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1. IDENTYFIKACJA NA PODSTAWIE CECH MORFOLOGICZNYCH ORAZ
ZDJEC Z MIKROSKOPU SKANINGOWEGO

1.1. Charakterystyka gatunkow

1.1.1. Frankliniella occidentalis (Pergande) - wciornastek zachodni

Fot. 1. Postaé¢ dorosta wciornastka zachodniego (fot. Z. Fiedler)

Jest to przylzeniec z rodziny wciornastkowatych (Thripidae). Pochodzi z zachodniego
brzegu Ameryki Pélnocnej — wystepuje od Alaski az po Kostaryke. Po raz pierwszy
zostal zebrany z liSci moreli i kwiatow pomaranczy w okolicach Los Angeles przez
Theodore Pergande w 1895 roku. Poczawszy od 1980 roku jest odnotowywany w kra-
jach wszystkich kontynentow. W Europie wystepuje w uprawach szklarniowych roslin
ozdobnych i warzyw. Po raz pierwszy zaobserwowano go w 1983 roku na chryzantemie
w Holandii. W 1987 roku stwierdzono obecnos¢ wciornastka zachodniego w Polsce,
w Warszawie i okolicy, na ztocieniach, popielniku i warzywach. Prawdopodobnie zostat
zawleczony z Holandii i Belgii wraz z sadzonkami zlocieni przeznaczonymi na matecz-
niki (Baranowski i Dankowska 1992). Zeruje na dolnej stronie lisci i w kwiatach. Za-
rowno osobniki doroste, jak i larwy wysysaja zawartos¢ komorek miekiszowych, ktore
wypelniaja sie powietrzem. W miejscach zerowania pojawiajg sie srebrzyste plamy,
ktore z czasem ciemnieja. W obrebie srebrzystych plam widoczne sa charakterystycz-
ne odchody wciornastkéw w postaci ciemnych grudek (Fot. 2). Gorna strona lisci, na
ktorych zeruja wciornastki marszczy sie, przy czym zmarszczenia sa chlorotyczne. Na
ptatkach kwiatow tworza sie¢ biate, nieregularne plamy, ktore z czasem brazowieja,
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Fot. 2. Charakterystyczne uszkodzenia powodowane przez wciornastka zachodniego. Na zdjeciu widoczne
srebrzyste plamy na powierzchni li§cia oraz ciemne, grudkowate odchody (fot. Z. Fiedler)

a kwiatostany ulegaja znieksztalceniu. Jaja sktadane sa do tkanki ptatkow, wywotujac
czesto efekt tzw. pryszczy.

Etapy rozwoju i dtugosc¢ zycia oraz plodnosc¢ wciornastka zachodniego zalezg przede
wszystkim od temperatury powietrza. Owad rozmnaza sie partenogenetycznie, samce
pojawiaja sie rzadko. W warunkach szklarniowych wciornastek rozmnaza sie przez
caly rok, wydajac od 12 do 15 pokolen (Bryan i Smith 1956; Lublinkhof i Foster 1977;
Labanowski 1988). Pelny cykl zyciowy — od jaja do postaci dorostej — przebiegajacy
w temperaturze 15°C, trwa ok. 44 dni, a w temperaturze 30°C — ok. 15 dni. Kazda sa-
mica sklada od 20 do 40 jaj. Jaja skladane sa do komorek parenchymy liScia, czesci
kwiatow i owocow. Larwy legna sie po ok. 4 dniach w temperaturze 27°C. Pierwsze li-
nienie nastepuje po ok. 3 dniach. Drugie stadium larwalne stopniowo staje sie powol-
niejsze, linieje i przeobraza we wczesng pseudopoczwarke. Miejsce przepoczwarczenia
jest rozne, zazwyczaj nastepuje ono w glebie, ale moze odbywac sie takze w kwiecie.
Pézna poczwarka jest mato ruchliwa i moze przebywac w glebie ok. 10 dni. Osobniki
doroste pojawiaja sie zwykle po 2-9 dniach, w zaleznosci od temperatury.

