defined D. dipsaci genomic DNA (positive control) were used. The
DNA ladder used was the GeneRuler 100-bp DNA ladder (Fermentas).
95x50mm (300 x 300 DPI)
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Figure 5
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Fig. 5 PCR-based amplification of the high-copy (A) and low-copy (B) nematode gene from naturally
nematode-infested plant tissues. A comparison between the FTA-based technology (line 1) and the standard
DNA purification procedure (line 2). For the FTA analysis, D. dipsaci-infested chicory leaves were
mechanically printed onto the FTA matrix. A region of the high-copy gene ITS-rDNA was amplified (327 bp),
while the SCAR-derived marker (245 bp) was used as a low-copy gene target. The host-specific gene
ribulose-1,5-(bis)-phosphate-carboxylase (RuBisCO) was used as an internal control (the expected length
the plant DNA fragment is 582 bp). Sterile distilled water served as a negative control in all PCR assays (line
3). The DNA ladder used was the GeneRuler 100-bp DNA ladder (Fermentas). The lower graphs show the
percent (%) of positive PCR assays (n=34). The results of three independent assays, with error bars
representing the standard deviations, are shown.
91x95mm (300 x 300 DPI)
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Fig. 6 Sensitivity of detection and long-term storage of FTA-captured nematode DNA.
(A) PCR-based detection of Heterodera schachtii DNA where only one nematode (line 1), two nematodes
(line 2), or five nematodes (line 3) were loaded onto FTA discs. Sterile distilled water served as a negative
control in PCR assay (line 4). The expected length of the DNA fragment that was amplified with the species-
specific primers HSF-2 and HSR-2 was 621 bp.

(B) Amplification of the high-copy ITS-rDNA (line 2) and the low-copy SCAR-derived (line 3) D. dipsaci
genes. Specimens were applied to the FTA matrix by the mechanical printing of naturally infested chicory
leaves. The FTA cards were then stored at room temperature for seven years prior to molecular analysis.

Sterile distilled water served as negative control in the PCR assays (line 1). The ITS-rDNA region served as a
high-copy gene (967 bp), while the SCAR-derived marker (245 bp) was used as a low-copy gene. The DNA
ladder used was the GeneRuler 100-bp Plus DNA ladder (Fermentas).
54x33mm (300 x 300 DPI)
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Table 1 Nematode species used in this study.

Nematode species

Host (common name)

Country of origin

Source and/or reference

Ditylenchus dipsaci
Heterodera schachtii

Meloidogyne hapla

Cichorium inthybus (Leaf chicory)
Beta vulgaris (Sugar beet)

Daucus carota (Carrot)

Slovenia
Czech Republic

Czech Republic

G. Urek, Marek et al., 2005
M. Zouhar

M. Zouhar, Zouhar et al., 2003
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Table 2 PCR primers used in this study.

Target organism Primer name Sequence (5'-3’) Sense®  PCR product size (bp) ~ Target gene Author/Reference
Ditylenchus dipsaci PF1 AACGGCTCTGTTGGCTTCTAT F 327 ITS-rDNA Marek et al., 2005
Ditylenchus dipsaci PR1 ATTTACGACCCTGAGCCAGAT R 327 ITS-rDNA Marek et al., 2005
Ditylenchus dipsaci S18 TTGATTAGGTCCCTGCCCTTT F 967 ITS-rDNA Marek et al., 2005
Ditylenchus dipsaci S26 TTTCACTCGCCGTTACTAAGG R 967 ITS-rDNA Marek et al., 2005
Ditylenchus dipsaci DIT5F GAAAACCAAAGAGGCCGTAAC F 245 SCAR marker Zouhar et al., 2007
Ditylenchus dipsaci DIT5R ACCTGATTCTGTACGGTGCAA R 245 SCAR marker Zouhar et al., 2007
Heterodera schachtii HSF2 CACATGTGAAAGCCTGTGGA F 621 ITS-rDNA This study
Heterodera schachtii HSR2 GCCGAGCTGAGCAAGTAAAG R 621 ITS-rDNA This study
Meloidogyne hapla MHOF CAGGCCCTTCCAGCTAAAGA F 960 ITS-rDNA Zouhar et al., 2003
Meloidogyne hapla MH1R CTTCGTTGGGGAACTGAAGA R 960 ITS-rDNA Zouhar et al., 2003
Cichorium intybus Rbcl-F AGTCATGCATTACGATCCGAA F 582 RuBisCO gene Marek et al., 2010
Cichorium intybus Rbcl-R CCAGTCTTGATCGT TACAAA R 582 RuBisCO gene Marek et al., 2010

2F, forward; R, reverse
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Pinewood nematodes (Bursaphelenchus xylophilus) and Asian longhorned beetles (Anoplophora glabri-
pennis) are the primary regulated pests for packaging wood and timber in the EU, while the house
longhorned beetle (Hylotrupes bajulus) is the most important cosmopolitan pest of construction wood.
Gaseous hydrogen cyanide (HCN) is one of the few fumigation alternatives to the banned ozone-
depleting chemical methyl bromide (MBr). This study reports the results of HCN fumigation experi-
ments in a hermetically sealed steel chamber regarding (1) the penetration and absorption rates of HCN
in wooden blocks, and (2) the biological efficacy of HCN against the wood-infesting pests B. xylophilus (in
sawdust), A. glabripennis, and H. bajulus (in wooden blocks). A concentration equilibrium for HCN (at
20 g m~3) between the fumigation chamber headspace and the center of the treated spruce blocks
(100 x 100 x 120 mm) was reached after 48 h in the saturated atmosphere. A dose of 10 g m 3 in the
center of the spruce blocks was reached for both saturated and non-saturated atmospheres after 24 h of
fumigation. The wood tested absorbed approximately 40—45% of the HCN, until equilibrium was reached.
The highest tested HCN dose (20 g m~3) led to 100% mortality of the A. glabripennis and H. bajulus larvae
after less than 1 h of exposure. For 20 g m~> and 1 h exposure the Ct product was <18.66 g*h/m> for
H. bajulus and <17.67 g*h/m? for A. glabripennis. Hydrogen cyanide doses of 10 g m~> and 20 g m > led to
100% B. xylophilus mortality in 40 and 18 h, respectively. For B. xylophilus the Ct product was
<424.00 g*h/m? for 20 °C and 10 ¢ m > and <349.51 g*h/m? for 25 °C and 20 g m~>. The initial results are
promising in terms of establishing an alternative technology and protocol to MBr for timber fumigation.

