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Artykuł OrygInAlny

Ocena przydatności techniki PCR do identyfikacji nicieni  
Bursaphelenchus mucronatus Mamiya & enda 1979, B. xylophilus steiner 
& Buhrer 1934 (Nickle 1970) i B. fraudulentus Rühm 1956 (Nematoda,  
Aphelenchoididae) w surowym ekstrakcie nicieni izolowanych z drewna

Assessment of the PCR technique for identification of Bursaphelenchus 
mucronatus Mamiya & enda 1979, B. xylophilus Steiner & Buhrer 1934 
(Nickle 1970) and B. fraudulentus Rühm 1956 (Nematoda,  
Aphelenchoididae) in crude extract of nematodes isolated from wood

Anna FilipiakA*, Marek TomalakB

Streszczenie 
Bursaphelenchus xylophilus Steiner & Buhrer 1934 (Nickle 1970) jest czynnikiem sprawczym choroby więdnięcia sosny, prowadzącym do 
szybkiego zamierania drzew sosnowych w Azji i Europie. Występujące na naszym kontynencie niepatogeniczne nicienie B. mucronatus 
Mamiya & enda 1979 oraz B. fraudulentus Rühm 1956 są najbardziej podobne morfologicznie do B. xylophilus. Co więcej, wszystkie te 
trzy gatunki mogą występować na tych samych stanowiskach drzew iglastych, dlatego też istnieje duże ryzyko błędnej identyfikacji tych 
nicieni w próbach drewna sosny. Głównym celem przedstawionych badań było możliwe uproszczenie skuteczności obecnie dostępnych 
procedur identyfikacji B. xylophilus w surowym ekstrakcie z drewna, przy możliwej, równoczesnej obecności pozostałych gatunków Bur-
saphelenchus z grupy xylophilus oraz innych nicieni bakterio- i grzybożernych naturalnie występujących w próbkach drewna sosnowego. 
W obecnie opisywanych badaniach, identyfikację nicieni B. mucronatus występujących zarówno w surowym ekstrakcie z drewna, jak również 
w ekstrakcie uzupełnionym określoną liczbą osobników B. xylophilus lub B. fraudulentus, przeprowadzano stosując prostszą technikę łań-
cuchowej reakcji polimerazy (PCR) z zaprojektowanymi specyficznymi starterami, komplementarnymi do regionów ITS1–28S rDNA.

Słowa kluczowe: węgorek sosnowiec, identyfikacja nicieni, modyfikacja techniki PCR, drewno sosny

Abstract 
The pine wood nematode, Bursaphelenchus xylophilus Steiner & Buhrer 1934 (Nickle 1970) is the major causative agent of the pine wilt 
disease which has become devastating to Asian and European coniferous forests. These regions are also naturally occupied by two other 
native but nonpathogenic species, i.e. B. mucronatus Mamiya & enda 1979 and B. fraudulentus Rühm 1956 which are closely related to 
the invasive B. xylophilus. Moreover, all these three species can colonize pine trees, and potentially be extracted from the same wood 
samples. Due to the cosmopolitan character and wide genetic variation within- and between existing populations the taxonomic distinc-
tion of these species based exclusively on their morphology is difficult or, almost impossible. The present quarantine regulations related 
to B. xylophilus require the most credible and simple methods which could allow for a possibly earliest detection and precise identifica-
tion of this species in wood shipments and conifer forests stands. The main objectives of the presently reported research were to simplify 
the presently available procedures for possibly fast and precise detection and identification of B. xylophilus examined in the background 
of the remaining Bursaphelenchus species of the xylophilus group and other bacterio- and mycetophagous nematodes naturally present 
in the pine wood samples. The developed method is based on a direct examination of the crude nematode extract from wood samples 
and subsequent use of PCR technique with earlier designed specific reaction starters amplifying ITS1–28S rDNA regions.
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Wstęp / Introduction