Frankliniella occidentalis jest wektorem wirusa brazowej plamistosci pomidora (To-
mato spotted wilt virus — TSWV) i Tobacco streak ilavirus (TSV). Wirusy moga by¢
przenoszone tylko przez larwy, a nie przez osobniki doroste. Czas pobierania wirusa
wynosi co najmniej 30 minut. Owad zachowuje infekcyjnos¢ przez 3—10 dni. Do prze-
niesienia wirusa potrzebuje co najmniej 15 minut. Wciornastek zachodni do roku
2006 byt szkodnikiem kwarantannowym na lisScie A2 (OEPP/EPPO 1989).
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1.1.2. Thrips palmi (Karny) - wciornastek orientalny (palmowy)

Fot. 3. Postac dorosta wciornastka orientalnego (fot. T. Murai)

Jest to przylzeniec z rodziny wciornastkowatych (Thripidae). Po raz pierwszy zostat
opisany w Indonezji (na Sumatrze i Jawie) w 1925 roku (Karny 1925). Od 1978 roku
jest odnotowywany corocznie na potudniu Japonii, a od 1985 roku zaczal rozprze-
strzeniac¢ sie w rejonie Karaibow. Obecnie wystepuje w wielu krajach réznych konty-
nentow: Azji, Ameryki Srodkowej, Oceanii i na Karaibach. W Ameryce Pélnocnej noto-
wany byt tylko na Hawajach i na Florydzie. Thrips palmi jest organizmem kwarantan-
nowym na liscie A1 EPPO (OEPP/EPPO 1989) oraz na liscie A2 CPPC w krajach Unii
Europejskiej, w tym w Polsce. Owada mozna znalez¢ na wszystkich czesSciach wielu
gatunkow roslin. Wciornastek orientalny jest gatunkiem polifagicznym, notowanym
jako szkodnik tytoniu, sezamu, grochu, papryki, ogorka, bawelny i dyniowatych. Do
innych ekonomicznie waznych roslin zywicielskich T. palminaleza: zlocien, ziemniak,
soja, cyklamen i storczyki. Objawy zerowania tego gatunku sa podobne do uszkodzen
powodowanych przez wciornastka zachodniego. Silne porazenie roslin objawia sie
srebrzeniem lisci, brazowieniem, zahamowaniem wzrostu lisci i pedéw wierzchotko-
wych, skorkowaceniem i znieksztalceniem owocow.

Wciornastek orientalny nie zimuje na roslinach uprawianych w gruncie. Na ze-
wnatrz szklarni moze przezimowac tylko w matej strefie poludniowej czesci Japo-
nii (Yoshihara 1982). Wyniki badan prowadzonych przez Nagai i Tsumuki (1990)
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wykazaty jednak, ze populacja osobnikéw dorostych moze przetrwac¢ w nieogrzewa-
nej szklarni nawet w temperaturze —-7°C. W temperaturze 25°C pelny cykl rozwojowy
trwa tylko ok. 17 dni. Rozwo6j wciornastka zachodniego rézni sie nieco od rozwo-
ju wiekszosci polifagicznych wciornastkéw, poniewaz osobniki doroste opuszczaja
ostonki poczwarkowe w glebie i wedruja na liscie lub kwiaty, gdzie samice skladaja
jaja. Drugie stadium larwalne schodzi do gleby, gdzie sie rozwija i przepoczwarcza
(Murai 2001; Mound 2005).

W uprawie, w ktorej nie ma kwitnacych okazow, do wylapywania postaci doro-
stych obu gatunkow wciornastkow (F. occidentalis i T. palmi) mozna wykorzystywac
niebieskie tablice chwytne umieszczane tuz nad roslinami. W celu bardzo wcze-
snego wykrycia wciornastkow na plantacjach roslin ustawia sie tzw. rosliny pulap-
kowe, na przyktad kwitnaca na niebiesko sepolie. Na ptatkach jej kwiatow bardzo
latwo mozna zauwazy¢ pylek, ktory rozsypat sie wskutek rozerwania pylnikow przez
wciornastki.

