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Characterization of nematodes isolated from cockchafer Melolontha sp.
(Coleoptera: Scarabaeidae) grubs
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Summary

The main aim of the research was characterization of nematode species isolated from Melolontha sp. larvae. European cockchafer
grubs were collected from the forest territory of Krasnystaw, Kozienice, Opoczno, Brzeziny, from areas with different light conditions,
humidity and temperatures. The isolated nematodes were described based on light and scanning electron microscopy, supplemented
with SSU rDNA (ribosomal deoxyribonucleic acid) sequence data.

The obtained results revealed that grubs were infected by the following nematode species: Diplogasteroides magnus, Koerneria
sp. and Rhabditis sp. Most of the grubs infected by nematodes were collected on tree-covered areas, where the surface was
shadowed and humidity was the highest.

Key words: Diplogasteroides magnus, Koerneria sp., Rhabditis sp., cockchafer

Streszczenie

Celem badan byta charakterystyka nicieni porazajgcych pedraki chrabaszcza Melolontha sp. w warunkach naturalnych. Pedraki
chrabaszcza byly zebrane na terenie nadlesnictw Krasnystaw, Kozienice, Opoczno i Brzeziny, na powierzchniach réznigcych sie
warunkami $wietlnymi, wilgotnosciowymi i temperaturowymi. Identyfikacje gatunkéw przeprowadzono metody sekwencjonowania
fragmentow DNA (deoxyribonucleic acid) oraz metodami morfologicznymi przy zastosowaniu skaningowego mikroskopu elektro-
nowego i mikroskopu optycznego z kontrastem interferencyjno-réznicowym.

Uzyskane wyniki wykazaty, ze pedraki byly porazone przez Diplogasteroides magnus oraz Koerneria sp. i Rhabditis sp. Wiekszo$¢
zainfekowanych przez nicienie pedrakéw zostata zebrana na powierzchniach zadrzewionych, czyli tam, gdzie powierzchnia gleby byta
dobrze ocieniona, a wilgotnos$é najwyzsza.

Stowa kluczowe: Diplogasteroides magnus, Koerneria sp., Rhabdlitis sp., Melolontha sp.
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Wstep / Introduction
Pedraki chrabaszcza Melolontha sp. (Coleoptera:
Scarabaeidae) sa groznymi szkodnikami rolniczymi,

lesnymi oraz zieleni miejskiej. Dotychczas nie opracowano
skutecznej i bezpiecznej dla $rodowiska metody zwal-
czania tego szkodnika, dlatego wazne sg badania prowa-
dzone w celu poznania naturalnych wrogéw larw
Melolontha sp.

Przeprowadzone badania miaty na celu izolacjg i cha-
rakterystyke nicieni izolowanych z pedrakow zebranych
w terenie, wystgpujacych w roznych warunkach $rodowis-
kowych.

Materialy i metody / Materials and methods

Pedraki zebrano na terenie nadle$nictw: Krasnystaw,
Kozienice, Opoczno i Brzeziny na pigciu typach po-
wierzchni doswiadczalnych w latach 2010 1 2011. W Nad-
lesnictwie Krasnystaw pedraki zebrano na uprawie nasien-
nej czeresni ptasiej.

W nadlesnictwach Kozienice, Opoczno i Brzeziny
pedraki zebrano na powierzchniach o podobnym typie
gleby (gleby rdzawe), sktadzie drzewostanowym (sosna
i dab) i udziale poszczegodlnych gatunkow, rézniacych sig
warunkami $wietlnymi, wilgotno$ciowymi i temperatu-
rowymi: powierzchnie w drzewostanie o duzym zwarciu,
powierzchnie w drzewostanie o zwarciu rozluznionym,
powierzchnie do$wiadczalne na niewielkich zrebach oraz
powierzchnie doswiadczalne na duzych zrgbach.

Na kazdej powierzchni do$wiadczalnej wykonano po
12 dotéw probnych o rozmiarach: 1 m dhugosei x 0,5 m
szerokosci X 0,5 m glebokosci. Znalezione larwy chra-
baszczy umieszczone pojedynczo w pojemnikach z gleba,
po przewiezieniu do laboratorium przektadano do
pojemnikow ze sterylizowanym piaskiem i marchwia.
Hodowlg zebranych owadow prowadzono przez 6 tygodni,
2 razy w tygodniu oceniajac ich zdrowotnos¢. W nie-
ktorych martwych pegdrakach stwierdzono wystgpowanie
nicieni, ktore izolowano, nastgpnie namnazano i oznaczano
metodami morfologicznymi, morfometrycznymi oraz mo-
lekularnymi.

