Zadanie 1.2 Optymalizacja metod wykrywania, monitorowania i zwalczania
kwarantannowego nicienia wegorka sosnowca (Bursaphelenchus
xylophilus) oraz jego wektora — zerdzianki sosnéwki (Monochamus

galloprovincialis) w warunkach srodowiskowych Polski
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Realizacja zadan zaplanowanych w harmonogramie na rok 2022 objeta badania terenowe
i laboratoryjne. Przeanalizowano ok. 160 préb drewna z rdznych rejondw kraju — gtéwnie
sosny opanowanej przez zerdzianke sosndwke oraz chrzgszczy tego owada odtowionych do
putapek feromonowych. Sposrdd nicieni z rodzaju Bursaphelenchus w sosnie najczesciej
wykrywano Bursaphelenchus mucronatus (gtéwny cel naszych poszukiwan), okazyjnie
B. pinophilus (7 préb) i sporadycznie B. fraudulentus (2 préby). Wiosng, pospolicie wystepowat
rowniez B. piniperdae, ktorego populacje ginety w drewnie juz w czerwcu,a nieliczne larwy
dyspersyjne znajdowano w chrzgszczach kornikéw (cetyricéw — Tomicus spp.). W zadnej
z badanych prob nie wykryto obecnosci kwarantannowego, patogenicznego dla sosny
wegorka sosnowca (B. xylophilus). U blisko spokrewnionego z grupa ‘xylophilus’ gatunku
B. trypophloei wykryto i opisano proces pasozytnictwa w ciele owada wektora (Nematology,
2022). Jest to pierwsze, eksperymentalnie potwierdzenie wystepowania tego zjawiska u larw
dyspersyjnych nicienia z rodzaju Bursaphelenchus. W ramach badan nad zmiennoscia
morfologiczng B. xylophilus wykazano mozliwos¢ przekazywania rzadkiej cechy obecnosci
mukrona do populacji ‘typowych’ (z szeroko zaokrgglonym ogonem samicy) w wyniku
krzyzowania wewnatrzgatunkowego. Obserwacja ta ma istotne znaczenie praktyczne dla
prawidtowej identyfikacji morfologicznej tego nicienia, szczegdlnie na obszarach, gdzie
pospolicie wystepuje rodzimy B. mucronatus, ktéry zawsze posiada mukron.

W ramach kontynuacji badan nad scharakteryzowaniem spontanicznego procesu hybrydyzacji
miedzygatunkowej pomiedzy rodzimym, niepatogenicznym B. mucronatus i potencjalnie
inwazyjnym B. xylophilus wyprowadzono dwie rekombinacyjne linie wsobne hybryd
(Recombinant Inbred Lines — RIL) pomiedzy B. xylophilus x B. mucronatus Olsztyn i B. xylophilus
X B. mucronatus Lwéwek, prezentujgce podobng, wysokg zywotnosé potomstwa, lecz istotne
roznice w zakresie patogenicznosci w stosunku do sosny. Kontynuacja indywidualnego
krzyzowania pomiedzy rodzendstwem zwiekszyta zakres zmiennosci tej cechy w obrebie
potomstwa badanych populacji RIL. Wyniki tych prac sugerujg wysoka relatywnos¢ znaczenia
obserwowane] hybrydyzacji miedzygatunkowej dla patogenicznosci populacji potomnych
nicieni, jak rowniez wskazujg na koniecznos$¢ uwzgledniania w dalszych badaniach takze innych
elementéw bionomii obu nicieni, ktére mogg by¢ istotne dla zdrowia rosliny-gospodarza
(tj. sosny).



