Reducing the vitality of Potato wart disease
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Synchytrium endobioticum

Soil-borne, obligate parasitic fungus on potato
Causal agent of potato wart disease

Induces wart formation upon infection of
susceptible potato cultivars

Production of robust resting spores

Regarded as the most important quarantine
disease on cultivated potato

World-wide quarantine status

Added to the USA bioterrorism list for plant Image: Patricia Rijswick
pathogens in 2002

Reviewed in van de Vossenberg, BT.L.H., Prodhomme, C., Vossen, J.H. & van de Lee, T.AJ. (2022) Synchytrium endobioticum,
the potato wart disease pathogen. Molecular Plant Pathology, 23, 461- 474. https://doi.org/10.1111/mpp.13183
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https://doi.org/10.1111/mpp.13183

ASD, enzyme en ECP

" 4 partijen inoculum
" 4 herhalingen

" Niet behandeld positieve controle

Geautoclaveerd als negatieve controle
= ASD

e 3 grondsoorten

® Met/zonder Herbie

® Met/zonder deksel

e PCN als controle op ASD
® | accase

= ECP
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Protocol uitgevoerd bij HLB 07 12 2023

50 ml buis met droge compost vullen > 60gr

60 gr compost in flask 30 gr compost in flask 2x
Met 100ml 10% Laccase Met 100ml 1% EcoClearProxy
1 uur bij 60°C in waterbad 2 uur bij kamer temp = 19°C zonder dop

Elke 15 min schudden

Elke 15 min schudden met dop erop
2 flasks per keer in waterbad
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Na incubatie

Laccase afgieten
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Behandeld compost overgieten in kous,
wassen met een liter water
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Start Spieckerman met composten uit emmerproef 07 12 2023

Innoculatie 25-30 gram op 27 oogstukjes
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Behandeling oogstukjes

Oogstukje met water besproeien voor en na strooien
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Methoden
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23 jan 2024: per compost 17 bakken
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Methoden

Biotoets

27 oogstukjes voor iedere combinatie
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Resultaten pe6 bak 1 emmer 9 dekzand geen deksel
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Resultaten score biotoets

Compostl = >mpos>mposympost4 vatbare reacties
potnr grondsoort 0S deksel ~ Opm Uithalen Opm P2 rot R|11]|2 10
1 dekzand Herbie deksel 1909 2023 2 3
5 dekzand geen OS  deksel 19 09 2023 3
9 dekzand geen OS geen deksel 190920 hat
13 compost-Aveb Herbie deksel 1909 2023
17 compost-Aveb geen 0S  deksel 19 09 2023
21 compost-Aveb geen OS  geen deksel 190920 nat
25 grond-Cosun Herbie  deksel 19 09 2023 1
29 grond-Cosun geen OS  deksel 19 09 2023 4
33 grond-Cosun geen OS geen deksel 190920 nat
37 onbehandeld isolaat i
41 afgedood
45 beh 1 WUR
49 beh 2 WUR 2 1
Compostl = >mpos>mposampost4 vatbare reacties
potnr grondsoort 0OS deksel  Opm Uithalen Opm | potnr  bak P1 P1 P2 P6 rot R 2 10
1 dekzand Herbie  deksel 1909 2023 1 1 voor 5
5 dekzand geen OS  deksel 19 09 2023 5 1 midden 2 1
9 dekzand geen OS  geen deksel 190920 nat 9 1 achter
13 compost-Aveb Herbie  deksel 19 09 2023 13 2  voor
17 compost-Aveb geen 0S  deksel 19 09 2023 17 2  midden
21 compost-Aveb geen OS  geen deksel 190920 hat 21 2  achter
25 grond-Cosun Herbie deksel 1909 2023 25 3 voor 1
29 grond-Cosun geen OS  deksel 19 09 2023 29 3 midden 2
33 grond-Cosun geen OS  geen deksel 190920 nhat 33 3  achter
37 onbehandeld isolaat 37 4 voor 2
41 afgedood 41 4  midden
45 beh 1 WUR 45 4  achter
49 beh 2 WUR 49 5  voor
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Wrat grootte meegenomen in score

Start 7 december ingezet,
februari 2024
eindbeoordeling

Analyse eindbeoordeling

vatbare reacties

lrotfo| -|e|e|[R]2[2]3]4]5]10

Gemiddeld per blokje
(meestal 27 soms 1 of 2
minder)

Cat 2,3,4,5,10
meegenomen

Per wrat vermenigvuldigd
met de grootte

Dus 2x10 +3x3 = 29/27=
1.07

Vervolgens vergeleken
met de vatbare controle
=100%
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Wrat grootte versus aantal wratten