© 2013 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Numerous pests deteriorate wooden construction, historical
artifacts, and packaging wood. The house longhorn beetle, Hylo-
trupes bajulus L., is the most important cosmopolitan pest of con-
struction wood and historical buildings. Leading EU authorities on
plant health and pest risk assessment (EFSA and EPPO) have listed
the Asian longhorned beetle (Anoplophora glabripennis Motschul-
sky) and the pinewood nematode (Bursaphelenchus xylophilus s/
Steiner & Buhrer/Nickle) among the most serious regulated pests
and as major threats to wood quarantine in Europe (OEPP/EPPO,
1986; Macleod et al., 2002; Cermak et al., 2013).

The regulated beetle A. glabripennis (EPPO Code: ANOLGL) is an
EPPO 1 pest and is native to China and Korea. The regulated

* Corresponding author. Tel.: +420 330 22 217.
E-mail address: stejskal@vurv.cz (V. Stejskal).

0964-8305/$ — see front matter © 2013 Elsevier Ltd. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.ibiod.2013.08.024

nematode B. xylophilus (EPPO Code: BURSXY) is also an EPPO Al
pest (list: No. 158) that was first described in the U.S. as Aphe-
lenchoides xylophilus (Steiner and Buhrer, 1934). Eradication pro-
grams, based primarily on physical removal and the destruction of
infested plants, have been established in several European coun-
tries, e.g., for B. xylophilus in Portugal and for A. glabripennis in Italy
(Herard et al., 2009). Quarantine measures and techniques to slow
the range expansion and exterminate these pests are limited. At
present, heat treatment of wood originating in the areas of occur-
rence of A. glabripennis and B. xylophilus is the only available option,
according to the International Standards for Phytosanitary Mea-
sures, Publication No. 15 (ISPM 15). However, this technique is
time-consuming and presents the danger of changing the me-
chanical characteristics of the treated wood. In addition, recent
scientific opinions from EFSA have questioned the reliability of
some of the heat treatment methods. For example, EFSA (2010)
concluded that the technical requirements (presented in the Por-
tuguese dossier) did not adequately demonstrate the effectiveness
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and reliability of the proposed composting method as a treatment
that would ensure that the treated pine bark was free from live
B. xylophilus; the dossier did not provide evidence that all the bark
particles within the lot had achieved a continuous core tempera-
ture of 56 °C for 30 min.

The EFSA Panel on Plant Health (EFSA, 2012) also expressed
uncertainty when it was asked by the EC to provide an opinion on a
technical file submitted by U.S. authorities in support of a request to
list a new heat treatment (60 °C/60 min) among the EU import
requirements for wood from beetle pest (Agrilus planipennis|
Fairmaire/) host plants. No alternative chemical treatment
(including fumigants) has been available under ISPM 15 since the
absolute ban on MBr by the EC (EC Regulation No. 2037/2000).
Therefore, it behooves international commercial interests using
wood packaging, as well as timber producers and processors, to
extend the spectrum of active substances that can be applied
against regulated wood-infesting pests.

Are there any alternative fumigants available for replacing MBr
that have biological potential and industry support for industrial
wood treatment and quarantine? According to Banks (2012), there
are currently only four fumigants (sulfuryl fluoride, HCN, methyl
iodide, and methyl isothiocyanate + sulfuryl fluoride/ = Ecotwin/)
under consideration as alternatives to MBr for the ISPM-15-
approved treatment of wood-packaging materials. Among the
chemicals listed, HCN is the only prospective wood-protecting
fumigant produced in central Europe. Hydrogen cyanide was
identified as an existing active substance under Directive 98/8/EC
for product types 08, 14, and 18 (wood preservatives, rodenticides,
insecticides, acaricides, and products to control other arthropods).
It was evaluated by experts and authorities of member states of EEA
and approved as an active substance for the above mentioned PT
with date of inclusion to the Annex I of Directive 98/8/EC set on 1
Oct. 2014. This means that biocidal product(s) (BP) containing HCN
as an active substance can be subject to authorization of BP under
EU Regulation 528/2012. An application for such authorization is
now being prepared by Lucebni zavody Draslovka a.s. Kolin, to be
submitted to Czech authorities as soon as possible.

Hydrogen cyanide is not a novel insecticide molecule; however,
it offers several significant advantages. It occurs naturally in the
environment, it features very high penetration properties, and it is
highly reactive and therefore easily and quickly degradable, while
leaving minimal undesirable residues. The risks associated with
high toxicity can be decreased by proper cylinder formulation, use
in a fumigation chamber, and application by professionally trained
staff. Hydrogen cyanide is commercially available and is registered
in some EU countries as a biocide for mill and airplane fumigation
(Ducom, 2012). Outside Europe, HCN has been registered in India,
New Zealand (Navarro, 2006), and South Korea. Misumi (2011), in
his review of quarantine methods, documented that HCN has been
used in Japan for the quarantine of apples (dose: 1.8 g m~3: expo-
sure: 30 min).

Lindgren et al. (1954) and Aulicky et al. (2012) demonstrated
significant HCN efficacy against beetle pests infesting important
products stored at mills. Rambeau et al. (2001) reported that all of
the life stages of significant pests in mills and food factories,
including Tribolium confusum Jacquelin du Val, Tribolium castaneum
(Herbst), and Plodia interpunctella (Hiibner) could be controlled at a
Ct product of 10 ghm~3, although to ensure HCN penetration and
kill insects at a depth of approximately 10 cm in heaps of flour, the
prevailing Ct product should be approximately 60 ghm~2. In the
presence of minor leakage, initial HCN concentrations were pro-
posed at 5 g m~3.

