Protokoty diagnostyczne dla organizmoéw podlegajgcych przepisom DP 8

Ten protokét diagnostyczny zostat przyjety przez Komitet ds. Standardéw w imieniu Komisji ds. Srodkéw
Fitosanitarnych w sierpniu 2015.
Ten zatgcznik jest normatywng czescig ISPM 27.

ISPM 27

PROTOKOLY DIAGNOSTYCZNE DLA ORGANIZMOW
PODLEGAJACYCH PRZEPISOM

DP 8: Ditylenchus dipsaci
| Ditylenchus destructor

Przyjeto 2015; opublikowano 2016

Spis tresci

1. Informacje nt. ALOTAZOW ......eiiiiiiie ittt sne e sn e rreene e 3
1.1 DityleNCRUS QIPSACT ....cvveiieiiiiiiee it 3
1.2 DitylenChUS GESTIUCTON . . ..oiiiiiieiieeeece ettt ettt ae et sre e 4

2. INTOrmMacje taKSONOMICZINE. .........ccuiiiiiiiiiieee bbbt 5

3 VWYKIYWANIE. ...ttt ettt ettt et e s e st e e te e st e s ae e ebeeneesbe e teenteaaaenaeenseenneaaeeneeans 5
3.1 ZyWICIELE T ODJAWY ...oveceieieieiceeeeecee ettt 6
3. 1.1 DityleNCRUS QIPSACH ...veuveviiiiiiiiieiieee et 6
3.1.2 DitylenChUS GESTIUCTON ......c..eviitiitiitieiieieie sttt 11
3.2 EKStrakCja MICIENI. ... . uiiiiiiiiieiiesiteieet ettt 12
3.2.1 Ekstrakcja z CeDUI T CZOSNKU ......ocvviiiiiiiiciiic et 12
3.2.2 Ekstrakcja z gleby i materialu roSIiNNego .........coceeviieiiiiiiiiiiieee e 12

Miedzynarodowa Konwencja Ochrony Roslin DP 8-1



Protokoty diagnostyczne dla organizmoéw podlegajacych przepisom DP 8

O 0 [=T 0] Y 11T T OSSR 14
4.1 Ildentyfikacja na podstawie cech morfologicznych..........c.cccooviiiiieii i, 15
4.1.1 Preparowani€ 0SODNIKOW. .......c..eeeiiieiiiiieeiieeciee ettt e e e e aaeeeaae e e nnnees 15
4.1.2 Morfologiczne cechy diagNOSLYCZNE ........ccueiiriiiieieieie st 16
4.2 ldentyfikacja MOIEKUIAIMAL ..........ooiiiiiiie s 21
4.2.1 DitylenChus QIPSACH ...c.veivveiiiieiieie sttt e et e sra e e e sneeae s 21
4.2.2 Ditylenchus DeSTIUCKOL .........oivieiiiie ittt sre e 22
4.2.3 EKSIrAKCJADINA ...ttt bbbttt ene s 22
4.2.4 Test ITS-rIRNA PCR-RFLP dla D. dipsaci i D. deStructor ...........c.ccocveninennnenicieen, 22
4.2.5 Test SCAR PCR dla D. dIPSACH ....ccuviuieiiiiiiiiiiiiisieeie et 23
4.2.6 Test PCR specyficzny dla 18S i ITS1 dla D. dipSaCi .......cccvvevieiieiiiieiieieese e 24
4.2.7 Test PCR specyficzny dla 5.8S rDNA dla D. dipSaci ........ccccceevveveiiieieeic e, 25
4.2.8 Test PCR specyficzny dla 5.8S rDNA i ITS dla D. dipSaci .......ccccovrvveieiieieiiiiiiienins 26
4.2.9 Test SCAR PCR dla D. QIPSACH ....cuveviiiiiiiiiiieiieieiee et 27
4.2.10 Kontrole w testach moleKUularnyCh.............ccoooveiiiieii e 27
4.2.11 Interpretacja wynikow konwencjonalnego PCR...........cccccooviiiiiiiiiiiiiicin 28

T 0] 1)V 2SSOSR 28

6. Punkty kontaktowe do uzyskania dalszych informacji..........cccceoereieniininiic e 28

7. POAZIGKOWANIA ....eeevieeeiiie ettt et ettt e e e et e e e e e sa e e st e e bt e e s e e e e b e e e breesnneeeanes 29

8. Materialy ZEOMIOWE. ......coiuiieiiiiiie ettt ettt b et 29

O 1103 - Toy PSPPSR 36

Miedzynarodowa Konwencja Ochrony Roslin DP 8-2



Protokoty diagnostyczne dla organizmoéw podlegajacych przepisom DP 8

1. Informacje nt. agrofagéow

Gatunki z duzego rodzaju Ditylenchus Filipjev, 1936 wystepujg na catym $wiecie, a wiekszo$¢
gatunkéw to mikofagi. Jakkolwiek, rodzaj ten obejmuje kilka gatunkow, ktére majg duze znaczenie
jako szkodniki roslin wyzszych (Sturhan 1 Brzeski, 1991). Nalezy przy tym nadmieni¢, ze chociaz
pewne rosliny (np. burak, lucerna, koniczyna) sg porazane zarowno przez Ditylenchus dipsaci jak
i Ditylenchus destructor, te dwa gatunki rzadko wystepujg razem na tej samej roslinie (Andrassy i
Farkas, 1988).

1.1 Ditylenchus dipsaci

D. dipsaci sensu lato (s.l.), lub niszczyk zjadliwy, poraza ponad 1 200 gatunkéw roslin dziko
rosngcych i uprawnych. Wiele gatunkow chwastow i traw jest zywicielami tego nicienia i moze
odgrywa¢ wazng role w jego przezywaniu przy nieobecnosci roslin uprawnych. Analizy
morfologiczne, biochemiczne, molekularne i kariologiczne roznych populacji i ras D. dipsaci s.I.
wykazaly, ze gatunek ten stanowi kompleks przynajmniej 30 ras zwigzanych z roéznymi
zywicielami, a zakres zywicieli poszczegdlnych ras jest ograniczony. Jeszke 1 in., (2013) podzielili
ten kompleks na dwie grupy, z ktorych pierwsza zawiera populacje diploidalne charakteryzujace
si¢ “normalng” wielko$cig i jest okreslana jako D. dipsaci sensu stricto (s.S.). Ta grupa obejmuje
wigkszo$¢ znalezionych jak dotad populacji nicienia. Druga grupa jest poliploidalna i obecnie
obejmuje gatunki Ditylenchus gigas Vovlas et al., 2011 (,,rasa olbrzymia” D. dipsaci pasozytujaca
na Vicia faba (bob, bobik), D. weischeri Chizhov et al., 2010 (pasozytujacy na Cirsium arvense
(ostrozen polny)) 1 trzy nicopisane Ditylenchus spp. zwane D, E i F, ktore wystepuja odpowiednio
na ro$linach z rodzin Fabaceae, Asteraceae i Plantaginaceae (Jeszke i in, 2013). Sposrod tych
gatunkow tylko D. dipsaci s.S. i jego morfologicznie dtuzsza odmiana D. gigas sg agrofagami o
znaczeniu gospodarczym. Ten protokol, zawiera informacje nt. odréznienia D. dipsaci s.s. i D.

gigas.

D. dipsaci rozwija si¢ glownie jako endopasozyt nadziemnych czeSci roslin (fodygi, liscie
1 kwiaty), lecz poraza tez cebule, bulwy i klacza. Ponadto nicienia tego spotyka si¢ w nasionach
V. faba, Medicago sativa (lucerna), Allium cepa (cebula), Trifolium spp. (koniczyna), Dipsacus
spp. (szczec) i Cucumis melo (melon) (Sousa i in., 2003; Sikora i in., 2005). Bardzo duze znaczenie
ma fakt, Zze osobniki mtodociane czwartego stadium moga przetrwa¢ wysychanie przez dlugi okres
czasu, czasem 20 lat i wiecej (Barker i Lucas, 1984). Nicienie w stadium przetrwalnikowym
grupuja si¢ w postaci ,,waty z nicieni”, gdy tkanka roslinna zaczyna wysychac¢ (rys. 1). T¢ wate
mozna cz¢sto zauwazy¢ na nasionach w silnie porazonych strgkach i suchych resztkach ro§linnych
(ktére pozostajag na polu po zbiorach). Obecno$¢ w nasionach i suchym materiale ro$linnym
infekcyjnych osobnikow mtodocianych czwartego stadium jest bardzo istotne w pasywnym
przenoszeniu nicieni na duzg odlegtos$¢. Nicienie w stanie wysuszonym mogg przetrwacé przejscie
przez uktad pokarmowy trzody chlewnej 1 bydta na lub w porazonych nasionach (Palmisano i in.,
1971).

Miedzynarodowa Konwencja Ochrony Roslin DP 8-3



Protokoty diagnostyczne dla organizmoéw podlegajacych przepisom DP 8

Chociaz D. dipsaci jest uwazany za szkodnika roslin wyzszych, Viglierchio (1971) odnotowat, ze
kalifornijska populacja D. dipsaci z Allium sativum (czosnek) byla w stanie rozwija¢ si¢ na
grzybach (Verticilium i Cladosporium) w warunkach laboratoryjnych.

D. dipsaci jest znany jako wektor przenoszacy na zewnatrz ciata bakteryjne patogeny roslin
(np. Clavibacter michiganensis subsp. insidiosus (syn. Clavibacter michiganensis subsp.
insidiosum, Corynebacterium insidiosum), wywotujacy wiednigcie lucerny).

Wedlug EPPO (2013a), D. dipsaci wystepuje w nastepujacych regionach geograficznych
(z wylaczeniem przechwycen): Europa, Azja, Afryka, Ameryka Poocna, Ameryka Srodkowa
i Karaiby, Ameryka Potudniowa i Oceania.

1.2 Ditylenchus destructor

D. destructor lub niszczyk ziemniaczak atakuje prawie wylgcznie podziemne czeSci roslin
(tj. bulwy, klacza i podziemne czgsci roslin przypominajace todygi). Jest on gatunkiem prawie
kosmopolitycznym, powszechnie wystepujacym w regionach o klimacie umiarkowanym
I jest odpowiedzialny za powazne straty w produkcji ziemniakow i chmielu (EPPO, 2013a). Zakres
zywicieli tego gatunku jest bardzo szeroki i obejmuje ponad 90 gatunkéw roslin, ktére obejmuja
ro$liny ozdobne, uprawne i chwasty. Gtownym zywicielem jest Solanum tuberosum (ziemniak), a
na porazonych bulwach tej rosliny rozwija si¢ mokra lub sucha zgnilizna, ktéra rozprzestrzenia si¢
na inne bulwy w przechowalni. W pewnych warunkach organizmy wywotujace mokra zgnilizne
moga doprowadzi¢ do intensywnego zniszczenia bulw, ale takze zabicia nicieni. D. destructor
moze przezy¢ tylko wtedy, gdy do bulwy przenikna tylko organizmy wywotujace suchg zgnilizng.
Rojankovski 1 Ciurea (1986) wykryli 55 gatunkéw bakterii 1 grzybow zwigzanych z
wystepowaniem D. destructor w bulwach S. tuberosum, przy czym najczesciej notowane byty
Fusarium spp.nnymi powszechnie notowanymi zywicielami sg: Ipomoea batatas (bataty), irys
cebulowy (mieszance i material wyselekcjonowany z Iris xiphium i Iris xiphioides), Taraxacum
officinale (mniszek pospolity), Humulus lupulus (chmiel), Tulipa spp. (tulipan), Leopoldia comosa
(szafirek miekkolistny), Hyacinthus orientalis (hiacynt), Gladiolus spp. (mieczyk), Dahlia spp.
(dalia), Coronilla varia (cieciorka pstra), Anthyllis vulneraria (przelot pospolity), Beta vulgaris
(burak cukrowy, pastewny i ¢wiktowy), Calendula officinalis (nagietek lekarski), Daucus carota
(marchew), Petroselinum crispum (pietruszka) oraz Trifolium spp. (koniczyna, biata, czerwona i
bialor6zowa) (Sturhan i Brzeski, 1991). Przy nieobecnosci roslin wyzszych D. destructor z
fatwoscig namnaza si¢ na okoto 70 gatunkéw grzybow i stwierdzono niszczenie przez niego
strzgpek grzybow uprawnych (Sturhan i Brzeski, 1991). Gatunek ten jest w stanie przezy¢
wysychanie i niskie temperatury, lecz nie tworzy ,,waty z nicieni”, tak jak D. dipsaci (Kiihn, 1857)
Filipjev, 1936. Jakkolwiek, wspomniany gatunek zimuje w stadium jaja i w konsekwencji jaja
D. destructor charakteryzuja si¢ wigksza przezywalnoscia niz jaja D. dipsaci. D. destructor w
ziemniakach i cebulach kwiatowych jest organizmem podlegajacym przepisom w wielu krajach
(Sturhan i Brzeski, 1991). D. destructor zostat stwierdzony na Arachis hypogaea (orzech ziemny)
w RPA, lecz obecnie uwaza si¢, ze przypadki te dotycza wystepowania oddzielnego gatunku
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Ditylenchus africanus Wendt, Swart, Vrain and Webster, 1995, ktory jest morfologicznie podobny
do D. destructor.

