Protokotl diagnostyczny wykrywania i identyfikacji Globodera rostochiensis i Globodera

pallida (Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Roslin — Panstwowy Instytut Badawczy)

Systematyka

Nazwa: Globodera rostochiensis (Wollenweber, 1923)

Nazwa polska: matwik ziemniaczany

Synonimy: Heterodera rostochiensis (Wollenweber, 1923)
Pozycja taksonomiczna: Nematoda, Tylenchida, Heteroderidae

Kategoria fitosanitarna: EPPO lista A2 nr 124 (A2 organizmy kwarantannowe, Aneks IIB)

Systematyka
Nazwa: Globodera pallida (Stone, 1973, Behrens, 1975)

Nazwa polska: matwik agresywny
Synonimy: Heterodera pallida (Stone, 1973)
Pozycja taksonomiczna: Nematoda, Tylenchida, Heteroderidae

Kategoria fitosanitarna: EPPO lista A2 nr 124 (A2 organizmy kwarantannowe, Aneks IIB)

Opis gatunkow

Matwik ziemniaczany Globodera rostochiensis (Wollenweber 1923) i matwik
agresywny Globodera pallida (Stone 1973, Behrens 1975) naleza do gatunkow
kosmopolitycznych zyjacych zar6wno w krajach klimatu umiarkowanego jak 1 w rejonach
tropikalnych. Zywicielami obydwu gatunkow nicieni sg roéliny z rodziny psiankowatych tj.
pomidor, ziemniak, baklazan oraz inne, dziko Zyjace gatunki ros$lin z rodzaju Solanum i
Lycopersicon. Matwiki tworzace cysty na korzeniach ro$lin psiankowatych sg bezwzglednymi
endopasozytami, ktore moga powodowac kartowacenie roslin, zmniejsza¢ plony, a czasami
prowadzi¢ do catkowitego nieurodzaju. PCN powoduje straty w wysokosci okoto 9%
calkowitej produkcji ziemniakow w Europie | uwazany za jeden z najtrudniejszych do
zwalczania szkodnikdéw upraw w umiarkowanych regionach $wiata.

Jako organizmy objete kwarantanng ro$lin na arenie mi¢dzynarodowej, skuteczne
metody izolacji cyst matwika z porazonej gleby, identyfikacja gatunku jak rowniez
identyfikacja patotypu nicienia w obrgbie gatunku maja kluczowe znaczenie dla skutecznego

zwalczania oraz zapobiegania rozprzestrzenianiu si¢ agrofagow.



Ponizej opisane zostaty protokoty diagnostyczne izolacji cyst i identyfikacji
gatunkOw oraz patotypdéw matwika ziemniaczanego i matwika agresywnego stosowane w

Zaktadzie Biologii Stosowanej IHAR-PIB w Radzikowie.

Opis patotypow

W obrgbie obu gatunkéw matwikéw z rodzaju Globodera wyrdznia si¢ tzw. patotypy. Sa
to grupy matwikow charakteryzujace si¢ wspdlnymi genami wirulencji (lub awirulencji) i
wyroznione na podstawie zdolnosci (lub braku zdolnos$ci) namnazania si¢ danej populacji na
okreslonej roslinie zywicielskiej zwanej rosling rdznicujaca. Na podstawie interakcji r6znych
populacji matwika z r6znymi roslinami réznicujagcymi wyodrebniono pi¢é patotypow matwika
ziemniaczanego — Rol, Ro2, Ro3, Ro4 i Ro5 oraz trzy patotypy matwika agresywnego — Pal,
Pa2 i Pa3.

