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Occurrence of Globodera artemisiae (Eroshenko et Kazachenko, 1972)
Behrens, 1975 and Globodera millefolii (Kirjanova et Krall, 1965)
Behrens, 1975 in crop fields in Poland

Wystepowanie Globodera artemisiae (Eroshenko et Kazachenko, 1972)
Behrens, 1975 i Globodera millefolii (Kirjanova et Krall, 1965)
Behrens, 1975 na polach uprawnych na terytorium Polski

Witold Karnkowski*, Anna Rosinska

Summary

Cyst nematodes Globodera artemisiae (Eroshenko et Kazachenko, 1972) Behrens, 1975 and Globodera millefolii (Kirjanova et Krall,
1965) Behrens, 1975 developing on plants from the Asteraceae family are morphologically similar to potato cyst nematodes —
Globodera rostochiensis (Wolleneber) Skarbilovich and Globodera pallida (Stone) Behrens, which are serious, quarantine pests of
potatoes and other solanaceous plants. The total of 265,855 soil and growing substrate samples were taken by the State Plant Health
and Seed Inspection Service (SPHSIS) during official controls of occurrence of the potato cyst nematodes over the period 2010-2015.
The performed laboratory analyses showed that G. artemisiae was detected in 42 samples (0.016%), whereas G. millefolii in 1 sample
(0.0004%). For comparison, presence of G. rostochiensis was found in 1,228 samples (0.46%), and G. pallida in 2 samples (0.0008%).
The samples containing G. artemisiae and G. millefolii constituted 3.34% of all the samples with viable cysts from Globodera genus. For
the first time in Poland, the occurrence of G. millefolii in Swietokrzyskie Voivodeship was detected using molecular methods.
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Streszczenie

Matwiki Globodera artemisiae (Eroshenko et Kazachenko, 1972) Behrens, 1975 i Globodera millefolii (Kirjanova et Krall, 1965)
Behrens, 1975 rozwijajgce sie na roslinach z rodziny Asteraceae, wykazujag morfologiczne podobienstwo do matwikow tworzacych
cysty na ziemniaku — matwika ziemniaczanego, Globodera rostochiensis (Wolleneber) Skarbilovich i matwika agresywnego, Globodera
pallida (Stone) Behrens, ktdre sg groznymi, kwarantannowymi szkodnikami ziemniaka i innych roslin psiankowatych. Podczas kontroli
wystepowania matwikéw tworzacych cysty na ziemniaku, prowadzonych przez Panstwowa Inspekcje Ochrony Roslin i Nasiennictwa
w latach 2010-2015, pobrano i poddano analizom laboratoryjnym tacznie 265 855 prébek gleby i podtozy. W 42 prébkach (0,016%)
stwierdzono obecnosé¢ gatunku G. artemisiae, natomiast w 1 prébce (0,0004%) obecnos¢ gatunku G. millefolii. Dla poréwnania,
obecnos¢ gatunku G. rostochiensis stwierdzono w 1228 prébkach (0,46%), a G. pallida w 2 préobkach (0,0008%). Probki, w ktorych
stwierdzono wystepowanie gatunkow G. artemisiae i G. millefolii stanowity 3,34% ogdtu préobek, w ktérych stwierdzono obecnosé cyst
matwikéw z rodzaju Globodera z 7zywa zawartoscig. Wykrycie gatunku G. millefolii na terenie wojewddztwa Swietokrzyskiego jest
przypadkiem wykrycia tego gatunku w Polsce po raz pierwszy udokumentowanym metodami molekularnymi.

