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1. Przygotowanie materiatu do diagnostyki metod klasyczm

|. POBIERANIE PROB | WYKRYWANIE NICIENI

W rodzaju Aphelenchoides status organizmu kwarantannowego posiada obecnie
jedynie wegorek ryowiec Aphelenchoides besseyi). Przepisy fitosanitarne obejnuj
wykrywanie tego gatunku w nasionachzuy(Oryza sativa) oraz w rdlinach z rodzaju
Fragaria przeznaczonych do sadzenia. Nicten zeruje i mae dawaé podobne objawy na
roslinach jak inne wgorki lisciowe: wegorek chryzantemowiecA( ritzemabos) oraz
wegorek truskawkowiecA. fragariae). Wszystkie wymienione gatunki niciery polifagami
i mogy zasiedld rosliny nalezace do rénych rodzin botanicznych. llustracje uszkotlze
krzewow ozdobnych i bylin powodowane przez nicierde rodzaju Aphelenchoides
zamieszczono w ‘Instrukcji wykrywania nicieni nadstawie uszkodzeroslin ozdobnych’
(Chataiska, Labanowski 2010).

W celu wykrycia nicieni z podejrzanychstim nalezy pobr& do bada minimum 5g
lisci uszkodzonych. W laboratoriunidie naley pocié¢ na fragmenty w o szerokd okoto
centymetra i umigic¢ na sicie agrednicy oczek 1 cm, z podstagvinp. duza szalka Petriego),
do ktorej wlewamy woel Materiat rglinny zanurzony w wodzie natg pozostawé na co
najmniej kilka godzin, a najlepiej na gadoke. Po tym czasie wa@dz naczynia zlewamy na
sito o srednicy oczek 20-30 um. Zawastosita sptukujemy na szalki umieszczamy pod
mikroskopem stereoskopowym. ¥Wietle przechodgym i przy powgkszeniu 40-krotnym

sprawdzamy, czyasnicienie.



Il. IZOLACJA | UTRWALANIE MATERIALU BIOLOGICZNEGO

Do bada mikroskopowych nicienie utrwalamy w 4-6% roztworpemaldehydu lub
mieszaninie TAF, a naginie przygotowujemy preparaty state. Do hadaolekularnych
przeznaczamy nicienigywe lub zakonserwowane w mieszaninie DESS.

SKLAD UTRWALACZA TAF

7 ml 40% formaldehydu
2 ml trietyloaminy Sktadniki naly wymiesza
91 ml wody destylowanej

Postpowanie z prop

Pozyskane z dci nicienie przektadamy do fiolki, zbiegsaj pipety nadmiar wody.
Nicienie zabijamy przez podgrzanie fiolki nad pkiem spirytusowym (nie
dopuszczac do wrzenia) lub przezagiel w gogcej wodzie o temp 60-70 °C |
umieszczamy w zimnym utrwalaczu TAF. Nicienie utiovee w ten sposéb nina

przechowywa przez kilka lat.
SKtAD UTRWALACZA DESS

0.25M kwasu etylenodiaminotetraoctowego (EDTA) o'pbl
20% dimetylosulfotlenku (DMSO)
roztwor nasycony NacCl
A. W celu przygotowania 250 ml roztworu odmierzamy283g EDTA. Dodajemy
50 ml dejonizowanej wody i mieszamy. Mieszaninaadezyn kwany (pH 3-4).
B. Dodajemy do roztworu A, okoto 50 ml 1M NaOH do ugysia odczynu EDTA o
pH 7,5.
C. Dodajemy do roztworu B, 50 ml DMSO i uzupetniamyahgtosci 250 ml
dejonizowan wodj.
D. Dodajemy do roztworu C, NaCt @rzestanie giw nim rozpuszcza
Z przygotowanego roztworu me wytrca sie osad NacCl.

Postpowanie z prop

Pozyskane z dci nicienie przenosimy do utrwalacza DESS, w ktorynog by¢
przechowywane zarébwno w temperaturze pokojowej jakv chtodziarce. Przed
wykonaniem analiz molekularnych nicienie wtg z utrwalacza DESS naleprzeptuké
kilka minut w zwyktej wodzie. Nicienie utrwalone ten sposdb mama przechowywa

okoto roku.