1.2. Przygotowanie preparatow mikroskopowych

Aby zebrac wciornastki, najlepiej wytrzasnac je z roslin na kartke papieru. Jest to
prostszy sposob niz zbieranie osobnikoéw z rosliny. Nastepnie nalezy pedzelkiem prze-
lozy¢ owady do probowek z pltynem konserwujacym, stanowiacym mieszanine o na-
stepujacym sktadzie: 9 czesci 60% alkoholu etylowego, 1 czes¢ kwasu octowego i 3—5
kropel gliceryny. W plynie tym wciornastki powinny przebywac¢ co najmniej 24 go-
dziny. Aby wykonac preparat poltrwaly, okaz wciornastka nalezy umiesci¢ na bibule
filtracyjnej i utozy¢ go na stronie brzusznej na srodku szkietka podstawowego, rozkta-
dajac na boki odnoza, czulki i skrzydla. Przed przykryciem szkielkiem nakrywkowym
okaz nalezy pokry¢ kropla ptynu Hoyera (w ok. 50 ml wody destylowanej rozpuscic
ok. 30 g gumy arabskiej, ok. 200 g wodzianu chloralu i ok. 20 ml gliceryny — wszystko
dobrze wymieszac). Oznaczanie prowadzi sie pod mikroskopem stereoskopowym. Pre-
parat trzeba zabezpieczy¢ przed wysychaniem przez nasmarowanie obrzezy szkietka
nakrywkowego balsamem kanadyjskim (Baranowski i Dankowska 1992, protokoty
diagnostyczne EPPO i IPPC).

Do obserwacji w mikroskopie skaningowym (SEM) wciornastki nalezy utrwalac
dobe w mieszaninie 2,5% aldehydu glutarowego i 2,5% paraformaldehydu (w stosun-
ku objetosciowym 1 : 1) w 0,1 M buforze kakodylowym o pH 7,2. Utrwalanie nastep-
cze w 1% czterotlenku osmu (rowniez w buforze kakodylowym) wykonuje sie przez
nastepne 2 godziny. Utrwalone owady odwadniania si¢ stopniowo w szeregu alkoho-
lowym (10%, 30%, 50%, 70%) — w kazdym roztworze po 10 minut, a potem w acetonie
(70%, 80%, 90%, 96%) — rowniez po 10 minut. Nastepnie plucze sie material trzykrot-
nie w 100% acetonie, za kazdym razem przynajmniej 20 minut. Tak przygotowane
owady suszy sie w punkcie krytycznym (CPD), nakleja na specjalne stoliki i napyla
zlotem z palladem. Prezentowane zdjecia SEM wykonano, uzywajac mikroskopu ska-
ningowego S-3000N firmy Hitachi.
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1.3. Identyfikacja na podstawie charakterystycznych cech morfologicznych
stadiow doroslych z wykorzystaniem zdje¢ z mikroskopu skaningowego

1.3.1. Klucz do oznaczania gatunku Frankliniella occidentalis
Cechy charakterystyczne rodzaju Frankliniella

Gatunki z rodzaju Frankliniella maja 8-cztonowe czulki (z wyjatkiem trzech gatunkow),
cztony III i IV ze stozkami czuciowymi w ksztalcie wystajacych widetek i 3-cztonowe
glaszczki szczekowe. Na glowie wystepuja trzy pary szczecinek przyoczkowych, sposrod
ktorych szczecinki miedzyprzyoczkowe, umieszczone nieco przed tylnymi przyoczkami,
sa znacznie silniejsze, dtuzsze i ciemniejsze niz pozostale pary. Boki glowy nie sa wy-
pukle. Przedplecze zazwyczaj z dwiema parami dtugich szczecin na przedniej krawedzi
i dwiema parami dlugich szczecin polozonych w kacie tylnym przedplecza oraz dodat-
kowa para matych szczecin pomiedzy Srodkowymi szczecinami na tylnym brzegu.

Cecha charakterystyczna gatunkow z rodzaju Frankliniella sa przezroczyste lub
prawie przezroczyste skrzydla, ktérych obie zylki na calej dlugosci obsadzone sa
ciemnymi, dobrze rozwinietymi szczecinkami; rzad szczecin na pierwszej zZylce skrzy-
dla przedniego zazwyczaj kompletny. Charakterystycznymi cechami dla rodzaju Fran-
kliniella sa: tylny brzeg VIII tergitu odwtoka, ktory ma pelny grzebien, ktenidia na ter-
gicie VIII umiejscowione na przednim brzegu w stosunku do przetchlinki oraz sternity
bez szczecin dodatkowych. U samcow na sternitach III-VI lub VII wystepuja male,
poprzeczne, owalne pola gruczotowe (Mound i Kibby 1998; EPPO 2002).

