RILOG 1

METODE TESTIRANJA ZA DETEKCIJU I IDENTIFIKACIJU Synchytrium endobioticum (Schilbersky)

1. Testiranje pomocu spora
Za detekciju i identifikaciju upotrebljavaju se ljetnje sporangije i trajne spore, koji se dobijaju iz zemlje nakon prosijavanja ili direktno iz
biljnog materijala.
2. Metode detekcije
Za ekstrakciju spora iz zemlje primjenjuje se jedna od sljedec¢ih metoda:
a) metoda prosijavanja zemlje, kako je opisana u Pratt (1976.)";
b) metoda prosijavanja zemlje, kako je opisana u van Leeuwen et al. (2005.)%
c) tehnika zonalne centrifuge za obradu velike koli¢ine uzoraka, kako je opisana u Wander et al. (2007.)°.
3. Metode identifikacije
Nakon ekstrakcije spore se identifikuju jednom od sljede¢ih metoda:
a) morfoloSka identifikacija pod svjetlosnim mikroskopom pri poveéanju od 100x do 400x; b) konvencionalni PCR sa
upotrebom prajmera prema Lévesque et al. (2001.)* i van den Boogert et al. (2005.)*;
c) Real-time PCR sa upotrebom prajmera i proba prema Gent-Pelzer et al. (2010.)%;
d) Real-time PCR sa upotrebom prajmera i proba prema Smith et al. (2014.)".
4. Odrzivost (viability) trajnih spora
Odrzivost trajnih spora moze se odrediti mikroskopskim pregledom ili biotestom. Odrzivost sporangija moze se odrediti mikroskopskim
pregledom sporangije staviiene u laktofenol ili u vodu (Przetakiewicz 2015.)%. Sporangije sa granuliranim sadrzajem ili blago
zaokruzenom protoplazmom mogu se smatrati vijabilnima. One koje su trajno plazmolizirane ili bez vidljivog sadrzaja smatraju se
mrtvim. Kao alternativa ili u slu¢aju sumnje moze se sprovesti biotest, u skladu sa Prilogom 4 tacka 3.
5. Utvrdivanje patotipova
Za utvrdivanje patotipova potrebni su svjezi tumori
Inokulum za testiranje proizvodi se jednom od sljedec¢ih metoda:
a) metoda SASA-e (Science and Advice for Scottish Agriculture) koja se sastoji od sljede¢a dva koraka:
- proizvodnja inokuluma
Staro (smede) tumorsko tkivo usitnjava se i susi na vazduhu na sobnoj temperaturi dok ne postane tvrdo. Tvrdo
tkivo se melje, ruéno ili mehanicki. Mljeveni materijal prosijava se suvom metodom, prikuplja se frakcija izmedu 25 i
75 um, a zatim se ekstrahuje hloroformom Prattovom metodom (1976.)";
- proizvodnja svjezih tumora
Priblizno 10 mg ekstrahovanih trajnih spora pospe se po povrsini 10 ml sterilne destilovane vode u maloj plasti¢noj
petri kutiji i inkubira na tamnom mjestu na 20 °C do klijanja. Krtole krompira sa malim klicama duzine oko 1-2 mm
stavljaju se u prozirne plasticne kutije oblozene vlaznim upijaju¢im papirom sa oznacenim klicama okrenutim
nagore. Oko klica se otopljenim vazelinom Spricem oblikuje prsten. Prsten mora biti neprekidan i dovoljno visok da
drzi suspenziju spora bez propustanja. 10 ml proklijalih spora razrijedi se steriinom vodom da se dobije 20 ml i sipa
u prstene pomocu pipete ili Spric boce dok klica ne bude potpuno potopljena u suspenziju spora. Plasti¢ne kutije
prekrivaju se poklopcem i inkubiraju etiri dana na temperaturi od 10 °C, nakon ¢ega se kutije otvaraju, uklanja se
inokulum i prsteni od vazelina, a kutije se premjestaju u staklenik sa sistemom za oro$avanje na temperaturi od 15
do 18 °C (16 sati osvjetljenja);
b) metoda Spiekermann i Kothoff (1924.)°;
c) metoda Potodek et al. (1991.)";
d) metoda Glynne-Lemmerzahl (Glynne 1925.™; Lemmerzahl 1930."%; Noble i Glynne 1970.%,

! Pratt MA. 1976. A wet-sieving and flotation technique for the detection of resting sporangia of. Annals of Applied Biology 82: str. 21.—29.

% Van Leeuwen GCM, Wander JGN, Lamers J, Meffert JP, van den Boogert PHJF, Baayen RP. 2005. Direct examination of soil for sporangia of
Synchytrium endobioticum using chloroform, calcium chloride and zinc sulphate as extraction reagents. EPPO Bulletin 35: str. 25.-31.

3 Wander JGN, van den Berg W, van den Boogert PHJF, Lamers JG, van Leeuwen GCM, Hendrickx G, Bonants P. 2007. A novel technique using the
Hendrickx centrifuge for extracting winter sporangia of Synchytrium endobioticum from soil. European Journal of Plant Pathology 119: str. 165.—
174.