. OPRACOWANIE UTRWALONEGO MATERIALU
BIOLOGICZNEGO

Nicienie utrwalone w TAF mima opracowywéapodobnie jak utrwalone w formalinie.
METODA |
Opracowana na podstawie metodyki Seinhorsta (Wilk873). Nicienie utrwalone w TAF
(proéba) przenosimy do krystalizatora lub innegolaazé&go naczynia mieszanirg 1 (20 ml
metanolu, 1 ml gliceryny, 79 ml wody destylowandjystawiamy krystalizator lub inne
naczynie szklane z prébdo eksykatora z czystym alkoholem 96%. Po 24 gt
uzupetniamy probd mieszanim 2 (95 ml metanolu, 5 ml gliceryny) i umieszczamy w
suszarce w temp 40°C. Podczas suszeniaprbbpetniamymieszanin 2 4-5-krotnie co 20
minut, a nasipnie 5-8-krotnie co 30 minut. Krystalizator lub eémaczynie szklane
przykrywamy szkietkiem i pozostawiamy na noc w suiee. Nasfpnego dnia, po wyggiu z
suszarki, nicieniegsgotowe do wykonania preparatow trwatych.
METODA I
Nicienie utrwalone w TAF przenosimy najpierw do S%ztworu gliceryny w wodzie ze
sladowymi ilosciami utrwalacza TAF, po czym roztwér ten odparewoy przez okoto 10 dni
z wyciem powolnej metody odparowywania w temperatupeC, do chwili uzyskania
gliceryny bezwodnej (Hooper 1986).
Trwate preparaty nicieni wykonujemy w gliceryniezb@dnej.



2. ldentyfikacja rodzaju Aphelenchoides metoda mikroskopowsa

|. CECHY DIAGNOSTYCZNE

Rodzaj: Aphelenchoides

Przedstawiciele tego rodzajg matych fadz bardzo matych rozmiaréw, ich diugowaha s
miedzy 0,2 a 1,3 mm. Pi&ieniowanie oskorka na ciele delikatne. Pole boczioeone
zwykle z 2-4 linii (Fig.2). Glowa lekko oddzieloral reszty ciata. Sztylet cienki, zwykle z
matymi guzami przy podstawisrodkowe rozszerzenie gardzieli dy owalne. Gruczot
gardzieli zachodzi na przedni odcinek jelita odsyrgrzbietowej. Otworek wydalniczy maty,
potozony za rozszerzeniegnodkowym gardzieli (Fig. 1). Jego paéknie czsto okrélane jest
takze wobec wzta nerwowego (olczki nerwowej)*. U samic naggy rozrodcze
pojedyncze. Woreczek zapochwowy zwykle obecny. lthcgav szczecinki kopulacyjne
(spikule) g krotkie (10-25 um) i nie ma torebki kopulacyjn€gon u wekszaci gatunkow
stazkowaty, zakaczony wyrostkiem (mucro) o zaym ksztaitcie (Fot. 1, Fig.3).

Fot.1 Spikule samca z rodzaju
Aphelenchoides na przyktadzieA.

besseyi
* - wezet nerwowy. ptaski pas,
zawierajcy  komorki  neuronow

utozone wokoét gardzieli. Pofmny

jest za rozszerzeniensrodkowym

gardzieli. U vegorkow wgski i stabo

widoczny.



RodzajAphelenchoides mozna odréni¢ na od innych rodzajow z ¢du Aphelenchoidea na
podstawie wygldu gardzieli, wygidu pola bocznego i liczby linii bocznych, ksztatoigona
(Tab.1)

Poréwnanie cech diagnostycznych rodzsphel enchus i Aphelenchoides

Aphelenchus Aphelenchoides

Fig 1. PRZEDNIA CESC CIALA
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Fig. 2 POLE BOCZNE WRAZ Z LINIAMI BOCZNYMI

