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Reproductive competitiveness of the pine wood nematode
Bursaphelenchus mucronatus and Polish populations
of B. xylophilus develop in a common environment (in vitro)

Konkurencyjnos¢ reprodukcyjna Bursaphelenchus mucronatus
i B. xylophilus we wspdlnym srodowisku rozwoju (in vitro)

Anna Filipiak

Summary

The objective of this study was to examine the reproductive competitiveness of the pine wood nematode Bursaphelenchus
xylophilus and a series of Polish populations of B. mucronatus (isolates: Mdz-01, NTo-01 i Wro-01) developing together in a common
environment (in vitro).

The experiments did not show superiority of any of these nematodes. Both B. xylophilus, and B. mucronatus were able to
dominate the second species. However, based on the analysis of the obtained results it could be stated that the females of
B. xylophilus had a higher percentage share than the feamles of B. mucronatus.

Interestingly, it was also found that the offspring populations obtained from the cultures of B. xylophilus and B. mucronatus reared
together were significantly greater as compared to the populations of each species reared separately. However, mechanisms of this
phenomenon still remain unclear.
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Streszczenie

Celem badan byto okreslenie konkurencyjnosci reprodukcyjnej izolowanych z sosny, rodzimych populacji nieszkodliwego nicienia
Bursaphelenchus mucronatus, w bezposrednim kontakcie z kwarantannowym gatunkiem B. xylophilus we wspdlnym $rodowisku
rozwoju w warunkach in vitro.

W badaniach wykorzystano trzy lokalne populacje gatunku B. mucronatus: Mdz-01, NTo-01 i Wro-01 pochodzace, odpowiednio
z drzewostandéw nadlesnictw Miedzychdd, Nowy Tomysl i Wronki oraz jeden izolat ,,China” kwarantannowego gatunku B. xylophilus.

Przeprowadzone doswiadczenia nie wykazaty przewagi zadnego z tych nicieni. Zaréwno B. xylophilus, jak i B. mucronatus zdolne
byty do zdominowania drugiego gatunku. Na podstawie analizy wynikéw mozna jednak byto stwierdzi¢, ze samice B. xylophilus miaty
wyzszy udziat procentowy w poréwnaniu z samicami B. mucronatus. Stwierdzono ponadto, ze liczebnos¢ populacji B. xylophilus oraz
B. mucronatus rozwijajacych sie na tym samym podfozu byta wieksza, niz kiedy kazdy z tych gatunkéw rozwijat sie oddzielnie.

Stowa kluczowe: Bursaphelenchus xylophilus, polskie populacje B. mucronatus, konkurencyjnosc reprodukcyjna
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Wstep / Introduction

Kwarantannowy nicien Bursaphelenchus xylophilus
[(Steiner i Buhrer 1934), Nickle 1970] jest sprawca
choroby wiednigcia sosny, dewastujaca od ponad 100 lat
drzewostany sosnowe na kontynencie azjatyckim (Japonia,
Korea, Tajwan, Chiny), a od 1999 roku réwniez w Europie
(Portugalia, Hiszpania) (Mota i wsp. 1999).

Istniejace dane literaturowe wskazuja, ze w przypadku
opanowania nowych terenow B. xylophilus wypiera
z wspolnych srodowisk rodzime populacje nieszkodliwego
gatunku B. mucronatus (Mamiya i Enda 1979). Tak stato
si¢ w wielu rejonach Japonii, w ktorych B. xylophilus
doprowadzit do masowego wymarcia sosen. Wczesniejsze
badania wykazywaly jednak, ze relacje te uzaleznione sa
czgsto od specyficznych wiasciwosci poszezegdlnych,
konkurujacych populacji (Kishi 1995; Burgermeister
i Braasch 2003; Vincent i wsp. 2008; Cheng i wsp. 2009).

Dotychczasowe badania laboratoryjne przeprowadzane
nad gatunkiem B. mucronatus wykazaty, ze w warunkach
in vitro nicien ten rozwija si¢ w takich samych
przedziatach  temperaturowych, jak kwarantannowy
szkodnik B. xylophilus. Optymalne warunki dla rozwoju B.
xylophilus to obszary, w ktorych S$rednia temperatura
najcieplejszego miesiaca w roku wynosi od 25 do 30°C.
Pelny cykl rozwojowy tego szkodnika w temperaturze
25°C trwa od 4 do 5 dni, w 15°C — 12 dni, w 20°C — 6 dni,
aw 30°C — 3 dni (Tan i wsp. 2005; Wang i wsp. 2005).

W $rodowisku naturalnym B. xylophilus i B. mu-
cronatus odzywiaja si¢ strzgpkami rozwijajacych sig
w tym $rodowisku grzybow siniznowych, jak Ophiostoma
spp. 1 niektorych innych gatunkéw (Machara i Futai 2000;
Machara i wsp. 2006; Sriwati i wsp. 2007). W labo-
ratoryjnych hodowlach in vifro natomiast najczgsciej
wykorzystywany jest Botrytis cinerea (Mota i wsp. 1999).