Gatunek Frankliniella occidentalis — wciornastek zachodni

Dhugos¢ ciata osobnikéw dorostych od 1,3 do 1,6 mm, przy czym samice wigcksze od sam-
cow. Ubarwienie ciata samic od zottego do ciemnobrazowego, samce zawsze jasno ubar-
wione. Z literatury oraz z wlasnych obserwacji wiadomo, ze barwa ciala jest zmienna
— brazowa w zimie, szarozolta wiosng i jasnozotta latem. Ttumaczy sie to tym, ze forma
ciemna jest lepiej przystosowana do przezycia podczas zimnego, wilgotnego okresu i jest
bardziej aktywna niz forma jasna. Fenotypowe zabarwienie wykazuja tylko samice.

U postaci dorostych dwie pary waskich skrzydet otoczonych fredzla. U obu plci czton
IIi trzy ostatnie cztony (VI, VII, VIII) czutkow ciemno zabarwione, natomiast cztony IV iV
ciemne z jasna czesScia bazalna. Znajdujace sie na przedniej krawedzi przedplecza szcze-
cinki w kacie przednim takiej samej dtugosci lub tylko nieco dluzsze od lezacych bardziej
dosrodkowo szczecinek na przednim brzegu. Miedzy szczecinkami na przednim brze-
gu, na przedniej krawedzi przedplecza, dwie pary krotkich szczecinek, ktorych nie maja
inne gatunki z rodzaju Frankliniella wystepujace w Polsce. Przednie skrzydla 6,0-6,9
raza dtuzsze od przedplecza. Na ich zytce bocznej 15-18 (najczesciej 16—17) szczecinek.
Doroste wciornastki wystepuja w kwiatach, pakach i na lisciach roslin. Jaja nerkowate,
metne, o dtugosci ok. 200 um. Larwy stadium I — przezroczyste, larwy stadium II — zto-
tozotte, dwa stadia poczwarek (pseudopoczwarki) — biate. Charakterystycznymi cechami
wczesnej pseudopoczwarki jest obecnosc zaczatkow skrzydet i skroconych, uniesionych
czutkoéw. Obydwa stadia poczwarkowe sa biate. P6zna poczwarka jest mato ruchliwa, za-
czatki skrzydel ma dtuzsze, a czulki skierowane do tylu (Karnkowski 1990; EPPO 2008).



10 Klucze do diagnostyki Frankliniella occidentalis (Pergande) i Thrips palmi (Karny)

Fot. 4. Postac¢ dorosta wciornastka zachodniego (fot. M. Gawlak)

x250  200um

Fot. 5. Glowa wciornastka zachodniego ze szczecinkami miedzyprzyoczkowymi ciemniejszymi,
silniejszymi i dluzszymi niz pozostate szczecinki przyoczkowe (fot. M. Gawlak)
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Fot. 7. Wiele par szczecin na zakonczeniu odwloka wciornastka zachodniego (fot. M. Gawlak)
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x120  300um

Fot. 8. Larwa wciornastka zachodniego: A — widok z boku; B — widok z gory (fot. M. Gawlak)
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1.3.2. Klucz do oznaczania gatunku Thrips palmi

Cechy charakterystyczne rodzaju Thrips

Gatunki z rodzaju Thrips maja 7- lub 8-cztonowe czutki. Cztony III i IV ze stozkami
czuciowymi w ksztalcie wystajacych widelek. Na glowie sa widoczne dwie pary szcze-
cinek przyoczkowych (brak szczecinek przyoczkowych I, szczecinki przyoczkowe III
umieszczone na zewnatrz trojkata przyoczkowego). Na przedpleczu, w kacie tylnym,
wystepuja dwie pary (rzadko jedna lub zadna) duzych szczecinek, na tylnym brzegu
zazwyczaj trzy, czasami cztery pary. Wzdluz skrzydel biegna dwie zylki opatrzone
w szczeciny. W czesci dystalnej pierwszej zylki znajduja sie trzy oddzielone od siebie
szczecinki. Rzad szczecinek na przedniej zylce jest poprzerywany w rozny sposob,
szczecinki na drugiej zylce tworza nieprzerwany rzad. Na tergicie i sternicie odwtoka
nie wystepuje na tylnym brzegu kolnierz. Tergity V-VIII maja po dwa ktenidia umiesz-
czone z kazdego boku (rzadko ktenidia wystepuja rowniez na tergicie IV). Ktenidia na
tergicie VIII odwloka umieszczone sa przysrodkowo w stosunku do przetchlinek (Mo-
und i Kibby 1998; Mound i Masumoto 2005; EPPO 2008; ISPM 2010).

