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Zastosowanie techniki RT-PCR do identyfikacji wegorka sosnowca
(Bursaphelenchus xylophilus) (Steiner et Buhrer, 1934) Nickle, 1970
w probkach drewna poddanych obrobce termicznej

The use of RT-PCR technique for identification of the pine wood nematode
(Bursaphelenchus xylophilus) (Steiner et Buhrer, 1934) Nickle, 1970
heat-treated wood samples

Anna Filipiak*

Streszczenie

Identyfikacja pozwalajaca odrézni¢ zywe osobniki wegorka sosnowca od martwych jest szczegdlnie wazna podczas rutynowej granicznej
kontroli fitosanitarnej drewna i opakowan drewnianych wwozonych na teren Unii Europejskiej. Jezeli w drewnie, po skutecznie prze-
prowadzonym zabiegu termicznym pozostajg martwe osobniki nicieni, analiza molekularna oparta na DNA moze daé fatszywe wyniki
pozytywne. Lepszym rozwigzaniem jest przeprowadzenie analizy na podstawie obecnosci RNA nicieni, poniewaz ulega ono szybkiemu
rozktadowi po ich $mierci. Badania przeprowadzano z wykorzystaniem techniki RT-PCR, obejmujacej odwrotng transkrypcje RNA do
cDNA, a nastepnie amplifikacje za pomocg reakcji PCR. Wyniki wykonanych analiz wykazaty obecnos¢ RNA wegorka sosnowca zaréwno
w osobnikach zywych, jak i martwych, w ktérych RNA utrzymywato sie jeszcze przez kilka dni po zabiegu (do 5 dni po obrdébce termicznej).
Podczas tej samej reakcji PCR, otrzymywano réwniez produkty dla DNA Bursaphelenchus xylophilus o innej dtugosci, co w tatwy sposéb
umozliwito odréznienie RNA od DNA tego gatunku nicienia. Dodatkowo, przeprowadzona analiza molekularna nicieni wprowadzonych
do krgzkéw drewna, poddanych obrébce termicznej, a nastepnie wyekstrahowanych z nich nicieni, potwierdzita prawidtowos¢ przepro-
wadzonego zabiegu, gdyz w zadnym przypadku nie wykrywano nicieni.

Stowa kluczowe: obrébka termiczna drewna, opakowania drewniane, nicienie, RNA

Abstract

Identification, allowing the distinction between live and dead PWN individuals, is particularly important during routine border phytos-
anitary inspections of wood and wooden packaging imported into the European Union. If dead nematodes remain in the wood after suc-
cessful thermal treatment, DNA-based molecular analysis may yield false positive results. A better approach is to analyze the presence of
nematode RNA, as it degrades rapidly after their death. The study was carried out using an RT-PCR assay, involving reverse transcription
of RNA into cDNA and subsequent PCR amplification. The results of the analyses demonstrated the presence of PWN RNA in both live
and dead individuals, in which the RNA persisted for several days after treatment (up to 5 days after heat treated). During the same PCR
reaction, Bursaphelenchus xylophilus DNA products of different lengths were also obtained, easily distinguishing RNA from DNA. Addi-
tionally, the molecular analysis of nematodes introduced into the heat treated wood discs and then extracted from them confirmed the
correctness of the procedure, as no nematodes were detected in any case.
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Wstep / Introduction

Kwarantannowy nicien wegorek sosnowiec Bursaphelen-
chus xylophilus [(Steiner i Buhrer 1934), Nickle 1970] jest
gatunkiem rodzimym Ameryki Potnocnej. Na poczatku
20. wieku gatunek ten zostat przypadkowo zawleczony do
Japonii, gdzie stat si¢ waznym szkodnikiem, odpowiedzial-
nym za chorobe¢ wigdni¢cia sosny, powodujaca znaczne
straty w drzewostanach. W ciggu nast¢gpnych lat, gatunek
ten rozprzestrzenit si¢ do innych krajow azjatyckich (Korea,
Tajwan, Chiny) (Bergdahl 1988; Mamiya 2004). W 1999
roku po raz pierwszy stwierdzono jego wystgpowanie row-
niez w Europie — w Portugalii, w 2008 roku w Hiszpanii,
oraz w 2025 roku w Armenii i we Francji (Mota i wsp. 1999;
Robertson i wsp. 2011; Arbuzova i wsp. 2025; NPPO 2025).