Celem podjetych badan bylo okreslenie konkuren-
cyjnosci izolowanych z sosny, rodzimych populacji
nieszkodliwego nicienia B. mucronatus w bezposrednim
kontakcie z kwarantannowym gatunkiem B. xylophilus we
wspolnym $rodowisku rozwoju w warunkach in vitro.

Materiaty i metody / Materials and methods

W badaniach wykorzystano trzy lokalne populacje
nicieni z gatunku B. mucronatus: Mdz-01, NTo-01 i Wro-
01 pochodzace, odpowiednio z drzewostanéw nadlesnictw
Migdzychod, Nowy Tomysl i Wronki oraz jeden izolat
»China” kwarantannowego gatunku B. xylophilus,
uzyskany z kolekcji Instytutu Juliusa Kiihna — Federalnego
Centrum Badan Roslin Uprawnych (Julius Kiihn Institute
Federal Research Centre for Cultivated Plants — JKI)
w Braunschweig (Niemcy) (zezwolenie MRiRW na import
dla celéw badawczych).

Badania dotyczace konkurencyjnosci reprodukcyjnej
migdzy populacjami B. mucronatus 1 B. xylophilus,
wystgpujacymi rownoczesnie w tym samym $rodowisku,
prowadzone byly in vitro w plytkach Petriego o $rednicy
7 cm na podtozu PDA (Potato Dextrose Agar) lub Malt
Agar przero$nigtym grzybnia B. cinerea. Do kazdej ptytki
hodowlanej wprowadzano rownoczesnie jednakowa liczbe

osobnikdw obydwoch gatunkéw (tj. po 50 osobnikéw
z kazdego gatunku, 25 samic i 25 samcoéw). W kontroli na
kazde podtoze wprowadzano po 100 osobnikéw tylko
jednego z badanych gatunkoéw (50 samic i 50 samcow).
Kazdy wariant do$wiadczenia realizowano w 10 powto-
rzeniach. Nicienie utrzymywano na podiozu w tem-
peraturze 24+1°C przez okres 10 dni, co okreslano jako
jeden cykl hodowli nicieni in vitro. Po uplywie tego czasu,
liczono wszystkie nicienie. Nastgpnie losowo pobierano
100 samic i oznaczano ich gatunek. Osobniki z ogonem
zakonczonym charakterystycznym  wyrostkiem  (tzw.
mukron) klasyfikowano jako nalezace do gatunku
B. mucronatus (rys. 1A), natomiast osobniki z ogonem
szeroko zaokraglonym, jako B. xylophilus (samice izolatu
»China” maja szeroko zaokraglony koniec ogona)
(rys. 1B). Po zakonczeniu obserwacji, z ekstrahowane;j
populacji pobierano losowo pipeta Pasteura 100 osob-
nikoéw, ktdre przenoszono na nowe podloze z grzybem
B. cinerea, a po uptywie 10 dni powtarzano wszystkie
czynnosci, jak w poprzednim cyklu hodowlanym. Udziat
procentowy gatunkdw oceniano w kazdym wariancie
eksperymentu przez 3 kolejne cykle hodowlane w celu
ustalenia tendencji zachodzacych zmian, w zwigkszonym
udziale osobnikoéw badanych gatunkéw: B. xylophilus lub
B. mucronatus.

Rys. 1. Ksztalt ogona samicy: A — B. mucronatus, B — B. xylo-
philus
Fig. 1. Tail of the female: A — B. mucronatus, B — B. xylophilus

Wyniki przeprowadzonych badan poddane zostaty
analizie statystycznej biorac pod uwage dwie cechy:
proporcje udziatu fenotypow B. xylophilus w poréwnaniu
do B. mucronatus oraz $rednia liczbg nicieni uzyskiwanych
w poszczegdlnych cyklach rozwojowych.
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Udzial procentowy B. xylophilus i trzech badanych
populacji B. mucronatus w poszczegbdlnych cyklach
rozwojowych poddane zostaly analizie wariancji, ktora
przeprowadzono na danych przeksztalconych wedtug
stopni Blissa. Istotno$¢ réznic badano przy zastosowaniu
testu Tukeya przy poziomie istotnosci a = 0,05.

Biorac pod uwage Srednig liczbg nicieni uzyskanych w
poszczegolnych cyklach rozwojowych, dla 1 cyklu
wykonano analizg wariancji, natomiast dla II i III analizg
kowariancji przy zmiennej towarzyszacej, bedacej liczba
nicieni uzyskanych w I cyklu badan, przy czym dla II i III
cyklu wyznaczono $rednie poprawione liczby nicieni.

