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Occurrence of the northern root-knot nematode Meloidogyne hapla
Chitwood, 1949 (Nematoda: Meloidogynidae)
in seed potatoes on the territory of Poland

Wystgpienie guzaka potnocnego Meloidogyne hapla Chitwood, 1949
(Nematoda: Meloidogynidae) w sadzeniakach na terytorium Polski

Witold Karnkowski', Renata Dobosz?, Matgorzata Stadnicka®, Marta Saldat®

Summary

During official controls of seed potatoes performed by the State Plant Health and Seed Inspection Service in 2011-2012, the
presence of the northern root-knot nematode (Meloidogyne hapla Chitwood, 1949) was revealed in 21 tuber samples originating from
the area of Lubelskie Voivodeship in Poland. In 2011 the level of infestation was 2.61% (11 from among 422 tested samples were
infested) and in 2012 — 2.81% (the nematodes were found in 10 samples from among 356 tested). The results of the morphological
and morphometric analyses of females and J2 juveniles isolated from all 21 positive samples were confirmed by results of conducted
molecular tests (PCR-ITS — Polymerase Chain Reaction-Internal Transcribed Spacer, PCR-SCAR — Polymerase Chain Reaction-Sequence
Characterized Amplified Regions and PCR-RFLP — Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism) which
simultaneously excluded presence of quarantine root-knot nematode species Meloidogyne chitwoodi (Golden et al. 1980) and
M. fallax (Karssen 1996).
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Streszczenie

Podczas urzedowych kontroli sadzeniakdéw ziemniaka prowadzonych przez Panstwowg Inspekcje Ochrony Roslin i Nasiennictwa
w latach 2011-2012 stwierdzono obecnos¢ guzaka potnocnego (Meloidogyne hapla Chitwood, 1949) w 21 prébach bulw pochodzacych
z terenu wojewddztwa lubelskiego. W roku 2011 stopien porazenia wynosit 2,61% (porazonych byto 11 sposrdod 422 badanych préb),
natomiast w 2012 r. — 2,81% (nicienie stwierdzono w 10 prébach sposréd 356 badanych). Wyniki analiz morfologicznych i morfo-
metrycznych samic i osobnikdw mtodocianych J2 nicieni wyizolowanych ze wszystkich 21 préb pozytywnych zostaty potwierdzone
przez wyniki przeprowadzonych testéw molekularnych (PCR-ITS — Polymerase Chain Reaction-Internal Transcribed Spacer, PCR-SCAR —
Polymerase Chain Reaction-Sequence Characterized Amplified Regions and PCR-RFLP — Polymerase Chain Reaction-Restriction
Fragment Length Polymorphism), ktdre jednoczesnie wykluczyty przynaleznos¢ nicieni do kwarantannowych gatunkéw Meloidogyne
chitwoodi (Golden i wsp. 1980) i M. fallax (Karssen 1996).
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Wstep / Introduction

Guzak pédtnocny, Meloidogyne hapla Chitwood, 1949
jest polifagicznym gatunkiem nicienia pasozytujacym na
ponad 500 gatunkach ro$lin dwulisciennych. Wyro$la
powstajace na korzeniach porazonych przez ten gatunek
sporadycznie obserwowano takze na roslinach jedno-
lisSciennych z rodzaju Allium 1 Hosta (Karssen 1999).
W wielu krajach $wiata M. hapla jest szkodnikiem ziem-
niaka porazajacym zarowno korzenie roslin, jak i bulwy.
W Polsce po raz pierwszy guzaka pdtnocnego znaleziono
w uprawie ziemniaka, w latach 50. XX wieku (Wilski
1971), lecz przedstawione wyniki opisuja jedynie obraz
porazenia korzeni roslin. Brakuje informacji czy nicien ten
byt obserwowany takze na bulwach.