Metody molekularne

Do identyfikacji gatunkowej wykorzystano sekwencje
genu malej podjednostki rybosomalnego kwasu rybo-
nukleinowego. Genomowe DNA (deoxyribonucleic acid )
uzyskano z uzyciem zestawu DNeasy Blood & Tissue Kit
(firmy Qiagen). W tancuchowe;j reakcji polimerazy (Poly-
merase Chain Reaction — PCR) z uzyciem iProof™ High-
Fidelity Master Mix zastosowano startery SSU 18A
(5'-AAAGATTAAGCCATGCATG-3") oraz SSU 26R
(5'-CATTCTTGGCAAATGCTTTCG-3") (Mayer i wsp.
2009) w celu amplifikacji fragmentu o wielkosci 1 kb.
Profil termiczny ‘tancuchowej reakcji polimerazy
przedstawial si¢ nastgpujaco: reakcjg zapoczatkowano
wstgpna denaturacja w 95°C przez 2 minuty, nastgpnie
przez 35 cykli powtarzano etapy: denaturacji DNA w 95°C

przez 15 sekund, przylaczenie starterow w 50°C przez
15 sekund oraz elongacji DNA w 72°C przez 2 minuty.
Proces zakonczyl etap koncowej inkubacji w 72°C przez
7 minut (Mayer i wsp. 2007). Produkty reakcji PCR
zostaly oczyszczone z uzyciem zestawu Clean-up (firmy
A&A Biotechnology). Uzyskane w ten sposob DNA
wykorzystano w reakcji PCR sekwencyjnego, produkty
reakcji PCR zostaly oczyszczone do sekwencjonowania
i odczytano sekwencje w sekwenatorze kapilarnym. Uzys-
kane w ten sposdb sekwencje byty poréwnywane w bazie
danych GenBank.

Metody mikroskopowe

Skaningowy mikroskop elektronowy (SEM — Scanning
Electron Microscope)

Probki nicieni (larwy, samice i samce) do badan
w skaningowym mikroskopie elektronowym zabito przez
tagodne ogrzewanie w tazni wodnej (3 min, 55°C).
Nicienie utrwalano w 2% roztworze glutarodialdehydu
(25% glutarodialdehyd rozcienczony 0,1 M buforem kako-
dylowym, pH 7,2) przez dob¢ w temperaturze 4°C, po
czym przeplukano 4-krotnie tym samym buforem i do-
trwalano przez kolejna dobg 1% roztworem czterotlenku
osmu (4% roztwor wodny OsO4 rozcienczony 0,1 M bufo-
rem kakodylowym, pH 7,2). Po wyptukaniu pozostatosci
0s0O,4 tym samym buforem, probki przeznaczone do badan
odwodniono w serii rozcienczen alkoholu etylowego
(10-99,8%, zmiany co 10 min), wymieniono alkohol na
aceton (alkohol etylowy + aceton — 1:1, 3 zmiany czystego
acetonu), a nastgpnie wysuszono w punkcie krytycznym
(Polaron Range CPD 7620) i napylono okoto 20 nm
warstwa stopu zlota i palladu. Badane nicienie obser-
wowano w skaningowym mikroskopie elektronowym LEO
1430 VP stosujac napigcie przyspieszajace 15 kV.

Mikroskop optyczny z kontrastem interferencyjno-
réznicowym (DIC - Differential Interference Contrast)

