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Mikroskopicka diagnostika had’atka bukového (Litylenchus crenatae) — pfi¢iny zavazného
onemocnéni dfevin r. Fagus

Cil metodiky

Cilem této metodiky je poskytnout odborné vefejnosti nové informace o puvodci
onemocnéni listt bukt (Beach Leaf Disease, BLD), kterym je fytoparazitické had’atko druhu
Litylenchus crenatae (autor navrhuje ¢esky nazev druhu had’atko bukové) a popsat zptisob
monitoringu a mikroskopické diagnostiky tohoto Skodlivého organismu. Had’atko bukové se
rychle §ifi v USA i Kanad¢ a hrozi riziko zavle¢eni do Evropy v rostlinach rodu Fagus nebo na
zbytcich napadenych listd bukd napf. v kontejnerech se zbozim mificim do Evropy. Druh je
zafazen na vystrazném seznamu organizace EPPO (European and Mediterranean Plant
Protection Organization, EPPO1) V¢asné rozpoznani piiznakt v pocatcich vyskytu dava nadé&ji

na v¢asnou eradikaci ohniska pfed rozsifenim had’atka do lesnich porostt.

Vlastni popis metodiky

Charakteristika onemocnéni a historie jeho vyskytu

Onemocnéni BLD se projevuje piedev§im pifiznaky na listech bukii. Na listech se
objevuji tmavé skvrny ohranicené Zilnatinou; v prvni fazi vznikd na listech typicky pruhovany
vzor. Pfiznaky se dale vyvijeji v nekrozu pletiva listii, miize dochazet i ke zloutnuti. V pozdnich
stadiich onemocnéni jsou na listech patrné i deformace, povrch listl je v misté skvrn zvinény
¢i prohnuty (Obr. 1, 2). Na jednom strom¢& mohou byt jak listy asymptomatické, tak listy
vykazujici silné ptiznaky. Symptomy se vétSinou §ifi ze spodni €asti koruny nahoru. Silné
napadené stromy mohou vykazovat pifedCasnou tvorbu bukvic. Ze zasaZenych pupend se
netvofii listy. Nasleduje odumirani vétvi a v posledni fazi strom usycha. Doba od pozorovani
prvnich ptiznaki po odumieni je u starSich bukl cca 6 let, mladsi stromy S primérem kmene
pod 5 cm odumiraji do 3 let (Ewing et al., 2019; Fearer et al., 2022).

Symptomy odpovidajici onemocnéni byly poprvé pozorovany v USA v roce 2012 na
severozapad¢ statu Ohio (lesy v oblasti Lake County Metroparks) na listech buku velkolistého
(Fagus grandifolia). Zpocatku bylo poSkozeni ptisuzovano abiotickym faktorim, jako napf.
teplejSim zimadm a suchym jarim. V nasledujicich letech ale byly pfiznaky onemocnéni
pozorovany na novych lokalitach a jejich zavaznost se zvySovala, coz ukazovalo na biotickou
pfi¢inu, a to nezndmy mikroorganismus. V prvni fazi vyzkumu pfi¢iny onemocnéni se
pozornost zaméfila na viry a fytoplazmy, které mohou ne¢kdy zplsobovat piiznaky vysSe
uveden¢ho typu. V dalSich letech byly pfiznaky pozorovény na dalSich lokalitach, a to ve
statech Pensylvanie a New York a také v Kanad¢é (Ontario).
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V Japonsku byly ptiznaky na listech zptisobené v té¢ dobé nepopsanym druhem had’atka
fadu Tylenchida zjistény poprvé jiz v roce 2004 na dievinach druht Fagus crenata, Fagus
sylvatica, Alnus hirsuta, Alnus maximowiczii a Ostrya japonica (Kanzaki et al., 2019). Spatny
stav vzorki ale v té dobé nedovolil ptesné uréeni druhu had’atka spojeného s timto poskozenim.
V dalsich letech byly listy s obdobnymi ptiznaky zjistovany v dal$ich oblastech, a to zejména
v severovychodni ¢asti ostrova Honsu. Nasledné byla had’atka extrahovana z priznakovych
listti identifikovana jako novy druh ¢eledi Anguinidae, morfologicky podobny zastupctim roda
Ditylenchus a Litylenchus. Na zakladé morfologickych a molekularnich analyz se jako

nejpodobngjsi jevil druh Litylenchus coprosoma, coz vedlo k popisu extrahovanych had’atek

jako druhu Litylenchus crenatae (Kanzaki et al., 2019).