W trakcie badan sadzeniakow ziemniaka przeprowa-
dzonych przez Panstwowa Inspekcjg Ochrony Roslin i Na-
siennictwa (PIORIN) w ramach urzedowych kontroli
zdrowotnosci stwierdzono, ze czg$¢ badanych bulw byta
porazona przez M. hapla. W artykule opisano i zilustro-
wano procedurg identyfikacji nicieni, ktore porazaty bulwy
— analiz¢ objawOéw porazenia, analiz¢ cech morfolo-
gicznych samic i osobnikdéw miodocianych J2 oraz wyniki
testow molekularnych.

Materiaty i metody / Materials and methods

Badania sadzeniakéw ziemniaka pod katem obecnosci
guzakow (Meloidogyne spp.) przeprowadzono w latach
2011 i 2012 (przebadano odpowiednio 422 i 356 prob po
200 bulw kazda) w Wojewodzkim Inspektoracie Ochrony
Roslin i Nasiennictwa w Lublinie (Laboratorium Woje-
wodzkie w Radzyniu Podlaskim). Bulwy obserwowano
makroskopowo w celu zlokalizowania zewngtrznych
objawow porazenia — niewielkich ptaskich wyrosli na
powierzchni zwykle o $rednicy nieprzekraczajacej 1 cm.
Nastgpnie poszukiwano objawow porazenia wewngtrznego
— z bulw zdejmowano skorke w poszukiwaniu brazowych,
nekrotycznych plamek o $rednicy 0,5-1,0 mm. W celu
pozyskania wystarczajacej liczby osobnikéw niezbednych
do identyfikacji, fragmenty powierzchniowej czesci
porazonych bulw ziemniaka obejmujace skorke i warstwe
migzszu o grubosci 1-2 mm, poddano analizie z zastoso-
waniem metody enzymatycznej (OEPP/EPPO 2009;
Laboratoire national de la protection des végétaux 2009)
w Centralnym Laboratorium Gtéwnego Inspektoratu Och-
rony Roslin i Nasiennictwa. Pobrany materiat roslinny
umieszczono w pojemnikach o pojemnosci 200 ml, zalano
mieszaning celulazy (preparat enzymatyczny Celluclast
1,5L) i pektynazy (preparat enzymatyczny Pectinex Ultra
SP-L) oraz przykrywano wieczkami. Tak przygotowane pro-
by poddano wytrzasaniu przez 24 godziny (100-150 cykli
na minutg). Po tym czasie zawarto$¢ pojemnikoéw cedzo-
no przez zestaw sit o $rednicy oczek: 0,6, 0,16 1 0,02 mm.
Materiat pozostaly na goérnym sicie usuwano, natomiast
materiat zebrany na sitach o $rednicy oczek 0,16 1 0,02 mm
umieszczano matymi partiami na szalkach Petriego i ana-
lizowano pod katem obecnosci samic oraz osobnikow
mtodocianych guzakow.

Identyfikacjg samic i osobnikow mtodocianych J2
metoda mikroskopowa (morfologiczno-metryczng) prze-
prowadzono w oparciu o publikacje Brzeskiego (1998),
Karssena (1999) oraz Dobosz i wsp. (2008). Nastgpnie
material poddano badaniom z zastosowaniem technik
biologii molekularnej. Wykonano test PCR-ITS (Polyme-
rase Chain Reaction-Internal Transcribed Spacer), ktorego
wynik mial potwierdzi¢ lub wykluczy¢é przynaleznosc
badanych nicieni do rodzaju Meloidogyne. Wykonanie
kolejnego testu PCR-SCAR (Polymerase Chain Reaction-
Sequence Characterized Amplified Regions) pozwolito
oceni¢, czy nicienie naleza do gatunkoéw kwarantannowych
M. chitwoodi 1 M. fallax, natomiast test PCR-RFLP
(Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length
Polymorphism) umozliwil ich identyfikacj¢ do gatunku
M. hapla (OEPP/EPPO 2009). W przypadku, gdy w mate-
riale wykryto tylko nieliczne samice lub same ztoza jajowe
identyfikacje przeprowadzano wytacznie z zastosowaniem
testow molekularnych.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Sposrod 422 prob sadzeniakow ziemniaka przeba-
danych w 2011 roku 11 préb (2,6%) bylo porazonych
przez M. hapla. W badanych bulwach stwierdzono obec-
no$¢ zaréwno samic, jak i osobnikéw miodocianych oraz
z}6z jajowych tego nicienia. Sposrod 356 prob sadzeiakow
poddanych analizie w roku 2012, obecno$¢ guzaka
pétnocnego odnotowano w 10 probach (2,8%), z ktorych
wyizolowano wszystkie wymienione wyzej stadia rozwo-
jowe nicieni.