Rozwijający się w drewnie nicień węgorek sosnowiec – 
Bursaphelenchus xylophilus Steiner & Buhrer 1934 (Nickle 
1970) (Nematoda, Aphelenchoididae) jest głównym spraw-
cą groźnej choroby więdnięcia sosny, atakującej niektóre 
jej gatunki i okazyjnie również inne drzewa iglaste w róż-
nych rejonach świata. Jako gatunek inwazyjny pochodzący 
z Ameryki Północnej już od początku ubiegłego wieku za-
czął on zasiedlać wschodnie rejony Azji (Japonia, Chiny, 
Taiwan i Korea Południowa), gdzie stał się ważnym szkod-
nikiem dewastującym lokalne drzewostany sosnowe (Ma-
miya i Kiyohara 1972; Cheng i wsp. 1983; Futai 2013). Od 
lat 90. węgorek sosnowiec występuje również w Europie 
(Portugalia i Hiszpania) (Mota i wsp. 1999; Inacio i wsp. 
2015). W procesie zasiedlania kolejnych, zdrowych drzew 
oraz nowych obszarów geograficznych węgorek sosnowiec 
skutecznie wykorzystuje niektóre lokalne gatunki chrząsz-
czy kózkowatych z rodzaju żerdzianka (Monochamus), 
jako niezbędne wektory. W Europie jest to powszechnie 
występująca żerdzianka sosnówka (Monochamus gallo-
provincialis) (Coleoptera, Cerambycidae). Poprzez swoją 
wysoką patogeniczność, prowadzącą do szybkiego zamie-
rania nawet starszych drzew oraz stałe rozprzestrzenianie 
się na nowe obszary, od początku bieżącego wieku B. xylo-
philus stwarza poważne zagrożenie również dla drzewosta-
nów sosnowych Europy, w skład których wchodzi szereg 
bardzo wrażliwych gatunków sosny (Pinus silvestris L., 
Pinus nigra Arn., Pinus pinaster Aiton). Z tego powodu 
również w Europie nicień ten został objęty szczególnymi 
przepisami kwarantannowymi (m.in. Lista EPPO A2; stale 
aktualizowane Decyzje implementacyjne Komisji i Rady 
Europy; przepisy krajowe), obowiązującymi we wszyst-
kich państwach tego rejonu. Do najważniejszych, regulo-
wanych obszarów należy prewencja, polegająca głównie 
na stałym monitorowaniu pod kątem obecności węgorka 
sosnowca lokalnych drzewostanów oraz transportów drew-
na i opakowań drewnianych przemieszczanych w handlu 
międzynarodowym oraz wczesnym eliminowaniu porażo-
nych drzew i materiałów drzewnych. Wczesne, szybkie 
i w pełni wiarygodne wykrywanie oraz identyfikacja nicie-
ni zasiedlających drewno jest zadaniem priorytetowym dla 
służb fitosanitarnych i leśnych. Wcześniejsze badania wy-
kazały, że szereg naturalnych zjawisk, takich jak: wpływ 
temperatury otoczenia na opóźnienie ujawniania się symp-
tomów chorobowych, niska liczebność węgorka sosnowca 
na początku infekcji, możliwość równoczesnego występo-
wania podobnych, lokalnych gatunków rodzaju Bursaphe-
lenchus z grupy xylophilus w tych samych próbach drewna, 
spontaniczna hybrydyzacja pomiędzy B. xylophilus i naj-
bliżej z nim spokrewnionym, rodzimym dla drzewostanów 
Europy Bursaphelenchus mucronatus oraz związane z tym 
rozszerzenie zmienności morfologicznej, etc., znacznie 
utrudnia realizację tego zadania. Dotychczasowe badania 

wykazały możliwość występowania tych zjawisk w drze-
wostanach w Polsce i dostarczyły nowych rozwiązań uła-
twiających wykrywanie i identyfikację B. xylophilus na tle 
pozostałych nicieni występujących w próbach drewna (Fi-
lipiak i wsp. 2010, 2017, 2019; Tomalak i Filipiak 2021). 
Zgodnie z rekomendacją EPPO, DNA nicieni ekstrahowa-
nych z drewna wykrywane jest przy użyciu techniki real- 
-time PCR wymagającej specjalistycznej aparatury (EPPO 
Bulletin 2013). 
 Głównym celem prezentowanych badań było możliwe 
uproszczenie i weryfikacja skuteczności metody identyfika-
cji B. xylophilus w surowym ekstrakcie z drewna sosny przy 
pomocy prostszej techniki PCR z zastosowaniem specyficz-
nych starterów.