Fig. 3 OGON




WEGOREK CHRYZANTEMOWIEC - APHELENCHOIDESRITZEMABOS
(SCHWARZ, 1911) STEINER & BUHRER, 1932

Samica (Fig. 4)ciatlo smukie, dlugei 680-1200 um (Wilski 1967, Tab.2). Gtowa widoani

wyodrebniona od reszty ciata, troghszersza i cialo u nasady gtowy. Pod mikroskopem

swietlnym piekcieniowanie oskorka ciata niewidoczne. Sztylet edntymi, ale wyranymi
guzami przy podstawie. Rozszerzedredkowe gardzieli die, w zarysie owalne, mocno
umiesnione. Otworek wydalniczy umieszczony pagji brzegu wzta nerwowego, w digj
odlegtaici od srodkowego rozszerzenia gardzieli: 0,5-2-kr@dtioszerokdéci ciata. Pole
boczne 1/6-1/5 szerokad ciata, z 4 liniami. Woreczek zapochwowy #Bay niz 5-krotnha
szerokd¢ ciata lub potowa odlegkni miedzy wulwg a otworem odbytowym. Woreczek
czesto wypetniony jest spern Ogon wydtiony, stakowaty. Na kécu ogona wyrostek

(mucro) z 2-4 szczecinkami, w formiedzelka.

Samce czsto spotykane. Posmierceniu tylna cg¢ ciata zwykle wygina sido 90 stopni.
Glowa, sztylet i gardziel podobne jak u samicy. Z8zinki kopulacyjne (spikule) delikatnie

zagkte.
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Fig 4. CECHY DIAGNOSTYCZNE VEGORKA CHRYZANTEMOWCA
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WEGOREK TRUSKAWKOWIEC —APHELENCHOIDESFRAGARIAE (RITZEMA-
BOS, 1891) CHRISTIE, 1932

Samica (Fig. 5)ciato smukte, diugei 450-895 um (Khan i inni 2007, Wilski 1967, Tap.2

po wmierceniu wyprostowane lub tukowato wytg. Glowa nieznacznie szersza giato u

nasady gtowy i stabo wyoelbniona. Guzy sztyletu mate, ale wina. Otworek wydalniczy
umiejscowiony w niediej odlegtdci od srodkowego rozszerzenia gardzieli: na wysako
wezta nerwowego lub t za nim. Wzet nerwowy potaony jest w odlegiéci jednej
szerokdci ciata zasrodkowym rozszerzeniem gardzieirodkowe rozszerzenie gardzieli
owalne, mocno uménione. Pole boczneaskie, 1/7 szeroki ciata, zt@one z 2 linii. Wargi
wulwy lekko wyctte. Woreczek zapochwowy disey niz 5-krotna szerolk& ciata lub
potowa odlegtéci migdzy wulwg a otworem odbytowym, €sto wypetniony sperm Ogon

wydtuzony, stakowaty, zakaczony pojedynczym wyrostkiem (mucr@pb zakaczonym.

Samce liczne, podobne do samic. Ogon z pojedynczym stkiem tpo zak@czonym. Po
usmierceniu wygina situkowato pod ktem 45-90 stopni. Szczecinki kopulacyjne (spikale)

wygladzie kolca ray.
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Fig. 5 CECHY DIAGNOSTYCZNE VEGORKA TRUSKAWKOWCA
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WEGOREK RY ZOWIEC —APHELENCHOIDESBESSEYI CHRISTIE, 1942

Samica (Fig. 8)ciatlo dtugdci 400-880 um (Fortuner 1970, Tab.2). Glowa zagkma,

troche szersza od ciata u nasady gtowy. Wysgkgtowy mniejsza ri jej szeroké¢. Sztylet z

niewielkimi guzami u podstawySrodkowe rozszerzenie gardzieli ksztattu owalnego.
Otworek wydalniczy umiejscowiony na wysako wezta nerwowego lub przed nim, w
niewielkiej odlegtéci od srodkowego rozszerzenia. Boczne pola stag@koto ¥4 szerokei
ciala, z 4 liniami. Woreczek zapochwowysddroétki, mniej ni 4-krotha szeroki ciata,
waski. Ogon stekowaty z wyrostkiem (mucro) w ksztatcie gwiazdy-2 3zczecinkami ostro

zakaczonymi.

