X INSTYTUT HODOWLI I AKLIMATYZACJI ROSLIN
. :/ — PANSTWOWY INSTYTUT BADAWCZY

— W RADZIKOWIE
I A H Zaklad Nasiennictwa i Ochrony Ziemniaka w Boninie

Nasiennictwo
1 ochrona ziemniaka

49. konferencja
naukowo-szkoleniowa

Dzwirzyno
11-13 maja 2016

Bonin 2016



Czutos¢ zaprojektowanych starteréw M1 i M2 poréwnywano z czulodcig starteréw CH.
RNA izolowane z rosliny porazonej PVM doprowadzoo do 100 ng/ul i przygotowano serie
rozcienczen pokrywajacych w dziesigciokrotnych rozcienczeniach zakres 100 ng/ul — 10
fg/ul. Dla pary starterow CH produkt amplifikacji obserwowano do 10 pg/reakcje. Oba
startery zaprojektowane w ramach doswiadczenia (M1 i M2) promowaty amplifikacje
produktu PCR do 1 pg RNA/reakcj¢. Jednak wydajnos¢ amphﬁkacp uzyskana za pomocg
pary M2 byla wieksza. Zadna z badanych par starteréw nie amplifikowata produktow
niespecyficznych w obecnosci 100 ng RNA izolowanego ze zdrowych roslin. Réwniez w
reakcjach, do ktérych nie dodano RNA na etapie odwrotnej transkrypcji lub cDNA na etapie
reakcji PCR nie powstaly produkty niespecyficzne. Swiadczy to tym, ze wszystkie badane
startery sg specyficzne i nie tworzg dimerdw starteréw. Na podstawie wykonanych badan
stwierdzono, ze optymalng parg starteréw do wykrywania PVM jest para M2.

WPLYW ENZYMOW LITYCZNYCH NA IZOLACJE DNA
ORAZ CZULOSC TESTU PCR W DIAGNOSTYCE
KWARANTANNOWYCH BAKTERII ZIEMNIAKA
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ednym z najwazniejszych czynnikéw wptywajacych na prawidtows diagnostyke moleku-

larng bakteryjnych patogenéw roslin jest sposob izolacji kwaséw nukleinowych
(DNA/RNA). Jako jeden z poczatkowych etapéw pozwalajacych na przygotowanie badanego
materiatu do oceny metodami molekularnymi etap ten warunkuje poprawnos¢ identyfikacji
ww. patogenow, szczegolnie izolowanych z tkanki roslinnej. Dla uzyskania zatem odpowied-
niej czutosci metod molekularnych niezbedne jest stosowanie procedury pozwalajacej na izo-
lacj¢ odpowiedniej jakoscei (czystosci i ilosci) materiatu genetycznego z jednoczesnym pozby-
ciem si¢ substancji hamujacych przebieg reakcji PCR.

Celem prezentowanych badan bylo poréwnanie réznych warunkéw izolacji kwaséw nukle-
inowych w obecnosci enzymow litycznych oraz ocena wptywu tych warunkéw na jakos$é wy-
izolowanego DNA oraz czutos¢ testu PCR.

Jako modelowy materiat biologiczny stosowano komoérki kwarantannowych bakterii
Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus przygotowane w postaci §wiezo sporzadzonych
zawiesin w sterylnej wodzie oraz ekstrakcie roslinnym.

Aby zapewni¢ zréznicowanie warunkéw izolacji kwaséw nukleinowych, DNA bakterii
izolowano w obecno$ci wody i soku z bulw ziemniaka, w ktérych przed izolacja sporzadzono
zawiesiny bakteryjne. Do izolacji DNA uzyto metody wysokosolnej, polegajacej na selek-
tywnym ekstrahowaniu kwaséw nukleinowych w warunkach buforowych i obecnosci wyso-
kich stezen soli. W ramach badan poréwnywano rézne warianty izolacji DNA z udziatem
dwoch enzymoéw stosowanych w izolacji kwaséw nukleinowych — proteinazy K oraz mutano-
lizyny. Jako kontrole stosowano proby bez enzymu. Po zakonczonej izolacji wykalibrowano
otrzymane DNA w zakresie od 10" do 107 ng/ul i poddano testowi PCR.
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Jakos¢ wyizolowanego DNA oceniano na podstawie pomiaréw spektrofotometrycznych w
zakresie UV oraz rozdziatu elektroforetycznego w zelu agarozowym, natomiast czulo$é sto-
sowanych metod oceniano, obserwujac wynik na zelu agarozowym po uprzedniej amplifikacji
PCR.