Materiały i metody / Materials and methods

W przeprowadzonych badaniach wykorzystano próby drewna 
sosny z widocznymi śladami żerowisk żerdzianki sosnówki 
i/lub sinizny drewna, które pobrano w Nadleśnictwach Mię-
dzychód (Leśnictwo Przedlesie: 52.61565 N i 15.85122 E) 
i Wronki (Leśnictwo Mokrz: 52.77256 N i 16.27805 E). 
Próby te poddane zostały ocenie pod kątem występowania 
nicieni naturalnie zasiedlających drewno. 

Ekstrakcja nicieni z drewna

Rozdrobnione próby drewna o całkowitej objętości około 
500 cm3 umieszczano na wyścielonych ręcznikiem papie-
rowym sitach nematologicznych o średnicy oczek 1 mm. 
Sita wstawiano do pojemników z wodą, zanurzając je do 
głębokości około 1,5 cm. Znajdujące się w drewnie nicie-
nie poddawano ekstrakcji przez 24 h. W każdym uzyska-
nym ekstrakcie na drodze seryjnych rozcieńczeń określano 
liczebności osobników gatunku B. mucronatus w jednost-
ce objętości (1 ml) oraz dokonywano ogólnego przeglądu 
pozostałych gatunków z innych grup taksonomicznych. 
Uzyskany ekstrakt zawierający liczne, naturalnie zasiedla-
jące badane drewno osobniki B. mucronatus oraz inne, to-
warzyszące nicienie bakterio- i grzybożerne oraz drapieżne, 
należące głównie do rzędów Rhabditida, Tylenchida i Aphe-
lenchida, zagęszczano do objętości około 25 ml na drodze 
swobodnej sedymentacji przez 1 h. Po upływie tego czasu, 
supernatant usuwano pipetą, pozostawiając ostateczną obję-
tość ekstraktu do 5 ml. Następnie, tak przygotowany suro-
wy ekstrakt dokładnie mieszano i rozdzielano na 1 ml próby 
do pięciu osobnych probówek Eppendorfa. Całość wirowa-
no przez 10 minut przy obrotach 11 000 rpm. Supernatant 
zlewano, a do osadu dodawano 1 kulkę szklaną o średnicy 
3 mm i 4 kulki o średnicy 1 mm oraz 180 µl buforu ATL 
i 20 µl proteinazy K z zestawu QIAmp DNA Mini Kit, QIA-
GEN (zestaw rekomendowany przez EPPO do izolacji ni-
cieni z drewna). Tak otrzymana mieszanina była poddawa-
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na homogenizacji (30 uderzeń/s przez 40 s). Kolejne etapy 
przeprowadzano zgodnie z metodyką załączoną do zestawu 
QIAmp DNA Mini Kit (QIAGEN). Wyizolowane z drewna 
DNA stanowiło matrycę do dalszych analiz molekularnych 
w celu detekcji badanych nicieni.

