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Morphometric and molecular analyses of the composition
of potato cyst nematodes carried out by the State Plant Health
and Seed Inspection Service during the years 2009-2013

Wyniki badan sktadu gatunkowego matwikéw tworzgcych cysty

na ziemniaku prowadzonych przez Paristwowg Inspekcje Ochrony Roslin
i Nasiennictwa w latach 2009-2013 z zastosowaniem

metody morfologiczno-metrycznej oraz testow molekularnych

Witold Karnkowski'*, Janina Butrymowicz', Marta Saldat®, Agata Kaczmarek?

Summary

Laboratories of the State Plant Health and Seed Inspection Service to assess the occurrence of the Potato Cyst Nematodes
(Globodera rostochiensis and G. pallida) over the period 2009-2013, analysed 213,161 soil samples taken from fields on Polish
territory. Viable cysts (ie. containing living eggs and juveniles) from Globodera genus were extracted from 951 soil samples (0.45%).
The results of identification of cysts detected in 584 samples (61.41%) were verified using molecular methods. These cysts were
preliminary identified to species G. rostochiensis — 547 samples, G. artemisiae — 35 samples and a mixture of two species
G. rostochiensis and G. pallida in 1 sample, based on morphometric characters. The result of identification of cysts in one sample was
vague. Molecular tests confirmed the results of identification based on morphometric characters. Similarly one of the tested cyst
samples where identification results were unclear was finally identified by molecular tests to G. pallida. In addition, cysts detected in
the soil attached to two samples of table potatoes originating from Cyprus, were identified to G. rostochiensis and G. pallida species by
morphometric characters and with molecular tests.
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Streszczenie

Laboratoria Paninstwowej Inspekcji Ochrony Roslin i Nasiennictwa w celu dokonania oceny wystepowania matwikdéw tworzacych
cysty na ziemniaku — Globodera rostochiensis i G. pallida, w latach 2009-2013, poddaty analizom 213 161 prébek gleby pobranych
z pdl na terenie Polski. Cysty z rodzaju Globodera z zywg zawartoscig (tj. zawierajgce jaja i/lub osobniki mtodociane) wyizolowano z 951
prébek (0,45%). Wyniki identyfikacji cyst wyizolowanych z 584 prébek (61,41%) potwierdzono z uzyciem testéw molekularnych. Cysty
te wstepnie zidentyfikowano, z zastosowaniem metody mikroskopowej (morfologiczno-metrycznej), do gatunku G. rostochiensis
— 547 prébek, G. artemisiae — 35 prébek oraz G. rostochiensis i G. pallida razem w 1 probce. W jednym przypadku wynik identyfikacji
na podstawie morfologii cyst byt niejednoznaczny. Wyniki badan z zastosowaniem metod molekularnych potwierdzity wyniki
identyfikacji morfometrycznej. W jednej probce wynik identyfikacji morfometrycznej byt niejednoznaczny, cysty ostatecznie
zidentyfikowano do gatunku G. pallida. Ponadto identyfikacji z zastosowaniem metody morfologiczno-metrycznej oraz testow
molekularnych poddano cysty wyizolowane z gleby osypanej z dwdch prébek ziemniakéw jadalnych pochodzacych z Cypru,
identyfikujac nicienie z obu prébek do gatunkéw G. rostochiensis i G. pallida.

Stowa kluczowe: Globodera rostochiensis; Globodera pallida; Globodera artemisiae; Polska; organizm kwarantannowy
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Wstep / Introduction

Matwiki tworzace cysty na ziemniaku, tj. matwik ziem-
niaczany, Globodera rostochiensis (Wollenweber, 1923)
Skarbilovich, 1959 i matwik agresywny, Globodera palli-
da (Stone, 1973) Behrens, 1975, sg jednymi z najgrozniej-
szych pasozytow ziemniaka, ktore podlegaja obowiazkowi
zwalczania na mocy rozporzadzenia Ministra Rolnictwa
i Rozwoju Wsi z dnia 21 lutego 2008 r. w sprawie za-
pobiegania wprowadzaniu i rozprzestrzenianiu si¢ organiz-
mow kwarantannowych (Dz. U. Nr 46, poz. 272, ze zm.).