Zgodnie z obowigzujacymi przepisami fitosanitarnymi,
aby zapobiegaC zagrozeniu rozprzestrzeniania si¢ chorob
i szkodnikow wraz z drewnianymi opakowaniami opraco-
wany zostat Miedzynarodowy Standard dla Srodkéw Fito-
sanitarnych (ISPM) nr 15 (FAO IPPC 2018). Zawiera on
wytyczne dotyczace zabiegdw, jakim nalezy poddac¢ opako-
wania drewniane w celu likwidacji wszystkich zasiedlaja-
cych drewno organizméw, aby wyeliminowac potencjalne
zagrozenie ich przenoszenia, a takze zasady znakowania
poswiadczajacego wykonanie takich zabiegow. Zabiegi te
obejmujg najczesciej przeprowadzenie obrobki cieplnej
(56°C w rdzeniu materiatu przez 30 minut). Prawidlowo
przeprowadzony zabieg pozwala na skuteczne wyelimi-
nowanie wszystkich organizméw zywych, w tym nicieni,
obecnych w drewnie. Opakowania drewniane, ktore sg uzyt-
kowane w transporcie towarow, przy wwozie na teren Unii
Europejskiej podlegaja granicznej kontroli fitosanitarne;j,
w ramach ktorej weryfikowana jest poprawno$¢ oznakowa-
nia zgodnie z wymaganiami standardu ISPM 15. Moga by¢
réwniez pobierane probki do badan laboratoryjnych, w tym
przede wszystkim pod katem obecnosci wegorka sosnowca.
W praktyce odnotowuje si¢ rowniez przypadki nieskutecz-
nego wykonania zabiegu oraz falszowania oznakowania, na
przyktad poprzez nanoszenie go przez nieuprawnione pod-
mioty bez wezesniejszego przeprowadzenia zabiegu. Z tego
wzgledu kluczowe jest objecie monitoringowa kontrola opa-
kowan drewnianych oznakowanych zgodnie ze standardem
ISPM 15. Podczas rutynowej kontroli drewna i stwierdze-
nia objawow wskazujacych na obecno$¢ kwarantannowych
nicieni wegorka sosnowca, przeprowadza si¢ identyfikacje
morfologiczng, a nastgpnie potwierdzajaca identyfikacje
molekularng. Jednakze, w przypadku obecnosci w drewnie
martwych osobnikdéw nicieni, pozostatych po skutecznie
przeprowadzonym zabiegu termicznym, analiza molekular-
na oparta na DNA moze da¢ fatszywe wyniki pozytywne,
poniewaz DNA nicieni wystgpuje zarowno w osobnikach
zywych, jak i martwych. Lepszym rozwigzaniem podczas
przeprowadzania analizy molekularnej nicieni wystepuja-

cych w drewnie poddanym zabiegom termicznym jest jej
wykonanie na podstawie obecnosci RNA nicieni, poddane-
go nastgpnie odwrotnej transkrypcji do cDNA. RNA moz-
na stosowac jako wiarygodny wskaznik zywotnosci nicieni
w probee, poniewaz jest to czasteczka niestabilna i krotko-
trwata, obecna w zywych komoérkach i szybko ulegajaca
degradacji po $mierci organizmu (Leal i wsp. 2013, 2015).
Celem przeprowadzonych badan byta molekularna iden-
tyfikacja kwarantannowego nicienia wegorka sosnowca na
podstawie RNA wykrywanego w probkach drewna podda-
nemu obrobce termicznej. Badania umozliwity rozréznienie
osobnikow zywych (tj. drewno bez zabiegu lub po zabiegu
nieskutecznym) od martwych (po zabiegu skutecznym) oraz
potwierdzenie praktycznej przydatnosci opisanej metody.