W biezgcym okresie przeprowadzono badania nad molekularnym wykrywaniem
wystepowania osobnikéw hybryd miedzygatunkowych linii rekombinacyjnych (RIL) pomiedzy
B. xylophilus i B. mucronatus w sztucznie inokulowanej sosnie (siewki). Poszczegdlne
fragmenty martwych roslin poddawano ekstrakcji nicieni, a nastepnie uzyskane ekstrakty
wodne, zaréwno te, w ktérych stwierdzono obecnos¢ zywych nicieni, jak rowniez te, w ktérych
wykazywano jedynie ich sladowe pozostatosci (m. in. resztki kutikuli) analizowano przy
pomocy techniki real-time PCR. Przeprowadzone badania potwierdzity wysokg czutos¢ tej
techniki. Umozliwiata ona wykrycie hybryd miedzygatunkowych B. xylophilus i B. mucronatus
zaréwno we fragmentach roslin, w ktorych fizycznie byty obecne nicienie, jak rowniez w tych,
w ktérych byty jedynie ich resztki i sladowe ilosci DNA.

W biezgcym roku molekularnie identyfikowano réowniez nicienie wystepujgce w chrzgszczach
zerdzianki sosnéwki, wektora kwarantannowego nicienia B. xylophilus i rodzimego dla Europy
B. mucronatus. W zwigzku z obserwowanym wczesniej stopniowym zmniejszaniem sie
czestotliwosci wystepowania nicieni w chrzgszczach zerdzianki w czasie okresu ich lotu,
badania te prowadzone byty przez caty sezon, od czerwca do paZzdziernika. Najwiekszg liczbe
chrzaszczy z nicieniami oraz liczbe nicieni w ich tchawkach stwierdzano na poczatku sezonu
(czerwic/lipiec). Natomiast, pod koricu sezonu (wrzesieni/pazdziernik) chrzgszcze z nicieniami
spotykane byty rzadko, lub sporadycznie — najczesciej odtawiano chrzgszcze bez nicieni.
Przeprowadzone badania molekularne przy pomocy reakcji real-time PCR potwierdzity
wystepowanie w chrzgszczach jedynie rodzimego gatunku nicienia B. mucronatus.
Zastosowana, molekularna techniki real-time PCR zawsze potwierdzata obecno$é¢ gatunku
B. mucronatus w przypadku fizycznej obecnosci larw nicieni w ciele sekcjonowanych
chrzaszczy (tchawki). Jednakze, brak nicieni w sekcjonowanych chrzgszczach na poczatku
sezonu zawsze dawat negatywny wynik reakcji, gdy za$ pod koniec sezonu real-time PCR
materiatu ekstrahowanego chrzgszczy pozbawionych nicieni generowat wynik negatywny, lub
pozytywny. Otrzymany tutaj pozytywny wynik reakcji moze sSwiadczyé o wczesniejszej
obecnosci nicieni w badanych owadach, ktére w trakcie zeru dojrzewajgcego i/lub sktadania
jaj przez wektora opuscity jego ciato, a pozostawione $ladowe resztki ich kutikuli, lub innych
fragmentéw generowaty pozytywny wynik. Obserwacje te potwierdzajg bardzo wysoka
czutos¢ techniki real-time PCR i jej potencjalnie istotng przydatnos¢ do wykrywania
rzeczywistej obecnosci zerdzianki sosnéwki w drzewostanie.

W biezgcym sezonie przeprowadzono réwniez serie doswiadczen terenowych majgcych na
celu wyjasnienie sygnalizowanego w ubiegtym roku zjawiska wystepowania nicienia
B. mucronatus w drzewach ostabionych sosen, bez Zerowisk zerdzianki sosnéwki.
Przeprowadzone prace wykazaty, ze w tych drzewach obecnos$¢ B. mucronatus zawsze
zwigzana byta z wystepowaniem zerowisk tycza mniejszego (Acanthocinus grisseus). Analiza
sekcyjna odtowionych do putapek feromonowych chrzgszczy tego gatunku potwierdzita
obecnosé (stosunkowo nielicznych) larw dyspersyjnych B. mucronatus w tchawkach i pod
pokrywami tego owada. A. grisseus byt wczesniej wykazywany, jako potencjalny wektor
B. xylophilus w Japonii. Wyniki naszych obecnych badanin s3 pierwszymi w Europie



wykazujgcymi zwigzek B. mucronatus z A. grisseus, a w potgczeniu z wczesniejszymi
doniesieniami z Japonii mogg sugerowaé potencjalny udziat drugiego (po zerdziance
sosnowce) wektora w rozprzestrzenianiu patogenicznego B. xylophilus w Europie.