Wyniki dotychczasowych badan (Kornobis i Stefan
1991; Karnkowski i wsp. 2012) wykazaly, Zze na terenie
Polski dominujacym gatunkiem jest matwik ziemniaczany
(G. rostochiensis), a obecno$¢ matwika agresywnego
(G. pallida) notowano jedynie sporadycznie. Duza zmien-
no$¢ wewnatrzgatunkowa oraz niewielkie réznice morfo-
logiczne migdzy poszczegdlnymi gatunkami matwikow
powoduja, ze ich identyfikacja z zastosowaniem techniki
mikroskopowej moze by¢ utrudniona, a jej wyniki nie-
jednoznaczne. Z tego wzgledu coraz czgsciej do identyfi-
kacji matwikéw wykorzystywane sg techniki molekularne.

Celem badan bylo dokonanie weryfikacji statusu obu
gatunkéw matwikoéw tworzacych cysty na ziemniaku na
terenie kraju, ustalenie wiarygodnosci metody morfo-
logiczno-metrycznej stosowanej do identyfikacji matwi-
kow z rodzaju Globodera oraz okreslenie koniecznosci
stosowania do rutynowej diagnostyki tych nicieni technik
molekularnych.

Materialy i metody / Materials and methods

Badaniom poddano cysty matwikow z zywa zawar-
toscig (tj. zawierajace jaja lub osobniki milodociane),
wyizolowane z probek gleby pobranych na terenie calego
kraju przez inspektorow Panstwowej Inspekcji Ochrony
Rodlin i Nasiennictwa (PIORiIN) w ramach urzedowe;j
kontroli pol uprawnych. W pierwszej kolejnosci dokonano
identyfikacji gatunkéw na podstawie szczegotowej analizy
diagnostycznych cech morfologicznych i morfometrycz-
nych wyizolowanych cyst oraz znajdujacych si¢ w cystach
osobnikow mlodocianych w oparciu o dane literaturowe
(Brzeski 1998; Karnkowski 2006; OEPP/EPPO 2009;
OEPP/EPPO 2013).

W kolejnym etapie, przynalezno$¢ nicieni do gatunkow
G. rostochiensis lub G. pallida badano z zastosowaniem
testu multiplex PCR (Polymerase Chain Reaction — reakcja
lancuchowa polimerazy) wedluig Bulmana i Marshalla
(1997), przy uzyciu starterow TS5, PITSr3 oraz PITSp4.
Badaniom tym poddano cysty o cechach morfologicznych
gatunku G. rostochiensis, w przypadku okre§lonego pro-
centu ich wykry¢, a ponadto cysty o typowych cechach
morfologicznych gatunkow G. pallida i G. artemisiae oraz
te, ktorych jednoznaczna identyfikacja metoda morfo-
logiczno-metryczna nie byta mozliwa (100% przypadkow).
Gatunek G. artemisiae rozwija sie przede wszystkim na
bylicy pospolitej (Artemisia vulgaris), a nie poraza
ziemniakéw (Brzeski 1998; Dobosz i wsp. 2013). Do
potwierdzania wyniku identyfikacji G. pallida, przepro-
wadzono dodatkowo test PCR wedlug Zouhara i wsp.

(2000), z uzyciem starterow UNI, GRO1, GPA oraz test
PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction-Restriction
Fragment Length Polymorphism — reakcja tancuchowa
polimerazy-polimorfizm dlugosci fragmentéw restrykcyj-
nych) wedtug Thiéry i Mugniéry (1996) z zastosowaniem
starterow 18S oraz 26S i endonukleazy restrykcyjne;j
Bsh12361. O ile wykluczono przynalezno$¢ nicieni do
gatunkow G. rostochiensis i G. pallida, przeprowadzono
ich dalsza identyfikacjc do gatunku G. artemisiae,
z zastosowaniem testu PCR-RFLP opracowanego i zwa-
lidowanego przez Laboratoire de la Santé des Végétaux,
w Le Rheu (Francja) w oparciu o pracg Thiéry i Mugniéry
(1996). Zawarta w tej pracy oryginalna metodyka,
opracowana do identyfikacji nicieni do gatunkow G. rosto-
chiensis i G. pallida okazata si¢ réwniez przydatna do
identyfikacji gatunku G. artemisiae. Nie wiazalo si¢ to ze
zmianami ani modyfikacjami w oryginalnej procedurze.
Powyzsze dane znajduja si¢ tylko w dokumentacji
wewnetrznej wspomnianego laboratorium i nie zostaly, jak
dotad opublikowane.