Reakcja PCR

Do reakcji PCR użyto starterów specyficznych amplifikują-
cych regiony ITS1–28S rDNA dla trzech znanych gatunków 
nicieni z rodzaju Bursaphelenchus, grupy xylophilus, mo-
gących w Europie występować w drewnie sosny, tj. węgor-
ka sosnowca (Bx-For/Bur-Rev), B. mucronatus (Bm-For/
Bur-Rev) i B. fraudulentus (Bf-For/Bur-Rev) (tab. 1) (Fi-
lipiak i wsp. 2017). Reakcje PCR prowadzono w objętości 
10 µl, z użyciem polimerazy DreamTaq™ Green Master 
Mix (2X) (ThermoFisher Scientific), specyficznych starte-
rów 0,16 µM (Bx-For, Bm-For, Bf-For oraz Bur-Rev) oraz 
2 µl DNA, otrzymanego po ekstrakcji z drewna. W kontroli 
pozytywnej stosowano odpowiednio DNA (2 µl) wyizolo-
wane z hodowli laboratoryjnej B. mucronatus, B. xylophilus 
i B. fraudulentus. 

Dodatkowo, w celu potwierdzenia możliwości jedno-
czesnego wykrywania w drewnie wspomnianych trzech 
gatunków nicieni: B. mucronatus, B. xylophilus oraz/lub 
B. fraudulentus, do przygotowanej, analogicznie jak po-
wyżej, mieszaniny reakcyjnej oprócz DNA pochodzącego 
z wcześniej uzyskanego ekstraktu z badanych próbek, wpro-
wadzano dodatkowo DNA wyizolowane z 1 lub 10 osobni-
ków dorosłych B. xylophilus lub B. fraudulentus. Przygo-
towano również kontrolę pozytywną dla każdego z trzech 
badanych gatunków nicieni oraz kontrolę odczynnikową, 
gdzie zamiast DNA użyto sterylnej wody. 

Reakcję PCR przeprowadzano według następują-
cych warunków termicznych: wstępna denaturacja 2 min 
w 94°C, następnie 35 cykli: denaturacja w 94°C przez 
40 s, przyłączanie starterów w 59°C przez 40 s, wydłu-
żanie w 72°C przez 30 s i końcowe wydłużanie w 72°C 
przez 5 min. Otrzymane produkty rozdzielano w 1,5% żelu 
agarozowym z dodatkiem Midori Green Advance DNA 
Stain (Nippon Genetics Europe) i wizualizowano w świe-
tle UV.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion
 
Przedstawione obecnie wyniki badań z wykorzystaniem 
surowego ekstraktu nicieni z drewna sosny oraz uprosz-
czonej metody równoczesnego wykrywania i identyfikacji 
wszystkich trzech gatunków nicieni z rodzaju Bursaphelen-
chus, grupy xylophilus, mogących występować w drewnie 
sosny w Europie (Filipiak i wsp. 2017) wykazały wysoką 
skuteczność zastosowanej procedury. Metoda PCR wyko-
rzystująca zaprojektowane wcześniej startery pozwoliła na 
jednoznaczną identyfikację otrzymanych produktów reak-
cji, specyficznych dla wszystkich badanych gatunków z ro-
dzaju Bursaphelenchus. 

W przypadku reakcji, w których jako matrycy użyto 
DNA B. xylophilus, B. mucronatus i B. fraudulentus po-
chodzących z hodowli laboratoryjnej (kontrole pozytywne), 
otrzymano produkty o spodziewanej wielkości: 767 pz dla 
B. xylophilus (fot. 1 ścieżka na żelu A i fot. 2 ścieżka A), 
305 pz dla B. mucronatus (fot. 1 ścieżka B i fot. 2 ścieżka 
B) i 132 pz dla B. fraudulentus (fot. 2 ścieżka C). Dzięki tak 
wyraźnym różnicom identyfikacja reprezentowanych przez 
nie gatunków nicieni była stosunkowo łatwa. Dla kontroli 
odczynnikowej na żelu nie otrzymywano żadnych produk-
tów (fot. 1 ścieżka F i fot. 2 ścieżka I).

