Zadanie 1.2. Optymalizacja metod wykrywania, monitorowania i zwalczania
kwarantannowego nicienia wegorka sosnowca
(Bursaphelenchus xylophilus) oraz jego wektora — zerdzianki
sosndwki (Monochamus galloprovincialis) w warunkach
srodowiskowych Polski
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Gtéwnym celem badan przeprowadzonych w roku 2025, w ramach zadania 1.2.
byto poszukiwanie i testowanie nowych rozwigzan zwiekszajgcych skutecznos¢,
szybkos$¢ i wiarygodnos¢ metod wykrywania, monitorowania i zwalczania wegorka
sosnowca (Bursaphelenchus xylophilus) oraz jego wektorow.

W ramach statego pozyskiwania w drzewostanach i identyfikacji taksonomicznej
wystepujacych w Polsce nicieni z rodzaju Bursaphelenchus kontynuowano prace
nad potencjalnie nowym gatunkiem, ktdéry zasiedla wigz i brzoze na kilku
stanowiskach w Polsce. Szczegdétowe analizy morfologiczne, molekularne oraz
bionomiczne wykazaty, ze s3 to dwa odrebne, nowe dla nauki gatunki, ktore
zostaty przez nas opisane jako Bursaphelenchus betulae wystepujgcy na brzozie
i przenoszony na nowe drzewa przez kornika ogtodka brzozowego (Scolytus
ratzeburgi) oraz zasiedlajacy wigz Bursaphelenchus ophiostomae, ktorego
wektorem jest kornik ogtodek wigzowiec (Scolytus scolytus). Opisy taksonomiczne
obu gatunkéw zostaty opublikowane w biezgcym roku, w Nematology (IF).
Odkrycie to zwieksza liczbe wykazanych z Polski gatunkéw rodzaju
Bursaphelenchus do 27, w tym 10 opisanych przez nas gatunkdw nowych dla nauki.

Hybrydyzacja miedzygatunkowa pomiedzy kwarantannowym, patogenicznym dla
sosny gatunkiem B. xylophilus i rodzimym, niepatogenicznym B. mucronatus
wykazata znaczne zrdinicowanie skutecznos$ci tego procesu oraz zywotnosci
uzyskanego potomstwa u réznych parizolatéow rodzicielskich. Analiza molekularna
(PCR ze specyficznymi  starterami) wykazata typowe DNA hybryd
miedzygatunkowych z rézng intensywnoscig prazkéw reprezentujgcych genotyp
B. xylophilus i B. mucronatus. W celu zwiekszenia homozygotycznosci uzyskanych
hybryd, utatwiajgcej ekspresje gendéw recesywnych hybrydy podjeto prébe
wyprowadzenia serii linii rekombinacyjnych wsobnych (RIL). Najbardziej
interesujgcag sposrdéd uzyskanych RILs okazata sie linia RIL-01B, ktdra powstata
w wyniku serii siostrzanych krzyzowan wsobnych hybryd B. xylophilus Rol x
B. mucronatus Lwowek-01. Przez caty proces hodowli wykazywata ona wysoka
zdolnos$¢ reprodukcji oraz zywotnos$¢ osobnikéw. Okoto 1,9-3,1% osobnikow
subpopulacji tej linii, przechowywanej w wodzie, w temperaturze 2—-4°C przezyto
okres okoto 3 lat (10.04.2022-18.04.2025) bez odzywiania sie, gdy u innych
szczepow trwa to maksymalnie kilka miesiecy do okoto roku. Wszystkie zywe



nicienie byty w stadium larwy dyspersyjnej DJIIl. Po przeniesieniu na podtoze
in vitro (B. cinerea/PDA) w ciggu 3-5 dni podejmowaty one dalszy rozwdj i masowe
rozmnazanie sie. Cykl rozwojowy (2 pokolenia) koniczyt sie po 2 tygodniach
wyjatkowo wysokim (80-86%) udziatem larw dyspersyjnych DJIIl w potomstwie
(zwykle jest to 16—35%), w warunkach in vitro. Dalsze krzyzowanie osobnikéw RIL-
01B z osobnikami dwdch innych szczepdédw B. xylophilus chinskiego ,Nanjing”
i portugalskiego Pt670L pozwolito zachowaé bardzo wysoki (okoto 80%) udziat
larw dyspersyjnych DJIIl w potomstwie. Ponadto, pozostawienie tych nicieni
w podtozu in vitro w temperaturze okoto 24°C lub po ekstrakcji wodnej
i przechowywaniu w temperaturze 2-4°C, w ciggu 7-14 dni w populacji mozna
wykry¢ 8-12% larw dyspersyjnych DJIV. Wstepne obserwacje sugerujg, ze udziat
ten stopniowo rdést. Po okoto 40 dniach udziat ten wynosit ponad 17%. Jest to
zjawisko wyjatkowe, zachodzgce catkowicie spontanicznie.