Obr. 1: pfiznaky napadeni listi buku velkolistého hadatkem Litylenchus crenatae
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Obr. 2: priznaky napadenti listd buku hadatkem Litylenchus crenatae

V roce 2020 byla jako hlavni pfi¢ina poSkozeni bukl pozorovaného v USA a Kanadé
pomoci biologickych testl v fizenych podminkach uréeno had’atko Litylenchus crenatea (Carta
et al., 2020). Ur¢ité morfologické rozdily jedincti ze Severni Ameriky vedly k popisu této
populace jako samostatného poddruhu Litylenchus crenatae mccannii. K roku 2023 byly
ptiznaky posSkozeni kromé vySe uvedenych oblasti pozorovany na bucich ve statech
Connecticut, Massachusetts, Michigan, New Jersey, New York, Pensylvanie, Rhode Island,
Zapadni Virginie a Virginie (Kantor et al., 2022; Viera et al., 2023), patrny je tedy velmi rychly
postup onemocnéni. V ramci projektu organizace Euphresco ¢. 2020-A-334 , FAGUSTAT* byl
provadén v letech 2021 a 2022 monitoring bukt v Belgii, Nizozemi, Rumunsku, Slovinsku,
Velké Britanii a Irsku. Odebirany byly zejména listy bukti vykazujici symptomy odpovidajici
napadeni stromii had’atkem bukovym. V ziddném z odebranych vzorkli nebylo had’atko
Litylenchus crenatae zjisténo (Viaene et al., 2022) a jeho pfitomnost v Evropé nebyla k e konci

roku 2023 potvrzena.

Z taxonomického hlediska je fazeno had’atko Litylenchus crenatae mccannii takto:
Kmen Nematoda (Nemate) Hlistice ( Nematoda)
Ttida Secernentea
Podtiida Diplogasteria
Podrad Tylechina
Nadceled Tylenchoidea
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Celed Anguinidae
Rod Litylenchus
Druh crenatae

Poddruh mccannii

Lze predpokladat, ze cely zivotni cyklus had’atek rodu Litylenchus probiha v listech.
Nejdéle znamym druhem rodu Litylenchus je had’atko Litylenchus coprosoma, které bylo
popsano zZ Nového Zélandu (Zhao et al., 2011) z mistni dfeviny druhu Coprosma repens, na
jejichz listech zpuisobuje pomérné slabé poskozeni. Vajicka a dospélci had’atka Litylenchus
coprosoma byli v listech zjisténi, v piid¢ pod napadenou rostlinou ani v suchych lisech nebyla
ziva had’atka nalezena (Zhao et al., 2011). V minulosti byly pozorovany obdobné ptiznaky na
listech riznych dfevin; tyto pfiznaky byly asociovany s fytoparazitickymi had’atky druht

Ditylenchus leptosoma, Subanguina chilensis a Zeatylenchus pittosporum (Reed et al., 2020).