Samce czsto spotykane. Podobne do samic. Nackoogona wyrostek (mucro) z 2-4

szczecinkami.
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Fig. 6. CECHY DIAGNOSTYCZNE WEGORKA RYZOWCA
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II. DANE MORFOMETRYCZNE

Morfometrie wykonano na 10 samicach Zkgo z gatunkéw ggorka przy powikszeniu
100x. OsobnikiAphelenchoides ritzemabosi ekstrahowano z probeksdi Budleia dawidii
‘Peakeep’ zebranych w Kskowoli 1 czerwca 2010 r. Osobniki fragariae z lisci truskawki
pochodzity ze zbiorow prof. A. Szczygta z 1976 soDnikiA. besseyi pochodzity z Veracruz

(Hiszpania) z ryu z 2010 r. i oznaczone zostaty przez Lee Robeatson

Tabela 1. Dane morfometryczne nicieni z rodzgjbelenchoides. W tabeli zakres warfoi

(X1-X10) poszczegolnych ceckrednia (X;.) + odchylenie standardowe (SD) przy n = 10

Cecha A. ritzemabosi A. fragariae A.besseyi
Dlugosé ciata w X1-X10 680,1-944,3 598,4-835,0 538,2-711,1
um Xsér.xSD 826,6+77,7 752,0+90,2 651,5+65,8
Dlugosé sztyletu X1-X10 12,2-13,0 10,2-11,5 10,2-12,3
W um Xér.xSD 12,5+0,3 10,7+0,4 11,3+0,6
Dtugos¢ ogona w X1-X10 32,1-46,9 34,6-52,8 32,1-40,9
um Xér.xSD 40,5+4,4 44,2+6,3 36,2+3,2
PUS% X1-X10 35,3-66,2 33,3-73,5 11,8-23,6
X$r.£SD 52,040,1 57,740,1 16,5+0,04
a X1-X10 45,2-51,3 48,2-58,6 39,0-44,1
X$r.£SD 48,3+2,0 53,1+3,0 41,6+1,6
b’ X1-X10 4,4-5,4 4,4-6,3 3,9-6,1
X$r.£SD 5,0+0,4 5,2+0,6 5,4+0,6
c X1-X10 16,7-23,7 12,6-19,3 15,5-20,0
X$r.£SD 20,6+2,5 17,241,9 18,1+1,6
c X1-X10 3,0-4,3 4,3-5,9 3,3-4,7
Xsr.xSD 3,8+0,4 4,9+0,4 3,810,4
VAIT X1-X10 4,2-6,5 2,9-5,1 3,7-5,2
Xs$r.£SD 5,1+0,7 4,2+0,7 4,4+0,5
V% X1-X10 66,9-71,0 61,0-72,7 68,0-72,0
Xsér.xSD 69,6+1,2 68,2+3,4 69,9+1,1
Objanienia:

» a-stosunek diugami ciata do szerolai ciata

* b’ - stosunek diugai ciata do dtugéci gardzieli wraz z ptatem gruczotowym

» C-—stosunek diugai ciata do dtugéci ogona

» ' — stosunek diugai ogona do szerokoi ciata na wysoksxi otworu odbytowego
* PUS% - stosunek diugai woreczka zapochwowego do odlegiood wulwy do

otworu odbytowego (V/A) x 100

* V% - stosunek odlegci od przodu ciata do wulwy do diugio ciata x 100
 VA/T - stosunek odlegéai od wulwy do otworu odbytowego do diugbogona
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Tabela 2. Wartgi t-Studenta dla dwédrednich poréwnywanych cech
— warta¢ tabelaryczna gosprzy d.f. 18 = 1,734pb.przy d.f. 18 = 2,552

| A ritzemabos | A fragariae
Dlugos¢ ciata
A. besseyi 43,02* 23,70*
A. fragariae 16,95*
Dlugos¢ sztyletu
A. besseyi 3,75* 1,77
A. fragariae 6,43*
Dlugos¢ ogona
A. besseyi 4,57* 7,62*
A. fragariae 3,33*
PUS%