Stowa kluczowe: Globodera artemisiae; Globodera millefolii; Polska
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Wstep / Introduction

Matwiki:  Globodera artemisiae  (Eroshenko et
Kazachenko, 1972) Behrens, 1975 i Globodera millefolii
(Kirjanova et Krall, 1965) Behrens, 1975 sa nicieniami
rozwijajagcymi si¢ na roslinach z rodziny Asteraceae (zlo-
zone) (Brzeski 1998; Dobosz i wsp. 2013). Zgodnie z ak-
tualng systematyka rodzaju Globodera (Subbotin i wsp.
2010), gatunek G. millefolii, ktoéry zostal opisany na
podstawie morfologii jednej samicy rozwijajacej si¢ na
korzeniach krwawnika, stwierdzonej w Tallinie, Estonia
(Kirjanowa 1 Krall 1965) jest tozsamy z gatunkiem
G. achilleae (Golden et Klindi¢, 1973) Behrens, 1975
opisanym po raz pierwszy w Bosni (Golden i Klindi¢
1973) i wykazywanym takze z terenu Polski (Brzeski
1998). G. achilleae jest wczesniejszym synonimem nazwy
G. millefolii. G. millefolii wykazuje podobienstwo morfo-
logiczne do matwikow tworzacych cysty na ziemniaku, tj.
matwika ziemniaczanego, Globodera rostochiensis (Wol-
leneber, 1923) Skarbilovich, 1959 i matwika agresywnego,
Globodera pallida (Stone, 1973) Behrens, 1975, ktore sa
groznymi szkodnikami ziemniaka i innych roslin psianko-
watych podlegajacymi obowigzkowi zwalczania. Podo-
bienstwo morfologiczne do tych gatunkéw wykazuje takze
G. artemisiae. Stad niezbedna jest poprawna identyfikacja
cyst matwikow z rodzaju Globodera stwierdzanych
w probkach gleby pobieranych w ramach kontroli wyste-
powania na terytorium kraju matwikoéw tworzacych cysty
na ziemniaku.

Celem badan bylo wustalenie czgstotliwosci wys-
tepowania G. artemisiae 1 G. millefolii w probkach gleby
i podlozy pobranych na terytorium Polski przez Pan-
stwowa Inspekcje Ochrony Roslin i Nasiennictwa w latach
2010-2015.

Materialy i metody / Materials and methods

Badaniom zostaly poddane cysty matwikow z zywa
zawartoscia (tj. zawierajace jaja lub osobniki miodociane)
wyizolowane z probek gleby pobranych na terenie calego
kraju przez inspektorow Panstwowej Inspekcji Ochrony
Roélin i Nasiennictwa (PIORiIN) w ramach kontroli wyste-
powania matwikow tworzacych cysty na ziemniaku.
W pierwszej kolejnosci dokonano identyfikacji gatunkéw
na podstawie szczegdlowej analizy diagnostycznych cech
morfologicznych i morfometrycznych wyizolowanych cyst
oraz znajdujacych si¢ w cystach osobnikow mtodocianych,
w oparciu o dane literaturowe (Brzeski 1998; Karnkowski
2006; OEPP/EPPO 2009; Subbotin i wsp. 2010; OEPP/
/EPPO 2013).

W kolejnym etapie, wynik identyfikacji nicieni o ce-
chach morfologicznych G. rostochiensis 1 G. pallida wery-
fikowano z zastosowaniem testu multiplex PCR (Poly-
merase Chain Reaction — reakcja tancuchowa polimerazy)
wedtug Bulmana i Marshalla (1997), przy uzyciu starter6w
ITSS5, PITSt3 oraz PITSp4 (Karnkowski i wsp. 2015). Dla
potwierdzenia 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 fancuchowa po-
limerazy — polimorfizm dlugos$ci fragmentow restryk-
cyjnych) wedhug Thiéry i Mugniéry (1996) z zastosowa-
niem starterow 18S oraz 26S i endonukleazy restrykcyjne;j
Bsh 1236 1 (Karnkowski i wsp. 2011).