Gatunek Thrips palmi - wciornastek orientalny

Dtugosc ciata osobnikéw dorostych od 0,9 do 1,3 mm. Cialo jasnozolte bez ciemnych
obszarow na glowie, tutowiu i odwloku, z lekko pogrubionymi czarniawymi szczecin-
kami. Czutki zawsze 7-cztonowe. Czlony I i II jasnozotte, czton III — z6lty z przyciem-
nionym wierzchotkiem, cztony IV do VII — brazowe, ale zazwyczaj nasada cztonu IViV
zolta, czton V zazwyczaj zé6ttawy w nasadowej czesci (1/3 do 1/2 dtugosci). Przednie
skrzydta jednolicie lekko przyciemnione, szczecinki ciemne. Szczecinki zaoczne 111 IV
duzo mniejsze od pozostatych. Szczecinki przyoczkowe III umiejscowione tuz za troj-
katem przyoczkowym lub stycznie do linii taczacych przyoczko przednie z kazdym
z przyoczek tylnych. Przedplecze z dwiema parami duzych szczecinek w kacie tyl-
nym. Tarcza zaplecza z rzezba w postaci linii zbieznych w jej tylnej czesci. Srodkowa
para szczecinek umieszczona za przednia krawedzia. Obecna para poréow czuciowych
(sensilli dzwonowatych). Przednie skrzydlo z trzema (rzadko dwiema) szczecinkami
dystalnymi. Tergit II odwtoka z czterema szczecinkami brzeznymi. Szczecinki S2 na
tergitach III i IV odwloka prawie tej samej wielkosci co szczecinki S3. Grzebien na
tylnej krawedzi tergitu VIII odwloka samicy kompletny, u samcow silnie rozwiniety
w czesci sSrodkowej. Tergit IX odwloka zazwyczaj z dwiema parami poréw czuciowych
(przednia i tylng). Sternity odwloka bez szczecinek dodatkowych lub mikrotrychiow.
Pleurotergity odwloka bez szczecinek dodatkowych, linie rzezby bez mikrotrychiow.
Sternity [I-VII samcow z waskimi poprzecznymi polami gruczotlowymi. Larwy sta-
dium I — przezroczyste, larwy stadium II — ztotozolte, dwa stadia poczwarek (pseudo-
poczwarki) — bialawe (Mound i Kibby 1998; EPPO 2008; ISPM 2010).
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Fot. 9. Posta¢ dorosta wciornastka orientalnego: A — widok od strony brzusznej; B — widok z boku
(fot. M. Gawlak)
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300um

x120

Fot. 10. Larwa wciornastka orientalnego: A — widok od strony brzusznej; B — widok z gory
(fot. M. Gawlak)
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Fot. 11. Skrzydla wciornastka orientalnego z dwiema zytkami opatrzonymi w szczeciny (fot. M. Gawlak)

Fot. 12. Czulki wciornastka orientalnego sa zawsze 7-czlonowe (fot. M. Gawlak)




Identyfikacja na podstawie cech morfologicznych...

Fot. 13. Stozki czuciowe w ksztalcie wystajacych widetek na IIl i IV czlonie czultkéw wciornastka
orientalnego widoczne w réznych powiekszeniach (A i B) (fot. M. Gawlak)
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Glowa wciornastka orientalnego z dobrze widoczna III para szczecinek przyocznych na

zewnatrz tréjkata przyoczkowego (fot. M. Gawlak)
Na tergicie VIII wciornastka orientalnego widoczne dwie przetchlinki (fot. M. Gawlak)
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2. IDENTYFIKACJA Z WYKORZYSTANIEM METOD BIOLOGII
MOLEKULARNEJ