A. besseyi 273,1* 316,9*
A. fragariae 38,0*

a
A. besseyi 10,47* 15,75*
A. fragariae 6,32*

b
A. besseyi 1,18 0,54
A. fragariae 0,59

c
A. besseyi 3,62* 1,43
A. fragariae 4,79*

o
A. besseyi 0,00 3,67*
A. fragariae 3,67*

VAIT
A. besseyi 1,89 0,54
A. fragariae 2,25
V%

A. besseyi 0,59 0,69
A. fragariae 1,92

* rOznica statystycznie istotna

Aphelenchoides besseyi tatwo odr@ni¢ od A. ritzemabosi po takich cechach jak: ditugo
ciata, dlugac¢ sztyletu, dlugét ogona, PUS %, waroi ,a” i ,,c”, a od A. fragariae po takich
cechach jak: dluge ciata, dlugé¢ ogona, PUS %, warfoi ,a”" i ,c’”, gdy z uzyskano istotne

zrGznicowanie wartéci srednich wymienionych cech.

Do rozr&nianiaAphelenchoides besseyi od A. ritzemabosi nie naley bra takich cech jak:
b’, c’, VAT, V%, a odA. fragariae takich cech jak diugg sztyletu, b’, c, VA/T i V%, gdy

nie uzyskano istotnego zndicowania wartéci srednich wymienionych cech.
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3. Wykrywanie nicieni z rodzajuAphelenchoides na podstawie analizy
molekularnej

|. METODYKA TESTOW MOLEKULARNYCH

Etap I. Izolacja DNA na kolumienkach z dwutlenkiemkrzemu

Tkanki nicieni naley rozgnigc¢ tak, aby przynajmniej ¢&ciowo je zmacerow@a lzolacg
DNA na kolumienkach z dwutlenkiem krzemu przepror&adsé w oparciu o zestawy
komercyjne firm np.: Sigma-Aldrich (GenElute Mammal Genomic DNA Miniprep Kit);
Qiagen (DNeasy Isolation Kit), A & A Biotechnologgenomic Mini), Promega (Vizard
Genomic DNA).

Do rozgniecionych nicieni dodajeesbufor do lizy (wg. instrukcji producenta), a rgmstie
proteinaz K, ktéra trawi biatka w temperaturze 5&. Trawienie trwa okolo 4 godzin
(zgodnie z zaleceniami producenta enzymu)zihdotake pozostawi probke do trawienia na
cal noc. Nastpnie do lizatu dodaje sbdczynniki zapewnigge optymalne wizanie DNA z
dwutlenkiem krzemu wg. instrukcji producenta. Lizr@nosi sj na uprzednio przygotowan
kolumienk ze ztazem dwutlenku krzemu i wiruje. Podczas wirowaniatwax jest gczony
przez ztae, ktére wijze DNA. W nasgpnym etapie na kolumiegldodawany jest roztwor do
odptukania substancji niewigcych s¢ ze zl@em. Oczyszczone DNA wymywane jest ze

ztoza 100 pl wody lub roztworu do elucji.

Kwasy nukleinowe selektywnie pochtanmidwiatto UV z maksimum przypadgym na 260
nm. Stzenie wydzielonego DNA mierzygspektrofotometrycznie przy diugim fali 260 nm
(10D = 50 pg/ml). Czysté preparatow DNA okrda sk spektrofotometrycznie przy
dilugcsci fali A220, A260, A280. Wart& wspotczynnika A260/A280 dla preparatu
zawierajcego DNA bez zanieczyszazbiatkowych powinna wynoéil,8-2. Niskie wartci
A220/A260 wskazuj na brak zanieczyszaz@reparatu polisacharydami.

Jaka¢ wyizolowanego DNA m#na take ocent za pomog elektroforezy w 1%zelu
agarozowym wybarwionym bromkiem etydynyest0,5 pg/ml). Jeden girek migrupcy w
poblizu miejsca naniesienia preparatu nal swiadczy o tym,ze DNA nie zostalo
zdegradowane przez DNazy (Fot. 2). Wyizolowany DNwlezy przechowywa w
temperaturze -20°C lub -70°C.
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Fot. 2. Przyktad elektroforezy preparatow DNA&u agarozowym

Etap Il. Reakcja real-time PCR
Standardowym markerem do identyfikacji gatunkowaricjest gen | podjednostki oksydazy
cytochromowej (COI). Gatunkowo-specyfigznpar starterow ména zaprojektowa

korzystagc z odpowiedniego oprogramowania (np. AllelelD,rRiexBiosoft).