Dla nicieni naturalnie występujących w obecnie eks-
trahowanych próbach drewna (surowy ekstrakt) rozdział 
elektroforetyczny wykazywał tylko jeden produkt reakcji 
o wielkości 305 pz, co jednoznacznie wskazywało na obec-
ność B. mucronatus (fot. 1 ścieżki C–E i fot. 2 ścieżka D). 
DNA pozostałych, występujących równocześnie natural-
nych populacji innych nicieni bakterio- i grzybożernych 
oraz drapieżnych nie było amplifikowane w trakcie prze-
prowadzanej reakcji PCR ze względu na brak odpowiednich 
starterów. 

W badaniach, w których do analizowanej mieszaniny, 
poza DNA pochodzącym z wcześniej uzyskanego surowego 
ekstraktu, wprowadzano także osobniki dorosłe B. xylophi-
lus lub B. fraudulentus, otrzymywano jednocześnie produk-
ty PCR specyficzne dla B. mucronatus naturalnie występu-
jącego w badanym ekstrakcie, jak i specyficzne produkty 
dla dodatkowo wprowadzonych B. xylophilus lub B. frau-

Tabela 1. Startery zaprojektowane do wykrywania Bursaphelenchus xylophilus, Bursaphelenchus mucronatus i Bursaphelenchus fraudu-
lentus (Filipiak i wsp. 2017)

Table 1.  Primers designed to detect Bursaphelenchus xylophilus, Bursaphelenchus mucronatus and Bursaphelenchus fraudulentus 
(Filipiak et al. 2017)

Nazwa startera
Primer name

Sekwencja 5’-3’
Sequence 5’-3’

Wielkość produktu (pz)
Amplicon size (bp)

Bx-For CGATGATGCGATTGGTGACT 767
Bm-For CCAAGTTTCTGCATTCGTGAAC 305
Bf-For CCGTCATGGATGTCTTCTGATTA 132

Bur-Rev CCCAACTCAGGTGGTTTCAA –
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dulentus (fot. 2 ścieżki E–H). Reakcja ta okazała się bardzo 
czuła, gdyż nawet w przypadku wprowadzenia 1 osobnika 
B. xylophilus lub B. fraudulentus do ekstraktu zawierające-
go materiał genetycznych z ponad 40 osobników B. mucro-
natus (średnia z rzeczywistych liczb nicieni naturalnie wy-
stępująca w danej objętości próby ekstraktu), otrzymywano 
specyficzne produkty PCR zarówno dla B. mucronatus, jak 
i dla B. xylophilus lub B. fraudulentus.

Dużą zaletą zastosowanej techniki jest możliwość wpro-
wadzania do mieszaniny reakcyjnej jednocześnie wszyst-
kich opracowanych starterów. Nie stwierdzono przy tym 
występowania reakcji krzyżowych (cross-reactions) pomię-
dzy starterami i uzyskiwanymi produktami. 

Dla praktyki bardzo ważna jest również wysoka specy-
ficzność użytych starterów i wynikający z niej całkowity 
brak wpływu innych gatunków nicieni na ostateczny obraz 
separacji elektroforetycznej. Miazga i drewno osłabionych, 
zamierających i martwych drzew są zwykle zasiedlane przez 
liczne populacje innych nicieni (gatunki bakterio- i grzybo-
żerne, drapieżne, pasożyty owadów, etc.). Użycie starterów 

Fot. 2. Rozdział elektroforetyczny produktów reakcji PCR z zasto-
sowaniem specyficznych starterów forward (Bx-For/Bm-
For/Bf-For) oraz uniwersalnego startera reverse (Bur-Rev): 
A – Bursaphelenchus xylophilus Pt67OL (hodowla – Portu-
galia); B – Bursaphelenchus mucronatus Mdz-01 (hodowla 
– Międzychód, Polska); C – Bursaphelenchus fraudulentus 
(hodowla Helmstedt, Niemcy); D – DNA nicieni otrzyma-
ne z surowego ekstraktu drewna z Nadleśnictwa Wronki; 
E – DNA nicieni otrzymane z surowego ekstraktu drew-
na oraz 1 osobnik B. xylophilus Pt67OL; F – DNA nicieni 
otrzymane z surowego ekstraktu drewna oraz 10 osobni-
ków B. xylophilus Pt67OL; G – DNA nicieni otrzymane 
z surowego ekstraktu drewna oraz 1 osobnik B. fraudu-
lentus Helmstedt; H – DNA nicieni otrzymane z surowego 
ekstraktu drewna oraz 10 osobników B. fraudulentus Helm-
stedt; I – kontrola odczynnikowa; M – marker GeneRulerTM 
Express DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific)