Ponadto w pierwszym przypadku wykrycia gatunku
G. pallida w gruncie, wyizolowane DNA poddano sekwen-
cjonowaniu w Miedzyzakladowej Pracowni Biologii
Molekularnej Instytutu Ochrony Roslin — Panstwowego
Instytutu Badawczego w Poznaniu (Karnkowski i wsp.
2012).

Dalszej diagnostyce z zastosowaniem testow moleku-
larnych, wliczajac w to sekwencjonowanie wyizolowanego
DNA, poddano takze cysty wyizolowane z gleby osypanej
z dwoch przesytek ziemniakow jadalnych pochodzacych
z Cypru (Karnkowski i wsp. 2011).

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

W publikacji przedstawiono wyniki badan skladu
gatunkowego matwikéw z rodzaju Globodera, ze szcze-
g6lnym uwzglednieniem gatunkdéw tworzacych cysty na
ziemniaku z zastosowaniem rownolegle dwoch metod:
metody mikroskopowej (morfologiczno-metrycznej) i me-
tody molekularnej, przeprowadzonych przez laboratoria
PIORIN w latach 2009-2013.

Wykonujac badania na obecno$¢ matwikéw tworza-
cych cysty na ziemniaku przebadano Iacznie 213 161 pro-
bek gleby. Obecno$é¢ cyst Globodera spp. z zastosowaniem
metody  mikroskopowej  (morfologiczno-metrycznej),
stwierdzono w 951 probkach (0,45%). Weryfikacji wyni-
kéw z zastosowaniem testow molekularnych poddano
cysty pochodzace lacznie z 584 probek (61,41% wszyst-
kich probek, w ktorych stwierdzono obecno$é¢ cyst Globo-
dera spp.). Materiat ten obejmowat:

— 547 probek, tj. 100% wykryé w roku 2009 oraz
minimum 20% wykry¢é w latach 2010-2013 w woje-
wodztwach: kujawsko-pomorskim, pomorskim, wiel-
kopolskim i zachodnio-pomorskim oraz minimum 20%
wykry¢é w latach 2009-2013 z terenu pozostalych
wojewodztw, gdzie w pierwszym etapie badan cysty
zostaly zidentyfikowane na podstawie cech morfo-
logicznych jako G. rostochiensis (rys. 1) — badania
0 charakterze monitoringowym;



Progress in Plant Protection 55 (3) 2015 257

— 1 probke, w ktorej w 2010 r. stwierdzono cysty o ce-  — 35 probek (tj. 100%), w ktorych stwierdzono cysty
chach morfologicznych zarowno G. pallida (rys. 2), jak o cechach morfologicznych G. artemisiae.
i G. rostochiensis; Ponadto w dwoch probkach gleby osypanej z ziem-
— 1 probke pobrana w 2012 r., gdzie jednoznaczna iden-  niakow jadalnych pochodzacych z Cypru stwierdzono
tyfikacja wyizolowanych cyst metodg morfologiczno-  cysty o cechach morfologicznych zaréwno G. pallida
metryczng nie byta mozliwa (rys. 3); i G. rostochiensis.

Rys. 1. Przednia czg$¢ ciala osobnika mtodocianego J, (po lewej; skala wielkosci = 20 um) oraz okolice wulwy i odbytu (po prawej;
skala wielko$ci = 10 pm) cysty Globodera rostochiensis

Fig. 1. Anterior part of J, juvenile (left; bar = 20 um) and the area of fenestra and anus (right; bar = 10 um) of Globodera rostochiensis
cyst

Rys. 2. Przednia cze¢$¢ ciata osobnika mtodocianego J, (po lewej; skala wielkosci = 20 um) oraz okolice wulwy i odbytu (po prawe;j;
skala wielko$ci = 10 pm) cysty Globodera pallida
Fig. 2. Anterior part of J, juvenile (left; bar = 20 pm) and the area of fenestra and anus (right; bar = 10 pm) of Globodera pallida cyst
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Rys. 3.

Fig. 3.

Rys. 4.

Fig. 4.