Materialy i metody / Materials and methods

W badaniach wykorzystano dwa izolaty kwarantannowe-
g0 B. xylophilus: Nanjing (Chiny) oraz Pt670L (Portuga-
lia), utrzymywane w hodowlach laboratoryjnych Instytutu
Ochrony Ro$lin — Panstwowego Instytutu Badawczego
w Poznaniu. Izolacj¢ RNA nicieni (od 1 do 100 osobnikow)
przeprowadzano przy wykorzystaniu zestawu Total RNA
Mini Plus Concentrator, tacznie z zastosowaniem DNaz-y
wchodzacej w sktad zestawu (A&A Biotechnology s.c.)
w celu usunigcia zanieczyszczajacego DNA w analizowa-
nych probkach. Dodatkowo, do badan wlaczono dwa ga-
tunki blisko spokrewnione z kwarantannowym wegorkiem
sosnowcem, czyli Bursaphelenchus mucronatus i Bursa-
phelenchus fraudulentus, ktére rowniez moga wystepowac
w drewnie sosny. Izolacjg DNA nicieni przeprowadzano
przy pomocy zestawu NucleoSpin® Tissue (Macharey-
-Nagel), zgodnie ze wskazéwkami producenta. Wstepna
homogenizacj¢ nicieni wykonywano przy pomocy mikro-
homogenizatoréw rgcznych w probowkach Eppendorfa.
Dalsze etapy izolacji przeprowadzano zgodnie ze wska-
zowkami producenta. St¢zenie wyizolowanego RNA okre-
$lano przy pomocy spektrofotometru NanoDrop (Thermo
Fisher Scientific Inc.). Uzyskane RNA poddawano reakcji
odwrotnej transkrypcji (synteza cDNA) z wykorzystaniem
odwrotnej RevertAid™ Reverse Transcriptase (Thermo Fi-
sher Scientific). W kolejnym etapie przeprowadzano reakcje
PCR z wykorzystaniem starterow specyficznych (Hsp23F1/
Hsp19R2) (Leal i wsp. 2013). Wprowadzenie tych starte-
row do jednej mieszaniny reakcyjnej pozwala na odroznie-
nie DNA od cDNA wegorka sosnowca powodujac otrzymy-
wanie produktu PCR dla ¢cDNA nicieni o dtugosci 473 par
zasad (pz), a dla DNA nicieni — 541 pz. Réznice w dtugo-
$ciach tych produktow pozwalaja na ich tatwe odroznienie
na zelu agarozowym. Mieszanina reakcyjna skladata si¢
z: 1,2 ul kazdego ze starteréw Hsp23F1/Hsp19R2 (steze-
nie 10 uM), 10 pl 2x DreamTaq™ Master Mix (Thermo
Fisher Scientific) oraz 5 ul cDNA lub DNA. Ponadto, reak-
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cje PCR przeprowadzano z RNA, ktdre nie zostato poddane
odwrotnej transkrypcji, tj. kontrola ,,no reverse transcriptase
(-RT)”. Catos¢ uzupethiano woda sterylng do 20 pl. Reak-
cj¢ PCR przeprowadzano wedtug nast¢pujacych warunkow:
poczatkowa denaturacja w 95°C przez 5 min, potem 35 cy-
kli denaturacji w 95°C przez 30 s, przylaczanie starterow
w 60°C przez 30 s, wydtuzanie w 72°C przez 1 min, i konco-
we wydtuzanie w 72°C przez 5 min. Po zakonczeniu reakcji
uzyskany produkt rozdzielano w 1,5% zelu agarozowym
z dodatkiem Midori Green Advance DNA Stain (Nippon
Genetics Europe) i fotografowano w $wietle UV.