Wedlug EPPO (2013a), D. destructor wyst¢puje w nastepujacych regionach geograficznych
(z wylaczeniem przechwycen): Europa, Azja, Afryka Potudniowa, Ameryka Potnocna, Ameryka
Potudniowa i Oceania.

2. Informacje taksonomiczne
Nazwa: Ditylenchus dipsaci (Kiihn, 1857) Filipjev, 1936

Synonimy: Synonimy typowego gatunku Ditylenchus dipsaci (Kiihn, 1857) Filipjev, 1936 podane
sa przez Siddiqi (2000)

Stanowisko taksonomiczne: Nematoda, Secernentea, Diplogasteria, Tylenchida, Tylenchina,
Tylenchoidea, Anguinidae

Nazwy zwyczajowe: Stem nematode, stem and bulb eelworm (angielskie) (Sturhan i Brzeski, 1991)

Uwaga: D. dipsaci jest obecnie uwazany za gatunek ztozony skladajacy si¢ z duzej liczby ras
biologicznych 1 populacji rdéznigcych si¢ gtownie w zakresie preferencji zywicieli.
W konsekwencji, tacznie 13 nominalnych gatunkéw zsynonimizowano z D. dipsaci i w oparciu o
zakres zywicieli | wyr6zniono do 30 ras biologicznych, ktorych nazwy pochodza od nazwy gtéwnej
ro$liny zywicielskie;j.

Nazwa: Ditylenchus destructor Thorne, 1945
Synonimy: brak

Stanowisko taksonomiczne: Nematoda, Secernentea, Diplogasteria, Tylenchida, Tylenchina,
Tylenchoidea, Anguinidae

Nazwy zwyczajowe: Tuber-rot eelworm, potato rot nematode (angielskie) (Sturhan
i Brzeski,1991)

De Ley i Blaxter (2003) opracowali najnowszy system klasyfikacji nicieni obejmujacy obserwacje
morfologiczne, wykrycia z uzyciem analiz molekularnych i analizy kladystyczne.

3. Wykrywanie

D. dipsaci i D. destructor powoduja nastepujace, wspdlne objawy, ktore pozwalaja na ich
wykrycie: nabrzmiewanie, znieksztalcenia, przebarwienia i zahamowanie wzrostu nadziemnych
czesci roslin oraz nekrozg i gnicie cebul oraz bulw (Thorne, 1945).
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Ditylenchus dipsaci

D. dipsaci wykazuje pasozytniczg adaptacje do przenikania przez stalg tkanke migkiszu w wyniku
rozktadu blaszek pektynowych lub §rodkowych migdzy $cianami komorkowymi przylegajacych
komorek, doprowadzajagc do oddzielenia si¢ i1 zaokraglenia tych komorek. Przyczynia si¢ to do
typowego blyszczacego wygladu i maczystej struktury porazonych tkanek, przypominajgcych
tkanki przejrzatego jabtka (Southey, 1993).

Wedlug Vovlas i in. (2011), w wyniku porazenia V. faba przez D. gigas (niszczyk olbrzymek)
nastepuje nabrzmiewanie i deformacja todygi lub powstaja nekrozy, ktorych zabarwienie jest
czerwonobrazowe, a nast¢pnie czarne. Przy silnych stopniach porazenia nasiona ciemnieja, ulegaja
znieksztalceniu, majg mniejszy rozmiar a na ich powierzchni pojawiajg si¢ plamy przypominajace
cetki. Oprocz V. faba zywicielami sa: Lamium purpureum, Lamium album, Lamium amplexicaule,
Ranunculus arvensis, Convolvulus arvensis i Avena sterilis.

Ditylenchus destructor

D. destructor powszechnie poraza podziemne czgsci roslin (bulwy i stolony ziemniaka, ktacza
miety oraz korzenie chmielu i lilaka), powodujac przebarwienia i zgnilizny tkanki roslinne;j.
Czasami s3 porazane takze nadziemne czgsci roslin, ktoérych lodygi ulegaja kartowaceniu,
skrecaniu, grubieniu i1 rozgaleziajg sig, a liScie skrecaniu i przebarwieniu (np. u ziemniakow)
(Sturhan 1 Brzeski, 1991). Znacznie czg$ciej na nadziemnych czeéciach roslin brak objawow
porazenia.

3.1 Zywiciele i objawy
3.1.1 Ditylenchus dipsaci

Zgodnie z publikacja Sturhana 1 Brzeskiego (1991), gtdéwnymi zywicielami sg: Gramineae: Avena
sativa (owies), Secale cereale (zyto), Zea mays (kukurydza), Triticum aestivum (pszenica);
Liliaceae: A. cepa, A. sativum, Tulipa spp.; Leguminosae: M. sativa, Vicia spp., Pisum sativum,
Trifolium spp.; Solanaceae: S. tuberosum, Nicotiana spp.; Cruciferae: Brassica campestris
i Amarilidaceae: Narcissus spp. Do innych zywicieli zalicza si¢ D. carota, Fragaria spp.
(truskawka), B. vulgaris, H. orientalis, Allium ampeloprasum (por), Phlox drummondii, Phlox
paniculata, Dianthus spp. (gozdzik), Apium graveolens (seler), Hydrangea spp., Lens culinaris
(soczewica jadalna), Brassica napus (rzepak), Petroselinum crispus i Helianthus annuus
(stonecznik).

Roézne pokolenia D. dipsaci moga by¢ obecne na roslinie zywicielskiej w sezonie, nastepujac jedno
po drugim. Jesli w wyniku porazenia przez agrofaga czesci roslin obumierajg, nicienie opuszczaja
zywiciela nim obumrze on catkowicie. Przy braku zywicieli nicienie moga do roslin
niezywicielskich 1 Zzerowa¢ tam przez pewien okres czasu, chociaz nie s3 one zdolne do
rozmnazania si¢ na roslinach niezywicielskich (Andrassy i1 Farkas, 1988). Najpowszechniej
spotykanymi objawami spowodowanymi przez D. dipsaci jest pojawianie si¢ roslin
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o zahamowanym wzros$cie i chlorotycznych; zgrubiatych, o zahamowanym wzroscie, pokrytych
przez wyrosla i zdeformowanych todyg, ogonkéw lisciowych i1 kwiatow, nekrotycznych zranien
i gnicia cebul i klaczy oraz czesto pojawianie si¢ bragzowych pierscieni widocznych po
poprzecznym przekrojeniu cebul. D. dipsaci moze porazaé takze nasiona, przyktadowo Phaseolus
vulgaris (fasola szparagowa), V. faba, Allium spp. i M. sativa. Na matych nasionach zwykle brak
objawow porazenia, lecz wigksze nasiona moga mie¢ pomarszczong skorke i mogg znajdowac si¢
na nich odbarwione plamy.

3.1.1.1 Objawy specyficzne dla Gramineae

Avena sativa i Secale cereale (McDonald i Nicol, 2005). Liscie sa znieksztatcone, todygi
zgrubiate, wytwarzana jest nadmierna liczba zdzbet, rosliny sa niewielkie, krzaczaste, a ich rozwoj
jest zahamowany. W uprawach S. cereale, D. dipsaci wystepuje gtdéwnie na lekkich glebach
ubogich w prochnice i naturalnie na obszarach, gdzie zyto jest regularnie uprawiane. Pierwsze
objawy porazenia obserwowane sa p6zng jesienia, lecz sa najwyrazniej widoczne wiosng. Kilka
plam na ro$linach z zahamowanym wzrostem w uprawie Zyta wskazuje na uszkodzenie przez
agrofaga. Z uwagi na wolniejszy wzrost porazone rosliny A. sativa wyraznie mozna zauwazy¢ w
z0tkngcej  uprawie z  uwagi na ich  zielony  kolor.  Porazone  ro$liny
T. aestivum majg takie same objawy porazenia jak inne zboza i sg one atakowane przez
D. dipsaci tylko w potudniowej i srodkowej czesci Europy (Rivoal i Cook, 1993).

Zea mays jest stabym zywicielem D. dipsaci, lecz przeniknigcie nicieni do tkanek todyg mtodych
roslin przyczynia si¢ do powstawania nekroz tych tkanek i w konsekwencji do obumierania lub
wylegania roslin kukurydzy przed zbiorami (Rivoal i Cook, 1993). Liscie porazonych ro$lin sg
kruche oraz zwinigte w formie przypominajacej korkocigg. Migdzywezla sg skrdocone a u nasady
todygi pojawiaja si¢ wydrazenia (otwory), podczas gdy wigksze rosliny ulegaja ztamaniu i
wylegaja.

3.1.1.2 Objawy specyficzne dla Liliaceae

Allium cepa, Allium sativum i Allium cepa var. aggregatum (szalotka). W przypadku wigkszosci
Allium spp. jest to charakterystyczne, ze liscie i cebule porazone przez D. dipsaci sa zdeformowane
(ryc. 2, 3 1 4). Nasada mtodej rosliny ulega nabrzmieniu, a liScie sa znieksztatcone. Na starszych
cebulach obserwuje si¢ nabrzmiewanie (nadgcie) tusek z otwartymi

Spekaniami czesto wystepujacymi na pigtce cebuli, w miejscu wyrastania korzeni (Potter
i Olthof, 1993). A. cepa porazona przez D. dipsaci posiada wyglad jakby byta uszkodzona przez
mroz, co jest spowodowane rozpadem komorek w wyniku zerowania nicienia (Ferris 1 Ferris,
1998). Podczas transportu cebul czgsto maja one tendencje do gnicia (Bridge i Hunt, 1986).
Wewngtrzne tuski cebuli sg zwykle silniej porazone niz tuski zewnetrzne. Podczas sezonu cebule
stajg si¢ migkkie 1 po ich przecigciu widoczne jest brazowienie tusek w formie koncentrycznych
pierscieni. Natomiast w przypadku A. sativum, D. dipsaci przeciwnie nie wywotuje deformacji lisci
lub nabrzmien, lecz powoduje zotknigcie 1 $mier¢ lisSci (Netscher i Sikora, 1990). Mollov
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i in. (2012) stwierdzili po raz pierwszy wystepowanie D. dipsaci na A. sativum w Minnesocie,
Stany Zjednoczone. Objawami na nadziemnych czg¢$ciach roslin byto zahamowanie rozwoju
i chlorozy, podczas gdy objawami na cebulach byly nekrozy, niepelny rozwdj
i znieksztalcenie. Allium spp. moga posiada¢ pecherze na lisciach (tj. zgrubienia lisci w formie
babli). Nie zaobserwowano zadnych objawow na porazonych nasionach Allium.

Tulipa spp. (Southey, 1993). Objawy porazenia przez D. dipsaci na tulipanach, zar6wno na
ro$linach rosngcych jak i cebulach, sg catkiem odmienne od obserwowanych na Narcissus spp.
W warunkach polowych porazenie najlatwiej wykry¢ podczas kwitnienia. Pierwszym objawem
jest blade lub purpurowe zranienie (nekroza) na jednej stronie todygi, bezposrednio pod kwiatem,
ktory wygina si¢ w kierunku tego zranienia. Wielkos$¢ zranienia ulega zwigkszeniu, skorka ulega
zniszczeniu, a pod nig widoczna jest typowa luzna tkanka, a uszkodzenia rozprzestrzeniaja si¢ ku
dotowi i czgsto ku gorze na platkach kwiatow. W przypadku wickszego stopnia porazenia, podobne
zranienia rozprzestrzeniaja si¢ w dot todyg od pachwin lisci i wzrost roslin moze by¢ zaburzony.
Porazenie rozpoczyna si¢ od pietki nowych cebul, ktore rozwijaja si¢ z bocznych paczkow
roztogowych u nasady poprzednich lodyg. Objawy porazenia mozna zaobserwowac i odczu¢ po
usuni¢ciu zewngtrznych bragzowych tusek, w formie szarych lub brazowych plam na zewnetrznych
tuskach miesistych. Na porazonych cebulach nie sa widoczne brazowe pierScienie, jak ma to
miejsce w przypadku narcyzoéw 1 hiacyntow.