Obdobné je tomu u had’atka bukového; asymptomatické listy buku obsahuji had’atka
rovnéz i kdyZz v malém mnozstvi, tato skute¢nost je analogicky znama dlouho napt. u druht
Aphelenchoides fragarie (Reed et al., 2020) ¢i Ditylenchus dipsaci. Na pocatku vegeta¢ni
sezony je hadatek druhu Litylenchus crenatae mccannii vétSinou extrahovano malo a
V pupenech a velmi mladych listech byvaji pfitomna vajicka (Carta et al., 2020). V pribéhu
roku populace rychle roste a na podzim mohou symptomatické listy obsahovat stovky az tisice
jedinct. V fijnu se spolu s opadem listd pocet jedincti snizuje, had’atka uz ze silné poskozenych
listi nemohou pfijimat potravu a prezimuji v opadanych listech a v pupenech. Opadané listy
neusychaji, pokud jsou v zimé kryty snéhem a ledem. Obdobné piezivaji zimu i n¢ktera had’atka
rodu Aphelenchoides (Jagdale a Grewal, 2006). Infikované listy se na dalsi lokality mohou §ifit
vétrem. Pocet had’atek v listech je pfes zimu konstantni, pokud listy neuschnou, velmi nizké
teploty (-26 °C) nemaji na pocet had’atek zadny vliv, a to ani na had’atka v pupenech nekrytych
snéhem. Z tohoto diivodu lze provadét odbér neuschlych listi a pupent i v zimé&. Ve vzorcich
listd 1ze oCekavat pfitomnost i dal§ich druht, napt. fyto a mykofagniho r. Aphelenchoides ¢i
bakteriofagnich hlistic r. Plectus (Reed et al., 2020; Viaene et al., 2022). Néktera had’atka
¢eledi Anguinidae jsou rezervoarem ruznych bakterii, napf. rodi Erwinia a Pseudomonas, ze
kterych pochazi fada bakterii velmi vyznamnych z hlediska ochrany rostlin jako napt. Erwinia
amylovora a Pseudomonas syringae, tyto druhy vsak nebyly v souvislosti s had’atky nikdy

detekovany a ptitomnost téchto bakterii s onemocnénim bukti nesouvisi (Burke et al., 2020).

Certifikovana metodika 6



Mikroskopicka diagnostika had’atka bukového (Litylenchus crenatae) — pfi¢iny zavazného
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Zpusob pienosu had’atka Litylenchus crenatae na nové lokality neni dosud zcela
objasnén. S velkou pravdépodobnosti dochéazi k ptenosu destém, urcitou roli maji téméf urcité
1 bezobratli vektofi, na buku zije celd fada druhti broukt a listy jsou kolonizovany roztoci.
Mozny je i pienos ptaky ktefi se Zivi bukvicemi, 1ze pfedpokladat Ze druh Litylenchus crenatae
muze vstupovat do anabiotického stavu tak jak je to u had’atek ¢eledi Anguinidae bézné a neni

pro n¢j tedy problémem ptezivat v zazivacim traktu ptaku a §ifit se pta¢im trusem (Carta et al.,
2023).

Metodika odbéru vzorkd, jejich zpracovani a morfologické diagnostiky had’atka Litylenchus
crenatae

Vzhledem k invaznimu $ifeni had’atka bukového v USA a Kanad¢ a Skodlivosti tohoto
druhu i na evropském buku lesnim je budoucnosti dillezité zabranit introdukci tohoto druhu do
CR napf. importem okrasnych dfevin. Z tohoto diéivodu je vhodné, aby byli pracovnici
organizaci statni spravy zodpovédni za dozor zejména na vstupnich mistech s problematikou
had’atka bukového sezndmeni a byli schopni provadét odbér vzorkli vykazujicich ptiznaky

napadeni had’atkem a tyto vzorky odeslat je do ptislusnych diagnostickych laboratofi.

Monitoring vyskytu had’atka Litylenchus crenatae je provadén odbérem vzorku listi,
pupend a bukvic. Odebrané vzorky je mozné ptred vlastni extrakci skladovat cca 2 tydny
Vv teploté 8 °C, nicméné okamzité zpracovani je nejvhodnéjsi. Odebrané vzorky jsou opatieny
udaji o datu odbéru, druhu a popf. odridé buku, nazvu lokality, GPS soufadnicich mista odbéru
a poznamkou, zda byly na odebraném materidlu patrné ptiznaky odpovidajici napadeni
had’atkem Litylenchus crenatae. Pred extrakci vzorku vhodné zaznamenat pocet odebranych

listd a hmotnost vzorku.
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Obrazek 3: listy buku velkolistého (Fagus grandifoloia; vlevo) a buku lesniho (Fagus sylvatica; vpravo) pripravené k extrakci
hadatek