Przednia cze$¢ ciata osobnika mtodocianego J, (po lewej; skala wielkosci = 20 pm) oraz okolice wulwy i odbytu (po prawej;
skala wielkosci = 10 um) cysty, ktorej jednoznaczna identyfikacja na podstawie cech morfologicznych nie byta mozliwa,
a ostatecznie zidentyfikowano je do gatunku Globodera pallida z zastosowaniem testow molekularnych

Anterior part of J, juvenile (left; bar = 20 um) and the area of fenestra and anus (right; bar = 10 um) of cyst which unequivocal
identification with morphological features was impossible and finally they were identified to Globodera pallida species with
molecular tests

234 5678

Rozdzial elektroforetyczny produktow reakcji PCR (metoda Bulmana i Marshalla 1997): 1-2 — materiat z badanej probki:
Globodera pallida, 3-4 — kontrola pozytywna dla Globodera pallida, 5-6 — kontrola pozytywna dla Globodera rostochiensis,
7 — kontrola negatywna PCR (kontrola odczynnikowa, bez matrycy DNA); 8 — kontrola negatywna elektroforezy (woda). (uzyto
marker DNA 100 bp DNA Ladder, Invitrogen); jednoznaczna identyfikacja cyst na podstawie cech morfologicznych nie byla
mozliwa

PCR profile (method by Bulman and Marshall 1997): 1-2 — material from the tested sample: Globodera pallida, 3-4 — positive
control for Globodera pallida, 5-6 — positive control for Globodera rostochiensis, 7 — PCR negative control (reagent control,
without DNA template); 8 — electrophoresis negative control (water). DNA marker (100 bp DNA Ladder, Invitrogen) was used;
unequivocal identification of cysts with morphological features was impossible

Szczegdlowe informacje na temat liczby probek pocho-
dzenia krajowego (z wykluczeniem materialu pocho-
dzacego z Cypru) poddanych analizie przez poszczegdlne
laboratoria przedstawiono w tabeli 1.

Badania metodami molekularnymi potwierdzity we
wszystkich przypadkach przynalezno$¢ gatunkows cyst,

wstepnie z zastosowaniem metody morfologiczno-me-
trycznej, zaklasyfikowanych do gatunkéw G. rostochiensis
i G. artemisiae (rys. 7) (nie stwierdzono probek zawie-
rajacych jednoczesnie oba gatunki nicieni) oraz cyst o ce-
chach morfologicznych zarowno G. pallida, jak i G. ro-
stochiensis wystepujacych w jednej probce. W przypadku
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Rys. 5.

Fig. 5.

Rys. 6.

Fig. 6.
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Rozdzial elektroforetyczny produktow reakcji PCR (metoda wedtug Zouhara i wsp. 2000): 1-3 — material z badanej probki:
Globodera pallida, 4-5 — kontrola pozytywna dla Globodera pallida, 6-7 — kontrola pozytywna dla Globodera rostochiensis,
8 — kontrola negatywna PCR (kontrola odczynnikowa, bez matrycy DNA), 9 — kontrola negatywna elektroforezy (woda). Uzyto
marker DNA (100 bp DNA Ladder, Invitrogen); jednoznaczna identyfikacja cyst na podstawie cech morfologicznych nie byta
mozliwa

PCR products profile (method by Zouhar et al. 2000) observed in the agarose gel electrophoresis: 1-3 — material from the tested
sample — Globodera pallida, 4-5 — positive control for Globodera pallida, 67 — positive control for Globodera rostochiensis,
8 — PCR negative control (reagent control, without DNA template), 9 — electrophoresis negative control (water). DNA marker
(100 bp DNA Ladder, Invitrogen) was used; unequivocal identification with morphological features was impossible

Rozdziat elektroforetyczny produktéw reakcji RFLP trawionych enzymem Bsh12361 (metoda wedtug Thiéry i Mugniéry 1996):
1-3 — material z badanej probki: Globodera pallida, 4-5 — pozytywna kontrola trawienia dla Globodera pallida, 6-7 —
pozytywna kontrola trawienia dla Globodera rostochiensis, 8 — kontrola negatywna PCR (kontrola odczynnikowa, bez matrycy
DNA), 9 — kontrola negatywna elektroforezy (woda). Uzyto marker DNA (100 bp DNA Ladder, Invitrogen); jednoznaczna
identyfikacja cyst na podstawie cech morfologicznych nie byta mozliwa