Do identyfikacji gatunkoéw F. occidentalis i T. palmi opracowano dotychczas wiele
protokotow diagnostycznych, jednak wiekszos¢ z nich opiera sie na amplifikacji se-
kwencji mitochondrialnego DNA (mtDNA), ktory w przypadku wciornastkow cha-
rakteryzuje sie zroznicowaniem wystepujacym nawet pomiedzy réznymi populacja-
mi tego samego gatunku. Dlatego tez zaprojektowano metody z wykorzystaniem se-
kwencji rybosomalnego DNA (rDNA), ktore jednoczesnie wykazuja zarowno znaczne
zroznicowane pomiedzy gatunkami wciornastkow, jak i konserwatywnos¢ wewnatrz
danego gatunku. Ponizsze metodyki powstaly w oparciu o standardowa reakcje PCR
(Polymerase Chain Reaction) oraz metode LAMP (Loop-mediated isothermal AMPIifi-
cation). Metoda LAMP przeznaczona do identyfikacji gatunku T. palmi jest prostsza
i szybsza niz proponowane do tej pory metody, a ponadto umozliwia bezposrednie
wykrywanie tego gatunku bez wykorzystania zaawansowanej aparatury. Natomiast
przedstawiony protokot do identyfikacji F. occidentalis metoda PCR pozwala na row-
noczesna identyfikacje innych gatunkéw z rodzaju Frankliniella wystepujacych na
terenie Polski. Ponizsze metodyki zostaty opracowane w Miedzyzakladowej Pracowni
Biologii Molekularnej Instytutu Ochrony Roslin — Panstwowego Instytutu Badawczego
(IOR - PIB).

2.1. Izolacja genomowego DNA

Aby mozliwe bylo przeprowadzenie reakcji LAMP i PCR, nalezy wyizolowac z owa-
dow catkowity genomowy DNA. Etap ten mozna przeprowadzi¢, wykorzystujac m.in.
komercyjnie dostepne zestawy (np. NucleoSpin® Tissue, Macherey-Nagel). Osobnika
dorostego lub w stadium larwalnym nalezy dokladnie rozgnies¢ w buforze lizujacym,
dodac proteinaze K i inkubowaé¢ w temperaturze 56°C przez ok. 16-20 h. Nastep-
nie dodaje sie kolejne bufory, stwarzajac odpowiednie warunki do zwiazania DNA
ze zlozem znajdujacym sie na kolumnach zalaczonych przez producenta zestawu do
izolacji. Cato$¢ mieszaniny umieszcza sie na kolumnie i wiruje. Kolejnym etapem jest
przeplukanie oraz dokladne wysuszenie filtra kolumny, a nastepnie przeprowadzenie
elucji genomowego DNA za pomoca wody lub buforu dotaczonego do zestawu.

UWAGA!

1) Jakos¢ wyizolowanego DNA nalezy sprawdzi¢ spektrofotometrycznie (np. spektro-
fotometrem NanoDrop, Thermo Scientific). Stezenie mozna ocenic¢, mierzac absor-
bancje przy dtugosci fali A = 260 nm, natomiast czystoS¢ preparatu ocenia si¢ na
podstawie stosunku wspotczynnikow A, /A,., (wartos¢ pomiedzy 1,7-1,9 swiad-

czy o czystosci preparatu).

2) Wyizolowany DNA nalezy przechowywac w temperaturze —20°C.
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2.2. Identyfikacja gatunku Frankliniella occidentalis

W celu identyfikacji gatunku F. occidentalis opracowano protokol wykorzystujacy
reakcje PCR. Reakcja ta pozwala takze na odrdznienie innych gatunkéw z rodza-
ju Frankliniella wystepujacych na terenie Polski, takich jak: F. intonsa, F. pallida
i F. tenuicornis, gdyz startery zostaly zaprojektowane w regionie rDNA wspolnym dla
tych gatunkow, jednak o innej dtugosci dla kazdego z nich. Spodziewane wielkosci
produktu dla poszczegolnych gatunkow zestawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Spodziewana wielko§¢ produktu reakcji PCR dla poszczegélnych gatunkéw z rodzaju
Frankliniella

Identyfikowany gatunek Wielko§é produktu
F. occidentalis 326 pz
F. intonsa 237 pz
F. pallida 250 pz
F. tenuicornis 280 pz

Reakcje PCR przeprowadza sie przy uzyciu komercyjnie dostepnej polimerazy Taq,
sprzedawanej czesto w juz gotowej mieszaninie zawierajacej takze odpowiedni bufor
i dNTP (np. DreamTaq Master Mix, Thermo Scientific Fermentas) lub w zestawie z sa-
mym buforem (np. Allegro, Novazym).