Stadia rozwojowe nicieni przeznaczone do badan mor-
fologicznych 1 morfometrycznych w mikroskopie $wietl-
nym zabito w opisany wyzej sposob, po czym utrwalono
w 2% roztworze formaliny handlowej rozcienczonej roz-
tworem Ringera. Po utrwaleniu (24-48 godzin w tem-
peraturze pokojowej) probki przeptukano 4-krotnie
roztworem Ringera w celu usunigcia pozostatosci utrwa-
lacza, a nastgpnie odwodniono, stosujac zmodyfikowana
metode Sienhorsta. Po odparowaniu alkoholu etylowego
wykonano preparaty state, ktére obserwowano w kon-
trascie Nomarsky’ego (Leica 5500B) (Lieven 2008; Gib-
lin-Davis i wsp. 2009; Md i Irfan 2009). Wszystkie
pomiary wykonano na utrwalonym materiale, wykorzys-
tujac pakiet oprogramowania LAS 3.7.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Badania morfologiczne i morfometryczne przeprowa-
dzone za pomoca skaningowego mikroskopu elektrono-
wego (SEM) i mikroskopu optycznego z kontrastem
interferencyjno-roznicowym (DIC) oraz identyfikacja
gatunkowa metoda sekwencjonowania fragmentu DNA
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wykazaty, ze izolowane nicienie z pedrakoéw naleza do
gatunku Diplogasteroides magnus (Rhabditida: Diplo-
gastrina) oraz do rodzaju Koerneria sp. (Rhabditida:

Tabela 1. Morfometria (pomiary w um) D. magnus i Koerneria sp.

Diplogastridae) i Rhabditis sp. (Rhabditida: Rhabditidae)
(tab. 1, rys. 1, 2).

Table 1. Morphometrics (measurements in pm) D. magnus and Koerneria sp.

Diplogasteroides magnus (N = 10) Koerneria sp. (N = 10)
Cecha larwa larwa
Character Q 1) przetrwalnikowa Q 3 przetrwalnikowa
dauer juvenile dauer juvenile

Dhugosé ciata (L) 1406,7 | 11333 416,2 8843 | 790,9 509,1
Body lenght
Maksymalna $rednica ciata (MBW) 837 56,1 19.6 509 491 235
Maximal body diameter ’ ’ ’ ’ ’ ’
Dlugos¢ trzonu (C) 1470 | 1292 64,1 97,7 | 90,3 63,4
Corpus lenght
Dhugosc gardzicli (P) 2338 | 209,1 110,5 1649 | 1533 104,5
Pharynx lenght
Otwér wydalniczy (EP) 2059 | 190,9 90,7 1343 | 1338 98,7
Distance anterior end — cervical (extretory) pore
Obraczka nerwowa (NR) 177.8 | 1578 74,2 119.8 | 1081 75.1
Distance anterior end — nerve ring
Dlugos¢ ogona (T) 1425 | 1096 73,5 1224 | 68,6 59,7
Tail lenght
Srednica ciata na wysokosci odbytu (ABD) 386 384 12.7 26.6 301 142
Anal body diameter ’ ’ ’ ’ ’ ’
Szpara sromowa (V%) B B _
Vulva (% distance and to anus) 51,3 52,8
Dhugos$¢ szczecinek kopulacyjnych (SpL) B 501 B B 49 1 B
Spicule lenght > >
Dlugosé wodzidta (GuL)
Gubernaculum lenght - 25,2 - - 26,6 B
A 16,9 20,3 212 17,4 | 16,5 21,7
B 6,0 5,5 38 5,4 52 4,9
C 10,0 10,4 5,7 7,3 11,6 8,8

W Nadlesnictwie Krasnystaw z pedrakow zebranych
w 2010 r. na uprawie nasiennej czeresni ptasiej wyizolo-
wano z dwoch pedrakow nicienie Rhabditis sp.

Najwigce] pedrakoéw (osiemnascie) porazonych nicie-
niami zebrano na powierzchniach w Nadles$nictwie Kozie-
nice:

— na siedlisku lasu mieszanego $wiezego z glownym
gatunkiem lasotworczym sosna (pierwsze pigtro drze-
wostanu) i dab (drugie pigtro) zebrano cztery pedraki
zainfekowane D. magnus i siedem zainfekowanych
Kornelia sp.,

— na siedlisku lasu mieszanego $wiezego z glownym
gatunkiem lasotworczym dab, sosna i modrzew zebra-
no trzy pedraki zainfekowane D. magnus i cztery za-
infekowane Kornelia sp.

Z pedrakow zebranych w Nadles$nictwie Opoczno, na
siedlisku boru $wiezego oraz boru mieszanego $wiezego
z gtéwnym gatunkiem lasotworczym sosng z domieszka
brzozy, buka i dgbu z 11 pgdrakéw wyizolowano nicienie
D. magnus.

Z pedrakow zebranych w Nadlesnictwie Brzeziny na
siedlisku lasu mieszanego §wiezego z glownym gatunkiem
lasotworczym sosny (pierwsze pigtro drzewostanu) i dgbu
(drugie pigtro) wyizolowano z dwodch pgdrakdéw nicienie
D. magnus.