Po wykluczeniu przynaleznosci nicieni do gatunkow
G. rostochiensis lub G. pallida, przeprowadzono ich dalsza
identyfikacje do gatunku G. artemisiae, z zastosowaniem
testu PCR-RFLP (Karnkowski i wsp. 2015). Jesli wyniki
testow nie potwierdzity przynaleznosci nicieni do gatunku
G. artemisiae, przeprowadzono ich identyfikacje z zastoso-
waniem testu PCR-RFLP wedlug Sirca i wsp. (2010)
w celu potwierdzenia przynalezno$ci nicieni do gatunku
G. millefolii (wymienionego w tej pracy pod nazwa
G. achilleae). Aby jednoznacznie zidentyfikowaé nicienie
do tego gatunku, produkt PCR z wyizolowanego DNA
(deoxyribonucleic acid) poddano sekwencjonowaniu.
Wykonawcg sekwencjonowania byla firma ,,Genomed”
(Warszawa, ul. Ponczowa 12). Reakcje sekwencjonowania
przeprowadzane byly przy uzyciu zestawu BigDye® Ter-
minator v3.1 firmy Applied Biosystems (Life Techno-
logies). Produkty reakcji sekwencjonowania rozdzielano
w sekwenatorze kapilarnym 3730x] DNA Analyzer.
Analiz¢ porownawczg uzyskanej sekwencji DNA wykony-
wano za pomocg narzedzia BLAST (Basic Local Align-
ment Search Tool) w bazie NCBI (National Center for
Biotechnology Information — Narodowe Centrum Infor-
macji Biotechnologicznej).

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Podczas kontroli wystepowania matwikow tworzacych
cysty na ziemniaku prowadzonych przez PIORIN w latach
20102015 pobrano i poddano analizom laboratoryjnym
tacznie 266 855 probek gleby i podtozy. W 42 probkach
(0,016%) pochodzacych z terenu wojewodztw: kujawsko-
-pomorskiego, mazowieckiego, podlaskiego, pomorskiego
i warminsko-mazurskiego stwierdzono obecnos¢ gatunku
G. artemisiae, natomiast w 1 probce (0,0004%) z terenu
wojewodztwa §wigtokrzyskiego — obecnos¢ gatunku
G. millefolii. Najwazniejsze z punktu widzenia poprawnej
identyfikacji nicieni wymiary oraz cechy morfologiczne
gatunkoéw G. artemisiae 1 G. millefolii z zebranych popu-
lacji przedstawiono w tabeli 1. oraz zilustrowano na ry-
sunkach 112.

Gatunek G. artemisiae byl wykazywany z terytorium
Polski przez roznych autoréw (Brzeski 1998; Dobosz
i wsp. 2008, 2013). Brzeski (1998) wykazat takze
obecnos¢ w Polsce G. achilleae, cho¢ ksztalt przedniej
powierzchni guzikow sztyletu osobnikow miodocianych
nicieni opisanych w tej publikacji (znacznie wglebiona)
odbiega od podanego w oryginalnym opisie G. achilleae
przez Golden i Klindi¢ (1973) (sptaszczona i zaokraglona).
Dobosz i wsp. (2013) charakteryzuja gatunek G. millefolii,
a opis i fotografie zamieszczone w tej publikacji oparte sg
na wykonanych przez prof. Brzeskiego preparatach gatun-
ku zidentyfikowanego jako G. achilleae, obecnie zsyno-
nimizowanego z G. millefolii. Praca Dobosz i wsp. (2013)
zawiera analiz¢ cech morfologicznych nicieni bez przepro-
wadzania testow molekularnych. Ksztalt guzikow sztyletu
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Tabela 1. Warto$ci parametréw cech diagnostycznych Globodera artemisiae i Globodera millefolii (wartosci $rednie i zakresy)
Table 1. Values of parameters of diagnostic characters for Globodera artemisiae and Globodera millefolii (ranges and means)

Cechy m(?rfologlczne Globodera artemisiae* Globodera millefolii**
Morphological characters
Cysty — Cysts
Srednica okienka 15-38 20-25
Fenestral diameter [pum] (21,25-25)
Odlegtos¢ okienka wulwalnego od odbytu 23-65 29-35
Distance between vulval fenestra and anus [pm] (28,5-46)
Indeks Graneka 0,7-4,5 1,4-1,5
Granek’s ratio (1,47-1,76)
Liczba faldow migdzy okienkiem wulwalnym a odbytem 4-12 67
Number of cuticular rifges between fenestra and anus (7-9)
Osobniki mlodociane J, — J, juveniles