Obserwowane bulwy nie wykazywaly zadnych obja-
WwOw porazenia zewngtrznego. Dopiero pod skorka bulw,
na glebokosci do 0,5 cm, czgsto w okolicach oczek,

Rys. 1. Bulwa ziemniaka porazona przez M. hapla — widoczne
wewngtrzne objawy porazenia w postaci nieduzej liczby
brunatnych plamek w miazszu, w miejscu wystgpowania
samic (fot. Tomasz Konefat)

Fig. 1. Potato tuber infested with M. hapla — internal symptoms
in the form of small number of brown dots in the place of
occurrence of females (phot. Tomasz Konefat)
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Rys. 2. Bulwa ziemniaka porazona przez M. hapla — widoczne
wewngtrzne objawy porazenia w postaci znacznej liczby
brunatnych plamek w miazszu, w miejscu wystgpowania
samic (fot. Malgorzata Stadnicka)

Fig. 2. Potato tuber infested with M. hapla — internal symptoms
in the form of significant number of brown dots in the
place of occurrence of females (phot. Matgorzata
Stadnicka)

Rys. 3. Samice M. hapla i brunatne plamki spowodowane ich
zerowaniem w miazszu bulwy ziemniaka (fot. Malgorzata
Stadnicka)

Fig. 3. M. hapla females and brown dots caused by nematode
feeding in potato tuber flash (phot. Malgorzata Stadnicka)

obserwowano obecnos¢ matych, okoto 1 mm $rednicy, ne-
krotycznych, brazowych plamek w miejscach wystepo-
wania samic guzaka. Plamki te wystepowaly najczesciej
w niewielkiej liczbie (rys. 1), wigksze nasilenie ich wyste-
powania odnotowano jedynie w pojedynczych bulwach
(rys. 2, 3).

Cechy morfologiczne ptytek perinealnych samic (przede
wszystkim punktowanie oskorka samicy w okolicy odbytu
u czg$ci osobnikow) (rys. 4) oraz charakterystyczny nie-
regularny ksztalt przezroczystej czg§ci ogona osobnikoéw

miodocianych J, (rys. 5) wskazywaly na przynaleznos¢
nicieni do gatunku M. hapla.

Przeprowadzony test molekularny PCR-ITS potwierdzit,
ze nicienie wyizolowane ze wszystkich 21 probek nalezaty
do rodzaju Meloidogyne (rys. 6). Wyniki kolejnego testu
(PCR-SCAR) pozwolity stwierdzi¢, ze nicienie te nie naleza
do gatunkéw kwarantannowych guzaka amerykanskiego
(M. chitwoodi) i guzaka holenderskiego (M. fallax) (rys. 6).
Wyniki nastgpnego testu (PCR-RFLP) wykazaty jedno-
znacznie, ze we wszystkich badanych probach znajduja sig
nicienie z gatunku M. hapla (rys. 7-8).