Amplified PCR products from the sample digested by enzyme Bsh12361 (method by PCR-RFLP by Thiéry and Mugniéry 1996):
1-3 — material from the tested sample — Globodera pallida, 4-5 — positive digestion control control for Globodera pallida, 6-7 —
positive digestion control for Globodera rostochiensis, 8 — PCR negative control (reagent control, without DNA template);
9 — electrophoresis negative control (water). DNA marker (100 bp DNA Ladder, Invitrogen) was used; unequivocal identi-
fication with morphological features was impossible

gatunkow G. rostochiensis oraz G. pallida uzyskano  na wysokosci zgodnej z danymi literaturowymi. W przy-
produkty reakcji PCR wedlug Bulmana i Marshalla (1997)  padku wykry¢ gatunku G. artemisiae, po zastosowaniu
oraz wedlug Zouharai wsp. (2000). Dla gatunku G. pallida  trawienia restrykcyjnego tym samym enzymem, uzyskano
po zastosowaniu trawienia restrykcyjnego enzymem  produkty reakcji PCR-RFLP na wysokosci ~860, ~540,
Bsh1236 | uzyskano produkty reakcji PCR-RFLP rowniez ~ ~320, ~190 i ~110 pz (rys. 7).
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Rys. 7. Rozdzial elektroforetyczny produktow reakcji RFLP trawionych enzymem Bsh12361 (wedlug Thiéry i Mugniéry 1996):
2 — materiat z badanej probki: brak produktu, 3—18 — materiat z badanej probki: Globodera artemisiae (wzér utozenia prazkow
dla typowych cyst), 19 — pozytywna kontrola trawienia dla Globodera pallida (brak produktu), 20 — pozytywna kontrola
trawienia dla Globodera rostochiensis, 21 — kontrola negatywna PCR (kontrola odczynnikowa, bez matrycy DNA); 1, 22 —
marker DNA (100 bp DNA Ladder, Invitrogen)

Fig. 7. Amplified PCR products from the sample digested by enzyme Bsh12361 (PCR-RFLP by Thiéry and Mugniéry 1996): 2 — ma-
terial from the tested sample: no product, 3—18 — material from the tested sample: Globodera artemisiae (pattern for typical
cysts), 19 — positive digestion control control for Globodera pallida (no product), 20 — positive digestion control for Globodera
rostochiensis, 21 — PCR negative control (reagent control, without DNA template); 1, 22 — DNA marker (100 bp DNA Ladder,
Invitrogen)

Tabela 1. Wyniki badan uzyskane przez poszczegdlne laboratoria uczestniczace W badaniach probek pochodzenia krajowego
Table 1. Results of tests obtained by particular laboratories participating in the survey of samples originating from Polish territory

Whyniki identyfikacji na podstawie cech Whyniki identyfikacji przy uzyciu
Liczba probek morfologicznych — testow molekularnych — gatunek
Laboratorium poddanych gatunek i liczba probek i liczba probek
Laboratory analizom Results of identification Results of identification
Samples tested based on morphological features — with molecular tests —
species and the number of samples species and the number of samples
1 2 3 4 5 6
Laboratorium Wojewddzkie
w Bydgoszczy 122 Globodera rostochiensis 111 G. rostochiensis 111
Voivodeship Laboratory G. artemisiae 11 G. artemisiae 11
in Bydgoszcz
Laboratorium Wojewodzkie
w Koszalm_le 24 G. rostochiensis 24 G. rostochiensis 24
Voivodeship Laboratory
in Koszalin
Laboratorium Wojewodzkie
w Poznaniu — L
Voivodeship Laboratory 50 G. rostochiensis 50 G. rostochiensis 50
in Poznan
Laboratorium Wojewodzkie
v Pmszczq Gdatiskim 117 G. rostochiensis 117 G. rostochiensis 117
Voivodeship Laboratory
in Pruszcz Gdanski
G. rostochiensis 246
G. artemisiae 24
Centralne Laboratorium G. pallida 1 G. rostochiensis 246
w Toruniu 271 wynik niejednoznaczny — 1 G. artemisiae 24
Central Laboratory in Toruf z przewaga cech G. rostochiens G. pallida 2
vague result — predominating
characters of G. rostochiensis
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1 2 3 4 5 6
G. rostochiensis 547
G. artemisiae 35
. G. pallida 1 G. rostochiensis 547
Lacznie 584 ik niejed - 1 |G artemisi 35
Total wynik niejednoznaczny — - artemisiae
z przewaga cech G. rostochiens G. pallida 2
vague result — predominating
characters of G. rostochiensis

