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INSTYTUT OGRODNICTWA

Metodyka pobierania prébek materiatu szkétkarskiego |
wody do badan laboratoryjnych na obecnos¢ Phytophthora
cactorum

Rosliny testowane: Poziomka — Fragaria L.,

Truskawka — Fragaria x ananassa D.

Termin pobierania probek:

Materiat rodlinny powinien by¢ uznany za wolny od Phytophthora cactorum na
podstawie wynikbw oceny wizualnej. Dopuszczalny prég tolerancji w przypadku
certyfikowanego materiatu roslinnego wynosi 0% roslin wykazujgcych objawy
chorobowe w danej partii ocenianego materiatu [Rozporzadzenie Wykonawcze
Komisji (UE) 2019/2072 z dnia 28 listopada 2019 r.].

Préby do badan na obecnos¢ Phytophthora cactorum nalezy pobiera¢ wiosng (V-VI)
lub jesienig (IX-X) przed nastaniem dtugotrwatych wysokich Iub niskich temperatur
powietrza.

Wyboér tkanki/czesci rosliny

P. cactorum moze powodowac zgnilizne korony truskawki i skorzastg zgnilizne
owocow. Pierwszymi widocznymi objawami choroby sg niebiesko-zielone
przebarwienia lisci i czerwienienie ogonkow lisciowych. Najmtodsze liscie zaczynajg
wiedngc. Intensywne brgzowienie i ostateczny rozpad systemu naczyniowego korony
truskawki jest charakterystyczny dla choroby. Objawy czesto pojawiajg sie najpierw
w gornej czesci korony, a nastepnie rozprzestrzeniajg sie bazypetalnie. W celu
identyfikacji sprawcy choroby stosuje sie metody klasyczne oraz techniki biologii
molekularne;.

Do testéw na obecnos¢ P. cactorum zalecane jest pobranie trzech ogonkéw lisciowych
z pojedynczej sadzonki [zrodto: Certification scheme for strawberry. EPPO Standard
PM 4/11 (2), 2008. Bulletin OEPP/EPPO Bulletin 38, 430-737].

W przypadku legniowcéw z rodzaju Phytophthora przyjmuje sie, ze ich jednostki
propagacyjne wystepujg na plantacjach nierébwnomiernie, w skupieniach. Ze wzgledu
na podobng biologie P. cactorum i P. fragariae mozliwe jest wykorzystanie procedury
pobierania préb roslin z podejrzeniem wystepowania P. fragariae [EPPO PM 3/22 (2),
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2013 Bulletin OEPP/EPPO Bulletin 43, 395 ‘Phytophthora fragariae: inspection’] do
pobierania préb roslin do badan laboratoryjnych na obecnos¢ P. cactorum. Zgodnie z
metodykg nalezy dokonaé ogodlnej oceny pola w poszukiwaniu roslin z objawami
nierownomiernego wzrostu, zamierania czy utraty turgoru, szczegdlnie w obnizeniach
terenu, gdzie moze zbiera¢ sie woda. Nalezy dokonac inspekcji systemu korzeniowego
pod katem wystepowania objawdw gnicia oraz inspekcji korony pod katem
wystepowania czerwono-brgzowych nekroz (podtuzne ciecie sekatorem) =z
symptomatycznych roslin. W przypadku braku wystepowania objawow inspekcje
nalezy wykonac oddzielnie dla kazdej odmiany (bloku). Proby nalezy pobieraé losowo,
poruszajgc sie liniowo w ksztaicie litery W. Powinny zawiera¢ one sadzonki mateczne
oraz ukorzenione sadzonki roztogowe. Nalezy przeprowadzi¢ inspekcje systemu
korzeniowego i korony, tak jak w przypadku roslin wykazujgcych objawy chorobowe.
Wedtug procedury EPPO PM 3/65 (1) 2006, Bulletin OEPP/EPPO Bulletin 36, 195—
200 ‘Sampling of consignments for visual phytosanitary inspection’, jezeli przyjmiemy,
ze nasadzonych jest 200 000 sadzonek truskawki to pobranie do inspekcji okoto 300
roslin umozliwia wykrycie 1% porazonych sadzonek z 95% pewno$cig.

W szkdtkach pojemnikowych wskazane jest wykonanie analizy wody wykorzystywane;j
do podlewania roslin. W tym celu, do wykrycia obecnosci zoospor legniowcow z
rodzaju Phytophthora mozna zastosowac zbiorniki putapkowe zbierajgce wode (fot. 1),
ktéra zostata wykorzystana do podlewania sadzonek wedtug metodyki (Swiecki i in.,
2018).  Szczegdtowy  opis  protokotu  jest dostepny pod  adresem
http://phytosphere.com/BMPsnursery/test3 _4bench.htm.
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Fot. 1. Zbiornik — putapka do wychwytywania zoospor Phytophthora spp. z wody,
ktéra zostata wykorzystana do podlewania roslin w szkotce
(http://dx.doi.org/10.3733/ca.2018a0026)

Sposoéb pobierania prob

Przy pobieraniu probek nalezy kierowac si¢ nastepujacymi ogélnymi zasadami:

1. Nalezy w pierwszej kolejnosci pobra¢ probki z roslin wykazujgcych objawy
chorobowe (nekrozy, przebarwienia, zasychanie brzegu blaszki licia, widoczna
utrata turgoru).

2. Wskazane jest oznaczenie (zaetykietowanie) ro$lin, z ktérych pobrano prébki,
chyba, ze identyfikacja jest mozliwa na podstawie istniejgcego oznakowania lub

szczegotowego planu nasadzenia.
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3. W przypadku pobierania probek wody, kazda z nich powinna pochodzi¢
z pojedynczej kwatery, na ktorej znajduje sie materiat szkotkarski oraz posiadac
etykiete umozliwiajgcg identyfikacje opisanej kwatery.