100

Przeprowadzono rowniez analiz¢ regresji prostoliniowej
s$redniej liczby uzyskanych nicieni w I i III cyklu hodowli
przy poziomie istotnosci a = 0,05. Dla wszystkich trzech
cykli badan zastosowano test Tukeya przy poziomie
istotnosci o = 0,05.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion
Przeprowadzone badania wykazaly, Zze w czasie

jednego cyklu hodowli in vitro (10 dni w temperaturze
24+1°C), nicienie rozwijaty zwykle dwa pokolenia.
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Rys. 2. Udzial procentowy gatunkow: B. xylophilus oraz B. mucronatus ,,NTo-01” w poszczeg6lnych cyklach hodowli in vitro ($rednia

+ btad standardowy SE)

Fig. 2. Percentage share of B. xylophilus and B. mucronatus ,NTo-01” in the individual cycles of cultures in vitro (mean + standard

error SE)
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Rys. 3. Udzial procentowy gatunkow: B. xylophilus oraz B. mucronatus ,,Mdz-01” w poszczeg6lnych cyklach hodowli in vitro ($rednia

+ blad standardowy SE)

Fig. 3. Percentage share of B. xylophilus and B. mucronatus ,,Mdz-01” in the individual cycles of cultures in vitro (mean + standard

error SE)
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Na podstawie analizy wynikoéw mozna stwierdzic¢, ze to
B. xylophilus w wigkszej liczbie powtdrzen wypierat
B. mucronatus. Najwigksza dominacj¢ B. xylophilus wyka-
zal w stosunku do izolatu NTo-01. Po zakonczeniu III-cyk-
lowej hodowli nicieni tej kombinacji, $redni udzial
gatunku B. xylophilus wynosit 67,5% (rys. 2). Populacja
Mdz-01 byta nieco bardziej konkurencyjna. Na koncu
doswiadczenia $redni udziat B. xylophilus wyniost tutaj
58,4% (rys. 3). Jedyna populacja B. mucronatus, ktora
zdotata zdominowaé B. xylophilus byta Wro-01. Na koncu
doswiadczenia $redni udziat B. xylophilus wyniost tylko
40% (rys. 4). Przeprowadzone badania wykazaly, ze
dominacja osiagnigta w pierwszym cyklu hodowlanym
utrzymywata si¢ juz do konca doswiadczenia, bez wzgledu

na to, ktorego gatunku to dotyczylo. Wyjatek stanowit
wariant B. xylophilus + B. mucronatus (Mdz-01), gdzie po
I cyklu hodowli stwierdzono niewielka przewagg udziatu
gatunku B. mucronatus (rys. 3).

Przeprowadzona analiza regresji dla ogolnej $redniej
liczby nicieni nowego pokolenia, uzyskanych w kolejnych
cyklach hodowli in vitro populacji mieszanych, wykazata
istotno$¢  zwiazku prostoliniowego. Liczba nicieni
uzyskanych w II oraz w III cyklu byla wysoce istotnie
skorelowana z liczba nicieni uzyskanych w 1 cyklu.
Wykazano ponadto wysoce istotny zwiazek migdzy liczba
nicieni uzyskanych w I i Il cyklu hodowli in vitro
(wspotczynnik determinacji wyniost 44%) (rys. 5).
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Rys. 4. Udziat procentowy gatunkow: B. xylophilus oraz B. mucronatus ,,Wro-01” w poszczeg6lnych cyklach hodowli in vitro (§rednia

+ btad standardowy SE)

Fig. 4. Percentage share of B. xylophilus and B. mucronatus ,,Wro-01” in the individual cycles of cultures in vitro (mean + SE) (mean +

standard error SE)

70000

60 000

50 000

40 000

30 000

20 000

10 000

Liczba uzyskanych nicieni w IlI cyklu rozwojowym
Number of nematodes obtained in Ill cycle

0 10 000 20 000

30 000 40000 50 000 60 000

Liczba uzyskanych nicieni w | cyklu rozwojowym
Number of nematodes obtained in | cycle

Rys. 5. Srednia liczba uzyskanych nicieni w I i III cyklu hodowli in vitro
Fig. 5. Mean number of nematodes obtained in I and III cycle of cultures in vitro
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Rys. 6. Liczba nicieni uzyskanych w poszczegdlnych cyklach prowadzonych badan ($rednia poprawiona + SE). Istotno$¢ réznic na

podstawie testu Tukeya (o = 0,05), gdzie:

a, b — $rednie dla I cyklu opisane z co najmniej jedna taka sama litera nie r6zniq sig istotnie,
a, b, ¢ — $rednie dla II cyklu opisane z co najmniej jedna taka sama litera nie r6znia sig istotnie,
a, b — $rednie dla III cyklu opisane z co najmniej jedna taka sama litera nie réznia sig istotnie