Photo 2.  PCR products separated by electrophoresis after amplifica-
tion using species-specific primers (Bx-For/Bm-For/Bf-For) 
and universal primer (Bur-Rev): A – Bursaphelenchus xylo-
philus Pt67OL (culture – Portugal); B – Bursaphelenchus 
mucronatus Mdz-01 (culture – Międzychód, Poland); 
C – Bursaphelenchus fraudulentus (culture Helmstedt, Ger-
many); D – nematode DNA obtained from crude extract of 
wood (forest district Wronki, Poland); E – nematode DNA 
obtained from crude extract of wood and 1 specimen of 
B. xylophilus Pt67OL; F – nematode DNA obtained from 
crude extract of wood and 10 specimens of B. xylophilus 
Pt67OL; G – nematode DNA obtained from crude extract 
of wood and 1 specimen of B. fraudulentus Helmstedt; 
H – nematode DNA obtained from crude extract of wood 
and 10 specimens of B. fraudulentus Helmstedt; I – no tem-
plate control; M – marker GeneRulerTM Express DNA Lad-
der (Thermo Fisher Scientific)

Fot. 1.  Rozdział elektroforetyczny produktów reakcji PCR z zasto-
sowaniem specyficznych starterów forward (Bx-For/Bm-
For/Bf-For) oraz uniwersalnego startera reverse (Bur-Rev): 
A – Bursaphelenchus xylophilus Pt67OL (hodowla – Portu-
galia); B – Bursaphelenchus mucronatus Mdz-01 (hodow-
la – Międzychód, Polska); C – DNA nicieni otrzymane 
z surowego ekstraktu drewna z Nadleśnictwa Międzychód; 
D–E – DNA nicieni otrzymane z surowego ekstraktu drew-
na z Nadleśnictwa Wronki; F – kontrola odczynnikowa; 
M – marker GeneRulerTM Express DNA Ladder (Thermo 
Fisher Scientific)

Photo 1.  PCR products separated by electrophoresis after amplifica-
tion using species-specific primer (Bx-For/Bm-For/Bf-For) 
and universal primer (Bur-Rev): A – Bursaphelenchus xylo-
philus Pt67OL (culture – Portugal); B – Bursaphelenchus 
mucronatus Mdz-01 (culture – Międzychód, Poland); 
C – nematode DNA obtained from crude extract from wood 
(forest district Międzychód, Poland); D–E – nematode 
DNA obtained from crude extract from wood (forest dis-
trict Wronki, Poland); F – no template control; M – marker 
GeneRulerTM Express DNA Ladder (Thermo Fisher Scien-
tific)

uniwersalnych mogłoby prowadzić do wieloznaczności 
uzyskiwanych wyników identyfikacji taksonomicznej ni-
cieni występujących w ekstrakcie. 

