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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Gtéwnym celem prowadzonych badan byto poszukiwanie i testowanie nowych rozwigzan
zwiekszajgcych skutecznos¢, szybkos¢ i wiarygodnosé¢ metod wykrywania, monitorowania
i zwalczania wegorka sosnowca (B. xylophilus) oraz jego wektoréw.

Realizacja zadan 2023 roku objeta badania terenowe i laboratoryjne. Przeanalizowano
142 préby drewna z réznych rejonéw kraju — gtdwnie sosny opanowanej przez zerdzianke
sosnéwke i inne saproksylofagi oraz chrzaszczy tych owaddéw odtowionych do putapek
feromonowych. Najczesciej wykrywano nieszkodliwy gatunek nicienia B. mucronatus, ktory
jest najbardziej zblizony do kwarantannowego B. xylophilus. Materiat ten stanowi
uzupetnienie dotychczasowych informacji o zmiennosci genetycznej populacji B. mucronatus
w Polsce. Drugim, moggcym sporadycznie wystepowaé w sosnie byt B. fraudulentus.
Izolowano réwniez gatunki Bursaphelenchus z innych grup typologicznych, m.in. B. piniperdae
i B. pinophilus. W zadnej z badanych préob drewna i chrzgszczy zerdzianki nie wykryto
obecnosci kwarantannowego, patogenicznego dla sosny wegorka sosnowca (B. xylophilus).

W ramach prac nad zwiekszeniem precyzji identyfikacji B. xylophilus oraz rodzimego
B. mucronatus kontynuowano badania nad wiarygodnoscig metody morfologicznej, szeroko
wykorzystywanej przez stuzby fitosanitarne na sSwiecie. Dzieki wtgczeniu do badan szczepu
B. xylophilus Roll, zawierajgcego markerowg mutacje Bxy-rol(tom3) (Tomalak i Filipiak, 2019)
oraz innych populacji tego gatunku (US10 i Nanjing), ktore podobnie jak B. mucronatus
posiadajg mukron na konAcu ogona samic, przeprowadzono serie krzyzowan diallelicznych
i ocene fenotypow powstajagcych w potomstwie. Badania te jednoznacznie wykazaty
genetyczny charakter uwarunkowania tej waznej taksonomicznie cechy morfologicznej
i wyjasnity mechanizm jej dziedziczenia. Raz wprowadzona do populacji B. xylophilus cecha
,hietypowej” obecnosci mukrona pozostaje w niej, stopniowo rozprzestrzeniajac sie na prawie
wszystkie osobniki. Wykryta obecnie zalezno$¢ wyklucza mozliwos¢ wiarygodnego
odrdznienia tych gatunkéw na podstawie morfologii.

W ramach kontynuacji badan nad spontanicznym procesem hybrydyzacji miedzygatunkowej
pomiedzy B. xylophilus oraz B. mucronatus wyprowadzono 3 rekombinacyjne linie wsobne
hybryd (RIL), réznigce sie potencjatem reprodukcyjnym, zywotnoscig oraz patogenicznoscig
w stosunku do siewek sosny. Krzyzéwki B. xylophilus z B. mucronatus Olsztyn-01 i B. xylophilus
z B. mucronatus Lwdéwek-01 zachowujg wysokg ptodnos$é i persystencje w nastepnych
pokoleniach, lecz patogenicznos¢ w stosunku do sosny byta obserwowana tylko
w krzyzéwkach z B. mucronatus Lwowek-01. Kolejne pokolenia linii hybryd RIL-03



(B. xylophilus x B. mucronatus Kampinos-01) wykazywaty zas niskg stabilnos¢ populacji,
spowodowang stabg reprodukcjg i catkowity brak patogenicznosci w stosunku do sosny.
Przeprowadzone badania wykazaty, ze krzyzowanie pomiedzy B. xylophilus i B. mucronatus
jest mozliwe, jednakze jego skutecznosé¢ i konsekwencje mogg by¢ uzaleznione od genotypu
lokalnego partnera (B. mucronatus). Sposréd 3 badanych genotypdw wykrytych na obszarze
Polski, genotyp posredni (europejski + wschodnioazjatycki) moze by¢ najbardziej
niebezpieczny.