Fig. 6.
differences based on Tukey's test (o = 0.05), where:

The number of nematodes obtained in the individual cycles of cultures of the study (mean corrected + SE). The significance of

a, b — means for the I cycle described with at least one the same letter are not significantly different,
a, b, c — means for the II cycle described with at least one the same letter are not significantly different,
a, b — means for the III cycle described with at least one the same letter are not significantly different

Stwierdzono réwniez, ze istotnie wigcej osobnikdéw
uzyskiwano w wariantach, w ktérych na podloze
wprowadzano rownoczesnie gatunek B. xylophilus oraz
B. mucronatus, niz gdy wprowadzano tylko jeden gatunek
(kontrola) (rys. 6). Najwigcej nicieni w I cyklu uzyskano
w wariancie B. xylophilus + B. mucronatus (Wro-01) oraz
B. xylophilus + B. mucronatus (Mdz-01) (odpowiednio
28 545 1 27 836 osobnikdéw), niz w wariancie B. xylophilus
+ B. mucronatus (NTo-01) (odpowiednio 10 812,5 osob-
nikow). W II cyklu rowniez najwigcej nicieni uzyskano
w tych samych wariantach (odpowiednio 22 699 oraz
31981 osobnikow), przy czym wariant B. xylophilus +
B. mucronatus (Mdz-01) istotnie r6znit si¢ od wszystkich
pozostatych. W III cyklu hodowli wariant B. xylophilus +
B. mucronatus (Wro-01) byt istotnie liczniejszy od
wszystkich innych wariantow (39 216 osobnikow). Liczby
nicieni uzyskanych dla tych samych wariantow
w poszczegblnych cyklach sig réznity wyraznie pomigdzy
soba.

Przeprowadzone badania dotyczace zdolnosci konku-
rowania o przestrzen i pokarm pomigdzy B. mucronatus
i B. xylophilus wykazaly, ze w poszczegolnych powtdrze-
niach doswiadczenia kazdy z badanych nicieni mogt
ograniczy¢ lub czgsciowo wyprze¢ populacje drugiego
gatunku. Na podstawie uzyskanych wynikow nie mozna

byto jednak jednoznacznie stwierdzi¢, ktory z tych gatun-
koéw byt uniwersalnie dominujacy.

Wykonana analiza statystyczna nie wykazala istotnych
réznic w udziale poszczegdlnych gatunkéw w kolejnych
pokoleniach mieszanych populacji miedzy B. xylophilus
oraz B. mucronatus dla wszystkich trzech badanych
populacji. Tym samym nie stwierdzono wigkszej
konkurencyjnosci ktorejkolwiek z badanych populacji.

Uzyskane dotychczas wyniki wskazuja, ze zdolnosé
skutecznego konkurowania o przestrzen i pokarm kwaran-
tannowego gatunku B. xylophilus z nieszkodliwym,
rodzimym B. mucronatus moze by¢ uzalezniona od
indywidualnych cech poszczegolnych populacji tego
ostatniego gatunku (Vincent i wsp. 2008; Cheng i wsp.
2009). Obecno$¢ w $rodowisku populacji B. mucronatus
moze czgSciowo ogranicza¢ rozwdj populacji B. xylo-
philus. Zjawisko to mialoby najwigksze znaczenie na
terenach, gdzie naturalne wystgpowanie populacji B. mu-
cronatus mogloby ogranicza¢ skuteczno$¢ procesu zado-
mowienia si¢ B. xylophilus w drzewostanie, w przypadku
jego zawleczenia na nowe obszary. Poszczegdlne popu-
lacje B. mucronatus wykazuja jednak roézna skutecznosé
w tym zakresie. Niejasne do tej pory sa przyczyny istotnej
przewagi liczebnoSci nowego pokolenia populacji
mieszanych w poréwnaniu do populacji jednogatunkowych
(kontroli).
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Whioski / Conclusions 3. Wykazano, ze jedyna populacja B. mucronatus, ktora
w wigkszosci powtorzen zdotata zdominowaé B. xylo-
1. Wyniki przeprowadzonych badan dotyczacych zdol- philus byta Wro-01.
nosci konkurowania o przestrzen i pokarm pomigdzy 4. Stwierdzono, Ze istotnie wigcej osobnikdw uzyskiwano
nicieniami B. mucronatus 1 B. xylophilus nie wykazaly w kombinacjach, kiedy na podloze wprowadzano
jednoznacznej przewagi zadnego z badanych ga- roéwnoczesnie gatunek B. xylophilus oraz B. mucro-
tunkow. natus mniz, gdy wprowadzano tylko jeden gatunek
2. Na podstawie analizy wynikow mozna jednak (kontrola).

stwierdzi¢, ze w wigkszej liczbie powtorzen to B. xylo-
philus wypierat B. mucronatus.
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