W jednym przypadku nie byla mozliwa jednoznaczna
identyfikacja z zastosowaniem metody morfologiczno-
metrycznej ze wzgledu na to, ze cysty wykazywaty
zarowno cechy charakterystyczne dla G. rostochiensis, jak
i G. pallida, z przewaga cech G. rostochiensis. Za
przynalezno$cia do gatunku G. rostochiensis przemawiaty
nastgpujace cechy: morfologia i wymiary cyst ($rednica
okienka, odleglo$¢ okienka od odbytu, indeks Graneka,
liczba fatldow oskoérka migdzy okienkiem a odbytem)
(rys. 3) oraz wymiary osobnikow miodocianych (dlugos¢
ogona i przezroczystej czesci ogona). Jednak dlugosé
sztyletu oraz szeroko$¢ guzikow sztyletu wskazywaty
w wigkszym stopniu na gatunek G. pallida, natomiast
ksztalt guzikow charakteryzowat si¢ duzg zmienno$cia.
Notowano zaréwno guziki drobne i zaokraglone o budowie
charakterystycznej dla gatunku G. rostochiensis, jak
i takie, ktorych przednia powierzchnia byla lekko wgle-
biona (rys. 3), co wskazywalo na gatunek G. pallida).
Wynikiem reakcji PCR wedlug Bullmana i Marshalla
(1997) byt produkt o wielkosci 266 pz (rys. 4), a reakcji
PCR wedlug Zouhara i wsp. (2000), produkt o wielkosci
391 pz (rys. 5). Reakcja PCR-RFLP dla trawienia restryk-
cyjnego enzymem Bsh12361 wedlug Thiery i Mugniery
(1996), data produkty reakcji 1200 pz dla PCR i ~500,
~400, ~350, ~190 pz (rys. 6) po trawieniu produktu reakcji

PCR, co pozwolito na jednoznaczna identyfikacje
badanych nicieni do gatunku G. pallida.
Dane literaturowe réwniez wskazuja zmienno$é

wewnatrzgatunkowa u G. rostochiensis i G. pallida odno-
szaca si¢ zarowno do cech morfologicznych, jak i naj-
istotniejszych wymiaréw cyst oraz osobnikow mio-
docianych (Subbotin i wsp. 2010). Na przyktad, u gatunku
G. pallida guziki sztyletu moga mie¢ ksztalt od zwezonych
W szczytowej czgsci, przypominajacych kotwice, po nie-
wielkie, zaokraglone, przypominajace guziki G. rosto-
chiensis (Savotikov i Smetnik 1995).

Sekwencjonowanie fragmentu rDNA wyizolowanego
z cyst zidentyfikowanych jako G. pallida oraz jego analiza
porownawcza prowadzona in silico wskazaly na podo-
bienstwo na poziomie 89-95% w przypadku materiatu
pochodzenia cypryjskiego (Karnkowski i wsp. 2011) oraz
97% w przypadku materiatu pochodzenia krajowego z sek-

Literatura / References

wencja rDNA kilkunastu izolatow G. pallida zdepono-
wanych w Banku Gendéw Narodowego Centrum Informacji
Biotechnologicznej (NCBI).

Whnioski / Conclusions

1. Badania wykazaly, ze na terenie Polski na ziemniaku
wystepuje glownie gatunek G. rostochiensis, natomiast
G. pallida jest notowany sporadycznie.

2. Badania z zastosowaniem metod molekularnych
potwierdzity wyniki identyfikacji nicieni z rodzaju
Globodera do gatunku metoda mikroskopowsa (morfo-
logiczno-metryczng).

3. U cyst G. rostochiensis cechy morfologiczne i naj-
wazniejsze wymiary charakteryzowaly si¢ znacznie
mniejszg zmienno$cig niz w przypadku G. pallida. Jesli
nawet istnialy watpliwosci odno$nie przynaleznosci
cyst w oparciu o ich cechy morfologiczne cyst, analiza
cech morfologicznych osobnikow miodocianych
pozwolita na jednoznacznag ich identyfikacje do ga-
tunku.

4. Przeprowadzone badania wykazaly, ze zastosowanie
metod molekularnych do identyfikacji cyst matwikow
jest niezbedne w przypadkach, gdy cysty nie sa typowe,
badz wykazuja cechy z pogranicza gatunkoéw, a wynik
identyfikacji morfologiczno-metrycznej nie jest jedno-
znaczny. Jednocze$nie potwierdzity one, ze nie ma ko-
niecznosci badania metodami molekularnymi wszyst-
kich typowych cyst G. rostochiensis. Generalnie w ty-
powych przypadkach nie ma rdéwniez niebezpie-
czenstwa blednej identyfikacji cyst z gatunku G. ar-
temisiae i pomylenia ich z matwikami tworzacymi
cysty na ziemniaku.
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