Mieszanine reakcyjna przygotowuje sie w 10 pl koncowej objetosci. W sktad mie-
szaniny wchodza:

* 0,2 U polimerazy Taq,
* 1X stezony bufor dotaczony zwykle do polimerazy o sktadzie: 10 mM Tris-HCl

pH 8,8, 1,5 mM MgCl,, 50 mM KClI, 0,1% Triton X-100,

* 200 pM mieszaniny dNTP,
* 1 pM kazdego ze starterow: FrUNIF (5-GATRCGACTGTCAGAGWAC-3))

i FrUNIR (5-GATACCGACACTTCATCTG-3))

* 5 ng analizowanego genomowego DNA,
* woda.

Reakcje prowadzi si¢ w nastepujacych warunkach termicznych:
* wstepna denaturacja w 95°C przez 5 min,
* 35 cykli amplifikacji skladajacych sie z:
- denaturacji w 95°C przez 30 s,
- przylaczenia starterow w 57°C przez 30 s,
- wydhuzania produktu w 72°C przez 30 s,
+ wydtuzanie koncowe w 72°C przez 5 min.

Produkty reakcji nalezy rozdzieli¢ elektroforetycznie w 1,5% zelu agarozowym z do-
datkiem barwnika wigzacego sie z DNA (np. Midori Green, Nippon). Nastepnie zel ana-
lizowany jest w Swietle UV. Spodziewana wielkos¢ produktu widocznego na zelu w przy-
padku reakcji pozytywnej dla gatunku F. occidentalis wynosi ok. 326 pz. Pojawienie
sie produktu reakcji innej wielkosci (ok. 240-280 pz) moze sSwiadczy¢ o wystepowaniu
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w probie innego gatunku z rodzaju Frankliniella (Tab. 1). Przykladowy wynik reakcji
pozytywnej dla wciornastka F. occidentalis, a takze dla innych wciornastkow z rodzaju
Frankliniella, ktore mogg zosta¢ wykryte podczas tej reakcji, przestawiono na rycinie 1.

M F.o. F.i. F.p. F.t. Tp. Tt NTC

400 pz

300 pz

200 pz

Ryc. 1. Pozytywny wynik reakcji PCR swiadczacy o obecnosci gatunku Frankliniella occidentalis, a takze
innych gatunkow z rodzaju Frankliniella: M — marker, F.o. — F. occidentalis, F.i. — F. intonsa, F.p.
— F. pallida, F.t. - F. tenuicornis, T.p. — T. palmi, T.t. — T. tabaci, NTC — kontrola odczynnikowa

UWAGA!

1) Przeprowadzajac reakcje PCR i LAMP, nalezy — oprocz proby badanej — uwzgled-
ni¢ takze kontrole odczynnikows (mieszanine reakcyjna zawierajaca wode zamiast
DNA), kontrole negatywna (zawierajaca DNA gatunku innego niz badany) oraz kon-
trole pozytywna (zawierajaca DNA gatunku badanego).

2) Rozdzielajac produkty reakcji PCR w zelu agarozowym, nalezy rozdzieli¢ takze
marker masy czasteczkowej obejmujacy swoim zakresem spodziewana wielkosc
produktu.

2.3. Identyfikacja gatunku Thrips palmi

W celu identyfikacji gatunku T. palmi zaprojektowano reakcje LAMP, ktora prowadzi
sie tylko w jednej temperaturze (w zwigzku z tym reakcje mozna prowadzi¢ w lazni
wodnej lub termobloku, natomiast nie jest konieczne wykorzystanie do tego etapu
termocyklera), a wynik mozna uzyskac juz po 30 min. Reakcje LAMP przeprowadza
sie, wykorzystujac gotowa mieszanine reakcyjna (np. Isothermal Master Mix, OptiGe-
ne). Metoda zostala opisana i opublikowana przez pracownikow IOR — PIB (Przybylska
i wsp. 2015).