Larwy dyspersyjne DJIII i DJIV s3 jedynymi stadiami rozwojowymi wegorka
sosnowca, ktére mogg wnika¢ do tchawek owada-wektora i wraz z nim zasiedla¢
kolejne drzewa i obszary le$ne. Znajomos$¢ warunkdw inicjowania ich rozwoju ma
potencjalnie duze znaczenie praktyczne. Dlatego badania nad specyfikg tych
stadiow prowadzone s3 na catym swiecie. Dotychczasowe wyniki wskazujg, ze
larwy DIJIII tworzone sg w odpowiedzi nicienia na pogarszajgce sie warunki
srodowiskowe (niska wilgotnos¢ drewna, zmniejszona dostepnos$é pokarmu),
a tworzenie larwy DJIV jest odpowiedzig na dostepnos¢ owada wektora i Scisle
uzaleznione od uwalnianych przez niego specyficznych zwigzkéw chemicznych.
Zgodnie z istniejacg opinig, stadium to nie powstaje w hodowli in vitro. Jednakze,
prowadzone przez nas w biezgcym roku badania z wykorzystaniem
rekombinacyjnych linii wsobnych (RIL) wykazaty, ze czes¢ populacji niektdrych
hybryd miedzygatunkowych B. xylophilus x B. mucronatus mozie tworzyé
dyspersyjne larwy DJIV catkowicie bez udziatu owadéw-wektorow, w hodowli na
grzybach saprobiotycznych. Zjawisko to tworzy nowy wariant cyklu rozwojowego
wegorka sosnowca, w ktérym powstawanie zaréwno larw dyspersyjnych DJIII, jak
i DJIV jest catkowicie niezalezne od obecnosci owada-wektora. W biezgcym roku
podjete zostaty réwniez szczegdétowe badania uwarunkowan genetycznych oraz
konsekwencji tego zjawiska dla pozostatej czesci cyklu rozwojowego nicienia (tj.
zasiedlania owada-wektora, tzw. ,loading” przez tak uzyskane larwy dyspersyjne
DJIV, inicjowanie nowych pokolen pasozytniczych w drewnie i patogenicznosé tych
nicieni w stosunku do sosny). Dotychczasowe badania wykazaty znaczne, do ponad
jednego miesigca, opdzinienie inicjowania dalszego rozwoju przez larwy DJIV
w normalnie odpowiednich warunkach hodowli in vitro. Jednak, duza czes$¢ (okoto
30 do 80%) zywych larw DJIV tych populacji w ciggu miesigca nie podjeta dalszego
rozwoju.



W biezgcym okresie sprawozdawczym kontynuowano badania dotyczgce metody
identyfikacji pozwalajacej odrézni¢ zywe osobniki wegorka sosnowca od
martwych. Jest ona szczegdlnie wazna podczas rutynowej, granicznej kontroli
fitosanitarnej drewna i opakowan drewnianych wwozonych na teren Unii
Europejskiej. W przypadku obecnosci w drewnie martwych osobnikéw nicienia,
pozostatych po przeprowadzeniu skutecznego zabiegu termicznego, analiza
molekularna przeprowadzona na podstawie DNA tych nicieni moze dac¢ fatszywe
wyniki pozytywne. Lepszym rozwigzaniem jest jej wykonanie na podstawie
obecnosci RNA nicieni, poniewaz ulega ono szybkiemu rozktadowi po ich $mierci.
Brak sygnatu reakcji jednoznacznie okresla brak lub wcze$niejszg $Smieré¢ (np.
w wyniku prawidfowo przeprowadzonego zabiegu termicznego) nicieni
w badanym drewnie. W tegorocznych badaniach opracowano nowga technike
molekularng RT-gPCR do réznicowania zywych i martwych osobnikéw wegorka
sosnowca. Do badan diagnostycznych witgczono rdéwniez powszechnie
wystepujacego na terenie Polski nicienia B. mucronatus. W trakcie badan
opracowano uniwersalne startery forward i reverse oraz specyficzne sondy
TagMan dla B. xylophilus i B. mucronatus.