Extrakci had’atek z biologického materidlu je mozné provést pomoci modifikované
Baermannovy néalevkové metody. Pfed zpracovanim listll je vhodné je omyt a osusit filtracnim
papirem, timto zptisobem se odstrani pfipadné pfitomné necilové druhy had’atek nachéazejici se
na povrchu listll. Pfed extrakei se listy homogenizuji nastiihanim na kousky o velikosti cca 5 x
5 mm, pro stfthani je vhodné pouzit vicebfité nizky na byliny. Nastiihané listy se po zabaleni
do jednoho listu standardni bunicité vaty umisti do nalevky naplnéné vodou, vzorek je v nalevce
podlozen plastovou sitovinou. Extrakce probiha minimalné 24 hodin pfi laboratorni teploté a
po uplynuti této doby je obsah sklenéné zkumavky na spodnim konci nalevky prelit do Petriho

misky a pod stereomikroskopem prohlédnut za Gcelem detekce ptipadné pritomnych had’atek.
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Obrazek 4: priprava vzorku listd pro extrakci

Obrdzek 5: homogenizovany vzorek pripraveny pro extrakci hadatek
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Obrdazek 7: extrakce hadatek Baermannovou ndlevkovou metodou
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Pro mikroskopickou diagnostiku had’atek je nezbytna piiprava docasnych ¢i trvalych
preparati. Vhodné je pouziti nativnich preparatt, kdy je kryci sklo k podloznimu pfichyceno
lakem. Preparaty tohoto typu se daji pfipravit velmi rychle a umoznuji had’atka pozorovat a
méfit nékolik hodin az ptfi 1000nasobném zvétseni. Pro mikroskopickou identifikaci had’atka
Litylenchus crenatae se pouziva méfeni nasledujicich télesnych rozméru: celkova délka téla
(L), nejvétsi sitka tela (W), délka styletu, délka konusu styletu, délka jicnu, délka
postvulvalniho vacku, délka ocasu, §itka téla u fitniho otvoru, délka pafici jehlice (spikula) a
délka vodice parici jehlice (guberndkulum). Nekteré z téchto tidajii je pak mozné pouzit pro
vypocet nematologickych indexii dale charakterizujici urCované had’atko. V ptipad¢ druhu
Litylenchus crenatae ptichazi v ivahu vypocet indexu a (podil délky téla had’atka a nejvétsi
Sitky téla), b (podil délky téla had’atka a délky jicnu), ¢ (podil délky téla had’atka a délky ocasu),
¢’ (podil délky ocasu a $itky téla v misté fitniho otvoru), V (pozice vulvy vyjadiena v % délky
od ptedniho konce téla), PUS/VAD (pomér délky postvulvalniho vacku a vzdalenosti od vulvy
K fitnimu otvoru vyjadieny v %) a PUS/BW (podil délky postvulvalniho vacku a nejvétsi sirky
téla). Pro spolehlivou mikroskopickou diagnostiku je nutné provést méfeni alespon 10 jedinct
a vypocitat aritmeticky pramér vSech hodnot pro porovnani s daji uvedenymi v tabulkach 1 a
2.

U hadatek celedi Anguinidae miize morfologickou diagnostiku nékdy komplikovat
vyskyt jedincti vyznacujicich se vétsi Sitkou téla (,,obese morph®), jedinci tohoto typu byli
popsani i u had’atka Litylenchus crenatae, jejich vyskyt byl v USA prokazan zejména koncem
jara a na podzim (Corta et al., 2020), morfometrické udaje pro tuto formu had’atka vsak nebyly

dosud publikovany.
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-

Obrdzek 8: celkovy tvar téla hadatka Litylenchus crenatae

Obrdzek 9: ocas samce haddtka Litylenchus crenatae, frontalni pohled, patna je pafici jehlice a pafici plachetka.
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Obrazek 10: hadatko Litylenchus crenatae, laterdlni pohled, patrné bocni pole s podélnymi ryhami (incisurami).

Obrazek 11: predni cast téla hadatka Litylenchus crenatae s patrnym Ustnim bodcem (styletem).
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Obrdzek 12: zadni cast téla samice hadatka Litylenchus crenatae, patrnd je vulva.