Biologia matwika ziemniaczanego i agresywnego

Matwiki rozmnazaja si¢ ptciowo 1 jak wiele innych nicieni tworzacych cysty osobniki
mtodociane wykluwajg si¢ z jaj w wyniku stymulacji wydzielinami uwalnianymi przez
korzenie roslin psiankowatych. Po wykluciu pojawiajg si¢ osobniki miodociane drugiego
stadium (J2), ktore penetruja system korzeniowy rosliny zywiciela tuz za wierzchotkiem
korzenia lub korzeniem bocznym poprzez naklucie $cian komodrkowych korzenia tzw.
sztyletem. Nicienie migrujg w przestrzeniach miedzykomorkowych do perycyklu, gdzie tworza
strukturg¢ nazywang syncytium dostarczajaca substancji odzywczych dla rozwijajacego si¢ do
stadium dorostego nicieni. Okoto 7 dni po wniknigciu do rosliny osobniki J2 przeksztatcaja si¢
w osobniki J3 i J4. Pte¢ u nicieni jest identyfikowana juz w trzecim stadium rozwoju (J3) 1 jest
determinowana przez warunki srodowiskowe a przede wszystkim przez dostepnos¢ pokarmu.
Przy ograniczonym rozro$cie syncytium i braku substancji odzywczych w cyklu zyciowym
nicieni powstaje wiecej samcOw niz samic. Samce wydostaja si¢ z korzenia w celu
zaptodnienia samic, ktérych gonady w wyniku powigkszania si¢ rozrywaja kor¢ korzenia i
ostatecznie wystaja poza jego powierzchni¢ stajac si¢ widoczne na zewnatrz. Dalszy rozwdj
zarodkow odbywa si¢ w jajach az do powstania osobnikéw mtodocianych drugiego stadium
(J2). Na tym etapie pozostajg uspione, dopoki nie otrzymaja odpowiedniego bodzca do
wyklucia lub gdy warunki nie beda odpowiednie do aktywnosci. Dojrzale samice obumieraja,

przeksztalcajac si¢ tworzac wokot jaj ochronng cyste zawierajace od 200 do 500 jaj i odpadaja



od korzenia rosliny. W zaleznos$ci od sprzyjajacych wylegowi czynnikow zewnetrznych 1/3
larw inwazyjnych w cy$cie moze by¢ zroédlem porazenia roélin jeszcze w tym samym sezonie
wegetacyjnym. Cysty mogg przetrwaé w glebie przez 20 lat lub dtuzej (Perry, 1989).

Cykle zyciowe matwika ziemniaczanego i matwika agresywnego sg zasadniczo takie same.
Roéznicg jest jedynie temperatura progowa wykuwania osobnikow J2 z jaj i wynosi ona 10°C
dla matwika agresywnego i 15°C dla matwika ziemniaczanego. We wszystkich temperaturach
wzgledne tempo wylegania si¢ G. rostochiensis jest wyzsze niz w przypadku G. pallida, co
sprzyja szybszemu ,,zadomowieniu si¢”’ matwika ziemniaczanego w korzeniach i wykluczeniu
matwika agresywnego w sytuacji, gdy gatunki te konkuruja w wyzszych zageszczeniach. W
populacjach mieszanych wykluwaniu si¢ osobnikow juwenilnych G. pallida moga sprzyjaé
niskie temperatury gleby i poczatkowe zageszczenie, ktore nie ograniczaja wezesnego wzrostu
korzeni, podczas gdy G. rostochiensis moze dominowac w stosunkowo cieplejszych glebach 1

przy duzym zageszczeniu.

Objawy

Objawy na nadziemnych czgsciach roslin powstate w wyniku Zzerowania matwikow
tworzacych cysty na ziemniaku nie sg specyficzne i czgsto pozostaja nie wykryte. Objawy
generalnie obejmuja placowate wystgpowanie w uprawie roslin, ktore stabo rosng, a ich liscie
czasami z0tkng, wiedng lub obumieraja, bulwy sa mniejsze, korzenie nadmiernie rozgateziaja
si¢ a gleba przylega do nich. Jakkolwiek, do powstawania takich objawow moze przyczynic¢
si¢ wiele czynnikéw. W takim przypadku rosliny powinny by¢ wykopane, a ich korzenie
poddane badaniu wizualnemu na obecnos¢ cyst i mtodych samic, lub pobierana jest probka
gleby z przeznaczaniem do badan. Miode samice 1 cysty widoczne sg gotym okiem jako
drobne, biate, zotte lub brazowe “gléwki od szpilki” na powierzchni korzenia (Fot. 11 2).
Wykrywanie nicieni poprzez wykopywanie roslin jest mozliwe tylko przez krotki okres czasu
nim samice dojrzeja i zmienig si¢ w cysty, gdyz w pdzniejszym okresie cysty mogg wypadaé
do gleby podczas pobierania materiatu roslinnego, a ponadto jest ono czasochtonne. Dlatego
najlepszym sposobem wykrycia obecnosci matwikow tworzacych cysty na ziemniaku jest

badanie laboratoryjne probek gleby.