Przeprowadzone zostaty doswiadczenia nad szybkoscia
zanikania RNA w martwych nicieniach. Do probowek Ep-
pendorfa wprowadzono 100 osobnikow wegorka sosnowca.
Lacznie przygotowano 27 takich prébek, na kazdy wariant
doswiadczenia. Trzy probowki natychmiast zamrozono
w temperaturze —20°C, aby stuzyta jako kontrola bez obrob-
ki cieplnej, natomiast pozostate probowki umieszczono na
bloku grzejnym w temperaturze 56°C na 30 min (obrobka
cieplna wg ISPM nr 15). Po tym czasie trzy probki od razu
zamrozono w temperaturze —20°C, a pozostate przechowy-
wano w temperaturze pokojowej przez rozne okresy: 0, 3,
5,10, 14, 18 1 21 dni po obrdbce cieplnej. W kazdym z tych
dni probki poddawano izolacji RNA, w celu potwierdzenia
jego obecno$ci w materiale.

Ponadto, przeprowadzone zostaty rowniez badania nad
wykrywaniem zywych i martwych nicieni wegorka sosnow-
ca ekstrahowanych ze $Swiezego drewna sosny zwyczajnej.
Osobniki wegorka sosnowca (100 oraz 500 osobnikow)
inokulowano do szesciu sztuk 5 cm krazkéw drewna (po
3 powtorzenia na kazdy wariant, tj. do trzech krazkow
drewna inokulowano 100 nicieni, i do kolejnych trzech —
500 nicieni; otwdr w drewnie o glebokosci 2 cm), ktore na-
stepnie poddano zabiegowi obrobki cieplnej (56°C w rdze-
niu materiatu przez 30 min). Po piatym dniu od tego procesu
(potwierdzone zanikanie RNA z badanych probek), nicienie
ekstrahowano z drewna poprzez zanurzenie krazkéw w wo-
dzie na 24 godziny. Uzyskany ekstrakt wodny poddano izo-
lacji RNA nicieni przy uzyciu zestawu Total RNA Mini Plus
Concentrator (A&A Biotechnology s.c.). Kolejne etapy, tj.
syntez¢ cDNA oraz reakcj¢ PCR, przeprowadzano zgodnie
Z opisem powyze;j.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Przeprowadzone badania potwierdzity obecnos¢ RNA we-
gorka sosnowca, zardbwno w osobnikach martwych, jak
i zywych (RNA zawsze jest obecne w zywych nicieniach,
a w martwych stopniowo zanika w ciggu kilku dni). W wy-
niku reakcji PCR, otrzymywano rowniez produkty dla DNA
B. xylophilus o innej dtugosci, co w tatwy sposéb umozli-
wito odroznienie RNA od DNA tego gatunku nicienia. Przy
zastosowaniu starteréw specyficznych dla B. xylophilus dla

innych, pokrewnych gatunkéw (B. mucronatus i B. fraudu-
lentus), na zelu nie otrzymywano zadnych produktow PCR
(fot. 1).

Fot. 1.  Elektroforetyczny rozktad produktéw PCR z zasto-

sowaniem specyficznych starterow forward i reverse
(Hsp23F1/Hsp19R2): 1 — B. xylophilus (¢cDNA-100 zy-
wych osobnikdéw); 2 — B. xylophilus (¢cDNA-100 mar-
twych osobnikdéw); 3 — B. xylophilus (cDNA-1 martwy
osobnik); 4 — B. xylophilus (DNA-100 martwych osob-
nikow); 5 — B. mucronatus (DNA-100 martwych osob-
nikow); 6 — B. fraudulentus (DNA-100 martwych osob-
nikow); 7 — kontrola ,,no reverse transcriptase (-RT)”;
8 — kontrola odczynnikowa; M — marker MassRuler
Low Range DNA Ladder