Przeprowadzenie reakcji RT-qPCR z wykorzystaniem uniwersalnych starterdw
i specyficznych sond dla B. xylophilus i B. mucronatus umozliwito precyzyjne
zidentyfikowanie i odrézinienie tych gatunkéw nicieni od siebie. Sonda
zaprojektowana dla B. xylophilus amplifikowata tylko RNA badanych populacji
tego gatunku. Podobnie wyniki zaobserwowano dla sondy zaprojektowanej dla
B. mucronatus. Zadna z zaprojektowanych specyficznych sond nie wykrywata DNA
tych gatunkéw nicieni (tj. drewno bez zabiegu lub zabieg przeprowadzony
nieskutecznie). Ponadto, sondy te nie wykrywaty DNA i RNA innych gatunkdéw
nicieni z grupy xylophilus — B. fraudulentus oraz B. populi, blisko spokrewnionych
z kwarantannowym wegorkiem sosnowcem. Analizy te przeprowadzane byty z RNA
wyizolowanym z populacji nicieni, jak i z pojedynczych osobnikéw (bez wzgledu
na stadium rozwojowe).

Przeprowadzone badania wykazaty, ze opracowana nowa technika molekularna
RT-qPCR jest wiarygodng metodg umozliwiajgcg réznicowanie zywych i martwych
osobnikéw wegorka sosnowca oraz niepatogenicznego nicienia B. mucronatus.

W biezgcym okresie sprawozdawczym przeprowadzono potwierdzajgcyg analize
molekularng nicieni wykrytych przez inspektordw PIORiIN na przejsciu granicznym
w Gdyni, w przesytce zawierajgcej drewniane materiaty opakowaniowe (DMO),
pochodzagce z Chin. Analiza molekularna (reakcja PCR-RFLP oraz
sekwencjonowanie) potwierdzita identyfikacje tych nicieni jako
kwarantannowego gatunku B. xylophilus. 1zolat ten (nazwany przez nas China-3)
badany byt rowniez pod wzgledem jego cech morfologicznych. Zaréwno wielkoscia
ciata, jak i wiekszoscig cech morfologicznych nie odbiega on od pozostatych



izolatow chinskich. W hodowli in vitro ogon samicy jest szeroko zaokraglony.
Jednakze, w hodowli in vivo ponad potowa osobnikéw posiada wyraznie wasko
stozkowate zakonczenie ogona, gdy za$ inne izolaty/szczepy majg mniej lub
bardziej widoczny mukron.

Tegoroczne badania nad dynamika lotu chrzgszczy zerdzianki sosndéwki oraz
transmisjg rodzimego, niepatogenicznego nicienia B. mucronatus prowadzone
byty od czerwca do konca pazdziernika w Nadlesnictwie Wronki (Le$nictwo
Mokrz). Celem tegorocznych badan byto okreslenie wptywu czasu
przechowywania atraktantéw feromonowych (Galloprotect Pack) na ich zdolnoSci
zwabiania chrzgszczy zerdzianki. Wszystkie feromony przechowywano
w temperaturze 4°C. Putapki feromonowe (IBL-3 + Galloprotect Pack) rozwieszono
na dwoch powierzchniach doswiadczalnych oddalonych od siebie o okoto 2 km. Na
kazdej z tych powierzchni zawieszono po dwie putapki rozmieszczone w odlegtosci
okoto 100 m od siebie, przy czym w jednej zostat uzyty feromon przechowywany
od 2022 roku, a w drugiej od 2024 roku. W tegorocznych badaniach odfowiono
tgcznie 1675 chrzgszczy zerdzianki, z czego do putapek z feromonem zakupionym
w 2024 roku — 976, a do putapek z 2022 roku — 699 chrzgszczy. Putapki
wykorzystujgce starsze feromony wykazaty tylko okoto 28% mniejszg skutecznosé
w odtawianiu owadow. Ze wzgledu na stosunkowo wysoka cene feromonu jest to
wazna informacja dla praktykéw. Wyniki te wskazujg na mozliwos¢ skutecznego
wykorzystania nieuzytych feromondéw w kolejnych latach.

Dotychczasowe wyniki przeprowadzonych badan patogenicznos$ci wybranych
hybryd miedzygatunkowych B. xylophilus x B. mucronatus w stosunku do 4-letnich
drzewek sosny zwyczajnej wykazaty znaczne zrdzinicowanie populacji
rodzicielskich i wybranych linii RIL w zakresie patogenicznos$ci ocenianej
szybkos$cig zamierania drzewek oraz liczebnoscig i zakresem dyspersji nicieni.
Najbardziej patogeniczng populacjg rodzicielskg okazat sie izolat B. xylophilus
Jining (izolowany na granicy przez PIORIN w 2024 roku). Izolat ten zabijat drzewka
juz w ciggu 3-5 tygodni. Nicienie wystepowaty na catej dtugosci strzatki. Zarowno
in vivo, jak i in vitro wykazywat on bardzo wysokg ptodnos¢, ktéra w standardowej
kolbie hodowlanej prowadzita do powstawania wielomilionowych populacji
potomstwa. W przypadku pozostatych izolatéw proces prowadzgcy do obumarcia
poszczegdlnych drzewek trwat od 5 do 9 tygodni.

