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Metodyka testowania odpornosci kapusty glowiastej bialej i kapusty
pekinskiej oraz kalafiora na czern krzyzowych

Patogen
Alternaria brassicicola (Schw.) Wiltsh.
Utrzymywanie kultur
Dhugoterminowe utrzymywanie kultur grzyba w 20% glicerolu w temperaturze -80°C.
Przygotowanie inokulum
e Namnozenie Kultur A. brassicicola na pozywce PDA lub V 8 w temperaturze 25 °C przy
swietle fluoroscencyjnym z 12-godzinnym fotoperiodem.
e Po 7-10 dniach zalanie kultury grzyba niewielkg iloscia sterylnej wody.
e Delikatne $cieranie pedzelkiem zarodnikéw konidialnych.
¢ Filtrowanie uzyskanej zawiesiny przez kilka warstw gazy, celem usuniecia pozostatosci
strzepek grzybni.
e Kalibracja stezenia zarodnikéw w zawiesinie do 1 x 10° zarodnikéw - mI™ woda
destylowang z dodatkiem 0,1% roztworu agaru.
Rosliny zywicielskie
Brassica oleracea var. capitata alba — kapusta gtowiasta biata
Brassica rapa subsp. pekinensis — kapusta pekinska

Brassica oleracea var. botrytis - kalafior
Linie/odmiany referencyjne

Odporne Inicznik siewny (Camelina sativa)
gorczyca biata (Sinapsis alba)
Podatna ‘Kamienna glowa’

Liczba testowanych roslin
Przynajmniej po 20 roslin kazdej populacji.
Warunki wzrostu roslin

e Przeprowadzenie testu w fitotronie lub szklarni

e Pikowanie siewek do plastikowych doniczek o @ 10 cm lub wielodoniczek wypetionych
wysterylizowanym substratem torfowym

e Utrzymywanie 12-godzinnego fotoperiodu oraz temperatury 22/18°C dziefi/noc w czasie
kietkowania i wzrostu siewek

Metoda inokulacji

Opryskiwanie catych roslin w wieku 50-55 dni wodng zawiesing zarodnikow grzyba tak, aby
krople inokulum nie spadly z powierzchni lisci.

Warunki poinokulacyjne

e Umieszczenie roslin po inokulacji w tunelikach foliowych celem zapewnienia wysokiej
wilgotnosci (RH 80-100%)

e Inkubacja zainokulowanych roélin w temperaturze 24-25°C (22°C w przypadku izolatow
charakteryzujacych si¢ wysokg agresywnoscig) w ciemnosci przez pierwsza dobe, a
nastepnie wprowadzenie 12-godzinnego fotoperiodu

Ocena stopnia porazenia roslin
Okreslenie nasilenia objawow chorobowych 7-10 dni po inokulacji na podstawie procentowego
porazenia powierzchni catych roslin wedtug 6. stopniowej skali bonitacji:

0 brak widocznych uszkodzen na lisciach
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<10% powierzchni porazenia
11 — 25%powierzchni porazenia
26 — 50%powierzchni porazenia
51 — 75% powierzchni porazenia
>75% powierzchni porazenia.

O~ owpN -

Interpretacja skali i klasyfikacja roslin do grup odpornych/podatnych
odporne - w klasach 0 i 1

sredniopodatne/$rednioodporne - w klasach 2 i 3

podatne - klasach 4-5
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Metodyka testowania odpornosci pomidora na alternarioze
(ang. early blight)

Patogen
Alternaria solani
Utrzymywanie kultur patogena
Dhugoterminowe utrzymywanie kultur grzyba w 20% glicerolu w temperaturze -80°C.
Przygotowanie inokulum
e Namnozenie kultury grzyba na pozywce PDA, LBA lub V 8 w temperaturze 21 - 22 °C
przy $wietle fluoroscencyjnym, z 12-godzinnym fotoperiodem przez 10 — 14 dni.
e W przypadku braku zarodnikowania:
— usunac¢ grzybnig¢ powietrzng
— podda¢ odwrocong, otwartg szalke dziataniu $wiatta fluoroscencyjnego przez 12
godzin w temperaturze 23 °C