Przez caty okres sprawozdawczy kontynuowano prace nad metodami wykrywania
i identyfikacji hybryd miedzygatunkowych powstajgcych pomiedzy B. xylophilus i rodzimym
B. mucronatus, ktére w naturalnych warunkach moga réwnoczesénie zasiedlaé¢ sosne.
Obecnos¢ powstajgcych in vitro hybryd potwierdzano na podstawie pojedynczych osobnikdéw
dorostych nicieni przy pomocy molekularnych testow PCR ze specyficznymi starterami (Filipiak
i wsp. 2017). Po raz pierwszy wykazano réwnoczesng obecno$é¢ elementéw materiatu
genetycznego pochodzgcego zaréwno z B. xylophilus, jak i B. mucronatus nawet w pokoleniu
F16 hybryd tych gatunkdw.

W celu wyjasnienia zréznicowania intensywnosci prgzkdw DNA specyficznych dla gatunkow
rodzicielskich w populacjach hybryd miedzygatunkowych B. xylophilus x B. mucronatus,
w biezgcym roku wyselekcjonowano serie populacji, dla ktérych w trakcie elektroforezy DNA
otrzymywano intensywniejsze prazki specyficzne dla B. xylophilus oraz serie
z intensywniejszymi prgzkami dla B. mucronatus. DNA wybranych osobnikéw zostato poddane
sekwencjonowaniu. Badania te wykazaty, ze poszczegdlne osobniki hybryd charakteryzujg sie
relatywnie rdéing zawartoscia materialu  genetycznego przodkéw  (B. xylophilus
i B. mucronatus). Skorelowana z wyzszg intensywnoscig prgzkéw wyzsza wartosc
sekwencjonowania (,percent identity”) wykazywata wieksze podobiefdstwo do sekwencji
jednego z gatunkdéw rodzicielskich znajdujacych sie w bazie GenBank.

W tegorocznych badaniach do identyfikowania B. xylophilus i B. mucronatus wtgczono
technike PCR, opracowang przez Matsunaga i wsp. (2019). Umozliwia ona réwniez
réznicowanie populacji gatunku B. mucronatus pod wzgledem genotypowym w znacznie
prostszy sposéb niz czasochtonna PCR-RFLP. Przeprowadzone badania potwierdzity
te zatozenia, lecz wykazaty, ze metoda ta nie umozliwiata wykrywania genotypu posredniego,
do ktérego nalezy wiekszos¢ polskich populacji B. mucronatus.

Badania chrzgszczy zerdzianki sosnéwki przeprowadzane przy pomocy techniki real-time PCR
wykazaty wystepowanie w ich ciele jedynie rodzimego gatunku B. mucronatus. Wykrywa ona
nie tylko cate nicienie, lecz rowniez ich pozostatosci po wyjsciu zywych. Fizycznie nicienie
w chrzgszczach wykrywane byty do potowy wrzednia, natomiast technika real-time PCR
wykrywata ich $ladowe resztki az do ostatniego odtowu owaddéw do putapek feromonowych
(potowa pazdziernika). Opracowana przez nas wczesniej technika real-time PCR zostata
wtgczona w tym roku przez EPPO do protokotu diagnostycznego: ,EPPO. 2023. PM 7/4 (4)



Bursaphelenchus xylophilus. EPPO Bulletin, 53, 156-183” jako jeden ze standardéw
diagnostycznych obowigzujgcych we wszystkich krajach Europy.

Badania terenowe nad dynamikg lotu zerdzianki sosnédwki wykazaty wyjatkowos¢ roku 2023
w tym zakresie. W wyniku wysokich temperatur obserwowano intensywny lot chrzgszczy nie
tylko w czerwcu i lipcu, lecz rowniez we wrzesniu. Wydtuzenie tego okresu moze miec istotne
znaczenie dla skutecznosci transmisji nicieni.

Tegoroczne badania w Nadlesnictwie Wronki potwierdzity statg obecnos¢ i petnienie funkcji
wektora B. mucronatus (oraz potencjalnie B. xylophilus) przez tycza mniejszego (Acanthocinus
griseus). Nicienie wykrywano zaréwno w drewnie opanowanym wytgcznie przez tego owada,
jak i w chrzgszczach — pod pokrywami i w tchawkach. Jednakze poziom zasiedlenia chrzgszczy
przez nicienie byt znaczgco nizszy (kilka lub kilkanascie osobnikéw) w poréwnaniu
do transmisji z udziatem Zzerdzianki sosnéwki, gdy w pojedynczym owadzie znajdowano
od kilkuset do ponad 1000 nicieni. A. griseus byt wczesniej wykazywany jako potencjalny
wektor B. xylophilus w Japonii.