Although there are no current plans for HCN fumigation in the
USDA-APHIS Treatment Manual (Neven, 2010), it has previously
been employed to fumigate fresh fruits in the U.S. and Europe

(Bond, 1984). Hydrogen cyanide may be used for the fumigation of
many dried foodstuffs, grains, and seeds (Emekci, 2010). Although
HCN is strongly absorbed by many materials, this action is usually
reversible when they are dry, and, given enough time, all of the
fumigant vapors are desorbed (Navarro, 2006). Recent experiments
performed in the Czech Republic (Manasova et al., 2012) demon-
strated the nematicidal properties of HCN for the free-living nem-
atode Caenorhabditis elegans (Maupas). There have been long-term
practical experiences with the structural treatment of wood
(Rambeau et al., 2001) because HCN has been used as a biocide for
controlling pests that are infesting wood in churches and museums
in Europe. Hydrogen cyanide fumigation methods have been
developed for treating parts of galleries as well as structural
woodwork that had been infested by wood pests (Grosser and
RolBmann, 1974; Emmerling, 1995). There are data published on
the efficacy of HCN for controlling wood-infesting pests of the
genera Anobium sp. and Lyctus sp. under various temperatures,
concentrations, and exposures (Parkin and Busvine, 1937; Bletchly,
1953). Soma et al. (2001a), Soma et al. (2001b) compared the effi-
cacy of several fumigants in controlling nematodes infesting wood.
However, experimental data are lacking on the efficacy of HCN at
controlling not only newly emerging wood-packaging pests
(A. glabripennis and B. xylophilus) but also, surprisingly, some “old”
wood-infesting pests, such as H. bajulus.

Because of the lack of existing fumigation treatments against
significant EPPO 1 wood-packaging infesting pests, we explored the
potential of gaseous HCN for their control. This study reports results
on (1) the penetration ability of HCN into wooden blocks and its
rate of absorption, and (2) the biological efficacy of two doses of
HCN (10 g m>, 20 g m™3) for both of the regulated pests
A. glabripennis and B. xylophilus and for the significant cosmopol-
itan non-regulated structural wood-infesting pest H. bajulus.

2. Materials and methods

2.1. Fumigation chamber, HCN formulation, and concentration
estimation

All of the experiments were performed in a hermetically sealed
steel fumigation chamber (volume, 650 L) with forced air circula-
tion and temperature regulation that is located at the Lucebni
zavody Draslovka a.s., Kolin (Czech Republic) (Fig. 1A). If there is an
experimental need, the chamber allows for the continuous, non-
invasive withdrawal of individual samples through an air-lock
antechamber (Fig. 1B) during the required time intervals. The
experimental HCN formulation was used in a cooled (5 °C) liquid
form. It was stabilized with 0.1% phosphoric acid and with 0.9—-1.1%
sulfur dioxide. The HCN was introduced into the fumigation
chamber using a syringe via a rubber septum (Figs. 1A and 2). Inside
the fumigation chamber, the HCN vapor concentration (inside and
outside/ = headspace/wooden spruce block) was estimated using
the GC technique (Shimadzu GC-17A, RT-QPLOT, 30 m, ID 0.53 mm,
GC Software Clarity DataApex). The GC method is based on
comparing the detector response from the sample with an external
standard with a known concentration. We used 0.5 vol.% HCN in
nitrogen as the standard (Linde Gas).

2.2. HCN wood penetration

Spruce wood (Picea alba (L.) H. Karst.) was selected for the HCN
penetration experiments because it is the most common material
used for wooden pallet construction. Wooden Euro pallets are
composed of top and bottom duckboards (1—3 c¢m in width) con-
nected by stringers or blocks (100 x 100 x 10 mm). For the HCN
penetration test, five wooden blocks (moisture 18.5% + 0.44%;
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Fig. 1. Fumigation hermetical chamber equipped with frontal rubber septum and
manipulation gloves (A) and a lateral air-lock antechamber (B).

Fig. 1) were used for each experiment inside the experimental
fumigation chamber. Two designs were used for the experimental
penetration: (1) a saturated atmosphere (i.e., after a single initial
application of 20 g m 3, small dosages were periodically applied to
compensate for absorption; for saturation times and dose regimes
see the table in Fig. 3), and (2) a non-saturated atmosphere (single
initial application of 20 g m~3). The required dose of HCN was
injected into the fumigation chamber using a syringe via a septum
in the front section of the fumigation chamber. Then, the rate of
HCN penetration into the central cavity of each spruce block was
measured at regular intervals over 50 h of exposure. Air samples
were taken from the central cavity of the spruce block (see

&

Septum for extraction Glass covering

sample

Extraction —{
chamber

Spruce block
/ 100x100x120 mm

Fig. 2. Experimental spruce block (100 x 100 x 120 mm). It is equipped with an
extraction chamber and a rubber septum enabling continual air sampling for HCN
concentration in the central portion of the block.

“extraction chamber” in Fig. 1; diameter: 25 mm, depth: 60 mm) via
a rubber septum, as well as from the steel fumigation chamber
headspace, and were immediately analyzed using the GC
technique.