Rys. 4. Plytka perinealna samicy M. hapla z punktowaniem os-
korka w okolicy odbytu (fot. Renata Dobosz)

Fig. 4. Perineal pattern of M. hapla female with cuticular punc-
tations in tail terminus area (phot. Renata Dobosz)

Rys. 5. Ogon osobnika mtodocianego (J,) M. hapla z charak-
terystycznie nieregularng czgscia hyalinowa (fot. Witold
Karnkowski)

Fig. 5. M. hapla juvenile (J,) with characteristically irregular
hyaline part (phot. Witold Karnkowski)
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Rys. 6. Rozklad elektroforetyczny produktéw reakcji PCR-ITS
i PCR-SCAR: 1, 19, 37 — marker DNA (100 bp DNA
Ladder, Invitrogen); 2—-11 — badane probki; 12, 13 —
kontrola pozytywna M. hapla; 14, 15 — kontrola pozy-
tywna M. chitwoodi; 16, 17 — kontrola pozytywna
M. fallax; 18 — kontrola negatywna PCR. Oczekiwany
produkt reakcji PCR-ITS dla Meloidogyne spp. ~760 pz.
21-29 — badane probki; 30, 31 — kontrola pozytywna
M. hapla; 32, 33 — kontrola pozytywna M. chitwoodi; 34,
35 — kontrola pozytywna M. fallax; 36 — kontrola
negatywna PCR. Oczekiwany produkt reakcji PCR-
SCAR dla M. chitwoodi wynosi ~800 pz, dla M. fallax
~515 pz, dla M. hapla brak produktu (fot. Marta Saldat)

Fig. 6. PCR-ITS and PCR-SCAR products profiles: 1, 19, 37 —
DNA marker (100 bp DNA Ladder, Invitrogen); 2-11 —
samples tested; 12, 13 — positive control for M. hapla; 14,
15 — positive control for M. chitwoodi; 16, 17 — positive
control for M. fallax; 18 — negative PCR control.
Expected amplicon size of PCR-ITS for Meloidogyne
spp. is ~760 pz. 21-29 — samples tested; 30, 31 — positive
control for M. hapla; 32, 33 — positive control for
M. chitwoodi; 34, 35 — positive control for M. fallax; 36 —
negative PCR control. Expected amplicon size of PCR-
SCAR for M. chitwoodi is ~800 bp, for M. fallax
~515 bp, for M. hapla no amplification product (phot.
Marta Saldat)
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Rys. 7. Rozktad elektroforetyczny produktéw reakcji RFLP,
trawionych Dral. 1, 19 — marker DNA (100 bp DNA
Ladder, Invitrogen); 2—-11 — badane probki; 12, 13 —
kontrola pozytywna M. hapla; 14, 15 — kontrola pozy-
tywna M. chitwoodi; 16, 17 — kontrola pozytywna
M. fallax; 18 — kontrola negatywna PCR. Oczekiwany
produkt reakcji RFLP z enzymem Dral wynosi ~360, 380
pz dla M. hapla , ~660, 100 pz dla M. chitwoodi i ~650,
110 pz, dla M. fallax (fot. Marta Saldat)

Fig. 7. Pattern of RFLP products, digested with Dral. 1, 19 —
DNA marker (100 bp DNA Ladder, Invitrogen); 2—11 —
samples tested; 12, 13 — positive control for M. hapla; 14,
15 — positive control for M. chitwoodi; 16, 17 — positive
control for M. fallax; 18 — negative PCR control.
Expected size of amplified RFLP products with enzyme
Dral is ~360, 380 bp for M. hapla , ~660, 100 bp for
M. chitwoodi and ~650, 110 bp for M. fallax (phot. Marta
Saldat)

Rys. 8. Rozktad elektroforetyczny produktéw reakcji RFLP,
trawionych Rsal. 1, 19 — marker DNA (100 bp DNA
Ladder, Invitrogen); 2—-11 — badane probki; 12, 13 —
kontrola pozytywna M. hapla; 14, 15 — kontrola pozy-
tywna M. chitwoodi; 16, 17 — kontrola pozytywna
M. fallax; 18 — kontrola negatywna PCR. Oczekiwany
produkt reakcji RFLP z enzymem Rsal wynosi ~620, 140
pz dla M. hapla, ~760 pz dla M. chitwoodi i ~630, 130 pz
dla M. fallax (fot. Marta Saldat)