3.1.1.3 Objawy specyficzne dla Leguminosae

Medicago sativa. D. dipsaci jest najwazniejszym gatunkiem nicienia wywotujacym szkody na
M. sativa. Porazenie cz¢sto wystepuje w glebach ciezszych i podczas silnych deszczoéw lub na
obszarach nawadnianych z uzyciem opryskiwaczy. ,,Biate flagowanie” powstajace w wyniku
utraty chlorofilu przez liScie jest czgstym objawem w porazonych uprawach w warunkach stresu
wilgotnosci (Griffin, 1985). Na porazonych polach czesto widoczne sg nieregularne obszary, gdzie
rzadko notuje si¢ rosngce ro$liny. Typowe objawy porazenia przez nicienie obejmuje
nabrzmiewanie u nasady, kartowacenie i skrgcanie todyg i lisci, skracanie migdzywezli, tworzenie
si¢ wielu dodatkowych paczkéw w pachwinach, tworzenie si¢ nadmiernej liczby pedéw, co daje
ro§linom krzaczasty wyglad (McDonald i Nicol, 2005). Porazone rosliny czesto nie uzyskuja
odpowiedniej wysokosci, aby mozna byto wykorzysta¢ je do pozyskania siana (Ferris i Ferris,
1998) 1 czgsto nie wytwarzaja one pedow kwiatowych (McDonald
i Nicol, 2005). D. dipsaci czyni lucerne¢ podatng na porazenie przez Phytophtora megasperma.
Uszkodzenia powodowane przez D. dipsaci stajg si¢ intensywniejsze w przypadku wystepowania
innych,  saprofitycznych  nicieni  (gatunki z  rodzajow  Rhabditis,  Cephalobus
i Panagrolaimus) na chorych, uszkodzonych roslin, co takze przys$piesza $mier¢ tych roslin
(Andréssy 1 Farkas 1988). Nie zaobserwowano zadnych objawdéw na porazonych nasionach
Medicago.

Trifolium spp. (Cook i Yeates, 1993). Objawy sa catkiem podobne do opisanych dla M. sativa,
oprocz objawdw na koniczynie czerwonej i bialej. Agrofag poraza koniczyng czerwong zwtlaszcza
przy chtodnej, deszczowej pogodzie. Na polu wystepuja duze, okraglte obszary wystepowania
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chorych roslin, przy czym bardziej chore ro§liny wystepuja w bardziej srodkowej czgsci tego
obszaru, a rosliny wiednace w jego centrum. Nasady roslin sg nabrzmiale jak cebule, natomiast
liscie sg kruche, pomarszczone z silnie zgrubialymi zylkami. Zawigzki kwiatéw sg silnie
nabrzmiale, przypominajace galasy, a pojedynczy galas kwiatowy moze zawiera¢ do 5 000 nicieni
(Courtney, 1962). Lodygi koniczyny bialej porazonej przez D. dipsaci sa krotkie
1 nabrzmiale, paki sg umieszczone w kepkach, a porazone czesci roslin bragzowiejg latem
1 jesienig. Liscie sg wezsze niz zwykle, chociaz ich ogonki sg grubsze i krotsze. Paki kwiatowe sg
nabrzmiate u nasady (Andrassy i Farkas, 1988).

3.1.1.4 Objawy specyficzne dla Solanaceae

Solanum tuberosum. D. dipsaci wytwarza zgnilizny w ksztalcie lejka, ktore rozprzestrzeniaja sig
bardziej do wngtrza bulwy niz powierzchniowe zgnilizny wywotane przez D. destructor. Nicienie
przenikaja do todyg i lisci, co w konsekwencji doprowadza do typowego zahamowania wzrostu

ro$liny, ktéremu towarzyszy silne znieksztalcenie todyg i1 ogonkéw liSciowych (Evans
i Trudgill, 1992).

Nicotiana spp. (Johnson, 1998). Infekcyjne osobniki mtodociane (czwartego stadium) przenikajg
do lisci 1 todyg siewek tytoniu podczas wilgotnej pogody i przyczyniaja si¢ do powstawania
matych, zottych zgrubien (wyrosli), ktore moga sigga¢ na wysoko$¢ 40 cm lub wiecej ponad
powierzchni¢ gleby. Gdy liczba wyrosli wzrasta, rosliny rozpoczynaja przedwczesnie obumierac.
Dolne liscie moga opada¢, a gorne — zo6tkna¢. Wyrosla ostatecznie ulegaja rozktadowi gnilnemu,
co hamuje rozwQj porazonych roslin. Ostatecznie, zwlaszcza przy chtodnej, wilgotnej pogodzie 1
na glebach cigzkich, porazone todygi ulegajg ztamaniu, a rosliny przewracajg sig.

3.1.1.5 Objawy specyficzne dla Cruciferae

Silne zgnilizny korony moga rozwija¢ si¢ na dojrzatych roslinach B. campestris porazonych przez
D. dipsaci.

3.1.1.6 Objawy specyficzne dla Amarilidaceae

Narcissus spp. (Southey, 1993). Typowymi objawami jest wystgpowanie bladozottych nabrzmien
w postaci pecherzy na liSciach 1 koncentrycznych brazowych pierécieni, ktére mozna zauwazy¢,
gdy cebule zostang przecigte poprzecznie (ryc. 51 6). Gdy cebule sg przeciete wzdhuznie, mozna
zauwazy¢ nekrozy rozpoczynajace si¢ od szyjki, rozprzestrzeniajace si¢ ku dolowi. Nabrzmienia
sa najlepiej widoczne przed kwitnieniem, gdy liScie s3 w stadium aktywnego wzrostu. Przy
stabszym porazeniu, nabrzmienia te moga by¢ lepiej wyczute miedzy palcem 1 kciukiem niz
zobaczone. Porazenie przez D. dipsaci moze by¢ wykryte w suchych cebulach, przy minimalnym
uszkodzeniu cebuli, poprzez przecigcie cebuli tuz ponizej szyjki. W czasie starannej analizy
wczesnych stadidw porazenia dostrzega si¢ btyszczace, gabcezaste obszary w miejscu rozdzielenia
si¢ komorek. Wkrotce po tym pojawiaja si¢ brazowe nekrozy.
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3.1.1.7 Objawy specyficzne dla innych Zywicieli

Fragaria spp. D. dipsaci jest jedynym gatunkiem z rodzaju Ditylenchus uwazanym za patogena
truskawki (Brown 1 in., 1993). Uszkodzenia wystepuja w postaci matych, zdeformowanych lisci
1 krotkich, grubych i1 skrgconych ogonkéw lisciowych.

Rodzina Asparagacae, podrodzina Sciloideae (hiacynty) i inne cebulowe rosliny ozdobne
(Southey, 1993). Objawy na cebulach sg takie same jak u Narcissus spp., lecz zwykle na liSciach
roslin nie sg widoczne wyrazne nabrzmienia roslin. Na lisciach moga znajdowac¢ si¢ zolte smugi,
deformacje i czgsto lekkie nabrzmienia. Na cebulach innych ro$lin z rodziny liliowatych generalnie
obserwuje si¢ takie same objawy jak w przypadku hiacyntéw. Objawy porazenia roslin z rodziny
Amarylliaceae sg podobne jak w przypadku Narcissus spp.; Przyktadowo Galanthus spp. i Nerine
spp. wykazuja obecno$¢ nabrzmien na lisciach i koncentrycznych, brazowych pierscieni na
cebulach.

Beta vulgaris i Daucus carota (Cooke, 1993). W wyniku zerowania D. dipsaci nastgpuje $mierc
wierzchotka wzrostu siewek (doprowadzajac do tworzenia si¢ wielokrotnych koron), li§cienie
1 liScie mogg ulega¢ skrecaniu, nabrzmiewaniu i deformacji, a wyro§la moga rozwija¢ si¢ na
lisciach lub ogonkach lisciowych starszych roslin. W p6zniejszym okresie sezonu, zerowanie na
koronie moze spowodowac¢ zgnilizn¢ znang jako rak korony, zgnilizna korony lub zgnilizna szyjki
korzeniowej. Jest ona po raz pierwszy widoczna jako wznoszace si¢ Szarawe pryszcze (narosla),
zwykle migdzy bliznami liSciowymi. Rozklad gnilny nastepnie rozwija si¢ na zewnatrz i do
wnetrza, rozprzestrzeniajac si¢ przez boczne czesci roslin, w konsekwencji po pociagnigciu korona
ulega oderwaniu. U D. carota, dodatkowe objawy moga obejmowaé beztadne uktadanie si¢ lisci
oraz odbarwienie si¢ glowy gltownego korzenia. Objawy glownie wystepuja na korzeniu
1 todydze rosliny na glebokosci 2—4 cm pod powierzchnig gruntu. Silne porazenie obejmuje
obumieranie li$ci 1 zgnilizng korzenia, zwtaszcza na jesieni (ryc. 7).

Phlox paniculata i inne rosliny ozdobne (Southey, 1993). Na porazonych floksach pedy wykazuja
typowe zgrubienia i tamliwo$¢ oraz skracanie si¢ miedzywezli, ktore wykazujg tendencje do
rozlupywania si¢. Charakterystyczne i wyjatkowe dla tego zywiciela jest marszczenie si¢ gornych
lisci 1 zmniejszenie si¢ liczby ich nerwow, ktdrych wigkszo$¢ moze by¢ zredukowana do cienkich
nici. Przykladami ro$lin odnotowanych jako zywiciele, przy wywolywaniu przez nicienia
deformacji odro$li, nabrzmiewania, itd., sg gatunki i odmiany Anemone, Calceolaria, Cheiranthus,
Gypsophila, Helenium, Heuchera, Lychnis, Lysimachia i Penstemon (Roberts, 1981). Edwards
(1937) odnotowat zahamowanie rozwoju, deformacje¢ lisci, zgnilizng i brak kwitnienia u Primula
spp. Rosliny zdrewniate nie sa czesto atakowane, lecz Hydrangea moze by¢ porazana przez D.
dipsaci, wywolujac deformacje pedow nie zdrewniatych, nabrzmiewanie ogonkow lisciowych i
glownych nerwow oraz wyrazne marszczenie si¢ blaszki lisciowej. Pomarszczone liscie zwykle sa
pierwsza oznakg infekcji. Inne roslina zdrewniata, Yucca smaliana, charakteryzuja si¢ deformacja
lisci 1 nabrzmiewaniem w postaci pgcherzy.
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3.1.2 Ditylenchus destructor

Zgodnie z publikacjg Sturhana i Brzeskiego (1991), D. destructor pasozytuje gtownie na bulwach
(np. ziemniaka 1 dalii), cebulach (np. irysa cebulowego, tulipana i mieczyka) i uprawnych roslin
korzeniowych (np. buraka cukrowego i marchwi). Jest on w stanie zniszczy¢ grzybnie Agaricus
hortensis  (pieczarki uprawnej). Do innych zywicieli zalicza si¢ 1. batatas,
A sativum, P. vulgaris, Angelica sinensis. ("dong quai” albo ,,zenski zenszen), Panax ginseng
(zenszen), Taraxacum officinale, Begonia spp. i cebule Erytronium denscanis (psizab).