Photo 1. PCR products separated by electrophoresis after am-
plification using species-specific primer (Hsp23F1/
Hspl19R2): 1 — B. xylophilus (cDNA-100 living speci-
mens); 2 — B. xylophilus (cDNA-100 dead specimens);
3 — B. xylophilus (cDNA-1 dead specimen); 4 — B. xy-
lophilus (DNA-100 dead specimens); 5 — B. mucronatus
(DNA-100 dead specimens); 6 — B. fraudulentus (DNA-
100 dead specimens); 7 — control ,,no reverse transcrip-
tase (-RT)”; 8 — no template control; M — marker Mass-

Ruler Low Range DNA Ladder

Przeprowadzone doswiadczenia z wykorzystaniem reakcji
PCR potwierdzity wykrywanie RNA w martwych osobni-
kach wegorka sosnowca do piatego dnia po obrébce ter-
micznej. Do piatego dnia po obrobce obserwowano bardzo
stabo widoczny prazek na zelu agarozowym potwierdzaja-
cy wykrycie RNA w badanych prébkach. Wszystkie probki
analizowane po dziesigtym dniu od obrobki termicznej wy-
kazaly calkowity brak RNA w badanych nicieniach. Uzy-
skane wyniki wskazuja jednoznacznie, ze we wszystkich
analizowanych probkach znajdowaly si¢ juz tylko martwe
nicienie (w zywych nicieniach RNA bytby nadal wykrywa-
ny, natomiast w martwych osobnikach z czasem ulega on
degradacji) (fot. 2).

Przeprowadzona analiza molekularna nicieni wyeks-
trahowanych z krazkéw drewna sosny zwyczajnej, podda-
nych wczesniej obrobcee termicznej, nie wykazata obecnosci
martwych nicieni, potwierdzajac tym samym prawidlowos¢
przeprowadzonego zabiegu termicznego (fot. 3, $ciezka
na zelu 3 i 4). Ma to istotne znaczenie praktyczne szcze-
gblnie podczas granicznej kontroli fitosanitarnej drewna
i opakowan drewnianych. Analiza molekularna wykrywa-
jaca martwe osobniki nicieni mogtaby da¢ fatszywe wyni-
ki pozytywne, doprowadzajac do niepotrzebnych zaktocen
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Fot. 2.

Elektroforetyczny rozktad produktow PCR z zasto-
sowaniem specyficznych starterow forward i rever-
se (Hsp23F1/Hspl9R2) po obrobce cieplnej (56°C,
30 minut): 1 —dzien,,0”, probka zamrozona, bez obrobki;
2 —dzien ,,0”, probka zamrozona; 3 — dzien ,,0” — 0 dzien
po obrdbce; 4 — 3 dzien po obrdbcee; 5 — 5 dzien po ob-
robee; 6 — 10 dzien po obrobee; 7 — 14 dzien po obrob-
ce; 8 — 18 dzien po obrdbcee; 9 — 21 dzien po obrdbee;
10 — kontrola ,,no reverse transcriptase (-RT)”; 11 — kon-
trola odczynnikowa; M — marker MassRuler Low Range
DNA Ladder

Photo 2. PCR products separated by electrophoresis after am-
plification using species-specific primer (Hsp23F1/
Hsp19R2) after heat-treated wood (56°C, 30 minutes):
1 —day ,,0”, frozen sample, without heat-treated; 2 — day
,,07, frozen sample; 3 — day ,,0” — 0 days after heat-treat-
ed; 4 — 3 days after heat-treated; 5 — 5 days after heat-
treated; 6 — 10 days after heat-treated; 7 — 14 days after
heat-treated; 8 — 18 days after heat-treated; 9 — 21 days
after heat-treated; 10 — control ,,no reverse transcriptase
(-RT)”; 11 — no template control; M — marker MassRuler
Low Range DNA Ladder