* Lévesque CA, de Jong SN, Ward LJ & de Boer SH (2001.). Molecular phylogeny and detection of Synchytrium endobioticum, the causal agent of
potato wart. Canadian Journal of Plant Pathology 23: str. 200.—201.

*Van den Boogert PHJF, van Gent-Pelzer MPE, Bonants PJM, de Boer SH, Wander JGN, Lévesque CA, van Leeuwen GCM, Baayen RP. 2005.
Development of PCR-based detection methods for the quarantine phytopathogen Synchytrium endobioticum, causal agent of potato wart disease.
European Journal of Plant Pathology 113: str. 47.-57.

® Van Gent-Pelzer MPE, Krijger M, Bonants PJM. 2010. Improved real-time PCR assay for the detection of the quarantine potato pathogen,
Synchytrium endobioticum, in zonal centrifuge extracts from soil and in plants. European Journal of Plant Pathology 126: str. 129.-133.

’ Smith DS, Rocheleau H, Chapados JT, Abbott C, Ribero S, Redhead SA, Lévesque CA, De Boer SH. 2014. Phylogeny of the genus Synchytrium and
the development of TagMan PCR assay for sensitive detection of Synchytrium endobioticum in soil). Phytopathology 104: str. 422.-432.

8 przetakiewicz, J. 2015. Vijabilnost zimskih sporangija Stetnog organizma Synchytrium endobioticum (Schilb.) Perc. From Poland. American Journal
of Potato Research 92: str. 704.—708

® Spieckermann A, Kothoff P. 1924. Testing potatoes for wart resistance. Deutsche Landwirtschaftliche Presse 51: str. 114.-115.

1% pototek J, Krajitkova K, Klabzubova S, Krejcar Z, Hnizdil M, Novak F, Perlova V. 1991. Identification of new Synchytrium endobioticum (Schilb.)
Perc. pathotypes in Czech Republic. Ochrana Rostlin 27: str. 191.-205.

! Glynne MD. 1925. Infection experiments with wart disease of potatoes. Synchytrium endobioticum. Annals of Applied Biology 12: str. 34.-60
2 Lemmerzahl J. 1930. A new simplified method for inoculation of potato cultivars to test for wart resistance. Ziichter 2: str. 288.-297

 Noble M, Glynne MD. 1970. Wart disease of potatoes. FAO Plant Protection Bulletin 18: str. 125.-135.



Za odredivanje svih patotipova za koje je poznato da su relevantni (1(D1), 2(G1), 6(01), 18(T1) i 38(Nevsehir)) primjenjuje se
diferencijalni test na zarazu sa raznim sortama odredenog bilja kako je navedeno u tabeli. Test na zarazu sprovodi se u skladu sa
protokolom iz tacke (d) (metoda Glynne-Lemmerzahl).

Selektivna osjetljivost sorti krompira za odredivanje patotipova S. endobioticum

sorta Patotipovi S. endobioticum
1(D1) 2(G1) 6(01) 18(T1) 38(Nevsehir)

Tomensa/Evora/Deodara S S S S S

Irga/Producent S S S S

Talent R R* R* S S

Saphir R S R R S
Ikar/Gawin/Karolin/Belita R R R R R

»S": osjetljivo

»R”: otporno

*: upucuje na slabu osjetljivost sorte na S. endobioticum (,prisustvo nenekroti¢nih nakupina sorusa bez formiranja tumora”)




PRILOG 3
PROTOKOL ZA OCJENU OTPORNOSTI SORTE

Protokol za ocjenu otpornosti sorte uklju€uje sljedece korake:
1. Testira se najmanje 40 krtola ili krompirovih okaca po sorti odredenog bilja. Dijele se u dvije grupe (ponavljanja).
2. Testiranje traje dvije godine, izuzetno, ako se pokaze da je sorta vrlo osjetljiva na patotip S. endobioticum, trajanje
testiranja moze se smanjiti na jednu godinu.
3. Prije poCetka sezone testiranja testira se Cisto¢a inokuluma primjenom metoda datih u Prilogu 1.
4. Testiranje uvijek obuhvata pozitivhu kontrolu u obliku sorte odredenog bilja koja je vrlo osjetljiva na patotip S.
endobioticum koji se testira.
5. Primjenjuje se jedna od sljedeéih metoda testiranja:
a) metoda Glynne-Lemmerzahl (Glynne 1925., Lemmerzahl 1930., Noble & Glynne 1970.);
b) Spieckermannova metoda (Spieckermann & Kothoff 1924.); ili
¢) metoda SASA (Science and Advice for Scottish Agriculture) koja se sastoji od sljedecih koraka:

— priprema krtola:

Krtole se vade iz hladnjaCe oko deset dana prije predvidene inokulacije, njezno se peru, suSe i Cuvaju
na tamnom mjestu na sobnoj temperature, da se podstakne klijanje.