Dlugos¢ sztyletu 19-25 24-27
Stylet length [um] (20,4-25,4) (25,4)

L . . S 3-4 4-5
Szerokos¢ i ksztalt przedniej powierzchni guzikow sztyletu .
Width and shape of stylet knobs [m] zaokraglona splaszczona i zaokraglona

rounded flattened and rounded

Dhlugos$¢ ogona 35-58 39-52
Tail length [um] (44-53,5) (48)
Dlugos¢ przezroczystej czgsci ogona 17-31 23-30
Hyaline tail part length [um] (21-27,25) (27,2)

*zakres 1 () zakres wartosci $rednich uzyskany dla materiatu wyizolowanego ze wszystkich 42 badanych probek (74 cysty i 165 osobnikéw
milodocianych) — ranges and () ranges of means obtained for the material isolated from all 42 tested samples (74 cysts i 165 juveniles)
**dane dla 2 wyizolowanych cyst i 10 osobnikéw mtodocianych — data for 2 isolated cysts and 10 juveniles

Rys. 1. Okolice wulwy i odbytu cysty (po lewej i w srodku — widoczna zmiennos$¢ cech morfologicznych u réznych cyst) oraz przednia
cze$¢ ciata osobnika mtodocianego J, (po prawej) Globodera artemisiae (skala wielkosci = 10 um)
Fig. 1. The area of fenestra and anus of cyst (left and middle — morphological viability of various cysts) and anterior part of J, juvenile

(right) of Globodera artemisiae (bar = 10 pm)

u osobnikoéw milodocianych znajdujacych si¢ w cystach
pochodzacych z terenu wojewddztwa $wigtokrzyskiego byt
zaokraglony i lekko sptaszczony (rys. 2).

Cechy morfologiczne cyst i osobnikow mlodocianych
gatunkow G. artemisiae 1 G. millefolii stwierdzonych pod-
czas badan byly zgodne z opisem podanym w literaturze
(Subbotin i wsp. 2010; Dobosz i wsp. 2013). Nalezy

jednoczeénie nadmienié¢, ze u matwikow z rodzaju Glo-
bodera, w tym u notowanych w Polsce gatunkow
G. artemisiae, G. millefolii, G. pallida 1 G. rostochiensis
obserwuje si¢ zmiennos$¢ ksztattu guzikow sztyletu, ktora
moze utrudni¢ identyfikacj¢ nicieni metoda morfolo-
giczno-metryczng (Dobosz i wsp. 2013; Karnkowski i wsp.
2015).
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Podczas analiz molekularnych, po zastosowaniu
trawienia restrykcyjnym enzymem Bsh 1236 1 dla gatunku
G. artemisiae uzyskano produkty reakcji PCR-RFLP na
oczekiwanej wysokosci ~860, ~540, ~320, ~190 i ~110 pz
(rys. 3), a dla G. millefolii przy trawieniu enzymem A/ul na
wysokosci ~1012 pz, a przy trawieniu enzymem Hinfl na
wysokosci ~888 pz (rys. 4). Przy trawieniu enzymem A/ul

PCR-RFLP na wysokosci ~14 pz. Wyniki sekwencjono-
wania analizowane na podstawie danych umieszczonych
w bazie NCBI wykazaty 100% podobienstwa z sekwencja
AY599498.1 przypisang do gatunku G. achilleae obecnie
zsynonimizowanego z G. millefolii oraz 99% podo-
bienstwa z sekwencja HQ260407.1 przypisang do gatunku
G. millefolii.

nie uzyskano jednak wyraznego obrazu produktu reakcji

Rys. 2. Okolice wulwy i odbytu cysty (po lewej) oraz przednia cz¢$¢ ciala osobnika mlodocianego J, (w $rodku i po prawej) Globodera
millefolii (skala wielkosci = 10 um)