2.3. Coleoptera (cerambycids)

Tests were performed in the fumigation chamber (described
above) with HCN concentrations of 10 and 20 g m~> (at 24 and 40 h
of exposure) at temperatures of 23—24 °C and with an HCN con-
centration of 20 g m~3 (at 1, 3, and 6 h of exposure) at temperatures
of 20—21 °C. Larvae of two species were tested: H. bajulus, origi-
nating from Materialpriifanstalt Brandenburg GmbH, and A glab-
ripennis, originating from the European Biological Control
Laboratory, USDA, ARS. Exposure was performed on small wooden
blocks that were delivered from the original cultures (1 larva/1
block). The moisture content of the wooden blocks ranged from
16.5% to 21%. The thickness of the experimental wooden blocks was
approximately 30 mm narrower than the top/bottom deck-boards
of wooden Euro pallets. The larvae of H. bajulus (size 15—25 mm)
were attached to 70 x 25 x 40 mm wooden blocks, and the larvae
of A. glabripennis (size 25—40 mm) were attached to
90 x 40 x 40 mm wooden blocks. For H. bajulus, three repetitions
(five insect-infested wooden blocks per repetition) were performed
for each concentration and exposure time. For A. glabripennis, only
two repetitions were performed for each concentration and time,
due to the limits on biological material supplies and the quarantine
status. After 24 h of ventilation, the wooden blocks were gently
opened, and the mortality measurement was performed. A control
(blank) group was tested in the fumigation chamber without HCN.

2.4. Nematodes

The experimental nematodes (B. xylophilus) were obtained from
a CULSIn vitro-laboratory culture maintained on the fungus Botrytis
cynerea (De Bary) Whetzel. Experiments were conducted in 50-ml
polyethylene vials with modified lids. The lid modification con-
sisted of perforating the lid and covering the opening with an 80-
um mesh size of Uhelon fabric, allowing for the free access of HCN
to the vial. Infested wood sawdust (Pinus sylvestris L.) was used
(Kinn, 1986). Twenty grams of sawdust (moisture content declined
during the experiment from 30 to 7%) was placed into each vial.
Subsequently, individuals of B. xylophilus were pipetted into each
vial; different numbers of nematodes (inoculum) were applied in
different experiments (Table 3). A magnetic stirrer was used, while
pipetting, to ensure the homogeneity of the nematode inoculum.

The surviving nematodes were evaluated after six exposure in-
tervals (6, 12, 18, 24, 30, and 40 h) and two temperatures and HCN
concentrations (25 °C and 20 g m—>; 20 °C and 10 g m>). Each
experiment was repeated five times. Five untreated controls were
kept at the relevant temperatures outside the chamber during the
period of fumigation (40 h).

After fumigation, the chamber was actively ventilated to vent
the HCN-containing atmosphere, and the nematodes were sepa-
rated from the samples using a modified version of Baermann'’s
method (utility model number CZ 24090 U1). The controls were
evaluated in the same manner. After 12 h of extraction, the sus-
pension of nematodes was transferred into embryonic dishes, and
the numbers of nematodes in the individual samples were deter-
mined using a stereomicroscope.

2.5. Statistical evaluation

Statistical analysis of the data was conducted using the Krus-
kall-Wallis test. The analysis was performed using Statistica 10.0
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Fig. 3. Temporal dynamics of HCN concentration in the headspace of the hermetically sealed fumigation chamber (650 L) and in the center of the experimental spruce blocks (5) in
a saturated HCN atmosphere (20 g/m?). The saturation of the headspace atmosphere was reached by repeated injections of compensatory HCN doses as shown in the attached table.
Explanations: “experimental chamber” = HCN concentration in the headspace of the fumigation chamber; “block” = HCN concentration in the center of the spruce block

(100 x 100 x 120 mm).

software (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA, 2011). The Ct product was

estimated based on FAO methods (http://www.fao.org/inpho_

archive/content/documents/vlibrary/new_fao/x5417e/x5417e0u.
htm).

3. Results
3.1. HCN wood penetration

Fig. 3 shows the temporal rate of HCN penetration into the
spruce blocks (100 x 100 x 120 mm) and the extent of variation
among the treated wooden blocks under saturated HCN

25 4

20 &

15 e,

10 + X em

Quantity HCN (g/m3)

e 400,

atmospheric conditions (i.e., the headspace HCN was continually
saturated to maintain the concentration near 20 g m~>). Under
saturated conditions, the HCN concentration (20 g m~3) equilib-
rium between the headspace and the center of the wooden spruce
blocks was reached after approximately 50 h Fig. 4 shows the HCN
absorption (equilibrium was reached after approximately 24 h) and
temporal penetration rates into the spruce blocks without HCN
atmospheric compensation; the absorption of HCN by the wood
represented approximately 40—45% of the initial dose. The Ct
product for larvae of H. bajulus after 1 h exposure to an HCN con-
centration of 20 g m~> was <18.66 g*h/m>, and for larvae of
A. glabripennis it was <17.67 g*h/m?>.
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Fig. 4. Absorption and temporal dynamics of HCN concentrations in the headspace of the fumigation chamber and in the center of the experimental spruce blocks (initial dose 20 g/

m?). Five blocks were used per fumigation chamber (650 L).
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Table 1

Mortality (%) of larvae of Hylotrupes bajulus and Anoplophora glabripennis after 24 and 40-h exposure to two HCN doses (10 and 20 g m—3). Ct product for of larvae of H. bajulus
after 24 h exposure to HCN concentration 10 g m—> was <215.38 g*h/m> and for of larvae of A. glabripennis was <236.33 g*h/m>.

n 24 Hours 40 Hours
10 g/m? 20 g/m? Control 10 g/m? 20 g/m? Control
Longhorn beetle Hylotrupes bajulus 15 100+ 0 100+ 0 0+0 100+ 0 100+ 0 0+0
Asian Longhorn beetle Anoplophora glabripennis 6 100 + 0 100 + 0 0+0 100 + 0 100 £ 0 0+0

Table 2

Mortality (%) of larvae of H. bajulus and A. glabripennis for HCN 20 g m > (1,3 and 6-h
exposure). Ct product for of larvae of H. bajulus after 1 h exposure to HCN concen-
tration 20 g m—> was <18.66 g*h/m> and for of larvae of A. glabripennis was
<1767 g*h/m>.

n  Exposure times

1 Hours 3 Hours 6 Hours Control

Longhorn beetle Hylotrupes bajulus 15 100+0 100+0 100+0 0+0
Asian Longhorn beetle Anoplophora 8 100+ 0 100+ 0 100+£0 0+0
glabripennis

3.2. Cerambycids and nematodes

The results for cerambycids (A. glabripennis and H. bajulus) are
summarized in Tables 1 and 2 The highest HCN dose (20 g m3) led
to 100% mortality of the A. glabripennis and H. bajulus larvae in less
than 1 h of exposure. Table 3 shows the temporal dynamics of
B. xylophilus mortality when they were exposed to the HCN at-
mosphere in the fumigation chamber.