Najmniej nicieni wystgpowalo na powierzchniach
duzych zrgbow zupelnych. Sposréd czterech typow
powierzchni, na ktérych prowadzono badania, na duzych
zrgbach bylo najwigksze nastonecznienie powierzchni gle-
by i najnizsza wilgotnos¢. Wigkszo$¢ zainfekowanych
przez nicienie pedrakéw zostala zebrana na powierz-
chniach zadrzewionych, czyli tam, gdzie powierzchnia gle-
by byta dobrze ocieniona, a wilgotno$¢ najwyzsza.

D. magnus zostat wyizolowany z pedrakéw oraz
chrzaszczy Melolontha sp. w potudniowych Niemczech
(Kiontke i wsp. 2001; Manegold i Kiontke 2007) oraz
z Melolontha melolontha w okolicach Tiibingen w Niem-
czech (Mayer i wsp. 2009). Koernelia sp. zostaly wy-
izolowane z M. melolontha w okolicach Usedom w Niem-
czech (Mayer i wsp. 2009). Rhabditis sp. zostal wyizo-
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Rys. 1. A — Koerneria sp. — przedni odcinek ciata samicy (SEM); strzatki — brodawki wargowe, A — otwory amfidiéw, DT — sztylety;
B — Diplogasteroides magnus — przedni odcinek ciata samicy (SEM); strzatki — brodawki wargowe, A — otwory amfidiow; C —
Koerneria sp. — tylny odcinek ciata samca (SEM); strzatki — brodawki piciowe, P — otwory fasmidow; D — Diplogasteroides
magnus — tylny odcinek ciata samca (SEM); strzatki — brodawki piciowe, P — otwory fasmidiow. Podziatki: jak na mikro-
fotografiach

Fig. 1. A — Koerneria sp. — anterior end of the famale (SEM); arrows — labial papillae, A — amphid’s opening, DT — dental teeth; B —
Diplogasteroides magnus — anterior end of the female (SEM); arrows — labial papillae, A — amphid’s opening; C — Koerneria sp.
— posterior end of the male (SEM); arrows — genital papillae, P — phasmid’s opening; D — Diplogasteroides magnus — posterior
end of the male (SEM); arrows — genital papillae, P — phasmid’s opening. Scale bars: as on images

Rys. 2. A — Koerneria sp. — przedni odcinek ciata samca (DIC); B — Diplogasterorides magnus — przedni odcinek ciata samca (DIC);
C — Rhabditis — przedni odcinek ciata samicy (DIC); D — przedni odcinek ciata larwy przetrwalnikowej (DIC). Podziatki: jak na
mikrofotografiach

Fig. 2. A — Koerneria sp. — anterior end of the male (DIC); B — Diplogasterorides magnus — anterior end of the male (DIC);
C — Rhabditis — anterior end of the female (DIC); D — anterior end of the DJ (DIC). Scale bars: as on images
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lowany z Geotrupes stercorosus (Scarabaeidae) (Mowlavi 3. Najwigcej pegdrakow, z ktorych wyizolowano nicienie

1 wsp. 2009). Przytoczone prace wskazuja, ze wyizolowane zebrano w Nadlesnictwie Kozienice (18), a najmniej
nicienie tworza czg¢ste zwiazki z zukowatymi. w Nadlesnictwie Brzeziny oraz w Nadlesnictwie Kras-
nystaw.

Whioski / Conclusions
Podziekowania / Acknowledgement
1. Wigkszo$¢ zainfekowanych przez nicienie pedrakow

zostala zebrana na powierzchniach zadrzewionych, Materiaty zbierano podczas realizacji grantu rozwo-
czyli tam, gdzie powierzchnia gleby byla dobrze ocie-  jowego Narodowego Centrum Badan i Rozwoju: ,,Bez-
niona, a wilgotno$¢ najwyzsza. pieczne dla $rodowiska metody ochrony ekosystemow

2. Najmniej pgdrakow zainfekowanych przez nicienie  leSnych zagrozonych przez chrabaszcze Melolontha spp.”,
zebrano na powierzchniach duzych zrgbow zupetnych ~ nrumowy z IBL: 12-0096-10/2010.
oraz na plantacji nasienne;j.
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