Solanum tuberosum i Dahlia spp. Brak widocznych objawdéw w czasie sezonu wegetacyjnego.
Nicienie przenikaja do bulw zwykle przez stolony. Wiekszos$¢ nicieni znajduje si¢ na granicy czesci
brazowiejacych i nieuszkodzonych. Jesli z tej czesci bulwy zostanie pobrana mata probka, ktora
umiesci si¢ w wodzie, masa niewielkich nicieni jest wyraznie widoczna, nawet przy pomocy
prostej lupy recznej. Najwczes$niejszym objawem wystepowania D. destructor sa niewielkie, biate,
kredowe, lub jasnej barwy planki, ktére mozna zobaczy¢ tuz pod skorkg bulwy (Brodie, 1998). Te
plamki stajg si¢ wigksze 1 stopniowo ciemniejg (poprzez barwe szarg, ciemno bragzowa i czarng) i
nabierajg struktury gabczastej (ryc. 8). Ma to miejsce w wigkszo$ci w wyniku wtdrnej inwazji
bakterii, grzybow i nicieni saprofitycznych (Brodie, 1998). Na silnie porazonych bulwach znajduja
si¢ typowe lekko wkleste obszary pokryte spekang, pomarszczona, papierowatg skorka. Skorka nie
jest atakowana i staje si¢ cienka oraz pgka, gdy lezace pod nig porazone tkanki wysychaja i kurcza
si¢ (Brodie, 1998). Ostatecznie moze nastapi¢ mumifikacja catych bulw. Takie catkowicie
zniszczone bulwy ptywaja we wodzie (ryc. 9). W przeciwienstwie, skorka bulw S. tuberosum
porazonych przez D. dipsaci zwykle nie pgka. Nicienie kontynuuja swoje rozmnazanie w bulwach
po zbiorach i moga uzyska¢ znaczng liczebnos¢. Objawy moga by¢ lepiej widoczne po
sktadowaniu bulw. W porazonych bulwach generalnie ma miejsce wtorna infekcja przez grzyby,
bakterie i nicienie wolno zyjace.

Beta vulgaris. W wyniku porazenia ma miejsce pojawianie si¢ ciemnych, nekrotycznych zranien
na korzeniach 1 ktaczach. Dallimore 1 Thorne (1951) odnotowali objawy podobne do raka korony.
Na buraku oprocz strat w plonach notuje si¢ takze zmniejszenie zawartosci cukru.

Daucus carota. W wyniku porazenia pojawiaja si¢ poprzeczne spgkania skorki korzenia marchwi
z bialymi platami tkanki kory. Wtdrne porazenie tych miejsc przez grzyby i bakterie moze takze
doprowadzi¢ do rozkladu gnilnego. Uszkodzenie to mozna latwo zauwazy¢ po poprzecznym
przecieciu marchwi. Nicienie kontynuuja uszkadzanie ro$lin podczas sktadowania marchwi w
czasie zimy 1 w konsekwencji marchew nie nadaje si¢ do konsumpcji.

Iris spp. 1 Tulipa spp. (Southey, 1993). W wyniku porazenia powstajg szare, liniowe nekrozy,
ktore rozprzestrzeniaja si¢ od nasady cebul ku gorze, po miesistych zewnetrznych tuskach cebul.
W miare zwigkszenia si¢ stopnia porazenia, nast¢puje intensyfikacja uszkodzen tkanki, a cebula
ulega wtornemu zasychaniu i wioknistemu gniciu, co w konsekwencji doprowadza do jej
catkowitego zniszczenia. Brazowe plamy w formie pier§cienia sg wyraznie widoczne po
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poprzecznym przecieciu porazonej cebuli. Zotkniecie i obumieranie lisci s3 wtornymi objawami
spowodowanymi przez zniszczenie cebuli i ostatecznie przerwanie funkcjonowania korzenia.

Porazenie przez D. destructor bulwocebul ozdobnej ro$liny Liatris spicata (,,Gayflower”, ,.Blazing
Star” i ,,Button Snakeroot”), podczas ich przechowywania w niskiej temperaturze w RPA,
powodowato czarniawe zgnilizny przy wystgpowaniu zywych nicieni roznych stadiow w tkance
przylegajacej do zniszczonych obszaréw (Van der Vegte i Daiber, 1983).

3.2 Ekstrakcja nicieni
3.2.1 Ekstrakcja z cebul i czosnku

W celu wyekstrahowania nicieni, porazone tuski cebul (gtoéwnie tuski wewnetrzne) lub gtowki
czosnku tnie si¢ na mate kawatki 1 umieszcza w naczyniu (np. na szalce Petriego) wypetnionym
woda biezaca, w temperaturze pokojowej. W celu uzyskania czystej zawiesiny, powyzsze kawatki
moga by¢ umieszczone na sicie o $rednicy oczek 200-250 um, wylozonym filtrem, ktore stanowi
podstawke do probek (metoda naczynia Oostenbrinka). Po uptywie 1 godziny lub wigcej nicienie
mozna zaobserwowac przy uzyciu mikroskopu stereoskopowego (powigkszenie minimum 40x).

3.2.2 Ekstrakcja z gleby i materialu roslinnego

Metoda lejkow Baermanna jest referencyjng technikg ekstrakcji nicieni z materialu roslinnego
(cebul, korzeni, §cinek bulw ziemniaka i nasion). Lejek zaopatrzony jest w kawalek wezyka
gumowego umieszczonego na jego nozce, zamknigtego przy uzyciu zacisku sprezynowego lub
srubowego. Lejek jest umieszczony na statywie 1 prawie w calo$ci wypelniony woda biezaca.
Gleba lub material roslinny pociety na drobne kawatki umieszcza si¢ w muslinie lub na bibuice,
ktorych brzegi sa zawinigte, aby obja¢ caly materiat, a nastepnie delikatnie zanurza si¢ je w wodzie
na lejku. Nicienie aktywne przechodzg przez materiat 1 gromadzg si¢ w dolnej czgsci nozki lejka.
Po kilku godzinach zostaje pozykana niewielka ilo§¢ wody zawierajaca nicienie, ktora przeglada
si¢ pod mikroskopem (Flegg i Hooper, 1970).

W zmodyfikowanej technice lejek zostaje zastgpiony przez ptaskie naczynie. Grudy gleby zostaja
rozdrobnione, a kamienie i resztki roslinne zostajg usuniete. Gleba (50 ml) zostaje rOwnomiernie
rozprowadzona na jednowarstwowym reczniku papierowym, ktérym wytozony jest plastikowy
kosz o duzej $rednicy oczek, umieszczony w plastikowym naczyniu. Woda jest dodawana do
naczynia do chwili, gdy podsigknie na przez cala warstwe gleby, ktéra jednak nie pozostaje
zanurzona. Naczynie zostaje przykryte przez gorng cze$¢ duzej szalki Petriego, w celu
zmniejszenia parowania wody. Tak przygotowany zestaw pozostawia si¢ przynajmniej przez 24
godziny, a po tym okresie gleba zostaje wyrzucona, a zawiesina zawierajgca nicienie zostanie
przelana z naczynia ekstrakcyjnego na szalke w celu analizy przy uzyciu mikroskopu
stereoskopowego. Gleba moze by¢ zastgpiona delikatnie rozdrobnionym materiatem roslinnym
(Kleynhans, 1997).
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Technika zagtawiarki Seinhorsta dla cebul i korzeni r6zni si¢ od metody lejkow Baermanna tym,
ze sok roslin i toksyczne produkty rozktadu zostajag wymyte. Metoda ta ma pierwszenstwo uzycia
przed metoda lejka Baermanna w przypadku analizy takich roslin jak Narcissus spp. W tej
metodzie lejek Baermanna lub naczynie Oostenbrinka umieszczone s3 w mgielce lub mgle
utworzonej z kropel wody, co pozwala unikna¢ niedoboru tlenu. Mgietka jest wytwarzana przez
dysze rozpylajace znajdujgce si¢ nad materiatem ro§linnym lub dysze wytwarzajace strumien
skierowany ku gorze, stad kropelki delikatnie opadaja na material roslinny. Zywe nicienie
opuszczaja tkanke roslinng i zostaja zmyte na lejek lub naczynie, gdzie si¢ osadzajg. Nicienie sg
zbierane co kazde od 24 do 48 h do szklanej zlewki poprzez otwarcie zacisku sSrubowego na nozce
lejka, lub zbierane na sitach o §rednicy oczek 20-25 um. Ekstrakcja moze by¢ kontynuowana przez
okres do czterech tygodni. Ta technika zostata opisana przez Hoopera (1986).

Inna metoda ekstrakcji Ditylenchus spp. z materiatu ro$linnego zostata opracowana na podstawie
opisu, ktory opracowat Oliveira i in. (2013). Material roslinny zostaje pociety na kawatki 0
dhlugosci 1 cm, ktére zostaja umieszczone w stoikach o objetosci 500 ml wypetlionych woda
biezaca. W zakretkach stoikdw zostang wbite dwa otwory, jeden pozwalajacy na wprowadzenie
rurki od pompki stosowanej w akwariach, a drugi spelniajacy role otworu odplywowego dla
powietrza. Material jest przetrzymywany przez 72 h przy cigglym napowietrzaniu przy uzyciu
pompki. Uzyskana zawiesina zostaje przecedzona przez sito o $rednicy oczek 1 000 um w celu
usuniecia resztek roslinnych, a nastepnie przez sito o $rednicy oczek 38 um w celu wyizolowania
nicieni z zawiesiny. Stosowana metoda napowietrzania zawiesiny zapobiega rozktadowi gnilnemu
materialu roslinnego tak, Ze nastepuje tylko minimalny wzrost liczebnosci organizmow
bakteryjnych i grzybowych i wiele sposrodd nicieni pozostaje zywe. Poruszanie si¢ zawiesiny
zawierajagcej material roslinny podczas napowietrzania skutkuje uwolnieniem z tkanki korzeni
wigkszej liczby nicieni, co skutkuje znacznie bardziej doktadng oceng porazenia materiatu
roslinnego.

Nicienie moga by¢ wyekstrahowane z materialu roslinnego takze przy uzyciu metody Coolena
1 D’Herde (1972). Material roslinny zostaje optukany, pociety na kawatki dtugosci okoto 0,5 cm,
a porcje tego materiatu o wadze 5 g s3 macerowane w 50 ml wody biezacej w mikserze do uzytku
domowego przy najnizszej predkosci miksowania, przez 1 min. Ujemna strong tej metody jest to,
ze osobniki nicieni duzych, takie jak osobniki doroste D. dipsaci, moga by¢ w mikserze ulec
pocigciu na kawatki. Zawiesina zawierajaca nicienie i fragmenty tkanki roslinnej zostaje
przecedzona przez sito o $rednicy oczek 750 um umieszczone na sicie o $rednicy oczek 45 um.
Material osadzony na sicie o $rednicy 45 pum zostaje zebrany i przelany do dwoch probowek
wirdwkowych o objetosci 50 ml. Do kazdej probdéwki zostaje dodane okoto 1 ml kaolinu, uzyskana
mieszanina zostaje dokladnie wymieszana i odwirowana przy 3 000 obr. min?t przez
5 min. Supernatant zostaje zdekantowany, a do proboéwek zostaje dodany roztwor sacharozy
(o cigzarze whasciwym 1,13 g/cm®). Mieszanina zostaje doktadnie wymieszana i odwirowana przy
1 750 obr. min przez 1 min. Supernatant zostaje przemyty przez sito o $rednicy oczek 45 um,
osad zostaje zebrany, a nicienie poddane analizie.
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Badanie suchych nasion roslin motylkowatych, wytaczajac te uprawiane tylko na suche ziarno, na
obecno$¢ D. dipsaci przeprowadzane jest zgodnie procedura obejmujacg dwa kroki
(1) pozostawienie pewnej iloSci nasion zanurzonych w napowietrzonej wodzie na noc
1 (2) poddanie czgs$ci nasion ekstrakcji z wykorzystaniem mgietki przez trzy dni. Obecno$¢ nicieni
w wodzie, gdzie byly zanurzone nasiona i w materiale wyekstrahowanym z wykorzystaniem
mgietki, polega na przesianiu wodnych frakcji pozyskanych podczas obu krokéw, a nastepnie na
obserwacjach mikroskopowych w celu identyfikacji. Caty proces trwa okoto siedmiu dni, lecz
moze by¢ skrocony do trzech dni, jesli zostanie wyeliminowany krok (2) (tj. ekstrakcja z
wykorzystaniem mgietki). Zmodyfikowana procedura obejmuje zanurzenie nasion na noc
w napowietrzonej wodzie, a nastepnie przesiewanie i obserwacje mikroskopowe w celu
identyfikacji.