Wyniki badan wskazaly na znaczne zréznicowanie efektywnosci dziatania badanych en-
zyméw w stosunku do ilodci i czystos$ci wyizolowanego DNA, jak réwniez czulosci testu
PCR

BADANIA SKUTECZNOSCI PUEAPEK FEROMONOWYCH
NA DRUTOWCE I ROLNICE WYKORZYSTYWANE
W SYGNALIZACJI ZABIEGU CHEMICZNEGO W UPRAWACH
ZIEMNIAKA I INNYCH ROSLIN ROLNICZYCH
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elem badan bylo okreslenie przydatnosci putapek feromonowych do odtowu samcéw
Cspquykéw (Elateridae) oraz samcéw motyli z rodziny Noctuidae, ustalenie ich skladu
gatunkowego oraz dynamiki wystgpowania na wybranych roslinach uprawnych. Jedng z moz-
liwosci wykorzystania feromonéw w gospodarstwach tradycyjnych i ekologicznych jest sys-
tematyczny monitoring agrofagéw. Umozliwia on jednoczesna obserwacje rozwoju szkodnika
1 pojawienia si¢ jego stadiéw szkodliwych, a takze pomaga w podjeciu decyzji o ochronie
chemicznej.

Obiektem doswiadczalnym byly: gléwne gatunki sprezykowatych (Elateridae) z rodzaju
Agriotes spp. 1 trzy gatunki motyli rolnic (Noctuinae): Agrotis segetum (Schiff.), 4. exclama-
tionis L., Xestia c-nigrum L.

Odlowy motyli prowadzono za pomoca putapek feromonowych typu YATLORS lub
VARD3, Funnel] Trap, Delta trap. Okreslano skutecznos¢ fowna putapek i ich wykorzystanie
w sygnalizacji. Ponadto dokonano analizy gleby na wystepowanie szkodnikéw glebowych.
Okreslono sumy ciepta i temperatur efektywnych do wspomagania wyznaczenia terminu
zwalczania rolnic (Noctuinae) na okopowych. Przez caly czas badano zasiedlenie gleb przez
larwy Elateridae z wykorzystaniem putapek przynetowych.

Doswiadczenia polowe wykonano w latach 2011-2015 w Winnej Gérze i Stupi Wielkiej na
plantacjach, na ktérych zastosowano zabiegi ochronne przeciwko drutowcom.

1. Wyniki badan, dotyczace skuteczno$ci lownej chrzaszezy Agriotes obscurus L., A. li-
neatus L. oraz Agrotis segetum L., i A. exclamationis L. za pomocg pulapek feromono-
wych

ya. W Winnej Gorze 1 Stlupi Wielkiej pierwsze chrzaszcze sprezykéw odfowiono pod
koniec kwietnia, tj. 27 kwietnia. Zesp6t sprezykowatych Elateridae stanowity w roku 2015
gtownie dwa gatunki: Agrotis obscurus i A. lineatus. Pierwsze gatunki Agriotes obscurus w
Stupi Wielkiej wystapity 27 kwietnia (15 szt.) na trawach. Maksimum odlowéw odnotowano
w I 1 II dekadzie maja, tj. od 10 do 15 maja. Za pomoca putapki feromonowej w trawach
odlowiono 47 szt. A. obscurus oraz 48 szt. A. lineatus. Ostatnie osobniki wszystkich