P127-22 weighted P127-22 incidence
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Conclusies afdoding met biotoets

® Goede infectie in positieve controle
® Geen infectie in negatieve control
" Reproduceerbare effecten behandelingen

" Geen wratvroming bij Laccase en ECP behandeling <10%
" Geen effect ASD, mogelijk wel effect van compost
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Dead or Alive, that is the question: development and validation of molecular

Synchytrium endobioticum viability tests 40
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Molecular vitaliteits test; verschil vitaliteit en infectieus

P1 27-22 Autoclaved ECP Laccase
P1 25-19b Autoilaved E.S.E L?ffffe

TNA EF3m tagman 21-03-2024 PK
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Pl 27-22 met
controles en
behandelingen

4 biologische herhalingen

5 sampling en methode
herhalingen

Totaal 20 herhalingen
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37

onbehandeld isolaat

38

onbehandeld isolaat

39

onbehandeld isolaat

40  onbehandeld isolaat
41 afgedood

42 afgedood

43 afgedood

44 afgedood

45 beh 1 WURECP
46  beh 1 WUR

47  beh 1WUR

48 beh1WUR

49  pbeh 2 WUR Laccase
50 beh2WUR

51 beh2WUR

52 beh2 WUR

potnr grondsoort oS deksel
1 dekzand Herbie deksel
2  dekzand Herbie deksel
3 dekzand Herbie deksel
4 dekzand Herbie deksel
5 dekzand geen OS deksel
6 dekzand geen OS deksel
7 dekzand geen OS deksel
8 dekzand geen OS deksel
9 dekzand geen OS  geen deksel
10 dekzand geen OS  geen deksel
11 dekzand geen OS  geen deksel
12 dekzand geen OS = geen deksel
13 compost-Avebe Herbie deksel
14 compost-Avebe Herbie deksel
15 compost-Avebe Herbie deksel
16 compost-Avebe Herbie deksel
17 compost-Avebe geen OS deksel
18 compost-Avebe geen OS deksel
19 compost-Avebe geen OS deksel
20 compost-Avebe geen OS deksel
21 compost-Avebe geen OS  geen deksel
22 compost-Avebe geen OS  geen deksel
23 compost-Avebe geen OS  geen deksel
24 compost-Avebe geen OS  geen deksel
25 grond-Cosun Herbie deksel
26 grond-Cosun Herbie deksel
27 grond-Cosun Herbie deksel
28 grond-Cosun Herbie deksel
29 grond-Cosun geen OS deksel
30 grond-Cosun geen OS deksel
31 grond-Cosun geen OS deksel
32 grond-Cosun geen OS deksel
33 grond-Cosun geen OS = geen deksel
34 grond-Cosun geen OS  geen deksel
35 grond-Cosun geen OS = geen deksel
36 grond-Cosun geen OS = geen deksel
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Standaard curve EF3m plate 1

Srandard Curve
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Standaard curve EF3m plate 2

Standard Curve
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Standaard curve EF3m plate 3

Standard Curve
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Controls

Ref P1 27-22 Laccase

Amplification Plot
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Herhaalbaarheid

ECP, tagman: 21-03-2024 ECP, tagman: 06-06-2024
Extractie: 06-03-2024 Extractie: 06-03-2024
amplification Plot o Aamplification Plot
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Conclusie moleculaire toets

" Positieve controle lage Ct waarde <30
" Negatieve controle hoge Ct waarde >40
" Goed reproduceerbaar

" Duidelijke effecten; autoclaaf, enzyme, compost

" Geen effect ASD, ECP, behandelingen hebben wel effect
op de spreiding
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Eindconclusies afdodings-experimenten

" De controles zijn goed (positief/negatieve controles)

" De resultaten zijn reproduceerbaar met voldoende herhalingen

® Resultaten zijn consistent over de verschillende vitaliteits bepalingen
" ASD is niet effectief (met de gekozen proefopzet/termijn)

" Verschil in vitaliteit en infectieus

" Sporen lijken wel in vitaliteit te kunnen veranderen

" Afdoding sporen mogelijk door autoclaveren, Laccase, niet door
peroxide of ASD

" Peroxide behandeling beinvloed de wratvorming
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Verdere vragen afdodings-experimenten

" Er lijkt wel meer dynamiek in de vitaliteit te zitten
" Waar komt het effect van de compost vandaan?
" Js dit mogelijk een buffer voor de infectie druk?

® Waarom heeft de peroxide behandeling een negatief
effect op de wratvorming?

" Waarom heeft de ASD behandeling een positief effect
op de wratvorming?

® Kunnen we door toevoegingen de vitaliteit veranderen?
" Wat zijn de langere termijn effecten (5 jaar)
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