4. Proby nalezy pobierac do trwale oznakowanych foliowych torebek i zabezpieczy¢
przez ich zamkniecie. W przypadku wyzszych temperatur (powyzej 25°C) zaleca
sie umieszczenie probek w tzw. lodéwce turystycznej, pojemniku styropianowym
albo "torbie na mrozonki" z wktadem chtodzgcym. Nie dopuszcza¢ do zamrozenia
préb! Po dostarczeniu do laboratorium proby materiatu roslinnego nalezy umiesci¢
w chtodzie (+4°C do +10°C). Prébki mogg by¢ przechowywane w lodowce
(chtodni) maksymalnie przez okres kilku dni. W przypadku probek wody nalezy je
przechowywaé¢ w temperaturze od +10 do +25 °C przez okres maksymalnie
kilkunastu dni.

Pobrane prébki nalezy przekaza¢ do badan laboratoryjnych zatgczajgc takze
zlecenie na wykonanie badan laboratoryjnych, ktérego formularz mozna pobra¢ ze
strony internetowej wilasciwego miejscowego Wojewddzkiego inspektoratu
Ochrony Roslin i Nasiennictwa (piorin.gov.pl). Dodatkowo nalezy sporzgdzié
| przechowywa¢ przez 3 lata kopie "Zlecenia" oraz pisemng informacje
zawierajgcg dodatkowe dane, o ile nie zostaty podane w "Zleceniu":

Rodzaj uprawy (gatunek, odmiana,
ew. typ, wiek roslin)

Rodzaj pobranego materiatu (na przykfad:
liscie)

Plan (szkic) lub opis umozliwiajgcy
jednoznaczne odnalezienie roslin
w terenie, z ktérych pobierano proby

Dodatkowe informacje dotyczgce m.in.
wystepowania podejrzanych symptomow,
chorob, szkodnikoéw, lub rozpoznanych
zrédet infekcji w poblizu badanych roslin

Metoda laboratoryjna weryfikacji obecnosci Phytophthora cactorum

Badania na obecno$¢ patogena w materiale roslinnym mozna przeprowadzi¢ w dwoch
etapach: (1) wykrywanie grzyba poprzez jego namnazanie (stymulacja
zarodnikowania, hodowla na pozywkach agarowych; (2) identyfikacja na podstawie
morfologii oraz testow PCR.

Proby materiatu roslinnego pobrane do analizy laboratoryjnej nalezy umiesci¢
w sterylnych szalkach i zanurzy¢ w wodzie wodociggowej lub sterylnym przesgczu
glebowym, a nastepnie inkubowac¢ w $wietle w temperaturze okoto 20°C. Kazdego
dnia wskazana jest mikroskopowa obserwacja prob pod kgtem obecnosci sporangiéw
w roztworze wodnym P. cactorum (zrédto: Certification scheme for strawberry. EPPO
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Standard PM 4/11 (2), 2008. Bulletin OEPP/EPPO Bulletin 38, 430-737). Obserwacje
prowadzi sie przez okres 3 dni.

Druga metoda polega na umieszczeniu fragmentow materiatu roslinnego z pobranych
préb na pozywce ziemniaczano — glukozowe]j PDA i inkubowaniu w warunkach
opisanych powyzej. Po 5 — 7 dniach, z fragmentow tkanki roslinnej wytozonych na
pozywke mozna obserwowac wzrost kultur P. cactorum (zrédto: Certification scheme
for strawberry. EPPO Standard PM 4/11 (2), 2008. Bulletin OEPP/EPPO Bulletin 38,
430-737).

W celu identyfikacji kultur P. cactorum okresla sie ich cechy morfologiczne wedtug
opracowanego klucza (Meszka i Michalecka, 2016) lub bazuje sie na analizie DNA.
Do izolacji kwaséw nukleinowych mozna wykorzystaC gotowe zestawy np.:
GeneMATRIX Plant & Fungi DNA Purification Kit. (EURx). W kazdym przypadku
nalezy stosowac¢ sie do zalecen producenta. Do identyfikacji kultur P. cactorum
wykorzystuje sie test PCR. Metodyka przeprowadzenia reakcji PCR oraz sekwencja
starterow specyficznych dla P. cactorum opisane sg w publikacjach 11 2.

Startery specyficzne dla gatunku Phytophthora cactorum do przeprowadzenia reakciji
PCR przedstawione sg takze w tabeli ponize;.

Temperatura Diugos¢

Patogen Startery Sekwencja startera (5" — 3) przytgczania produktu Literatura

starterow (°C) | PCR (pz2)

ADF1 TACTGTGGGGACGAAAGTCCT

P. cactorum 66 524 1,2

ADR1 CCGATTCAAAAGCCAAGCAACT

W pobranych prébach wody umieszcza sie niedojrzate gruszki, ktore ‘wychwytujg’
zoospory P. cactorum lub innych legniowcow obecnych w wodzie (fot. 2a). Po okoto 3
dniach na owocach mozna obserwowacC plamy gnilne spowodowane infekcjg
legniowcow z rodzaju Phytophthora (fot. 2b). W przypadku, gdy gruszki umieszcza sie
bezposrednio w zbiornikach putapkowych w szkoétce, objawy chorobowe mozna
obserwowac znacznie wczesniej (Swiecki i in., 2018).
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Fot. 2. a) Gruszki zanurzone w probach wody. b) Objawy powodowane przez
P. cactorum na owocach.
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Objasnienia skrotow uzytych w tekscie:

PCR = Polymerase Chain Reaction = reakcja fancuchowa polimerazy
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