Do ekstrakcji nicieni z gleby moze by¢ uzyta nast¢gpujaca metoda (wedtug Kleynhansa, 1997).
Gleba (250 ml) jest przemywana przez sito o duzej $rednicy oczek (2 mm) do 5 litrowego wiadra.
Woda biezaca zostaje dodana w celu zwigkszenia objetosci do 5 litrow. Zawiesina zostaje
wymieszana, a nastgpnie pozostawiona na okres 30 s celem sedymentacji, przed przecedzeniem
przez sito o srednicy oczek 45 um. Ta procedura zostaje powtdrzona dla gleby znajdujacej si¢ we
wiadrze dwukrotnie, lecz czasy osiadania si¢ materialu zostajg skrocone do 20 s, a nastgpnie 10 s.
Osad po przecedzeniu przez sito o $rednicy oczek 45 um zostaje przeniesiony do probowek
wirdwkowych o objetosci 50 ml. Jesli zawarto$¢ probowek jest bardzo piaszczysta, mozna doda¢
do probowek po 5 ml kaolinu (po czym ich zawarto$¢ doktadnie wymieszac¢) w celu wspomozenia
osiadania si¢ nicieni. Probowki poddaje sie wirowaniu odwirowana przy 1 750 obr. min™ przez 7
min. Supernatant z kazdej probowki zostaje zdekantowany i odrzucony. Roztwor cukru (450 g/litr
wody) zostaje dodany do probowek, a uzyskana mieszanina cukru i1 gleby zostaje doktadnie
wstrzaénieta przed odwirowaniem przy 1 750 obr. mint przez 3 min. Supernatant zostaje
przecedzony przez sito o $rednicy oczek 45 um, a osad zawierajacy nicienie zostaje zebrany w
zlewce do dalszych badan. Jest to podstawowa technika i w zaleznosci od doswiadczenia personelu
technicznego 1 typu gleby, utraconych moze by¢ do 40% nicieni. Inne metody, ktore moga by¢
uzyte do ekstrakcji nicieni z gleby obejmuja dokonang przez Flegga modyfikacj¢ metody Cobba i
metodg¢ z zastosowaniem aparatu Oostenbrinka (EPPO, 2013c). Hooper i in. (2005) opisuje rozne
metody ekstrakcji opracowane z uwzglednieniem rozmiaréw, zaggszczenia i ruchliwosci nicieni.

4. ldentyfikacja

Identyfikacja Ditylenchus spp. na podstawie cech morfologicznych jest mozliwa tylko w
przypadku osobnikow dorostych i najlepiej jest, jesli zard6wno samice jak i samce sag poddawane
analizie pod duzym powigkszeniem mikroskopu. Na preparatach mikroskopowych dobrej jakosci,
mozliwe jest przeprowadzenie identyfikacji do gatunkow D. dipsaci i D. destructor tylko w oparciu
o analize cech morfologicznych. Identyfikacja osobnikow miodocianych nicieni z rodzaju
Ditylenchus w danej probce powinna by¢ stosowana tylko do potwierdzenia obecno$ci danego
gatunku w tej probce. Z uwagi na czeste zasiedlanie przez mikofagiczne Ditylenchus spp.

Miedzynarodowa Konwencja Ochrony Roslin DP 8-14



Protokoty diagnostyczne dla organizmoéw podlegajacych przepisom DP 8

rozktadajgcego si¢ materialu roslinnego, identyfikacja osobnikow nicieni stwierdzanych zaréwno
w probkach materiatu roslinnego jak i gleby powinna by¢ przeprowadzana z duzg starannos$cia.

4.1 ldentyfikacja na podstawie cech morfologicznych

Identyfikacja D. dipsaci i D. destructor powinna opiera¢ si¢ przede wszystkim na podstawie cech
morfologicznych. Metody molekularne opracowane w celu identyfikacji tych gatunkéw moga by¢
uzyte w przypadku niskiego stopnia porazenia, oraz gdy notuje si¢ tylko wyst¢powanie osobnikow
miodocianych. Metody molekularne moga by¢ stosowane do identyfikacji uszkodzonych i
nietypowych osobnikow dorostych, oraz wszystkich stadiow rozwojowych, wliczajac w to
osobniki mtodociane, ktorych identyfikacja do gatunku na podstawie cech morfologicznych nie
jest mozliwa.

4.1.1 Preparowanie osobnikow

Nietrwale preparaty mikroskopowe przeznaczone do szybkiej identyfikacji lub analizy cech
najlepiej dostrzegalnych na osobnikach nieutrwalonych, powinny by¢ przygotowane w
nastepujacy sposob (Kleynhans, 1997):

— Zywe osobniki zostajg przeniesione do kropli wody na szkietku mikroskopowym
podstawowym.

— Szkielko z nicieniami zostaje przez krotki okres czasu podgrzane w ptomieniu palnika
spirytusowego, a nastgpnie z wielokrotnie sprawdza si¢, czy nicienie nadal si¢ ruszaja.
Podgrzewanie zostaje zakonczone, gdy nicienie przestang wykonywacé ruchy.

— Preparat zamyka si¢ szkietkiem mikroskopowym nakrywkowym, ktorego brzegi
zabezpiecza si¢ lakierem do paznokci. Gdy lakier wyschnie, preparat z osobnikami jest
gotowy do analizy.

W celu analizy z wykorzystaniem mikroskopii §wietlnej, zywe nicienie zostang wyekstrahowane z
gleby lub materialu roslinnego, usémiercone przez delikatne ogrzanie (65-70 °C), utrwalone w FAA
(35% wody destylowanej, 10% formaliny o stezeniu 40%, 5% kwasu octowego lodowatego, 50%
alkoholu o st¢zeniu 95%) (Andrassy, 1984), przeniesione do gliceryny (Hooper i in., 2005) i
zamknigte w glicerynie bezwodnej na szkietku mikroskopowym podstawowym po przykryciu
szkietkiem nakrywkowym, tak jak opisali to Seinhorst (1959) i Goodey (1963).

Zalecane jest przeprowadzanie identyfikacji przy uzyciu mikroskopu pod powigkszeniem
od 500% do 1 000x (obiektywy immersyjne) w potaczeniu z réznicujagcym kontrastem fazowym.

4.1.2 Morfologiczne cechy diagnostyczne

Klucze do diagnostyki nicieni z rodzaju Ditylenchus mozna znalezé w pracach Viscardi
i Brzeskiego (1993) oraz Brzeskiego (1998). Klucz pozwalajacy na odroznienie Ditylenchus spp.
od innych nicieni z rzedéw Tylenchida i Aphelenchida jest przedstawiony w Tabeli 1, ponize;j.
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Tabela 1. Klucz pozwalajacy na odroznienie Ditylenchus spp. od innych nicieni z rzedow
Tylenchida i Aphelenchida.

Ujscie grzbietowego gruczotu przelyku w poblizu nasady
sztyletu, srodkowe rozszerzenie przelyku zaokraglone, owalne
lub nie wystepuje.

Tylenchida - 2

Ujscie grzbietowego gruczotu przetyku w $rodkowym
rozszerzeniu przelyku; S$rodkowe rozszerzenie przetyku silnie
rozwinigte, zwykle podtuzne.

Aphelenchida

Przednia cze¢$¢ przetyku (procorpus) i srodkowe rozszerzenie
przetyku nigdy nie tworza jednej cato$ci; sztylet nigdy nie jest
szczegoblnie dhugi.

Procorpus stopniowo rozszerza si¢ 1 jest zespolony ze
srodkowym rozszerzeniem przetyku; sztylet bardzo diugi, a
jego podstawa czesto znajduje si¢ przedniej czegsci sSrodkowego
rozszerzenia przetyku.

Inne rodzaje

Doroste samice robakowate

4

Doroste samice sg osiadtymi pasozytami korzeni, ksztattu
woreczkowatego lub gruszkowatego.

Inne rodzaje

Srodkowe rozszerzenie przelyku z zastawkami.

5

Srodkowe rozszerzenie przetyku bez zastawek.!

Inne rodzaje

Gruczoty przetyku znajdujg si¢ w obrebie tylnego rozszerzenia
przetyku i nie obejmuja jelita lub nieznacznie go obejmuja;
rusztowanie gtowy rzadko wyraznie rozwinigty; sztylet od stabo
rozwinigtego do umiarkowanie silnie rozwinigtego.

Gruczotly przetyku w formie ptatéw obejmujacych jelito;
rusztowanie glowy silnie rozwinigte; sztylet masywny.

Inne rodzaje

Pojedynczy, prodelficzny jajnik; wulwa umieszczona w tylnej
czes$ci ciata.

Dwa jajniki, amfidelficzne; wulwa nieco poza $rodkiem ciata.

Inne rodzaje

! Kilka nie pasozytniczych gatunkéw z rodzaju Ditylenchus posiada srodkowe rozszerzenie przelyku

bez zastawek.
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Samice nie zgrubiate; crustaformeria u samicy w formie | Ditylenchus
quadrikollumelli z czterema rzgdami po cztery komorki kazdy;
torebka kopulacyjna (bursa) u samcoéw obejmuje dwie trzecie
7 dtugosci ogona lub wiece;.

Samice zgrubiale; crustaformeria obejmuje wigcej niz 20 | Inne rodzaje
komorek.

Zrédlo: Przyjeto z Heynsa (1971) i Siddigi (2000).

D. africanus, D. destructor, D. dipsaci, D. gigas i D. myceliophagus sa podobne morfologicznie
1 morfometrycznie, lecz moga by¢ odréznione od siebie na podstawie ponizszych cech
morfologicznych (Tabela 2), pod warunkiem, ze mozliwe jest zmierzenie i poddanie analizom
zardwno samcow jak i samic.

4.1.2.1 Opis Ditylenchus dipsaci

Na podstawie Sturhana i Brzeskiego (1991), Wendta i in. (1995) i Brzeskiego (1998). Szczegoty
1 wyglad nicienia przedstawiono na ryc.10.

Wymiary (kryteria w EPPO (2013b)). (Ex Owies, Avena sativa L., wedtug Blake, 1962,
w Hooper, 1972.) (n =48%9%): L = 1,3 mm + 0,009; a=62 £ 56; b=15+ 1,4, c = 14 + 2,1;
V=80=15 n=23338):L=13mm=0,017;a=63+113;b=15+17,¢c= 14 £ 21;
T=72.

Ogolna morfologia. Ciato u nicieni uSmierconych wyprostowane lub prawie wyprostowane. Pola
boczne z czterema liniami. Gtowa zachowuje ciaglos¢ z reszta ciata (ryc. 10 B). Sztylet dtugosci
10-13 pm u samic, 10—12 pm u samcoéw. Dhugosé czgsci stozkowatej sztyletu wynosi okoto potowy
dhugosci sztyletu, guziki sztyletu okragle i dobrze rozwinigte. Srodkowe rozszerzenie przetyku
umigsnione, a zgrubienia $cianek jego $wiatla majg dhugosc¢ 4-5 um (ryc. 10 A). Tylne rozszerzenie
przetyku nie zachodzi na jelito, lub obejmuje jelito na dlugosci kilku mikrometréw. Otworek
wydalniczy naprzeciwko tylnej czesci isthmus lub gruczotowego rozszerzenia przetyku. Dhugosé
woreczka zapochwowego ma okoto polowy lub nieco wigcej odleglosci migdzy wulwa a odbytem
(ryc. 10 D). Bursa u samcow obejmuje trzy czwarte dtugosci ogona. Spikule dtugosci 23—-28 um.
Ogony u obu plci stozkowate, zaostrzone na koncu.

Morfologiczne cechy diagnostyczne. Liczba linii bocznych (cztery) (ryc. 10 F), stosunkowo dtugi
sztylet, dlugo$¢ woreczka zapochwowego 1 ogon zaostrzony na koncu (ryc. 10 D) sa cechami
pozwalajacymi na identyfikacje tego gatunku (Andrassy, 2007). D. dipsaci moze by¢ odrozniony
od D. gigas na podstawie mniejszej dtugosci samicy (1,0-1,7 mm w przeciwienstwie do
1,6-2,2 mm) i wigkszej odleglosci migdzy wulwa i odbytem (202266 um w przeciwienstwie do
132-188 um) (Vovlas i in., 2011). Gdy nicienie obserwowane sg z boku, spikule u D. dipsaci sg
bardziej tukowato zgicte niz u D. destructor (ryc. 10 C). Patrz Karssen i Willemsen (2010) w celu
zdobycia dodatkowych informacji na temat spikul i ich wykorzystania do identyfikacji
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D. dipsaci i D. destructor. Nalezy zauwazy¢, ze V. faba zawiera glownie larwy czwartego stadium
nicienia.