— Uumiesci¢ szalke z kulturg grzyba w temperaturze 19 °C w ciemnosci przez 10-17
dni.
e Po stwierdzeniu zarodnikowania grzyba zala¢ szalke z kultura grzyba niewielka iloscia
sterylnej wody
e Delikatnie $ciera¢ pedzelkiem zarodniki
e Filtrowa¢ inokulum przez kilka warstw gazy, celem usunigcia pozostatosci strzepek
grzybni
e Kalibrowa¢ stezenie zarodnikéw w zawiesinie do 2 x 10* zarodnikéw - ml™ przy uzyciu
wody destylowanej z dodatkiem 0,1% roztworu agaru
Roslina zywicielska
Pomidor
Linie/odmiany referencyjne
Odporna Solanum habrochaites LA 2650
Podatna ‘Rumba’
Liczba testowanych roslin
Minimum 20 ro$lin kazdej populacji
Warunki wzrostu roslin
Przeprowadzenie testu w fitotronie lub szklarni
Pikowanie siewek do plastikowych doniczek o @ 8-10 cm wypelnionych wysterylizowanym
substratem torfowym
Utrzymanie 12-godzinnego fotoperiodu oraz temperatury 22/20°C dziefi/noc
Metoda inokulacji
Rosliny w wieku 4-5 tygodni inokulowa¢ przez naniesienie pojedynczej kropli inokulum
o objetosci 10 pl na kazdym z trzech listkbw wierzchotkowych dwoéch — czterech w petni
rozwinigtych lisci, liczonych od stozka wzrostu.
Warunki poinokulacyjne
Inkubacja zainokulowanych roslin w temperaturze 25- 27°C w dzien oraz 20 - 22°C w nocy,
wilgotnosci wzglednej w czasie trwania inkubacji utrzymana na poziomie: 60 — 70% RH (dzien)
oraz 95 — 100% RH (noc).
Ocena poziomu porazenia roslin
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Okreslenie stopnia nasilenia objawoéw chorobowych po 7 — 10 dniach od inokulacji przez pomiar
dhugosci i szerokosci plam nekrotycznych i obliczenie powierzchni porazenia co pozwoli na
zaklasyfikowanie roslin do grupy podatnych lub odpornych.
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Metodyka testowania odpornosci ogorka na
bakteryjna kanciasta plamistos¢

Patogen

Pseudomonas syringae pv. lachrymans

Przechowywanie patogena

Dhugoterminowe przechowywanie w postaci jednorodnych kultur bakterii w 20% glicerolu

w temperaturze -80°C.

Przygotowanie inokulum

e posiew bakterii Pseudomonas syringae pv. lachrymans na ptytki Petriego zawierajgce
zestalong pozywke King B i inkubowanie przez 24 godziny, w temperaturze 28°C,

o zalanie kultur bakterii sterylng woda destylowana,

e ustalenie koncentracji bakterii w zawiesinie (1 x 10%jtk-mI™) metoda seryjnych rozcienczen
I pomiar transmitancji na spectrofotometrze przy dtugosci fali 630 nm,

e sprawdzenie patogenicznoscCi bakterii testem nadwrazliwosci na roslinach tytoniu odmiany
Samsun, polegajacym na wprowadzeniu zawiesiny bakterii do migkiszu migedzy nerwami
blaszki lisciowej za pomocg strzykawki lekarskiej. Wystapienie nekrozy w okresie 24 godzin
po infiltracji lisci §wiadczy o reakcji nadwrazliwosci.

Roslina zywicielska

Cucumis sativus L, ogorek

Linie/odmiany referencyjne

podatna odmiana Wisconsin SMR 18

odporna linia Gy 14

Liczba testowanych roslin

Przynajmniej po 20 roslin kazdej populacji

Warunki wzrostu roslin

e przeprowadzenie testu w fitotronie lub szklarni,

e Wwysiew nasion do plastikowych doniczek o @ 8cm wypetionych wysterylizowanym substratem
torfowym,

e utrzymywanie 12-godzinnego fotoperiodu oraz temperatury 23/18°C dzien/noc W czasie
wzrostu siewek.

Metoda inokulacji

Opryskanie zawiesing bakterii ro§lin ogorka w fazie 3-4 liSci przy uzyciu opryskiwacza rgcznego.

Warunki poinokulacyjne

e inkubacja zainokulowanych ro$lin przez dwie doby w ciemno$ci w temperaturze 20°C i 100%
wilgotno$ci wzglednej,

e Po dwdch dobach utrzymywanie roslin w temperaturze 24°C i 12. godzinnym fotoperiodzie.

Ocena poziomu porazenia roslin
Okreslenie nasilenia objawoéw chorobowych 7-8 dni po inokulacji na podstawie procentowego
porazenia powierzchni lisci wedtug 9. stopniowe;j skali bonitacyjnej:

g brak objawdw lub niewielkie nekrotyczne plamki do 3% powierzchni liScia, brak chloroz

8  kilka matych nekrotycznych plamek na 3,1-8% powierzchni liscia, brak chloroz
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nekrotyczne plamy na 9-15% powierzchni liscia

7

6 duze nekrotyczne plamy na 16-25% powierzchni liscia; niewielkie chlorozy wokot plam

5 uwodnione i nekrotyczne plamy z chlorotycznymi obwddkami na 26-50% powierzchni
lisci 1 na ogonkach

4 duze, uwodnione 1 nekrotyczne plamy na 51 = 75% powierzchni li§cia z wyciekami
bakteryjnymi i chlorozami

3 silnie rozwini¢te uwodnione i nekrotyczne plamy na 76-87% powierzchni liscia, z
wyciekami bakteryjnymi i rozlegtymi chlorozami

o intensywne chlorozy i nekrozy na 88-95% powierzchni liscia

1 ro$liny w 100% porazone

Interpretacja skali i klasyfikacja roslin do grup odpornych/podatnych

odporne w klasach 91 8

srednioodporne w klasach 71 6

sredniopodatne w klasach 51 4

podatne w klasach 3, 2, 1
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