Both HCN concentrations proved to be effective in reducing the
number of live B. xylophilus (Table 3). A statistically insignificant
difference (p = 0.0005) between the control and the treatment was
achieved only for a 6-h exposure at 20 °C at a concentration of
10 g m 3. Total mortality was achieved after 18 h of HCN exposure
at a concentration of 20 g m~> and after 40 h of exposure at a
concentration of 10 g m~>3. The Ct product for nematodes under
optimal conditions (25 °C; 20 g m~3) was <349.51 g*h/m?>, and for
suboptimal conditions (20 °C; 10 g m~>) it was <424.00 g*h/m?>.

4. Discussion
4.1. HCN wood penetration

Although HCN has been employed for stored products and for
structural wood fumigation in historical buildings for almost 100
years, only a few studies concerning rates of HCN wood penetration
have been published. The oldest study, by Schwarz and Deckert
(1930), claimed that wood can be penetrated easily by HCN: “The
gas has very great penetrative power, and it is unimportant
whether the material be coarse like rice or fine like potato flour.
Penetration deep into the mass of a highly absorbent material is

Table 3

slower than in a less absorbent one, and the gas is subsequently
given up more slowly by the former material.” However, Kunz et al.
(1964) later described a slow rate of passive diffusion for HCN
through a mass of grain sorghum, and slow penetration (and high
absorption) was reported for mill-flour residues (Rambeau et al.,
2001). Capoun and Krykorkova (2008) measured residues of HCN
in various types of wood and at various depths in the fumigated
wood. They discovered a considerably higher HCN content in the
spruce wood than in the pinewood. The highest HCN residue
content was recorded at a depth of approximately 1.5 cm, while
there was low HCN content in the surface layer due to desorption.
However, this study was performed in plastic barrels and did not
provide any HCN measurements from the fumigation barrels’
headspaces or the centers of the wood blocks. Our experiments
were performed in a hermetically sealed steel chamber with air
circulation, and they demonstrated (Fig. 3) that HCN required
(under normal atmospheric pressure and room temperature)
almost 50 h to reach the central portion of the exposed spruce
blocks (100 x 100 x 150 mm) at a concentration that equaled the
headspace concentration. With each addition of HCN a new equi-
librium was set for “saturated HCN design.” Because the last HCN
addition took place at 47 h (Fig. 3), the final equilibrium is only
reached afterward, i.e., 50 h, unlike the situation “without satura-
tion.” Ren et al. (2011) compared the rates of penetration of four
industrial fumigants (SF, PH3, CoNy, and CH3Br) into pinewood
(Pseudotsuga menziesii/Mirb./Franco) blocks
(100 mm x 100 mm x 300 mm). Each fumigant penetrated into all
parts of the block, but the speed and extent of penetration were
different. The fumigants that most rapidly achieved an even con-
centration throughout the block and chamber were PH; and C;No.
However, we cannot simply compare our results on HCN penetra-
tion with those from the Ren et al. (2011) study because they used
different types of wood and a different experimental design.

4.2. Biological efficacy of HCN on nematodes and beetles

Schwarz and Deckert (1930) were the first to experimentally
demonstrate that HCN (released from solid tables) could penetrate
wood in sufficient concentrations to kill H. bajulus developing in-
side. In our study, we confirmed not only that HCN can accomplish
this but also that it can do so very quickly: 100% biological control
efficacy after 24 exposure periods was reached in a relatively short

Number of surviving nematodes after HCN treatment in hermetic fumigation chamber under optimal (25 °C; 20 g m—3) and suboptimal conditions (20 °C; 10 g m>) for range
for s6 time exposure intervals (6, 12, 18, 24, 30 and 40 h). Ct product for nematodes under optimal conditions (25 °C; 20 g m>) was <349.51 g*h/m> and for suboptimal

conditions (20 °C, 10 g m—3) was <424.00 g*h/m>.

Temperature (°C)  HCN concentration (g m~>)  Nematode inoculum

Number of surviving nematodes after HCN treatment (average + SE)

Exposition time in hours

0 6 12 18 24 30 40
25 20 50 228 +4.8 4.6 + 2.2 14+07 00+00 00+00 00+00 0.0+0.0
25 20 450 3364 +249 31.8+96 28+13 00+£00 00+00 00+00 00+00
20 10 450 2168 £323 468 +£8.7 80+14 14+05 02+02 00+00 00=+00
20 10 200 1158 +120 212+80 13.0+31 06+06 00+00 02+02 0.0+0.0
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time (less than 1 h). This result is in agreement with the findings of
other authors because rapid insecticidal activity for HCN had pre-
viously been demonstrated not only for wood-infesting beetles but
also for the pests of stored products. For example, Lindgren et al.
(1954) compared the sensitivities of eight significant stored-
product pests to ten different fumigants, showing a relatively
high performance for HCN after short exposure times. Neverthe-
less, a different speed of action was documented for HCN for
nematodes. We clearly showed that the efficacy of HCN was
dramatically faster for the beetles tested (1 h) than for the nema-
todes (18 h). The absence of specific breathing organs in nematodes
or a different metabolism might be plausible explanations.