4.1.2.2 Opis Ditylenchus destructor

Wedlug Sturhana and Brzeskiego (1991) oraz Brzeskiego (1998). Szczegoty i wyglad nicienia
przedstawiono na ryc.11.

Wymiary (wedlug Goodeya, 1952, z rdéznych zywicieli - roslin wyzszych). (n = 2379 9):
L = 1,07 (0,69-1,89) mm; a = 32 (18-49); b = 7 (4-12); ¢ = 17 (9-30); V = 80 (73-90).
(n=23183): L=0,96 (0,76-1,35) mm; a = 35 (24-50); b =7 (4-11); c = 14 (11-21); T = 65 (40—
84).

Ogolna morfologia. Osobniki doroste D. destructor sg niewielkimi, robakowatymi zwierzgtami,
dtugosci 0,8—1,4 mm, szerokosci 23—47 um, lekko tukowato zgigte po stronie brzusznej. Wystepuje
zmienno$¢ morfometryczna osobnikdéw dorostych w zalezno$ci od zywiciela 1 wieku. Ogolny
wyglad samcoéw 1 samic jest podobny. Na polach bocznych =znajduje si¢ sze$¢ linii
(ryc. 11 F), ograniczonych do dwoch w okolicy szyi i ogona. Pierscieniowanie kutikuli i glowy
delikatne, gtowa czgsto wezsza od sasiadujaca z nig resztg ciala, a mozna na niej rozroznic, z
wykorzystaniem mikroskopu elektronowego skaningowego, okoto czterech pierscieni (Wendt i in.,
1995). Sztylet dtugosci 10-12 um, a czasami opisywano osobniki o sztyletach majacych dlugosc¢
14 pm. Czg$¢ stozkowa sztyletu stanowi 45-50% dlugos$ci sztyletu, guziki sztyletu wyrazne,
zaokraglone lub skierowane ku tylowi. Srodkowe rozszerzenie przetyku umigénione,
a zgrubienia $cianek jego $wiatta (lub zastawki) majg dlugos¢ okoto 3 um. Tylne rozszerzenie
przetyku obejmuje jelito na niewielkiej dtugosci po grzbietowej tronie ciala, chociaz niekiedy
obserwuje si¢ osobniki, u ktorych tylne rozszerzenie przetyku nie zachodzi na jelito (ryc. 11 A).
Otworek wydalniczy na wysokosci gruczoléw przelyku. Dlugo$¢ woreczka zapochwowego
wynosi okoto trzech czwartych odlegtosci miedzy wulwg a odbytem (ryc. 11 E). Dlugos¢ jaja
dwukrotnie wigksza od jego szerokosci. Dlugos¢ woreczka zapochwowego wynosi okoto potowy
lub nieco wigcej odlegtosci migdzy wulwa a odbytem (Andréassy, 2007). Wargi wulwalne grube,
uwypuklone (ryc. 11 B). Przedni jajnik wyprostowany, niekiedy osiaga rejon przetyku. Diugosé
woreczka zapochwowego wynosi 40-98% odlegtosci miedzy wulwg a odbytem i nie funkcjonuje
on jako spermateka (ryc. 11 E). Bursa u samcow obejmuje 50-90% dtugosci ogona. Spikule
dhugosci 24-27 um. Ksztatt spikul D. dipsaci rozni si¢ od ksztattu spikul D. destructor w zakresie
wystegpowania Wybrzuszenia po brzusznej stronie obszaru calomus (ryc. 12) (Karssen i Willemsen,
2010). Jadro jest wyprostowane 1 osigga nasade przelyku. Ogon u obu pici stozkowaty, a jego
dhugos¢ jest od trzech do pigciu razy wigksza od szerokosci ciala na wysokosci odbytu, zwykle
zgiety na stron¢ brzuszng, zaokraglony na koncu.
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Morfologiczne cechy diagnostyczne. D. destructor jest podobny do D. dipsaci, lecz rézni si¢ od
tego gatunku posiadaniem sze$ciu linii na polach bocznych (ryc. 11 F), dluzszym woreczkiem
zapochwowym 1 delikatnie zaokragglonym zakonczeniem ogona (ryc. 11 D). Morfologicznie
D. destructor rézni si¢ od D. africanus gtownie pod wzgledem dhugosci sztyletu, ktorej wartosci
nieco zachodza na siebie, oraz dtugoscia spikul, w zwiagzku z tym populacji musza by¢ obecne
samce. Technika reakcji tancuchowej polimerazy (PCR) jest wystarczajaco czuta do wykazania
roznic migdzy blisko spokrewnionymi rodzajami, stgd Wendt i1 in. (1995) wykorzystali
polimorfizm dtugo$ci fragmentow restrykcyjnych (RFLP) do odrdznienia D. destructor od
D. africanus. Gdy nicienie obserwowane sg z boku, spikule u D. dipsaci sa bardziej tukowato
zgigte niz u D. destructor (ryc. 11C) 2.

Uwagi. Powyzsze cechy moga wykazywaé zmienno$¢ i jest prawie niemozliwe dokonaé
identyfikacji do gatunku pojedynczego osobnika. Zaleca si¢ poddanie analizom przynajmniej
jednego samca i jednej samicy. Przyktadowo liczba linii bocznych u samcow moze ulec
zmniejszeniu do czterech w okolicy ogona, przyjmujac uktad podobny jak u D. dipsaci.

2W oryginalnym teks$cie podano ,,Gdy nicienie obserwowane sg z boku, spikule u D. dipsaci sg mniej tukowato
zgiete niz u D. destructor”, co jest btednym zapisem zwazywszy na tekst w punkcie 4.1.2.1 irys.11 C. Tekst
poprawiono na wlasciwy (przyp. thum).
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Tabela 2. Porownanie cech diagnostycznych Ditylenchus africanus, Ditylenchus destructor,

Ditylenchus dipsaci, Ditylenchus gigas i Ditylenchus myceliophagus.

D. destructor 0% ENATETITE D. myceliophagus | D. gigas 05 Gl
(wedlug . (wedlug
Cecha (wedlug - (wedlug Hesling, | (wedlug Vovlas
Hooper, 1973) | YWendtiin, | ;g7 iin., 2011) R
: 1995) ; 1972)
Dlugos$c¢ ciata 0,8-1,9 0,7-1,1 0,6-1,4 1,6-2,2 1,0-1,7
samicy (mm)
Liczba linii 6 6-15 6 4 4
bocznych
Ksztalt zakonczenia Zaokraglone Zaokraglone Zaokraglone Od zaostrzonego | Zaostrzone
ogona po delikatnie
zaokraglone
¢ (dhugos¢ 14-20 8,8-1,,9 8,2-17 15,7-27,6 11-20
ciata/dlugos¢ ogona)
u samicy
Tylne rozszerzenie Kroétkie, po Kroétkie, po Krotkie, po stronie | Nieznacznie Nie
przetyku stronie stronie grzbietowej obejmuje jelito obejmuje
grzbietowej grzbietowej obejmuje jelito jelita
obejmuje jelito | obejmuje
jelito
Dlugo$¢ sztyletu 10-14 8-10 7-8 10,5-13,0 10-12
(um) samicy
PUS/odleglosé 53-90 37-85 30-69 Okolo 50 %% 40-70
mi¢dzy wulwa a
odbytem (%)°
Dtugo$é spikul (um) 24-27 17-21 15-20 23,5-28 23-28
Dlugo$é torebki 50-70 48-66 20-55 72-76 40-70
kopulacyjnej (jako
% dhugosci ogona)
Preferencja Roéliny wyzsze | OrzeszKi Grzybnia grzybow | Rosliny wyzsze | Rosliny
pokarmowa® i grzybnia ziemne i wyzsze i
grzybow grzyby grzyby
3PUS, postwulwalna cze$é woreczka zapochwowego.
4 Obliczone na podstawie opisu gatunku.
5 Pomocnicze w przypadku niejednoznacznych kryteriow morfologicznych.
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4.2 ldentyfikacja molekularna

Gdy zaistnieje taka koniecznos$¢, mozliwe jest przeprowadzenie identyfikacji molekularnej
gatunkow D. dipsaci lub D. destructor, szczegdlnie jesli mozemy mie¢ do czynienia z gatunkami
podobnymi (np. D. myceliophagus, D. africanus lub D. gigas) i ostatecznie nie mozna rozréznié
morfologicznie czy jest to gatunek docelowy.

W takim przypadku, roztwdr zawierajacy osobniki nicieni najkorzystniej przechowywac jest w
niskiej temperaturze (to jest w lodowce) przez okres nie dtuzszy niz kilka dni przed procesem
ekstrakcji DNA.

W niniejszym protokole diagnostycznym, metody (wlgczajac w to odniesienia do marek) opisane
sa tak jak je opublikowano, poniewaz okresla to oryginalny poziom uzyskanej czutosci,
specyficznosci i/lub odtwarzalnosci. Uzycie w niniejszych protokotach diagnostycznych nazw
handlowych odczynnikéw chemicznych i marek sprzetu nie pocigga za soba wykluczenia
zastosowania innych odczynnikow i sprzgtu, ktore takze moga by¢é wiasciwe. Procedury
laboratoryjne przedstawione w protokotach moga by¢ dostosowane do standardéw poszczegolnych
laboratoriow, pod warunkiem, ze sg one odpowiednio zwalidowane.

4.2.1 Ditylenchus dipsaci

W celu umozliwienia identyfiikacji D. dipsaci zostaly opracowane rdéznorodne metody
molekularne.

Hybrydyzacja Southerna (Wendt i in., 1993) oraz elektroforeza (Tenente i Evans, 1997; Palazova
i Baicheva, 2002) zostaly wykorzystane do zbadania koncepcji istnienia ras w obrgbie gatunku
D. dipsaci oraz genetycznej roznorodnosci posrod gatunkow Ditylenchus.

Metody molekularne zostaly dokladnie przebadane réwniez na potrzeby szczegdlowej
identyfikacji, gtownie poprzez PCR lub PCR-RFLP, a takze w celu wykrywania zréznicowania w
obrebie populacji poprzez zastosowanie analizy sekwencyjnej (Leal-Bertioli i in., 2000; Zouhar
i in., 2002).

Zostalo opublikowanych sze$¢ testow molekularnych (PCR, PCR-RFLP), ktére moga by¢
wykorzystane w identyfikacji D. dipsaci; sa one opisane w sekcjach od 4.2.4 do 4.2.9.
Specyficzno$¢ kazdego testu zawarta jest w opisie, jak i rodzaj i gatunki nicieni w stosunku do
ktorych kazdy test zostat sprawdzony.

Molekularna analiza sekwencji z r6znych rejonow rybosomalnego (r)DNA (rejon wewnetrznej
sekwencji transkrybowanej; ang. internal transcribed spacer, (ITS)1-5.8S-1TS2, fragment D2-D3
genu s8S°, matej podjednostki 18S, czesci mitochondrialnego genu kodujacego I podjednostke

& W dokumencie zrédtowym istnieje zapis o fragmencie D2-D3 genu 28S (przyp. tlum.)
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oksydazy cytochromowej (mitochondrialne (mt)DNA)) i sekwencji genu hsp90 (jadrowe
(n)DNA)), wyraznie réznicuje D. gigas od D. dipsaci s.s. (Vovlas i in., 2011).

4.2.2 Ditylenchus destructor

Diagnostyka molekularna dla D. destructor oparta jest na PCR-RFLP lub sekwencjonowaniu
rejonu ITS (internal transcribed spacer) genu rRNA.

Wendt 1 in. (1993) wykazali, ze przeprowadzenie PCR-RFLP dla rejonu ITS, umozliwia
odroznienie D. destructor posozytujacego na ziemniaku od dwoéch ras D. dipsaci oraz od
D. myceliophagus. Opublikowali oni profile diagnostyczne RFLP dla tych trzech gatunkow.
D. africanus mozna odr6zni¢ od D. destructor poprzez nastepujaca kombinacje: RFLP rejonu ITS
rDNA wygenerowany przy zastosowaniu siedmiu enzymow restrykcyjnych.