Mieszanine reakcyjna przygotowuje sie w 25 pl koncowej objetosci. W sktad mie-
szaniny wchodza;:
* 12,5 pl mieszaniny Isothermal Master Mix,
* 0,8 uM kazdego ze starterow:

FIP (TCGATGTTGTATTGGCATCCGTAAGAGATCTGGCTAGGATCTT)

i BIP (CACTCTGTCCTGCCGCTAAGCGCTTCTGAAGTGGATCTC),
e 0,4 1M kazdego ze starterow: LoopF (GTAAATCGGAGCGAGGAGG)

i LoopR (CGTTCTCTGTAGTCGGAGC),
* 0,2 pM kazdego ze starterow:

F3 (ATTCCATGCCATCCTTCG) i B3 (TAGTCTCACCTGAACAGAGG),
* 1 ng analizowanego DNA,
* woda (uzupelniona do konncowej objetosci 25 pl).
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Reakcje prowadzi sie przez 30 min w temperaturze 63°C. Po zakonczeniu reakcji,
0,5 pl produktu dodaje sie do 1X stezonego roztworu barwnika fluorescencyjnego
(np. Eva Green, Biotium) i analizuje wynik w swietle UV. W probach zawierajacych
DNA gatunku T. palmijest widoczna fluorescencja. Pozostala objetos¢ produktu reak-
cji rozdziela sie elektroforetycznie w 1% zelu agarozowym z dodatkiem barwnika wig-
zgacego sie z DNA (np. Midori Green, Nippon). Nastepnie zel analizowany jest w Swietle
UV. O wyniku pozytywnym swiadczy pojawienie sie w Sciezkach zawierajacych kon-
trole pozytywna (DNA z T. palmi) obrazu drabinki zawierajacej wiele produktow DNA
o roznych dlugosciach. Przykladowy wynik pozytywny przestawiono na rycinie 2.

M T.p.1 T.p.2 Tt T.m. F.o. NTC

A

1500 bp

500 bp

200 bp

Ryc. 2. Pozytywny wynik reakcji LAMP Swiadczacy o obecnosci gatunku Thrips palmi: A — wizualizacja
w 1% zelu agarozowym; B - wizualizacja za pomoca barwnika fluorescencyjnego (Eva Green,
Biotium): M — marker, T.p. — T. palmi, T.t. — T. tabaci, T.m. — T. major, F.o. — F. occidentalis, NTC
— kontrola odczynnikowa

UWAGA!

Reakcja LAMP jest niezwykle czuta, pozwala na wykrycie nawet sladowych iloSci DNA
pochodzacego z T. palmi, dlatego tez reakcje nalezy przeprowadzi¢c w sterylnych wa-
runkach i zachowac szczegdlna ostroznosc, aby nie doszto do zanieczyszczenia Srodo-
wiska pracy i w rezultacie badanych prob.
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Postac¢ dorosta wciornastka zachodniego (fot. Z. Fiedler)

Charakterystyczne uszkodzenia powodowane przez wciornastka
zachodniego. Na zdjeciu widoczne srebrzyste plamy na powierzchni liscia
oraz ciemne, grudkowate odchody (fot. Z. Fiedler)

Postac¢ dorosla wciornastka orientalnego (fot. T. Murai)

Postac dorosta wciornastka zachodniego (fot. M. Gawlak)

Glowa wciornastka zachodniego ze szczecinkami miedzyoczkowymi
ciemniejszymi, silniejszymi i dtuzszymi niz pozostate szczecinki
przyoczkowe (fot. M. Gawlak)

Czulki wciornastka zachodniego sg zawsze 8-czlonowe (fot. M. Gawlak)
Wiele par szczecin na zakonczeniu odwloka wciornastka zachodniego

(fot. M. Gawlak)

Larwa wciornastka zachodniego: A — widok z boku; B — widok z gory

(fot. M. Gawlak)

Postac¢ dorosta wciornastka orientalnego: A — widok od strony brzuszne;j;

B — widok z boku (fot. M. Gawlak)

Larwa wciornastka orientalnego: A — widok od strony brzusznej; B — widok
z gory (fot. M. Gawlak)

Skrzydta wciornastka orientalnego z dwiema zytkami opatrzonymi w szcze-
ciny (fot. M. Gawlak)

Czulki wciornastka orientalnego sa zawsze 7-cztonowe (fot. M. Gawlak)
Stozki czuciowe w ksztalcie wystajacych widelek na IIl i IV czlonie czulkow
wciornastka orientalnego widoczne w roznych powiekszeniach (A i B)
(fot. M. Gawlak)

Glowa weciornastka orientalnego ze szczecinkami przyocznymi III
znajdujacymi sie na zewnatrz trojkata przyoczkowego (fot. M. Gawlak)

Na tergicie VIII wciornastka orientalnego widoczne dwie przetchlinki
(fot. M. Gawlak)