Rys. 3.  Elektroforetyczny rozktad produktéw PCR po obrob-
ce cieplnej (56°C, 30 minut): 1 — cDNA nicieni (100
zywych osobnikow), nie poddane obrébece cieplnej;
2 — cDNA nicieni (500 zywych osobnikéw), nie pod-
dane obrobce cieplnej; 3 — cDNA nicieni (100 zywych
osobnikow), poddane obrébcee cieplnej; 4 — cDNA nicie-
ni (500 zywych osobnikéw), poddane obrdbcee cieplne;;
5 — kontrola ,,no reverse transcriptase (-RT)”; 6 — kon-
trola odczynnikowa; M — marker MassRuler Low Range
DNA Ladder
Photo 3. PCR products separated by electrophoresis after heat-
treated wood (56°C, 30 minutes): 1 — cDNA nematodes
(100 living specimens), without heat-treated; 2 — cDNA
nematodes (500 living specimens), without heat-treated;
3 — cDNA nematodes (100 living specimens), after heat-
treated; 4 — cDNA nematodes (500 living specimens),
after heat-treated; 5 — control ,,no reverse transcriptase
(-RT)”; 6 — no template control; M — marker MassRuler
Low Range DNA Ladder
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w handlu m.in. poprzez wstrzymanie transportu takiego
drewna.

Przydatno$¢ wykorzystania RNA podczas analiz mo-
lekularnych drewna i opakowan drewnianych zostata juz
wczesniej potwierdzona i rekomendowana, umozliwiajac
odréznianie zywych osobnikéw kwarantannowego wegor-
ka sosnowca od martwych (Leal i wsp. 2013, 2015). W pra-
cy Leal i wsp. (2013), autorzy opisali technik¢ RT-PCR
w punkcie koncowym (ang. endpoint RT-PCR) do odroz-
niania tych osobnikow. W przedstawionych badaniach tech-
nika RT-PCR zostata poszerzona o mozliwo$¢ odrézniania
martwych i zywych osobnikéw tego nicienia w probkach
drewna, poddanych nastgpnie obrdbce termicznej, po-
twierdzajac tym samym skutecznos$¢ analizowanej metody.
W pracy Leal i wsp. (2015), autorzy opracowali izotermicz-
ng amplifikacje kwasow nukleinowych za posrednictwem
petli poprzedzona odwrotng transkrypcja (ang. reverse
transcription, loop-mediated isothermal amplification —
RT-LAMP), ktéra specyficznie identyfikuje zywego we-
gorka sosnowca w drewnie poprzez wykrywanie obecnosci
mRNA kodujacego gen ekspansyny jako marker zywotno-
$ci. Uzyskane wyniki pozwolity autorom stwierdzi¢, ze opi-
sana metoda diagnostyczna jest szybsza i mniej zalezna od
kosztownego sprzetu laboratoryjnego, jak np. PCR.

Z uwagi na poszukiwanie metod zwigkszajacych czu-
10$¢ 1 szybko$¢ odrézniania zywych i martwych osobnikéw
wegorka sosnowca, kolejnym celem prowadzonych badan
bedzie opracowanie metody molekularnej wykorzystujacej
reakcj¢ RT-qPCR do odrézniania nicieni tego kwarantanno-
wego gatunku.

Whioski / Conclusions

1. Przeprowadzone badania potwierdzily, Zze analiza RNA
nicieni B. xylophilus jest wiarygodnym markerem ich
zywotnosci i pozwala odr6zni¢ osobniki zywe od mar-
twych, czego nie umozliwia klasyczna analiza DNA.

2. Identyfikacja oparta wylacznie na DNA moze prowa-
dzi¢ do wynikow fatszywie pozytywnych, poniewaz
DNA pozostaje wykrywalne rowniez w martwych nicie-
niach. Zastosowanie analizy RNA stanowi zatem istotne
uzupetnienie diagnostyki fitosanitarnej i moze wspiera¢
ocene zgodnosci materiatéw drzewnych z wymaganiami
standardu ISPM.
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