Fig. 8. Pattern of RFLP products, digested with Rsal. 1, 19 —
DNA marker (100 bp DNA Ladder, Invitrogen); 2-11 —
samples tested; 12, 13 — positive control for M. hapla; 14,
15 — positive control for M. chitwoodi; 16, 17 — positive
control for M. fallax; 18 — negative PCR control.
Expected size of amplified RFLP products with enzyme
Rsal is ~620, 140 bp for M. hapla, 760 bp for
M. chitwoodi and ~630, 130 bp for M. fallax (phot. Marta
Saldat)

W trakcie urzedowej kontroli zdrowotnosci sadzenia-
kéw ziemniaka przeprowadzonej w latach 2011-2012
stwierdzono wystgpowanie M. hapla jedynie w bulwach
ziemniaka pochodzacych z obszaru wojewddztwa lubel-
skiego. Nie stwierdzono natomiast obecno$ci nicieni
z rodzaju Meloidogyne w sadzeniakach pochodzacych z te-
renu pozostaltych wojewddztw (niepublikowane dane Pan-
stwowe] Inspekcji Ochrony Roslin i Nasiennictwa).
Wyniki analiz wykazaly, ze procent porazenia bulw byt
stosunkowo niski i1 nie przekroczyt 3%. W badaniach
przeprowadzonych w stanie Waszyngton (USA) w latach
1980-1981, wykazano wystapienie guzaka potnocnego
tacznie az w 41% préb bulw ziemniaka oraz gleby pocho-
dzacej z upraw tej rosliny (MacGuidwin i Rouse 1990).
Wyniki badan przeprowadzonych w latach 2011-2012 na
obszarze Bos$ni i Hercegowiny wskazaly wystgpowanie
M. hapla we wszystkich badanych probkach pochodzacych
z obszaru Nevesinje oraz w probkach pobranych z 12 spo-
$rod 20 pdl ziemniaczanych na obszarze Rogatica (Njezi¢
i wsp. 2012). Oprocz obserwowanych objawdw porazenia
wewngtrznego bulw, autorzy obserwowali takze objawy
ich porazenia zewngtrznego w postaci niewielkich, guzo-
watych wyrosli (Njezi¢, informacja osobista), ktore nie
wystapily na zewngtrznych tkankach bulw pochodzacych
z wojewoOdztwa lubelskiego. Nalezy przypuszczaé, ze
zageszczenie osobnikéw w glebie z pol pochodzacych
z wojewodztwa lubelskiego byto zbyt niskie, aby mozliwe
bylo wyksztalcenie si¢ zewngtrznych objawdéw porazenia.
Olthof i Potter (1972) obserwowali takie objawy na bul-
wach uprawianych na polach, na ktorych liczebnos$¢ osob-
nikéw miodocianych J2 wynosita od 6 do 18 tysiecy sztuk
w kilogramie gleby. Nie mozna réwniez wykluczy¢, ze na
zaobserwowane wyniki wplyngty rowniez czynniki, takie
jak wyzszy stopien patogenicznosci populacji guzaka czy
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tez wrazliwo$¢ odmiany ziemniaka oraz tagodne warunki
klimatyczne na terenie Bosni i Hercegowiny. Brak wysta-
pienia zewngtrznych objawow porazenia bulw ziemniaka
utrudnia prawidtowa ocen¢ porazenia zar6wno sadzenia-
koéw, jak 1 bulw konsumpcyjnych i przemystowych.

ziemniaka. Brak charakterystycznych zewngtrznych obja-
woOw porazenia bulw utrudnia wykrywanie tego nicienia
w badanym materiale. Konieczne jest zatem kontynuowa-
nie badan dotyczacych wystgpowania guzakéw zarowno
w sadzeniakach oraz ziemniakach konsumpcyjnych i prze-

myslowych, aby moéc oceni¢ stopien nasilenia wystgpo-
wania M. hapla w uprawach ziemniaka.
Whioski / Conclusions

Wyniki badan dowodza, ze na terytorium Rzeczypos-
politej Polskiej guzak poétnocny (M. hapla) poraza bulwy
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