Vrlo osjetljiva sorta (,Morene” ili sorta uporedive osjetljivosti) ukljucuje se u svaku inokulaciju da bi
sluzila kao pozitivha kontrola,

— klijanje trajnih spora:

Uslovi za podsticanje klijanja trajnih spora podeSavaju se 21 dan prije inokulacije. Priblizno 10 mg
ekstrahovanih spora posipa se po povrsini 10 ml sterilne destilovane vode u malim plasti€nim petri
kutijama i inkubira na tamnom mjestu na 20 °C do klijanja. Sadrzaj svake petri kutije razrieduje se sa
dodatnih 10 ml sterilne destilovane vode za inokulaciju

— inokulacija i inkubacija klica:

Kada klice dostignu 1 mm duZzine, oko njih se oblikuje prsten otopljenim vazelino

m. Prsten od vazelina mora biti neprekinut kako bi drzao suspenziju spore bez propustanja i dovoljno
visok da suspenzija prekrije klicu. Na svakoj krtoli se oblikuje prsten oko jedne klice ili grupe Klica.
Krtole se stavljaju u plasticne kutije obloZene vlaznim upijaju¢im papirom sa oznacenim klicama
okrenutima prema gore. Prsteni od vazelina pune se suspenzijom spora pipetom ili Spric bocom dok
klica ne bude potpuno potopljena. Plasti¢ne kutije prekrivaju se poklopcem i inkubiraju Cetiri dana na
temperaturi od 10 °C na tamnom mjestu, nakon ¢ega se prsteni uklanjaju, a otvorene kutije se stavljaju
u staklenik na temperaturu od 15 °C do 18 °C s periodi¢nim oroSavanjem (tri puta dnevno po 30
minuta). Ako nije doslo do zaraze, zato $to je klica istrunula ili se nije razvila, krtola se moze ponovno
testirati pomocu druge klice

— ocjena: Klice se 28 dana nakon inokulacije ispituju na zarazu stereomikroskopom sa povecanjem
10-15x i svjetlosnim mikroskopom. Najmanje 80 % krtola pozitivnhe kontrole mora dobiti ocjenu 4 ili 5,
kako je navedeno u tabeli. Ocjena za najmanje jednu krtolu mora biti 5.

6. Svim krlama dodjeljuje se ocjena za otpornost od 1 do 5, kako je navedeno u tabeli.
7. Svaka testirana sorta rasporeduje se u grupu prema otpornosti (,vrlo otporna”, ,otporna”, ,blago osjetljiva” ili ,vrlo
osjetljiva”), u skladu s rasponom ocjena u odgovarajucoj populaciji testiranih pojedinacnih krtola ili krompirovih okaca:
a) sorta se smatra ,vrlo otpornom” ako sve krtole u svim ponavljanjima imaju ocjenu 1;
b) sorta se smatra ,otpornom” ako sve krtole u svim ponavljanjima imaju ocjenu izmedu 1 i 3;
c) sorta se smatra ,blago osjetljivom” ako jedna ili vie krtola imaju ocjenu 4 (ako samo jedna krtola ima ocjenu
4, test se moze ponoviti kako bi se iskljucila necisto¢a u partiji sorte);
d) sorta se smatra ,vrlo osjetljivom” ako najmanje jedna krtola u jednom ponavljanju ima ocjenu 5

Tabela ocjena za populacije testiranih sorti

Standardna
ocjena

Grupa prema
otpornosti

Opis otpornosti

Opis

1

R1

vrlo otporna

Rana odbrambena nekroza;nema vidljivog stvaranja sorusa

2

R1

Otporna

Kasna odbrambena nekroza; stvaranje sorusa djelimi¢no je vidljivo,
sorusi nezreli ili nekroti€ni prije sazrijevanja

3

R2

Slabo otporna

Vrlo kasna odbrambena nekroza; razvili su se zasebni zreli sorusi ili
nakupine sorusa, ali su potpuno okruzeni nekrozom; dopusteno je
do pet nenekrotiénih ljetnih sorusa, jasna nekroza u drugim
djelovima iste krtole. Nisu se stvorili tumori ni trajne spore. Za
dono3Senje odluke ocjeni 3 ili 4 moze biti potrebna priprema tankih
isjeCaka zarazenog tkiva: ako nema trajnih spora, ocjena je 3

S1

Blago osjetljiva

Rasprsena zaraza; sorusi ili nakupine sorusa nisu nekroti¢ni, malo
ih je; kasna nekroza moze biti prisutna na drugim mjestima zaraze
na klici; klica moze biti blago deformisana (zadebljana). Prisutni su
zimske sporangije. Za donoSenje odluke o ocjeni 3 ili 4 moze biti
potrebna priprema tankih isje€aka zarazenog tkiva: ako su prisutne
trajne spore, ocjena je 4

S2

Vrlo osjetljiva

Gusta polja zaraze, brojni nenekroti¢ni sorusi i nakupine sorusa,
nakupine sa gustim nenekroticnim mjestima zaraze, preovlada-
vajuéa formacija tumora