Jiiin. (2006) uzyskali profile RFLP dla kilku populacji D. destructor z batatow i ujawnili pewne
roznice w ich profilach RFLP.

Powers i in. (2001) jako pierwsi zsekwencjonowali region ITS1 dla D. dipsaci, ale w chwili
obecnej w bazie danych GenBank dostepnych jest juz ponad 50 sekwencji fragmentow rRNA
uzyskanych z D. destructor, pozyskanych z roznych lokalizacji i roslin zywicielskich.

4.2.3 Ekstrakcja DNA

Ekstrakcja DNA przeprowadzana jest z kilku osobnikow mtodocianych lub dorostych
umieszczonych w mikroprobowce. Proces ekstrakcji DNA opisany zostat przez Webstera i in.
(1990).

4.2.4 Test ITS-rRNA PCR-RFLP dla D. dipsaci i D. destructor

Test ten opracowany zostat przez Wendta i in. (1993).

Metodologia

Uniwersalne startery ITS rRNA (jak opisal to Vrain i in. (1992)) stosowane w tym tescie to:
18S: 5-TTGATT ACGTCCCTGCCCTTT-3’

26S:5'-TTT CACTCG CCG TTA CTA AGG-3'

Amplikony majg wielkos¢ 900 par zasad (base pairs) (bp) zarowno dla D. dipsaci jak i
D. myceliophagus, oraz 1 200 bp dla D. destructor.

Amplifikacj¢ przeprowadzono zgodnie z zaleceniami producenta zestawow do PCR zawierajacych
polimeraze Taq DNA, nukleotydy oraz bufor reakcyjny.
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Parametry reakcji PCR” to pierwszy cykl 1,5 min. w 96 °C, 30 s w 50 °C i 4 min. w 72 °C; 40 cykli
po 45 sw 96 °C, 30 s w 50 °C 1 4 min. w 72 °C; i koncowy cykl 45 s w 96 °C, 30 s w 50 °C 1 10
min. w 72 °C. Po amplifikacji DNA, 2-5 pl produktu rozdzielane jest w 1% zelu agarozowym.
Pozostata cze$¢ jest przechowywana w temperaturze -20°C i uzywana do RFLP. Do rozréznienia
D. destructor i D. dipsaci od innych gatunkow Ditylenchus przydatnych jest kilka enzymow
restrykcyjnych; na przyktad, Haelll, Hpall, Hinfl oraz Rsal (Wendt i in., 1993). Dhugosci
fragmentow restrykcyjnych generowanych przy uzyciu tych enzymow diagnostycznych podano w
Tabeli 3.

Tabela 3. Przyblizona dtugo$¢ (bp) fragmentow RFLP ITS-rRNA dla gatunkow Ditylenchus
uzyskana przy zastosowaniu czterech enzymow restrykcyjnych.

Enzym D. destructor | D. myceliophagus | D. dipsaci D. gigas * Etfricanus
Produkt PCR nie 1200 900 900 900 1000
poddany cigciu
Haelll 450, 170 450, 200 900 800, 200 650, 540
Hpall 1000 900 320, 200, 180 600, 200 950
Hinfl 780, 180 630, 310 440, 350, 350, 150 450, 340,

150 150,
130, 100
Rsal 600, 250, 170 900 450, 250, 490, 450 690, 450
140

Zrédto: Wendt i in. (1993, 1995).

bp, pary zasad; ITS, wewngtrzna sekwencjia transkrybowana; PCR, tancuchowa reakcja polimerazy; RFLP,
polimorfizm dhugos$ci fragmentow restrykcyjnych; rRNA, rybosomalny RNA.

1 W oryginalnym dokumencie nazywany D. dipsaci rasa olbrzymia.
4.2.5 Test SCAR PCR dla D. dipsaci

Ten oparty na sekwencyjnie charakteryzowanym regionie amplifikowanym (SCAR) PCR test
(ang. sequence characterized amplified region), opracowany przez Esquibet i in. (2003),
zaprojektowany zostal jako gatunkowo-specyficzny test dla D. dipsaci z mozliwoscia
zréznicowania pomiedzy rasami normalng i olbrzymia. Byl on sprawdzony w stosunku do

" Parametry reakcji PCR to te, opisane w oryginalnym artykule (Wendt i in., 1993). Rozwdj termocykleréw oraz
odczynnikéw uzywanych do reakcji PCR moze prowadzi¢ do konieczno$ci zmiany tych parametrow.
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D. myceliophagus (jedna populacja), D. dipsaci rasa normalna (11 populacji z r6znych zywicieli
oraz lokalizacji) oraz D. dipsaci rasa olbrzymia, opisana jako D. gigas przez Vovlas i in. (2011)
(11 popuacji z roznych lokalizacji wyizolowanych z V. faba).

Metodologia

Zastosowane startery specyficzne dla D. dipsaci, to:

D. dipsaci (rasa normalna):

HO05: 5'-TCA AGG TAATCT TTT TCC CCA CT-3’

HO06: 5'-CAA CTG CTA ATG CGT GCT CT-3'

D. dipsaci (rasa olbrzymia, opisana jako D. gigas przez Vovlas i in. (2011)):
D09: 5'-CAA AGT GTT TGA TCG ACT GGA-3’

D10: 5'-CAT CCC AAA ACA AAG AAA GG-3'

Amplikon ma wielko$¢ okoto 242 bp dla D. dipsaci (rasa normalna) i 198 bp dla D. dipsaci (rasa
olbrzymia). Dla obu zestawow starter6w nie obserwuje sie amplifikacji w przypadku gatunkow
iras innych niz docelowe (Esquibet i in., 2003).

Sktad 10 pl mieszaniny PCR to: 1,5 mM MgClz, 250 uM kazdego dNTP, 690 nM kazdego startera
dla duplex PCR (H05-HO06) lub (D09-D10) albo 500 nM kazdego startera dla reakcji multiplex
PCR (H05-H06-D09-D10) i 0,5 U Taqg DNA polimerazy. Parametry reakcji to: wstgpna denaturacja
3 min w 94 °C; 30 cykli po 1 min., w 94 °C, I min. w 59 °C i I min. w 72 °C; i koncowa elongacja
10 min. w 72 °C. Produkty PCR analizuje si¢ metodg elektroforezy w zelu agarozowym.

4.2.6 Test PCR specyficzny dla 18S i ITS1 dla D. dipsaci

Test ten, opracowany przez Subbotina i in. (2005), zaprojektowany zostat jako specyficzny dla
gatunku test dla D. dipsaci s.s. (tylko rasa normalna). Byl on sprawdzony w stosunku do
D. destructor (jedna populacja), D. dipsaci rasa normalna (18 populacji z ré6znych zywicieli oraz
lokalizacji) oraz Ditylenchus sp. (12 populacji z réznych zywicieli oraz lokalizacji).

Metodologia

Zastosowane startery specyficzne dla D. dipsaci, to:

rDNA2: 5'-TTT CAC TCG CCG TTA CTA AGG-3' (Vrain i in., 1992)
DitNF1: 5'-TTA TGA CAA ATT CAT GGC GG-3'

Amplikon ma wielkos$¢ okoto 263 bp dla D. dipsaci s.s. (rasa olbrzymia, pézniej nazwana D. gigas
zostasta nieuwzgledniona). Nie obserwuje si¢ amplifikacji dla gatunkéw innych niz docelowy.

Miedzynarodowa Konwencja Ochrony Roslin DP 8-24



Protokoty diagnostyczne dla organizmoéw podlegajacych przepisom DP 8

Sktad 25 pl mieszaniny PCR to: 1x bufor PCR uzyskany z 10xbuforu zawierajacego 15 mM
MgClz, 0,2 mM kazdego dNTP, 60 nM kazdego startera i 1 U Taq DNA polimerazy. PCR
prowadzony jest w 96-dotkowym termocyklerze wyposazonym w modut Peltiera (PTC100, MJ
Research?®) przy nastepujacych parametrach: poczatkowo 4 min. w 94 °C; 35 cykli po 15 s w
94 °C,30sw57°Ci30sw 72 °C;ikoncowa elongacja 10 min. w 72 °C. Produkty PCR analizuje
si¢ metodg elektroforezy w zelu agarozowym.

4.2.7 Test PCR specyficzny dla 5.8S rDNA dla D. dipsaci

Test ten, opracowany przez Marek i in. (2005), zaprojektowany zostat jako specyficzny dla gatunku
test dla D. dipsaci. Byt on sprawdzony w stosunku do D. dipsaci (trzy europejskie populacje z
réznych zywicieli) oraz w stosunku do populacji rodzajow niedocelowych (Globodera pallida,
Bursaphelenchus xylophilus, Rhabditis spp.).

Metodologia

W celu identyfikacji D. dipsaci zostaly opracowane dwa specyficzne zestawy starterow, ale
najbardziej czuly (wykrycie 10 pg docelowego DNA) jest:

PF1: 5'-AAC GGC TCT GTT GGC TTC TAT-3'
PR1: 5'-ATT TAC GAC CCT GAG CCA GAT-3'

Amplikon powstaty z zastosowaniem tego zestawu starteroOw ma w przyblizeniu wielkos¢ 327 bp
dla D. dipsaci.

Sktad 25 pl mieszaniny PCR to: 1x bufor Taq, 1,5 mM MgClz, 200 uM kazdego dNTP, 10 pmol
kazdego startera (zestaw starterow PF1-PR1) i 1,5 U Taq DNA polimerazy (Fermentas®). Test PCR
prowadzony byt w 96-dotkowym termocyklerze wyposazonym w modut Peltiera (PTC200, MJ
Resarch®), przy nastgpujacych parametrach: 3 min w 94 °C; 30 cykli po 2 min. w 94 °C, 30 s w 62
°C 12 min. w 72 °C; i koncowa elongacja 10 min. w 72 °C. Produkty PCR analizuje si¢ metoda
elektroforezy w zelu agarozowym.

4.2.8 Test PCR specyficzny dla 5.8S rDNA i ITS dla D. dipsaci

Test ten, opracowany przez Kerkoud i in. (2007), zaprojektowany zostat jako specyficzny dla
gatunku test dla D. dipsaci. Byt on sprawdzony w stosunku do D. dipsaci (dziesi¢¢ populacji

8 W niniejszym protokole diagnostycznym, metody (wlaczajac w to odniesienia do marek) opisane sa tak jak je
opublikowano, poniewaz okresla to oryginalny poziom uzyskanej czulosci, specyficznosci i/lub odtwarzalnosci.
Uzycie w niniejszych protokotach diagnostycznych nazw handlowych odczynnikéw chemicznych i marek sprzetu
nie pocigga za sobag wykluczenia zastosowania innych odczynnikow i sprzetu, ktore takze moga by¢ wihasciwe.
Procedury laboratoryjne przedstawione w protokotach mogg by¢ dostosowane do standardow poszczegdlnych
laboratoriow, pod warunkiem, ze sg one odpowiednio zwalidowane

Miedzynarodowa Konwencja Ochrony Roslin DP 8-25



Protokoty diagnostyczne dla organizmoéw podlegajacych przepisom DP 8

z roznych zywicieli oraz lokalizacji), D. africanus, D. destructor, D. myceliophagus,
Aphelenchoides ritzemabosi (po jednej populacji dla kazdego gatunku) oraz Ditylenchus sp.
(zgodnie z opracowaniem teraz opisywany jako D. gigas) (dziesi¢¢ populacji z roznych lokalizacji
wyizolowanych z V. faba).

Metodologia

Uzywane sg dwa zestawy specyficznych starterow, jeden do identyfikacji tylko D. dipsaci, a drugi
do identyfikacji D. gigas i D. dipsaci. Zastosowanie obu zestawow starteréw umozliwia
oddzielenie D. gigas od D. dipsaci. Startery:

Pierwszy zestaw starterow:
DdpS1: 5-TGG CTG CGT TGA AGA GAA CT-3'
rDNA2: 5'-TTT CAC TCG CCG TTA CTA AGG-3' (Vrain i in., 1992)

Amplikon ma wielko$¢ okoto 517 bp dla D. dipsaci. Nie obserwuje sie amplifikacji w przypadku
gatunkoéw innych niz docelowe, wiacznie z D. gigas.