Obecnie w drzewostanach sosnowych w Polsce, do-
minującym gatunkiem z grupy xylophilus, która gromadzi 
nicienie wykazujące najbliższe podobieństwo do węgorka 
sosnowca jest rodzimy, niepatogeniczny B. mucronatus. 
Drugim, blisko spokrewnionym z poprzednimi jest również 
niepatogeniczny B. fraudulentus. W przeciwieństwie do 
obu wcześniej wymienionych gatunków nicień ten zwią-
zany jest głównie z drzewami liściastymi, lecz okazyjnie 
może występować również w sośnie (Tomalak 2017). Mor-
fologicznie gatunki te są trudne do odróżnienia i wymagają 
szczególnej uwagi w trakcie analizy materiału pobranego 
z drewna, gdzie występuje również wiele innych nicieni. 
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Zastosowanie opracowanej wcześniej metody moleku-
larnej, pozwalającej na równoczesne wykrywanie wszyst-
kich tych trzech gatunków w jednej próbie drewna przy 
wykorzystaniu stosunkowo prostej techniki PCR ze specy-
ficznymi starterami (Filipiak i wsp. 2017), rozwiązuje ten 
problem. Ponadto, zweryfikowana obecnie metoda anali-
zy surowego ekstraktu nicieni z drewna, bez dodatkowe-
go, arbitralnego wybierania poszczególnych osobników, 
lub wcześniejszego ich masowego rozmnożenia, znacznie 
upraszcza proces identyfikacji wymienionych wyżej gatun-
ków. W przeciwieństwie do rekomendowanej przez EPPO 
techniki real-time PCR wymagającej specjalistycznej apa-
ratury, proponowane rozwiązanie pozwala na uzyskanie 
wiarygodnych wyników przy zastosowaniu zwykłego ter-
mocyklera, który obecnie stanowi podstawowe wyposaże-
nie większości laboratoriów służb fitosanitarnych zajmują-
cych się badaniem szkodliwych organizmów.

Skuteczne wykrywanie wszystkich wymienionych 
gatunków zarówno niezależnie, jak i w przedstawionych 
kombinacjach mieszanych, w surowym ekstrakcie, przy 
obecności pojedynczych osobników B. xylophilus lub 
B. fraudulentus wśród licznych populacji B. mucrona-
tus i innych odległych taksonomicznie gatunków, jed-
noznacznie wskazuje na wysoką czułość tej metody. 
W przypadku kolejnego, na początku zwykle ogniskowe-
go, zadomawiania się węgorka sosnowca (B. xylophilus) na 
nowych obszarach Europy, najbardziej prawdopodobnym 
scenariuszem może być właśnie konieczność wykrywania 
jego nielicznych osobników na tle znacznych populacji 
rodzimych, niepatogenicznych gatunków B. mucronatus 
i okazyjnie B. fraudulentus. Proponowana obecnie procedu-
ra została przygotowana właśnie z myślą o takiej sytuacji, 
gdy prostota, łatwość przeprowadzenia analiz oraz szybkość 
i bardzo wysoka ich czułość są absolutnie niezbędne.

Wnioski / Conclusions

Wyniki przeprowadzonych badań:
1. Pozwalają na skuteczną modyfikację metody wykrywa-

nia i identyfikacji kwarantannowego nicienia węgorka 

sosnowca (B. xylophilus) w surowym ekstrakcie nicieni 
z drewna sosny. 

2. Umożliwiają równoczesną, szybką, stosunkowo łatwą 
i w pełni wiarygodną identyfikację wszystkich trzech 
gatunków nicieni z rodzaju Bursaphelenchus, z grupy 
xylophilus, zasiedlających drewno sosny w Europie.

3. Umożliwiają dokonanie jednoznacznej identyfikacji na-
wet pojedynczych osobników węgorka sosnowca w pró-
bach drewna, równocześnie licznie zasiedlonych przez 
blisko spokrewnione z nim, rodzime, lecz niepatoge-
niczne gatunki B. mucronatus i B. fraudulentus.

4. Dzięki wysokiej specyficzności opracowanych wcześ-
niej starterów reakcji PCR, pozwalają również na unik-
nięcie ewentualnego, negatywnego wpływu DNA in-
nych bakterio- i grzybożernych oraz drapieżnych nicieni 
naturalnie zasiedlających drewno osłabionych, zamiera-
jących i martwych drzew. 

5. Wyniki te mogą mieć istotne znaczenie dla doskonalenia 
metod wykrywania węgorka sosnowca zarówno w drze-
wostanach, jak i transportach drewna przemieszczanych 
w handlu międzynarodowym.
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