In previous work (Aulicky et al., 2012; Stejskal et al., 2012), we
described significant efficacy for HCN against various develop-
mental stadia of the wood-boring pest H. bajulus and the stored-
product pest T. castaneum. In T. castaneum, 100% mortality was
achieved for adults, larvae, eggs, and pupae after 180 min of HCN
exposure. The most tolerant stadium of T. castaneum was the pupa;
its survival was still recorded after 120 min of HCN exposure.
Bletchly (1953) discovered that exposures ranging from 4.3 to
42.5 mg HCN/L/h provided 100% mortality for all stadia of the
wood-infesting pest Anobium punctatum. He stated that eggs were
more susceptible to HCN than were larvae. This result is surprising
because the principal fumigants currently used (PH3, S2F3) are
reported to have poor ovicidal activity (Ducom, 2012).

In addition to the factors discussed above, gas penetration
ability, length of exposure, and concentration, as well as pest stadia,
pest species, and temperature, are also usually listed among the
factors significantly affecting fumigation efficacy (Navarro, 2006).
Parkin and Busvine (1937) found that wood-infesting L. brunneus
larvae were more susceptible to HCN than were adults or
A. punctatum larvae. By contrast, we did not find any differences in
larval sensitivity to HCN between the cerambycid species
(A. glabripennis and H. bajulus) tested. Parkin and Busvine (1937)
described a positive relationship between temperature and HCN
efficacy for the larvae and adults of two wood-boring beetles
(L. brunneus and A. punctatum). However, we have not found any
effects of temperature on HCN efficacy for wood-infesting ceram-
bycids over the range of temperatures tested (21—24 °C).

Previous experiments (Manasova et al., 2012) indicated nema-
ticidal properties for HCN against the free-living nematode
C. elegans; 100% mortality was achieved with 270 min of exposure
at an HCN concentration of 7 g m~3. According to our results, HCN
fumigation also possesses profound nematicidal potential against
B. xylophilus. While living nematodes were still observed after 48 h
of treatment with sulfuryl fluoride (Buckley et al., 2010), we did not
observe any surviving nematodes after 18 h of HCN (20 g m—3)
fumigation. The performance of HCN as a nematicide is also com-
parable with other phyto-quarantine fumigants, such as MBr. For
example, the results reported by Soma et al. (2001b) indicated that
to achieve complete mortality for B. xylophilus infesting boards and
lumber, the following treatments (all at 15 °C) could all be suffi-
cient: MBr at 60 g m~> for 24 h; MBr at 40 g m~> for 48 h; methyl
isothiocyanate at 40 g m~> for 24 h, or methyl isothiocyanate at
20 g m~> for 48 h. The efficacy of sulfuryl fluoride was not sufficient,
as survivors were observed (Soma et al., 2001a). It is important to
note that the comparison of HCN with other fumigants is infor-
mative only due to the different experimental design used in both
experiments. It is also necessary to stress that our data on
B. xylophilus are only applicable to the HCN fumigation of wooden
packing materials. For timber fumigation, research on the HCN
treatment of naturally infested wood would be desirable. It seems
that HCN possesses substantial potential as a nematode-killing
agent when compared with other commonly used or proposed
techniques for treating wood (Dwinell, 1997; Soma et al., 2001b).

5. Conclusions

This study demonstrated significant efficacy for HCN in con-
trolling important wood-infesting pests (B. xylophilus, H. bajulus,
and A. glabripennis) and described the temporal rate of penetration
for HCN inside spruce blocks under typical atmospheric and tem-
perature conditions. Few experiments concerning the biological
efficacy of HCN on controlling pests have been performed in the
past 25 years. Our renewed interest and experimental work
demonstrated that the available but neglected fumigant HCN might
be a promising alternative to timber fumigation technologies and
protocols that use MBr.
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GASEOUS HYDROGEN CYANIDE AS AN AGENT
TO CONTROL NEMATODES IN PLANT MATERIALS"

M. Maiiasoval, O. Douda2, M. Zouhar!, E. Novakoval, J. Mazikoval, P. RySanek!

ICzech University of Life Sciences Prague, Faculty of Agrobiology, Food and Natural
Resources, Department of Plant Protection, Prague, Czech Republic
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At present there is a lack of chemical agents on the market, which could be employed for protecting seed material, planting
stock and wood against quarantine phyto-parasitic nematode species Ditylenchus dipsaci and Bursaphelenchus xylophilus. The
object of this research consisted in the development of a new experimental system that would allow testing gaseous hydrogen
cyanide for its possible use as an alternative fumigant to control phyto-parasitic nematodes. In this work the nematode species
Caenorhabditis elegans was used as a model for testing. At the HCN concentration of 7 g.m= and the time of exposure of
270 minutes 100% mortality of the model species was achieved. Our future research activities should be aimed at establishing
of the optimum ranges of temperature and relative humidity to be maintained in the fumigation chamber with a view to find
the optimum process parameters, the concentration of HCN, air temperature and relative humidity in particular. It is expected
that the use of hydrogen cyanide gas under favourable conditions will provide reliable elimination of phyto-parasitic nema-

todes in seed material, planting stock and wood.

gaseous hydrogen cyanide; plant protection; Caenorhabditis elegans; model organism; phytoparasitic nematodes

INTRODUCTION

Quarantine phyto-parasitic nematodes belong to
the most significant plant pests. The current situa-
tion in this field is caused by the absence of efficient
methods of chemical control. Nowadays, in the Czech
Republic there is only one approved agent — Basamid
late (containing Dazomet as an active ingredient) — of
the required type. Therefore, it is in the interest of
growers to extend the spectrum of applicable active
substances that could be used to protect agricultural
crops against this group of pests.

The nematodes Ditylenchus dipsaci (stem and bulb
eelworm) and Bursaphelenchus xylophilus (pine wood
nematode) belong to the phyto-parasitic nematodes
of special importance. The first of them is deemed
a very serious pest of vegetables and fodder crops. In
the conditions prevailing in the Czech Republic the
stem and bulb eelworm cause damage, particularly to
the vegetables of the onion family. Heavy infestations
will frequently lead to the total loss of the yield. The
basic method of protection from the stem and bulb
eelworm consists in the use of sound seed material.
In case the growers want to be sure of the absence of
the stem and bulb worm in seed, they have to resort
to seed treatment. A sulphide-based pesticide (Sulka)
has been used for the purpose up to now, however its
performance is relatively low and, moreover, the term
of its registration validity has already expired. That

is why only its quantities currently in stock may be
used until exhaustion. The growers, therefore, have
to rely on the treatment of seed with warm water, the
method, that is relatively efficient, but its application
to a higher amount of seed is difficult. Moreover, if it
is not done properly, the whole treated quantity may
suffer damage.