Drugi zestaw starterow:

DdpS2: 5'-CGA TCA ACC AAA ACA CTA GGA ATT-3'

rDNA2: 5'-TTT CAC TCG CCG TTA CTA AGG-3' (Vrain i in., 1992)
Amplikon ma wielko$¢ okoto 707 bp dla D. dipsaci i D. gigas.

Sktad 20 pl mieszaniny PCR to: 1,5 mM bufor do amplifikacji o koncowym stezeniu MgCl, 5 mM,
200 uM kazdego dNTP, 0,5 uM kazdego startera (w reakcji simplex PCR z DdpS1-rDNA2 lub
DdpS2-rDNA2; w duplex PCR, koncowe stezenie startera DdpS1 wynosi 0,5 uM podczas gdy dla
starterow DdpS2 i rDNA2 jest ono 1 uM) i 1 U Taq DNA polimerazy (MP Biomedicals®). Test
PCR prowadzony byt w 96-dotkowym termocyklerze wyposazonym w modut Peltiera (GeneAmp
9600 PCR System, Perkin Elmer8), przy nastepujacych parametrach: 1 min. w 94 °C; 40 cykli po
30s w94 °C,30sw60°Cid5sw72°C;ikoncowa elongacja 10 min. w 72 °C. Produkty PCR
analizuje si¢ metoda elektroforezy w zelu agarozowym.

4.2.9 Test SCAR PCR dla D. dipsaci

Ten SCAR PCR opracowany przez Zouhara i in. (2007), zaprojektowany zostal jako specyficzny
dla gatunku test dla D. dipsaci. Byt on sprawdzony tylko w stosunku do D. dipsaci (dziesig¢¢
europejskich populacji z r6znych zywicieli).

Miedzynarodowa Konwencja Ochrony Roslin DP 8-26



Protokoty diagnostyczne dla organizmoéw podlegajacych przepisom DP 8

Metodologia

Dla identyfikacji D. dipsaci zaprojektowane zostaly dwa specyficzne zestawy starterow:
Pierwszy zestaw starterow:

DIT 2 forward: 5'-GCA ATG CAC AGG TGG ATA AAG-3'

DIT 2 reverse: 5'-CTG TCT GTG ATT TCA CGG TAG AC-3’

Amplikon powstaly z zastosowaniem tego zestawu starterow ma w przyblizeniu wielkos¢ 325 bp
dla D. dipsaci.

Drugi zestaw starterow:
DIT 5 forward: 5'-GAA AAC CAA AGA GGC CGT AAC-3'
DIT 5 reverse: 5'-ACC TGATTC TGT ACG GTG CAA-3’

Amplikon powstatly z zastosowaniem tego zestawu starterow ma w przyblizeniu wielko$¢ 245 bp
dla D. dipsaci.

Skfad 25 pl mieszaniny PCR to: 1x PCR bufor (Fermentas®), 1,5 mM MgCl,, 200 uM kazdego
dNTP, 10 pmol kazdego ze starteréw (albo z zestawu starterow DIT 2 lub z zestawu DIT_5), 1,5
U Taq DNA polimerazy (Fermentas®) oraz 50 ng DNA jako matrycy. PCR prowadzony jest w 96-
dotkowym termocyklerze wyposazonym w modul Peltiera (PTC200, MJ Research®), przy
zastosowaniu nastepujacych parametréw: 3 min. w 94 °C; 30 cykli pol min. w 94 °C, 30 s w 60
°C 11 min. w 72 °C; 1 koncowa elongacja 10 min. w 72 °C. Produkty PCR analizuje si¢ metoda
elektroforezy w zelu agarozowym.

4.2.10 Kontrole w testach molekularnych

Aby wynik testu mozna byto uzna¢ za wiarygodny - zaleznie od rodzaju przeprowadzanego testu
oraz od wymaganego poziomu pewnosci - nalezy rozwazy¢ uzycie wtasciwych kontroli dla kazdej
serii izolacji kwasu nukleinowego i amplifikacji kwasu nukleinowego, czy to z docelowego
agrofaga czy tez docelowego kwasu nukleinowego. Minimalnymi kontrolami, jakie powinny by¢
zastosowane w badaniu sg: kontrola pozytywna kwasu nukleinowego, negatywna kontrola
amplifikacji oraz negatywna kontrola ekstrakcji.

Kontrola pozytywna kwasu nukleinowego. Kontrola ta uzywana jest w celu monitorowania
wydajnosci amplifikacji (poza procesem ekstrakcji). W tym celu mozna wykorzysta¢ wstepnie
przygotowany (przechowywany) kwas nukleinowy docelowego nicienia.

Negatywna kontrola amplifikacji (kontrola pozbawiona matrycy). Podczas wykonywania
konwencjonalnego PCR kontrola ta niezbgdna jest w celu wykluczenia wynikéw falszywie
pozytywnych bedacych skutkiem kontaminacji powstatej podczas procesu przygotowywania
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mieszaniny reakcyjnej. Na etapic amplifikacji dodawana jest woda o czystosci molekularnej,
ktorej uzyto do przygotowania mieszaniny reakcyjne;.

Negatywna kontrola ekstrakcji. Kontola ta stosowana jest w celu monitorowania kontaminacji
podczas procesu ekstrakcji kwaséw nukleinowych. Kontrola ta obejmuje ekstrakcje kwasu
nukleinowego i pozniejsza amplifikacj¢ jedynie z buforu ekstrakcyjnego. W przypadku, gdy
spodziewana jest duza liczba probek pozytywnych zaleca si¢ zastosowanie w badaniu kontroli
wielokrotnych.

4.2.11 Interpretacja wynikow konwencjonalnego PCR

Specyficzny wzgledem patogenu PCR uznany zostanie za wazny, tylko wtedy, gdy spetnione
zostang oba ponizsze kryteria:

- kontrola pozytywna generuje amplikon o wielko$ci wiasciwej dla docelowego gatunku nicient,

- w negatywnej kontroli ekstrakcji oraz w negatywnej kontroli amplifikacji brak jest amplikonow
o wielko$ci wlasciwej dla docelowych gatunkdéw nicieni,

5. Zapisy

Nalezy zachowa¢ zapisy i material dowodowy, tak jak opisano to w ISPM 27 (Protokoty
diagnostyczne dla organizmow podlegajgcych przepisom).

W przypadku gdy wynik diagnozy moze by¢ niepomysiny dla innych umawiajacych si¢ stron,
zapisy 1 dowody (zwtaszcza utrwalone lub spreparowane osobniki, fotografie istotnych cech
diagnostycznych, wyizolowane DNA, fotografie Zelu, o ile ma to zastosowanie), powinny by¢
zachowane przynajmniej przez rok.

6. Punkty kontaktowe do uzyskania dalszych informacji
Dalsze informacje na temat tego protokotu moga by¢ uzyskane od:

Biosystematics Division, ARC-PPRI, Private Bag X134, Queenswood, 0121 Republika
Potudniowej Afryki (Antoinette Swart; e-mail: SwartA@arc.agric.za).

Plant Pest Diagnostic Center, California Department of Food and Agriculture, 3294 Meadowview
Road, Sacramento, CA 95832-1448, United States (Sergei Subbotin; e-mail: subbotin@ucr.edu).

Charlottetown Laboratory — Potato Diseases, Canadian Food Inspection Agency, 93 Mount Edward
Rd, Charlottetown PEI, C1A 5T1, Kanada (Harvinder Bennypaul; e-mail:
bennypaulhs@inspection.gc.ca).
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Prosba o rewizje¢ protokotu diagnostycznego moze by¢ przedtozona przez krajowa organizacje
ochrony roslin (NPPO), regionalng organizacj¢ ochrony roslin (RPPO) lub pomocnicze gremia
Komisji ds. Srodkéw Fitosanitarnych (CPM) poprzez Sekretariat IPPC (ippc@fao.org), ktory
skieruje ja do Panelu Technicznego ws. Protokoléw Diagnostycznych (TPDP).

7. Podzi¢kowania

Projekt tego protokotu przygotowali Antoinette Swart (Nematology Unit, Biosystematics Division,
ARC-PPRI, Republika Potudniowej Afryki), Eliseo Jorge Chaves (INTA-Estacion Experimental
de Balcarce, Laboratorio de Nematologia, Argentyna) i Renata C.V. Tenente (EMBRAPA,
Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brazylia).

Opis metod molekularnych przygotowat Sergei Subbotin (Plant Pest Diagnostic Center, California
Department of Food and Agriculture, 3294 Meadowview Road, Sacramento, CA 95832-1448,
Stany Zjednoczone).

Nastegpujacy nematolodzy udoskonalili niniejszy protokot przekazujac swoje komentarze:
- Harvinder Bennypaul (Canadian Food Inspection Agency, Kanada),
- Johannes Hallmann (Julius Kiihn-Institut, Niemcy),

- Mikhail Pridannikov (Center of Parasitology, A.N. Severtsov Institute of Ecology and Evolution,
Rosja),

- P. Castillo (Instituto Agricultura Sostenible, Consejo Superior de Investigaciones Cientificas,
Hiszpania).

8. Materialy Zrodlowe
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pp. 24-25. Stuttgart, Germany, Gustav Fischer Verlag. 509 pp.

Andrassy, 1. 2007. Free-living nematodes of Hungary (Nematoda Errantia) 1. W Pedazoologica
Hungarica No. 4, pp. 145-154. Budapest, Hungarian Natural History Museum and Systematic
Zoology Research Group of the Hungarian Academy of Sciences. 496 pp.
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9. llustracje

Ryc.1. Nasiono Vicia faba porazone przez Ditylenchus dipsaci (z widoczng welng z nicieni).
Fotografia dzieki zyczliwosci G. Caubel, Nemapix (1999).
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Ryc. 2. Allium sativum porazony przez Ditylenchus dipsaci.
Fotografia dzigki zyczliwosci G. Caubel, Nemapix (1999).
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Ryc. 3. Mtode rosliny Allium cepa porazone przez Ditylenchus dipsaci.
Fotografia dzieki Zyczliwosci E. Hennig, Panstwowa Inspekcja Ochrony Roslin i Nasiennictwa,
Torun, Polska.
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Ryc. 4. Czosnek porazony przez Ditylenchus dipsaci.
Fotografia dzigki zyczliwosci G. Caubel, Nemapix (2002).

Ryec. 5. Narcissus spp. Porazony przez Ditylenchus dipsaci.
Fotografia dzigki zyczliwosci G. Caubel, Nemapix (1999).
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Ryc. 6. Przekrdj poprzeczny przez cebule Narcissus sp. porazong przez Ditylenchus dipsaci.
Fotografia dzieki Zyczliwosci C.W. Laughlin, Nemapix (2002).

Ryc. 7. Przekroj poprzeczny buraka cukrowego. porazonego przez Ditylenchus dipsaci.
Fotografia dzieki Zyczliwosci C. Hogger, Nemapix (1999).
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Ryc. 8. Poprzeczny przekrodj przez ziemniak porazony przez Ditylenchus destructor w poréwnaniu
z ziemniakiem nieporazonym
Fotografia dzieki Zyczliwosci S. Ayoub, Nemapix (2000).

Ryc. 9. Ziemniaki o r6znym stopniu porazenia przez Ditylenchus destructor.
Fotografia dzieki Zyczliwosci H. Andersen.
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Ryc. 10 Ditylenchus dipsaci (Kiihn, 1857) Filipjev, 1936 (wedtug Sturhana i Brzeskiego, 1991).

(B) gtowa samicy; (C) samiec, okolica wystepowania spikul;

2

(A) samica, okolice przetyku;
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Ryc. 11. Ditylenchus destructor Thorne, 1945 (wedlug Sturhana and Brzeskiego, 1991).

(A) samica, okolice przetyku; (B) glowa samicy; (C) samiec, okolica wystepowania spikul;
(D) zakonczenie ogona dwoch samic; (E) czes¢ uktadu rozrodczego samicy; 1 (F) pole boczne
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10 pm.

w Srodkowej czesci ciata. Kazda jednostka na skali wielko$ci
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Ryc. 12. Spikule u nicieni z rodzaju Ditylenchus: (A) D. dipsaci i (B) D. destructor.
Strzatka = wybrzuszenie. Skala wielkosci = 12 pm

Fotografia dzigki zyczliwosci Karssen i Willemsen (2010).
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