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 badan przeprowadzonych w 2024 r., w ramach zadania byto poszukiwanie
i testowanie nowych rozwigzan zwiekszajgcych skutecznos¢, szybkosc i wiarygodnosé metod
wykrywania, monitorowania i zwalczania wegorka sosnowca (B. xylophilus) oraz jego
wektoréw. W uzupetnieniu niezbedne byto przeprowadzenie szeregu wyjasniajgcych badan
podstawowych z zakresu genetyki, morfologii i bionomii tego nicienia oraz jego wektora —
zerdzianki sosnowki.

Przeanalizowano ponad 160 prébek drewna sosny zasiedlonej przez zerdzianke sosnédwke oraz
chrzaszczy tych owadow odtowionych do putapek feromonowych. Sposréd nicieni z rodzaju
Bursaphelenchus najczesciej wykrywano nieszkodliwy, rodzimy gatunek B. mucronatus.
Wykazano réwniez czeste wystepowanie B. piniperdae i sporadyczne B. pinophilus oraz
B. fraudulentus.

W 2024 r. przeprowadzono szczegétowe badania nad izolowang w Nadle$nictwie Turek,
morfologicznie nietypowg populacjg B. mucronatus. Alarmujacg dla Nadlesnictwa byto
grupowe zamieranie drzew sosny, w ktérych wystepowat ten nicien. Nasze badania
molekularne i bionomiczne wykazaty, Ze zamieranie drzew spowodowane zostato
nadmiernym przesuszeniem gleby oraz wtérnym zasiedleniem ostabionych drzew przez tycza
mniejszego (Acanthocinus griseus).

Badania nad charakterystykami nowego izolatu B. xylophilus (Jining-01), wykrytego w 2024 r.
przez stuzby graniczne PIORiIN wykazaty jego podobienstwo morfologiczne do innego szczepu
chinskiego (Nanjing). W hodowli in vivo, nicier ten tworzy mukron na ogonie samic. W hodowli
in vitro wykazat on jednak znacznie wyzszg zdolnos¢ reprodukcji niz szczep Nanjing. Badania
patogenicznosci w stosunku do 4-letnich siewek sosny potwierdzity rowniez wysoka zdolno$é
rozmnazania sie w drzewkach sosny oraz ich szybkiego zabijania w temperaturze 20-22°C.

W ramach prac nad zwiekszeniem precyzji identyfikacji B. xylophilus oraz rodzimego
B. mucronatus kontynuowano badania nad wiarygodnoscia metody morfologicznej, nadal
szeroko wykorzystywanej przez stuzby fitosanitarne na swiecie. Wykorzystanie w pracach
hybrydyzacyjnych ,typowych” szczepdw z szeroko zaokraglonym zakorczeniem ogona samic
(Pt670L, Roller-01) oraz szczepéw tworzgcych mukron wytgcznie w hodowli in vivo (Nanjing,
Jining-01), lub tworzgcych mukron zaréwno w warunkach hodowli in vivo, jak i in vitro (US10)
pozwolito przesledzi¢ droge dziedziczenia zdolnosci tworzenia mukrona. Nastepnie,
w wariantach porédwnawczych oceniano charakter i segregacje fenotypéw hybryd



rozwijajgcych sie w kulturach in vitro, na podtozu Botrytis cinerea/PDA oraz in vivo w 4-letnich
siewkach sosny zwyczajnej.

Przeprowadzone badania jednoznacznie wskazaty na genetyczny charakter uwarunkowan
obecnosci/braku mukrona na ogonie samic wegorka sosnowca, umozliwiajacy fatwy transfer
obu wariantéw tej cechy w obrebie gatunku B. xylophilus. Prace te w znacznym stopniu
wyjasnity rdwniez mechanizmy dziedziczenia omawianych cech, ktére istotnie rézng sie
pomiedzy hybrydami z udziatem szczepdéw chinskich (Nanjing, Jining-01) i szczepu
amerykanskiego (US10). Istotne dla praktyki s dotychczasowe wyniki badan
rozprzestrzeniania sie omawianych cech w populacjach hybryd na drodze spontanicznego
krzyzowania sie osobnikdw réznych szczepdw B. xylophilus. Zaleznosci wykryte w naszych
obecnych pracach wykluczajag mozliwos¢ wiarygodnego odrdznienia B. xylophilus od
B. mucronatus na podstawie morfologii. Opinie te wspierajg réwniez wyniki naszych
rownolegtych badan nad zmiennoscig genetyczng i morfologiczng w obrebie rodzimych
populacji B. mucronatus, gdzie wielkos¢ i ksztatt mukrona prezentujg znaczng zmiennosé,
czesciowo naktadajgcy sie na zmiennos$¢ obserwowang u B. xylophilus (Tomalak i Filipiak,
2024).

W ramach badan molekularnych przeprowadzono ocene skutecznosci metod identyfikacji
pozwalajgcy odrézni¢ zywe osobniki wegorka sosnowca od martwych. Identyfikacja taka jest
szczegblnie wazna podczas rutynowej, granicznej kontroli fitosanitarnej opakowan
drewnianych, wwozonych na teren Unii Europejskiej. Dobrze przeprowadzony zabieg
termiczny takich opakowan drewnianych (zgodnie z obowigzujgcymi ISPM nr 15; FAO 2009)
pozwala na skuteczne zabicie wszelkich obecnych w nich organizméw zywych (w tym nicieni).
Jednakze, przypadki nieskutecznego wykonania zabiegu termicznego lub wrecz fatszowania
oznakowania wymagajg szczegdlnej uwagi. Nawet w przypadku skutecznego zabiegu
termicznego pozostawanie w drewnie martwych nicieni moze da¢ fatszywe wyniki pozytywne
przy zastosowaniu analiz DNA (DNA nicieni jest obecne zaréwno w osobnikach zywych, jak
i martwych). W takiej sytuacji, lepszym rozwigzaniem jest analiza RNA, ktéry pozostaje
w osobnikach zywych, lecz ulega szybkiej degradacji w organizmach martwych, stajac sie
niewykrywalnym w martwych nicieniach juz po kilku dniach od zabiegu termicznego.