The harmfulness of the Pine Wood Nematode is
a problem of global relevance. The species appears to
be one of the worst pests of woody plants, particularly
of those of the Pinus genus. The Pine Wood Nematode
comes from North America, where it inhabits the lo-
cal species of pines, without causing any significant
harm to them. After it had been introduced into Japan
and, later, into other East Asian countries, calamitous
damage occurred to the domestic species of the Pinus
genus (Mamiya, 1988). In 1999 the presence of
pine wood nematode was discovered in Europe in
Portugal (Mota et al., 1999) and in Spain in 2008
(Albelleira etal.,2011). Even in spite of extraor-
dinary phytosanitary measures have been taken, the
current situation, particularly in Portugal, does not
support any assumption of successful eradication of
the pine wood nematode in continental Europe. One
of the basic extraordinary measures taken against the
propagation of pine wood nematode consists in the
heat treatment of timber coming from the areas at
risk of occurrence of the pest. Other and significant
problems in the field stem from the lack of suitable
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active substances that could be used as nematocides,
particularly since the absolute ban was put on the
use of methylbromide by the European Commision
(Regulation (EC) No 2037/2000).

Therefore, it is in the best interest of growers to
extend the spectrum of active substances applicable
to the protection of agricultural crops and other plant
material from quarantine phyto-parasitic nematodes.
Agents considered auspicious in this respect include
gaseous hydrogen cyanide (HCN, marketed under its
trade name ‘Uragan D2’ by Draslovka Kolin). The use
of the substance offers significant advantages that may
be gained by its application in practice, particularly
the fact that the substance occurs naturally in the en-
vironment (even in minimum concentrations), features
very high penetration properties, is highly reactive
and, therefore, easily and quickly degradable, while
leaving no undesirable residues. A problem can be
seen in the extreme toxicity of the substance at higher
concentrations. That is why its application should be
carried out by qualified personnel only in official
sealed systems. The substance is deemed very suit-
able for the treatment of plant material stored in large
quantities, whether it comprises timber, seed crop or
planting stock. In other words, there is a real chance
to employ gaseous hydrogen cyanide as an agent for
protecting plants and wood against infestation by the
stem and bulb eelworm or the pine wood nematode.

At present time, the investigation of the effects of
gaseous hydrogen cyanide on the stem and bulb eel-
worm and pine wood nematode is carried out within
the framework of the NAZV project of the Ministry of
Agriculture No. QI111B065. This paper presents the
first results obtained by testing of gaseous hydrogen
cyanide as affected the viability of the free-living
model nematode Caenorhabditis elegans in a newly
designed experimental system.

MATERIAL AND METHODS

An experimental system was designed to test the
effect of gaseous hydrogen cyanide on nematodes,
making it possible to evaluate the effects of treatment
on the mortality and survival of nematodes.

Nematodes

The nematode species C. elegans (Fig. 1.) was
selected as a model organism for testing the effects
of gaseous hydrogen cyanide on nematodes. The spe-
cies is commonly used in the studies of nematodes for
the purpose. In order to obtain a sufficient number of
nematodes, C. elegans nematodes were grown and
reproduced using the procedure of Stiernagle
(1999) in vitro on Petri dishes of 60 mm diameter,
being fed with Escherichia coli (op-50 genotype)
bacteria. First, the dishes with substrate were prepared

for nematode cultivation, in which 20 gravid female
nematodes were transferred using sterile nematologic
needles. The cultures prepared in that way were then
incubated for seven days at the temperature of 23°C.
Then, the nematodes were separated from the cultures
employing the modified Baermann funnel method
(Hooper, 1986) lasting four hours. The resulting
dispersion of nematodes at various stages of develop-
ment was placed in embryonal dishes and the larvae
of the second and third stages of development were
selected under a sterco-microscope and transferred
in glass vials filled with physiologic solution. The
nematodes prepared in this manner were immediately
used for the following experiments.

System for testing the nematocidic activity of gaseous
HCN

Sterile cultivation substrate (supplied by Stender)
was used as a carrier of nematodes in the model sys-
tem. On one side, it adequately simulated the natural
life conditions of Caenorhabditis elegans allowing
their problem-free survival, and, on the other side, it
served as a suitable material for HCN penetration. The
substrate was sterilised in advance in an autoclave at
the temperature of 121°C for 25 minutes to eliminate
any possible antagonistic organisms or naturally oc-
curring nematodes. The substrate (5 g) was placed on
the bottom of a 50 ml vial with a modified lid. Lid
modification consisted in its perforation and covering
its neck with the Uhelon fabric of 80 um mesh size
allowing free access of HCN to the vial. Nematodes
were placed in the prepared substrate by means of a
glass capillary and an automatic pipette. As determined,
the number of nematodes per vial was within the range
of 300 £ 20 individuals.

Fumigation

The fumigation of the prepared vials filled with
nematodes was carried out by a specialised facility

Fig. 1. Nematodes C. elegans in culture
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(Draslovka Kolin) using a prototype experimental
fumigation chamber. The chamber allows the continu-
ous, non-invasive withdrawal of individual samples
through an air lock antechamber in preset time inter-
vals. The samples were taken from the fumigation
chamber stepwise in the following intervals elapsing
from the treatment start: 60, 120, 180, 240, 270, 300,
330, and 360 minutes; 6 parallel samples were taken
for each time of exposure. The concentration of gase-
ous hydrogen cyanide in the chamber was monitored
and maintained at the required level of 7 g.m~3 (this
concentration was chosen according to amount of
hydrogen cyanide used for treatment of plant mate-
rial against insect pests) during the trial. A control
(blank) experiment was carried out likewise but the
samples were kept outside the chamber for the time of
fumigation to see if non-hydrogen cyanide treatment
mortality occurs to ensure that false positive results
will be not recorded.