Z trzech badanych linii wsobnych najwyiszg patogeniczno$s¢ i potencjat
reprodukcyjny wykazywaty linie RIL-01, pochodzgce z krzyzowki B. xylophilus Roll
i B. mucronatus Lwowek-01, powodujgce smieré¢ drzewek juz w ciggu 4 do
9 tygodni. W przypadku zastosowania linii RIL-03 (z krzyzéwki B. xylophilus Roll
X B. mucronatus Kampinos), 2 z 4 drzewek zamieraty w ciggu, odpowiednio 9 i 25
tygodni wykazujgc obecnos$¢ zaledwie kilkudziesieciu nicieni, a 2 pozostate



przezyty eksperyment nie wykazujgac obecnosci zadnych nicieni. Wyjasnienie
bezposrednich przyczyn tego zrdznicowania wymaga dalszych studiow.

Pomimo prawdopodobnego obecnie niewystepowania wegorka sosnowca na
terenie Ukrainy, sprzyjajgce warunki klimatyczne, powszechna dostepnosc
wrazliwych gatunkdéw sosny oraz obecnos$¢ potwierdzonego owada-wektora,
w kontekscie trwajgcych na tym obszarze dziatan wojennych, stwarzajg powazne
zagrozenie zwigzane z mozliwoscig niekontrolowanego przedostawania sie tego
szkodnika, jego zadomowienia oraz dalszego rozprzestrzeniania sie na kraje
sgsiadujgce. W wyniku przeprowadzonego przegladu literatury naukowej,
oficjalnych informacji rzgdowych oraz raportéw miedzynarodowych i lokalnych
organizacji Srodowiskowych i branzowych z zakresu le$nictwa oraz przemystu
drzewnego zidentyfikowano serie potencjalnych zrédet tych zagrozen. Naleza do
nich: (i) istotne, ogdlne ostabienie drzewostanéw sosnowych bedace wynikiem
bezposrednich dziatan wojennych na obszarach le$nych (liczne mechaniczne
uszkodzenia strzat i koron drzew, wywroty, ztamania), (ii) ogromny wzrost liczby
i powierzchni pozaréw na obszarach le$nych, ktére stajg sie bardzo atrakcyjne dla
chrzgszczy zerdzianki i zwabiajg je masowo nawet z odlegtosci kilku kilometréw,
(iii) pozostawione w drzewostanach miny i niewybuchy ograniczajgce dostepnos¢
obszarow lesnych redukujg skutecznos$é¢ Ilub catkowicie uniemozliwiajg
monitorowanie wystepowania szkodnikéw w drzewostanach, (iv) ze wzgledu na
inne priorytety, dziatania wojenne ograniczajg lub catkowicie eliminujg inspekcje
fitosanitarne wprowadzanych na obszar kraju transportéw drewna i drewnianych
materiatdéw opakowaniowych, (v) wprowadzanie na pole walki znacznych ilosci
réznego pochodzenia drewna i drewnianych materiatéw opakowaniowych,
zabezpieczajgcych bron i amunicje w czasie transportu zwiekszajgcych mozliwosci
zawleczenia wegorka sosnowca z obszaréw porazenia (np. Chiny, Korea Pn/Pd,
USA, Portugalia). Nieoficjalne Zrédta informuja, ze materiaty wojskowe nie sa
poddawane urzedowym kontrolom fitosanitarnym na granicy.

Ukraina jest znaczgcym producentem i eksporterem drewna oraz produktéw
drewnianych. Istotnymi zagrozeniami w zakresie prawidtowej i skutecznej
realizacji nadzoru fitosanitarnego nad sprowadzanym i eksportowanym drewnem
mogg by¢ réwniez czesto przytaczane zjawiska o charakterze korupcjogennym
i kryminalnym, jak masowa, nielegalna wycinka drzew oraz niejednoznaczna
procedura ewidencjonowania zaktadow produkujgcych palety i skrzynie
z uprawnieniami do znakowania ich symbolem [IPPC/ISPM15 (oficjalnie
ewidencjonowanych jest: 14 lub 21-57 zaktaddéw). Wobec wysokiego ryzyka,
transporty drewna z (i na) Ukraine (w tym réwniez wojskowe) powinny by¢ scisle
monitorowane pod kgtem obecnosci wegorka sosnowca.