Tegoroczne badania przeprowadzano na podstawie techniki molekularnej PCR
z wykorzystaniem RNA (Leal i in.,, 2013). RNA wegorka sosnowca izolowano z préb
zawierajgcych réing liczbe (od 1 do 100) jego martwych lub zywych osobnikéw. Wyniki
przeprowadzonych analiz wykazaty obecnos¢ RNA wegorka sosnowca zaréwno w zywych, jak
i przez kilkudniowy okres po zabiegu, w osobnikach martwych. Podczas tej samej reakcji PCR,
otrzymywano rowniez produkty dla DNA B. xylophilus o innej dtugosci, co w fatwy sposdb
umozliwito odrdznienie RNA od DNA tego gatunku nicienia.

Okreslano réwniez szybko$¢ zanikania RNA w martwych nicieniach, wykazujgc mozliwosé
wykrywania RNA w martwych nicieniach do 5 dni po zabiegu termicznym. Wszystkie préby
analizowane po 10 dniach wykazaty catkowity brak RNA. Przeprowadzono réwniez badania



nad wykrywaniem zywych i martwych nicieni wegorka sosnowca (w liczbie 100 i 500
osobnikow) ekstrahowanych z drewna, ktére poddano zabiegowi obrdbki cieplnej (56°C
w rdzeniu materiatu przez 30 min). Przeprowadzona nastepnie analiza molekularna nicieni
wyekstrahowanych z kragzkéw traktowanego termicznie drewna potwierdzita prawidtowos¢
przeprowadzonego zabiegu, gdyz w zadnym przypadku nie wykrywano nicieni. Badania te
jednoznacznie wykazaty, ze analiza nicieni uzyskanych z DMO na podstawie RNA nicieni jest
bardziej wiarygodng metoda niz analiza ich DNA.

Przeprowadzono réwniez potwierdzajgcy analize molekularng nicieni wykrytych w biezgcym
roku przez inspektoréw PIORIN, w przesytce zawierajgcej drewniane materiaty opakowaniowe
z Chin. Analiza molekularna (reakcja PCR-RFLP oraz sekwencjonowanie) potwierdzita
identyfikacje tych nicieni, jako kwarantannowego gatunku B. xylophilus.

W minionym okresie sprawozdawczym kontynuowano prace nad metodami wykrywania
i identyfikacji hybryd miedzygatunkowych powstajacych pomiedzy B. xylophilus i rodzimym,
niepatogenicznym B. mucronatus, ktére w naturalnych warunkach mogg réwnoczesnie
zasiedla¢ sosne. Populacje wybranych wsobnych linii rekombinacyjnych (RIL-01 i RIL-02)
pochodzacych z indywidualnego krzyzowania B. xylophilus x B. mucronatus, inokulowano do
sosny, a nastepnie, po ekstrakcji z rosliny, sprawdzano ich status hybryd miedzygatunkowych
przy wykorzystaniu technik molekularnych. Obecnos¢ rozwijajgcych sie in vitro hybryd
potwierdzano na podstawie analizy serii pojedynczych osobnikéw dorostych nicieni przy
pomocy molekularnych testéw PCR ze specyficznymi starterami (Filipiak i wsp. 2017).
Przeprowadzone badania wykazaty, ze w pokoleniach F12/13 wiekszo$¢ osobnikdw obu serii
wybranych linii wsobnych (RIL-01 i RIL-02) nadal prezentowato status hybryd
miedzygatunkowych, zawierajgcych materiat genetyczny zaréwno B. xylophilus, jak
i B. mucronatus. Do tegorocznych badan nad hybrydyzacja miedzygatunkowg witgczono
rowniez nowg populacje B. xylophilus (lining-01). Nasze dotychczasowe wyniki badan
molekularnych hybryd powstatych w wyniku krzyzowania tego izolatu z polskimi populacjami
B. mucronatus wykazaty, ze cze$¢ osobnikdw potomnych pokolenia F2/F3 prezentowata status
hybryd miedzygatunkowych, zawierajgcych materiat genetyczny zaréwno B. xylophilus, jak
i B. mucronatus.

Badania terenowe nad dynamikg lotu chrzgszczy zerdzianki sosnowki, prowadzone od czerwca
do konca paidziernika w Nadlesnictwie Wronki wykazaty, ze liczebno$é chrzgszczy
odfawianych na powierzchniach praktycznie bez sSwiezego materiatu legowego byta
poréwnywalna, lub tylko nieznacznie (tj. 10-30%) nizsza od tej notowanej na powierzchni po
ubiegtorocznej trzebiezy. Sugeruje to, Ze nawet w drzewostanach pozbawionych
potencjalnego materiatu legowego chrzgszcze nalatujgce z sgsiednich powierzchni odbywajg
normalne loty monitorujgce i cho¢ nie sktadajg jaj, s3 powszechne i skutecznie odtawiajg sie
do putapek feromonowych. Pozwala to na prowadzenie wiarygodnych odtowdw zerdzianki
w kazdym, 30—60-letnim drzewostanie sosnowym.