Evaluation

After the fumigation, chamber was cleared from
the HCN containing atmosphere by ventilation; nema-
todes from the samples were separated by the modified
Baermann method.

The design of vials allows the direct extraction
of nematodes, which markedly facilitates the sample
handling. It is then only required the container to be
filled with distilled water and placed upside down
in the Baermann funnel. The mesh size of the fabric
covering the vial neck allows the live nematodes to
migrate into the funnel, while the dead ones will be
kept in the vial. The control variant was evaluated in
the same manner.

After 12 hours of extraction the suspension of
nematodes was transferred into an embryonal dish
and the counts of nematodes in individual samples
were determined by stereomicroscope.

The measured data were evaluated by statistical
methods using the analysis of variance. In order to
detect statistically significant differences among the
results of individual fumigation times and the data
of untreated control samples the Tukey’s HSD test
(Statistica Cz 10 software of StatSoft, Inc.) was em-
ployed.

RESULTS AND DISCUSSION

Samples taken at any time of fumigation showed
statistically significant reduction in the number of
nematodes (p < 0.05) when compared with an untreated
control. As soon as after 60 minutes the exposure to
HCN resulted in the reduction in the count of live
nematodes by about 50%. Mortality of C. elegans
showed a continuous growth and after 270 minutes
of exposure it achieved 100% (Fig. 2). Any compari-

son of our results with published data is, however,
very difficult, as there is a lack of information in the
literature concerning the effect of hydrogen cyanide
gas on nematodes. On the other hand, based on the
obtained results we can state that the use of gaseous
hydrogen cyanide appears to be a highly effective
to cause the high death rate of the model nematode
C. elegans. The relatively fast effect of the substance
seems to be advantageous, taking into account a fact,
e.g., that at exposure to Phospine the full (100%)
mortality of C. elegans was achieved as late as after
24 hours (Zuryn et al., 2008). Gaseous hydrogen
cyanide affects at a very low concentration compared
to other agents. For instance, the treatment by means
of sulfonyl fluoride at the concentration of 60 g.m™3
for 48 hours did not result in any reduction in the
count of pine wood nematodes (Soma et al., 2001)
and the concentration of about 100 g.m™> of sulfuryl
fluoride was required to cause 100% mortality of
the same species (Dwinnel et al., 2003). It is also
interesting to compare the effect of HCN with that of
previously employed methyl bromide. To achieve the
full (100%) mortality of pine wood nematode in wood
blocks the above-mentioned agent should be applied
at the concentration of 240 gm> (Dwinell, 1994).

It should be admitted that there are not too many
alternative agents that could be used to control phyto-
parasitic nematodes in replacement of methyl bromide,
whose production and importation have been prohibited
only recently. Out of the substances already tested in
the protection of wood and other plant materials against
insects or fungal diseases a few chemicals can be taken
into account, including, e.g., carbon disulfide, carbonyl
sulfide, ethyl formate, ethylene oxide, propylene oxide
or the mentioned fosfane. The use of those compounds,
however, entails numerous risks consisting mostly
in the presence of after-treatment harmful residues,
hazardous to human health, poor penetration into plant
materials or environmental hazards (Banks, 2003).
In this respect gaseous hydrogen cyanide seems to
be one of the most promising substances. Of course,
its application, too, is connected with certain risks
stemming particularly from its high acute toxicity.

Nematode count

100 -

360 Untreated
control

60 120 180 240 270 300 330

Exposition time (min)

Fig. 2. Effect of the action of gaseous hydrogen cyanide on the C. elegans
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Nevertheless, in comparison with the above-mentioned
chemicals, taking into account its high performance,
these risks are acceptable.

CONCLUSION

Within the framework of this research an original
experimental system was proposed to test the effects
of gaseous hydrogen cyanide on the model nematode
of C. elegans species. The obtained data indicate the
high efficiency of the tested substance, manifested in
the high death rates of the model organism, achieved
by treating it using relatively low concentrations of
hydrogen cyanide in air and short exposure times. In
the future the research will be aimed at the investiga-
tion of the direct action of gaseous hydrogen cyanide
action on phyto-parasitic nematodes. Research activi-
ties will be focused particularly on the temperature
and relative humidity of process atmosphere and the
concentration of hydrogen cyanide to establish the op-
timum combination of process parameters for reliable
elimination of nematodes in seed material, planting
stock and wood.
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Plynny kyanovodik jako prostiedek pro oSeti‘eni rostlinného materidlu viéi had’atkim
Scientia Agric. Bohem., 43, 2012, 53-57

V soucéasné dobé na trhu neni dostatek chemickych prostfedkt pro ochranu osiva, sadby a dfeva proti
karanténnim fytoparazitickym had’atkim druht had’atko zhoubné (Ditylenchus dipsaci) a had’atko borovi-
cové (Bursaphelenchus xylophilus). Cilem tohoto vyzkumu byl vyvoj nového experimentalniho systému pro
modelové testy Gi¢innosti plynného kyanovodiku (HCN) jako alternativniho fumigantu proti fytoparazitickym
had’atkiim. K pokusiim byl pouzit modelovy druh hid’atka Caenorhabditis elegans. Pti koncentraci 7 g.m™>
a expozici trvajici 270 min. byla zjisténa 100% mortalita modelového druhu had’atka. Dalsim cilem vyzkumu
bude optimalizace teploty a vlhkosti ve fumigaéni komote se zamérem nalézt optimalni kombinaci téchto
parametrii a koncentrace kyanovodiku pro spolehlivou eradikaci fytoparazitickych had’atek v osivu, sadbé
i dievu.

plynny kyanovodik; ochrana rostlin; Caenorhabditis elegans; modelovy organismus
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