Protokoly diagnostyczne IHAR-PIB

1. Ekstrakcja cyst Globodera rostochiensis i Globodera pallida z gleby

Fkstrakcja cyst matwika ziemniaczanego 1 agresywnego z gleby suszonej lub mokrej oparta

jest na analizie bezpos$redniej bazujacej na wielko$ci 1 ksztalcie cyst oraz réznicy w gestosci

cyst i czastek glebowych.

Polega ona na:
1.1. suszeniu otrzymanych do analiz prob gleby pobranych z porazonego pola w
temperaturze nie wyzszej niz 25°C 1 wilgotno$ci powietrza nie nizszej niz 40%;
1.2. zaggszczaniu gleby pobranej z porazonego pola z wykorzystaniem wytrzasarki
wibracyjnej (Eko-Lab) i zestawu sit laboratoryjnych o wielkosci oczek: 250 pm, 500 pm,
850 pm, 900 pm, 1 mm, 2 mm (PN-ISO 3310-1:2000);
1.3. ze wzgledu na wielko$¢ cyst nicieni z rodzaju Globodera spp. odseparowanie i
pozostawienie do dalszej ekstrakcji frakcji pozostatych po przesianiu gleby przez sita o
wielkosci oczek od 900 do 250 pm;
1.4. przesiewanie na mokro czterech frakcji gleby uzyskanej po zageszczeniu (ppktaib) z
wykorzystaniem automatycznego ekstraktora cyst (Mekku Erich Pollihne GmbH) oraz
zebranie wyptywajacych cyst i flotujacych fragmentow gleby na sicie o wielkosci oczek
250 pm;
1.5. wysuszenie frakcji zebranej na sicie o wielkosci oczek 250 um i manualna izolacja
cyst pod mikroskopem stereoskopowym (Bresser Science ETD-101) o powigkszeniu 40x;
1.6. wizualna ocena cyst w celu okreslenia zawarto$ci — puste czy z zywag zawartoscia;

1.7. dalsza identyfikacja do gatunku i patotypu.
2. Identyfikacja do gatunku
a) Na podstawie cech morfologicznych
Identyfikacja matwikéw z rodzaju Globodera do gatunku prowadzi si¢ na podstawie
ksztaltu 1 koloru cyst oraz budowy morfologicznej osobnikow drugiego stadium (J2).

Matwik ziemniaczany i matwik agresywny sg gatunkami bardzo zblizonymi do siebie pod

wzgledem budowy morfologicznej. Cysty Globodera spp. sa gladkie, okragle z niewielka,



wystajacg szyjka, bez stozka wulwalnego, o $rednicy ok. 450 um, posiadajace brazowy
oskorek pokryty zygzakowatymi fatdami, ktorych liczba jest najistotniejszg réznica
morfologiczng obu gatunkow. Mlode cysty G. rostochiensis sa koloru pomaranczowego
natomiast G. pallida sg biate. Dojrzewajac, cysty obu gatunkéw brazowieja.

Cechami réznicujagcymi w przypadku osobnikéw miodocianych drugiego stadium (J2) sg
dhugo$¢ sztyletu i ksztalt guzkoéw sztyletu. Dokladniejsza metoda identyfikacji do gatunku sg

analizy wykonywane przy pomocy metod molekularnych.

b) Za pomoca metod molekularnych

Z uwagi na podobienstwo morfologiczne miedzy G. rostochiensis i G. pallida

wykorzystuje si¢ metody molekularne w celu odrdznienia obu gatunkow.

Test Multiplex PCR (Bulman i Marshall, 1997).

Informacje ogdlne:

2.1.test multiplex PCR moze by¢ uzyty tylko w odniesieniu do identyfikacji matwika
ziemniaczanego 1 matwika agresywnego;

2.2.matryca do testu jest DNA wyizolowane z catej cysty;

2.3.metodyka zostala opracowana w odniesieniu do genu 18SRNA oraz
rybosomalnego regionu ITS1;

2.4.w multiplex PCR stosuje si¢ uniwersalny starter ITS5 (5°-
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’) oraz startery specyficzne dla gatunku G.
pallida (PITSp4: 5’-ACAACAGCAATCGTCGAG-3’) i G. rostochiensis (PITSt3;
5’-AGCGCAGACATGCCGCAA-3’). Produktem amplifikacji jest fragment o
dhugosci 265 pz charakterystyczny dla G. pallida 1 434 pz dla G. rostochinesis.

2.5.amplifikacja DNA przebiega z udzialem polimerazy Taq DNA.