Do przeprowadzenia analizy potrzebny jest aparat REal Time PCR obecnie
produkowany przez wiele firm (np. seria RotorgeberbettResearch; SmartCycler, Cepheid,
MiniOpticon, MyiQ2, CFX, Biorad; OneStepPlus, 750@00HT, AppliedBiosystems), para
starterow, dezoksyrybonukleotydy, jony magnezuphufaq polimeraza, barwniki (SYBR,

EvaGreen, LCgreen i inne) lub znakowane sondy.

Podstaw reakcji Real Time PCR jest klasycznadachowa reakcja polimerazy (PCR),
obejmupcej trzy etapy: denaturacja, pragtanie starterow i wydkanie nici DNA.
Denaturacja jest prowadzona w temperaturze 9@95a przyczanie starteréw w
temperaturze o °& nizszej od oznaczonej temperatury topnienia startendydiuzanie
tancucha DNA naspuje w temperaturze 72. llos¢ syntezowanego amplikonu mierzona jest
w trakcie reakcji (zastosowanie w dalszych etapheld@ do oznaczania ikziowego

poszczegdlnych gatunkéw w probie).

W kazdej analizie powinny hyyobecne dwie proby kontrolne:

- pozytywna (zawiergga DNA nicienia, ktérego obecfioprébujemy stwierdz)

- negatywna (bez matrycy DNAng. non template control - NTC).

W prébach ujemnych brak jest krzywej amplifikaciblpojawia sj ona péno (> 35 cyklu), a

wartasci fluorescenciji g niskie w porownaniu z wargoiami w kontroli dodatniej (< 10%).
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ll. OCENA PRZYDATNO SCI METODY gRT-PCR DO WYKRYWANIA
WYBRANYCH GATUNKOW NICIENI Z RODZAJU
APHELENCHOIDES DLA POTRZEB OZNACZE N ILO SCIOWYCH

1. Nicienie trawimy proteinazK w ciaggu nocy. DNA wymywamy 100 pl wody i przenosimy
na kolumienki (np. GenElute Mammalian Genomic DNAnirep Kit) (Sigma-Aldrich)

zgodnie z instrukgjproducenta.
2. Stzenie wydzielonego DNA mierzymy na spektrofotometrze
3. Startery do identyfikacji nicieni wybranych gakdw

Aktualnie w GenBank dogbne § sekwencje COI czterech gatunkowAphelenchoides
ritzemabos (GU367869.1); A. xylocopae (AB252222.1); A. besseyi (AY508072.1,
EU325686.1, EU983281.1) A. fragariae (AB067761.1). Gatunkowo-specyficzne pary
starterow [forward (fw) i reverse (rw)] do ampliéigji COl zaprojektowano w programie
AlleleID (PremierBiosoft).

A. ritzemabos — Arifw (5-GGGCTGGAACTAGTTGGGTA-3) i
Arirw (5-TCTTTGCCTGTCTTAGCTGGA-3’)

Axylopae- Axyfw (5-GTTGTGGTACAAGTTGAGTT-3) |
Axyrw (5-TCTTTACCTGTTTTAGCTGGT-3))

Abesseyi -  Abefw (5-GGGCTGGGACTAGGTGGGTT-3)) i
Aberw (5-TCTTTACCTGTTTTGGCGGGA-3)

Afragariae- Afrfw (5-GGTGTGGAACTAGTTGGGTT-3)) i

Afrrw (5'-TCTTTACCGGTCTTAGCTGGT-3’)
W celu uzyskania kontrolnych preparatow DNA do iyékacji wszystkich czterech
gatunkéw nalgy zsyntetyzow& DNA o sekwencjach opisanych w GenBanku (didgo

produktu ok. 250 par zasad, synteza np. w Sigmaickiy
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4. Real Time PCR

Reakcg Real-Time PCR przeprowadzamy prziyciu odpowiedniej aparatury (np. aparatu
RotorGene 6000) (Corbett Research), w probowkagiojemndci 0,2 ml. Reakej nalery
przeprowadzaw sterylnych warunkach, w 20 pl mieszaniny reakeyjv sktadzie:

e 10 pl LuminoCt SYBR Green gPCR ReadyMix (Sigma-Addy

* 4 ul5 mM odpowiedniej pary starteréw

* 10 ng wyizolowanego DNA

* dopeint wodg do 20 pl
Optymalny profil termiczny reakcji jest napujacy:

» Wstepna denaturacja 95°C, 3 min

> Wiasciwa reakcja:

* denaturacja 95°C, 10 sek

* przylgczanie starterow 50°C, 15 sek

« amplifikacja w 72°C, 20 sek.
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Wyniki reakcji

Real Time PCR

Identyfikacja A. ritzemabosi

Reakcja przeprowadzona z patarterow Arifw — Arirw. Krzywa|
amplifikacji jest widoczna tylko w kontroli doda#ji i A.
ritzemabosi. W prébce NTC oraz prébach zawie@jch DNA A.
xylocopae, A. besseyi i A. fragariae brak krzywej amplifikacji.

Identyfikacja A. xylocopae

Reakcja przeprowadzona z pastarterow Axyfw — Aaxyrw.
Krzywa amplifikacji jest widoczna tylko w kontrolodatniej iA.

xylocopae. Brak krzywej amplifikacji w prébce NTC oraz prélma
zawierajcych DNAA. ritzemabosi, A. besseyi i A. fragariae.
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Identyfikacja A. besseyi

Reakcja przeprowadzona z pastarterow Abefw — Aberw,
Krzywa amplifikacji jest widoczna tylko w kontrofiozytywnej i
A. bessayi. Brak krzywej amplifikacji w prébce NTC oraz proétha
zawierajcych DNAA. xylocopae, A. ritzemabosi i A. fragariae.
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Identyfikacja A. fragariae

Reakcja przeprowadzona z patarteréw Afrfw — Afrrw. Krzywa
amplifikacji jest widoczna tylko w kontroli dodagjii A. fragariae.

w probce NTC oraz probal

cBrak krzywej amplifikacji

zawierajcych DNAA. xylocopae, A. besseyi i A. ritzemabosi.
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Identyfikacja przynaleznosci gatunkowej danej proby na podstawie reakcji Reallime

PCR przeprowadzonej z kilkoma z parami starterow

Reakcja Real Time PCR przeprowadzonazendy ze wszystkimi podanymi parami
starterow: Arifw — Arirw, Axyfw — Axyrw, Abefw — Abrw i Afrfw — Afrrw. Wyniki

przedstawionegsponizej:

Wzgledne jednostki fluorescencji
o
o]

02 11 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39
Liczba cykli
——NTC - Aritz = NTC - Axyl — NTC - A.bes NTC - Afrag -+ Kd - Arritz  —Kd - Axyl
Kd-Abes —#Kd-Afrag —~—W2-Axyl ——W2-Abes —W2-Afrag --W2-Aritz

Brak krzywej amplifikacji w kontrolach NTC. Pozytya reakcja w probkach z kontrolami
dodatnimi. Brak krzywej amplifikacji préby ze swrami do identyfikacjiA. xylocopae,
A.besseyi i A. fragariae oraz obecn&t krzywej ze starterami dé.ritzemabosi.

NTC-A.ritz — kontrola NTC ze starterami do idenkgcji A.ritzemabosi

NTC-A.xyl — kontrola NTC ze starterami do identydi§i A.xylocopae

NTC-A.bes — kontrola NTC ze starterami do identgéij A.besseyi

NTC-A.frag — kontrola NTC ze starterami do iderkgitji A.fragariae

Kd-A.ritz — kontrola dodatnia ze starterami do iydikacji A.ritzemabosi

Kd-A.xyl — kontrola dodatnia ze starterami do iddikiacji A.xylocopae

Kd-A.bes — kontrola dodatnia ze starterami do igieciji A.besseyi

Kd-A.frag — kontrola dodatnia ze starterami do igékacji A.fragariae

Whioski: Na podstawie badaprzeprowadzonych na nicieniach gatunkphelenchoides
ritzemabosi oraz DNA specyficznego dla nicieni z 3 innych g&iw zsyntetyzowanego

sztucznie, okrdono warunki przeprowadzenia testow dla przyszigohliz ilgsciowych.
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