Fig. 2. The area of fenestra and anus of cyst (left) and anterior part of J, juvenile (middle and right right) of Globodera millefolii
(bar =10 pm)

cdbocbon-

&

Rys. 3. Rozdziat elektroforetyczny produktow reakcji RFLP trawionych enzymem Bsh 1236 I (metoda wedlug Thiéry i Mugniéry
1996): 2 — materiat z badanej probki Globodera artemisiae: brak produktu, 3—18 — material z badanej probki: G. artemisiae,
19 — pozytywna kontrola trawienia dla G. pallida (brak produktu), 20 — pozytywna kontrola trawienia dla G. rostochiensis,
21 — kontrola negatywna PCR (kontrola odczynnikowa, bez matrycy DNA), 1, 22 — marker DNA (100 bp DNA Ladder™,
Invitrogen)

Fig. 3. Amplified PCR products from the sample digested by enzyme Bsh 1236 I (PCR-RFLP method by Thiéry i Mugniéry 1996):
2 — material from the tested sample Globodera artemisiae: no product, 3—18 — material from the tested sample: G. artemisiae,
19 — positive digestion control control for G. pallida (no product), 20 — positive digestion control for G. rostochiensis,
21 — PCR negative control (reagent control, without DNA template), 1, 22 — DNA marker (100 bp DNA Ladder™, Invitrogen)
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Rys. 4. Rozdziat elektroforetyczny produktoéw reakcji RFLP trawionych enzymami Hinfl i Alul (metoda wedtug Sirca i wsp. 2010):
4 — materiat z badanej probki: Globodera millefolii, 2 — pozytywna kontrola trawienia dla G. rostochiensis, 3 — pozytywna
kontrola trawienia dla G. pallida, 5 — kontrola negatywna amplifikacji (kontrola odczynnikowa, bez matrycy PCR), 6 — kontrola
negatywna trawienia (kontrola odczynnikowa, bez matrycy PCR), 7 — kontrola negatywna elektroforezy (woda z 6x Loading
Buffer Blue™, EURx), 1 — marker DNA (Perfect 100—1000 bp DNA Ladder™, EURX)

Fig. 4. Amplified PCR products from the sample digested by enzymes Hinfl i Alul (PCR-RFLP method by Sirca ez al. 2010): 2 —
material from the tested sample: Globodera millefolii, 2 — positive digestion control for G. rostochiensis, 5 — positive digestion
control for G. pallida, 21 — negative amplification control (reagent control, without DNA template), 6 — negative digestion
control (reagent control, without DNA template), 7 — negative electrophoresis control (water with 6x Loading Buffer Blue™,
EURX), 1 — DNA marker (Perfect 100—1000 bp DNA Ladder™, EURX)

Dla pordéwnania, obecno$¢ gatunku G. rostochiensis
stwierdzono w 1228 probkach (0,46%) pobranych na tere-
nie wszystkich wojewddztw oprocz dolnoslaskiego,
a G. pallida w 2 probkach (0,0008%) pobranych na terenie
wojewodztwa opolskiego i podkarpackiego. Probki, w kto-
rych stwierdzono wystgpowanie gatunkow G. artemisiae
i G. millefolii stanowily 3,34% ogohu probek, w ktorych
stwierdzono obecno$¢ cyst matwikow z rodzaju Globodera
7 7ywg zawartoscia.

Whnioski / Conclusions

1. Wyniki badan wskazuja, ze poza cystami gatunkow
G. rostochiensis i G. pallida, w probkach gleby i podio-
zy pobranych na terytorium kraju moga wystgpowac,
cho¢ w znacznie mniejszym nasileniu, cysty gatunkow
G. artemisiae 1 G. millefolii.

2. Zwazywszy na zywicieli G. artemisiae 1 G. millefolii
nalezy uznaé, ze wystgpowanie cyst tych matwikow
w glebie pdl uprawnych jest najprawdopodobniej rezul-
tatem rozwoju nicieni na roslinach z rodziny Astera-
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