Obrazek 13: laterdlni pohled na zadni ¢dst téla samce hadatka Litylenchus crenatae s parici jehlici (spikulou).
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Character

n

Body L pm
Body W um
Stylet pm
Styl conus pm
Pharynx L um
PUS pm

Tail L pm

V%
PUS/VAD%
PUS/BW

L. c. mccannii
Perry, OH,
Live, young

27

889 + 119 (625-1084)
14.2+1.0(12.1-16.1)
9.2+0.5(8.4-10.3)
4.6+0.4(3.6-5.2)
193.5 £ 35.7 (126.3-244.2)
34.3+6.1(22.7-45.0)
54.3+6.1(39.8-64.4)
63.0 £ 10.0 (43.8-76.8)
4.7 +0.7 (3.8-6.6)
16.4+1.5(13.3-20.1)
57+0.8(4.3-79)

76.6 1.4 (73-79)

27 +8(22-50)
2.8+0.5(1.9-3.8)

L. c. mecannii
Perry OH
Fixed, young

10

823 + 61 (750-947)
11.4 £1.1(9.9-13.5)
9.7+0.9(8.5-11.2)

152.6 + 16.2 (133-186)
48.3+6.2(34.5-56.4)
72.9 £ 9.3 (61-86)
54+0.7(4.5-6.6)

17.4 + 3.3 (13-25)
6.0+1.0(4.3-79)

769 £1.2(75-79)

L. crenatae
Japan
Fixed, young

10

863 + 33 (837-915)
12.3+0.9(11.0-13.9)
8§+0.4(74-8.5)
31+£02(2.8-3.5)
203 £ 5.9 (192-213)
32+34(29-39)

55+ 3.8(50-63)

67.5 £ 5.8 (60.7-74.4)
5.3+0.6(4.5-6.3)
157 £ 0.7 (14.4-16.7)
6.3+0.5(5.5-74)
774 £0.5(76.6-78.3)
22.9£2.1(20.2-25.9)
2.6 +04(2.2-3.5)

L. c. mccannii
N. America
Live, mature

50

740-908 (625-1109)
12.8-16.2 (10.6-16.1)
9.3-9.6(7.5-11.4)
142-210 (100-244)
23-37 (14-64)
44-56 (31.5-64.4)
46-69 (31-79)
4.1-5.4(3.3-6.8)
15.7-16.8 (12.6-20.2)
5.3-6.0(2.2-79)
77-80(73-87)
15-25(20-50)
1.8-2.8(1.1-3.9)

Tabulka 1: zdkladni télesné rozméry samic rdznych populaci hadatka Litylenchus crenatae (Carta et al., 2020)

L. crenatae
Japan,
Fixed, mature

10

816 + 32 (758-870)
229+2.6(18.4-27.7)
10.6 £ 0.5 (9.9-11.3)
3.3+0.2(3.9-4.6)
123+ 6.7 (110-131)
68 +7.4(57-81)

33 £2.3(30-36)
35.9+3.4(30.2-41.1)
6.6 +0.4(6.1-7.6)
245+1.9(18.5-251)
29+0.3(2.5-3.3)
81.5+1.0(794-83.2)
57.9£7(47-73)
3.5+0.4(2.8-4)



Character

n

Body L pm
Body W um
Stylet um
Styl conus pm
Pharynx L pm
Tail L pm

Spicule L pm

Gubernaculm L pm

Mikroskopicka diagnostika had’atka bukového (Litylenchus crenatae) — p

L. c. mecannii
Kirtland, OH
Live 2-2018

8

657 + 64 (554-772)
16.7 £2.3(13.5-20.3)
11.2 + 0.4 (10.6-12.0)
48+0.3(4.4-5.3)
143.2 £ 11.8 (124.9-159.7)
34.9 +£3.3(30.1-41.5)
40.0 £ 7.8(31.1-57.3)
46+04(4.1-5.3)
18.9 + 2.0 (16.2-22.7)
3.2+£0.2(2.9-3.9)
171+ 2.4(13.7-19.7)
6.9+0.7(6.4-8.0)

L. c. mecannii
Crawford, PA
Live 9-2018

3

586.3 + 73.3 (502-635)
15+0(15)