3. Identyfikacja do patotypu

Patotyp okresla populacje matwikéw wykazujaca rdéznice w wirulencji na zestawie
genotypow 1 odmian ziemniaka zgodnie z procedurg Kort’a 1 wsp. (1977) oraz
lokalnych/krajowych odmian ziemniaka uzywanych do rozrézniania wirulencji

poszczegblnych populacji nicieni (Tab. 1).



Informacje ogolne:

3.1. Materiatami odniesienia sg rekomendowane populacje matwika ziemniaczanego i

agresywnego przedstawione w tabeli 1 (Tab.2);

3.2.Badanie zywotnosci jaj i osobnikow mtodocianych;

3.3.0kreslenie zywotnosci przy uzyciu testu biologicznego polegajacego na:

a)
b)

d)

g)

przygotowaniu gleby w doniczkach o poj. 200 ml o odpowiedniej wilgotnosci;
wyciecie jednego, dobrze podkietkowanego oczka z bulwy ziemniaka, o $rednicy
ok. 3 cm; i umieszczenie go w doniczce. Zima i jesienig podkietkowywanie bulw
ziemniaka przy uzyciu tiomocznika i kwasu giberelinowego; do badan
wykorzystuje si¢ odmiany o skrajnym stopniu podatnosci (Tab. 3);

sztuczna inokulacja kietkow ziemniaka poprzez dodanie do gleby w doniczce
okreslonej liczby cyst i osobnikéw mtodocianych. Cysty wykorzystane do biotestu
powinny by¢ poddane temp. +4°C przez okres 2-3 miesigcy;

prowadzenie uprawy przez okres ok. 2 miesiecy (w przypadku matwika
ziemniaczanego) 1 2,5 miesigca (w przypadku matwika agresywnego) w temp.
16/22°C (noc/dzien) w osobnych komorach szklarniowych w celu zapobiegania
kontaminacji populacji. Konieczne jest wtasciwe podlewanie doniczek w celu
umozliwienia przemieszczania si¢ osobnikéw mtodocianych matwika w glebie
oraz prowadzenie opryskow roslin ziemniaka;

po zakonczeniu cyklu zyciowego nicieni, obcina si¢ todygi ziemniaka i
przeprowadza obserwacj¢ wizualng w celu stwierdzenia obecnosci nowo
wytworzonych cyst na korzeniach ziemniaka;

bryte ziemi wyjeta z doniczki 1 opleciong korzeniami ziemniaka oglada si¢ pod
mikroskopem stereoskopowym w celu zliczenia liczby nowo namnozonych cyst z
kazdej z 5 powierzchni bryly oraz pordwnaniu jej do liczby cyst uzytych do
sztucznej inokulacji;

w przypadku uzyskania 80% nowo namnozonych cyst uwaza si¢ populacje za

posiadajaca potencjat infekcyjny.



Tabela 1. Identyfikacja patotypow matwika ziemniaczanego i agresywnego wg Kort 1 wsp.
(1977).

Genotypy Rol |Ro2 | Ro3 | Ro4 | Ro5 | Pal|Pa2|Pa3
Desiree + + + +

Maris Piper - + + -

S.kurtzianum - -
S.vernei 58.1642.4 - - -
S.vernei 62.33.3 - - - -
S.vernei 65.346.19 - - - - - +
S.multidissectum + + + + + -

+ |+ [+ |+
+ |+ [+ |+

+ |+ |+ [+ |+

+

+ |+ |+ |+ |+ |+ |+

Partner - - - - - - - -

Tabela 2. Populacje matwika w kolekcji IHAR-PIB Radzikow.

Nazwa
Gatunek Patotyp populacji
Rol Ecosee

Matwik ziemniaczany Ro2 -
(Globodera Ro3 -
rostochiensis) Ro4 -

Ro05 Harmerz

. Pal Scottish

Matwik agresywny Pa2 Kalle

(Globodera pallida)
Pa3 Chavornay

Tabela 3. Skrajnie podatne odmiany ziemniaka stosowane jako kontrole pozytywne w bio-

testach odpornosci.

Odpornos¢ na patotypy
Odmiana |Rol|Ro2|Ro3|Ro4|Ro5 |Pal|Pa2|Pa3
Adam + + + + + + + +
Bila + + + + + + + +
Desiree + + + + + + + +
Glada + + + + + + + +
lkar + + + + + + + +
Irys + + + + + + + +

+ podatnos¢ w stopniu 1 (bardzo wysoka)



Fot.1. Cysty matwika ziemniaczanego.