10 +0(10)

41.9 £ 0.6 (41.5-42.3)

15+ 0(15)
6+1(5-7)

MM

L. c. mccannii
Ontario, Canada
Live 5-2018

5

611.8 + 109.1 (511.8-778.2)
154+ 1.5(13.1-17.6)
9.8+0.3(9.6-10.1)
3.4+0.1(3.4-3.9)
121.2+13.4(117.8-134.9)
33.3+3.9(29.0-36.7)
45.6 + 2.6 (41.1-47.8)
45+41(39-5.0)

191 £1.9(17.0-22.7)
3.4+0.3(2.8-3.9)

16.5+ 2.1 (14.3-17.6)
59+0.2(5.7-6.0)

fi¢iny zavazné

ho onemocnéni dievin r. Fagus

L. c. mccannii
Perry, OH
Fixed 11-2017

4
548.0 +16.7 (534.5-566.7)
151 £25(12.1-16.7)
111 £0.5(10.5-11.4)

113.9 £ 5.0(108.5-118.1)
35.3+£1.6(33.7-37.9)
36.1£54(33.3-441)
48+0.2(4.6-4.9)
15.5+0.2(15.3-15.9)

16.3+1.4(14.9-17.6)
53+0.8(4.3-6.1)

Tabulka 2 zakladni télesné rozmeéry samcd riznych populaci hadatka Litylenchus crenatae (Carta et al., 2020)

L. crenatae
Japan
Fixed 6-2017

8

707 + 41 (642-773)
12.4 £ 0.8 (11.3-13.5)
10.2+ 0.4 (9.9-11.0)
3.6 +0.3(3.5-4.3)
135 £ 14 (116-157)
34 +2.6(30-38)
57.2+4.7(48.9-61.9)
4.3+0.3(3.9-4.8)
21.1+2.0(18.5-25.1)
3.6£04(3.0-41
15.6 +1.2(14.2-17.7)
6.5+0.4(6.0-7.1)
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Metodika popisuje postupy pro monitoring a mikroskopickou diagnostiku hadatka
Litylenchus crenatae; informace tykajici se specialné tohoto druhu uvedené v metodice jsou

pro Ceskou republiku nové a nebyly dosud v &estiné publikovany.

Metodika je urena pro organizace podilejici se na diagnostice fytopatogennich a
fytoparazitickych organismi. V¢asna, piesna a spolehliva diagnostika Skodlivého organismu je
prvnim a zcela zasadnim krokem v procesu ochrany rostlin, to plati zejména v piipadé nové se
objevujicich Skodlivych organizmu, kterym je i had’atko Litylenchus crenatae. Introdukce
tohoto druhu na nase izemi by méla velmi vazné disledky, jelikoz buk lesni, ktery je nachylnou
dievinou tvoii v CR vyznamnou souéast lesnich porosti i okrasné zeleng.

Vysledek byl spolufinancovan z projektu institucionalni podpory na rozvoj VURV, v.v.i. &.
rozhodnuti  RO0423 MZe CR. VURV a projektu  védecké  mobility
CZ.02.2.69/0.0/0.0/18_053/0016953.

Ekonomické dopady vyuziti metodiky nelze presné kvantifikovat, jsou zavislé na ptipadné
piitomnosti had’atka Litylenchus crenatae na uzemi CR. V USA nicméné vedl vyskyt tohoto
druhu k velkym ekonomickym Skodam a ma znaéné dusledky i z hlediska poskozeni Zivotniho
prostiedi. Pouze ve stat¢ Ohio byly Skody vycisleny na 225 miliond USD (Wilke, 2019).
Porosty buku k roku 2020 zaujimaji v CR plochu 235 755 ha, coZ je 9 % ploch lesnich porostt,
podil této dieviny diky novym vysadbam roste (MZe, 2021). Cilem této metodiky je v ptipadé
vyskytu had’atka Litylenchus crenatae na nasem tizemi $kody na buku jako vyznamné slozce
lesnich porostii omezit véasnou detekci tohoto Skodlivého organismu a piijetim piislusnych

mimotadnych rostlinolékaiskych opatteni.
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