I n |I o,t .. Ms.20.01.CollF

INSTYTUT OGRODNICTWA

Metodyka pobierania prébek materiatu szkétkarskiego
do badan laboratoryjnych na obecnos¢ grzyba
Colletotrichum acutatum

Rosliny testowane: Poziomka — Fragaria L.,
Truskawka — Fragaria x ananassa D.

Termin pobierania probek:

Dopuszczalny prég tolerancji w przypadku materiatu roslinnego, na kazdym
etapie jego produkcji, wynosi 0% roslin wykazujgcych objawy chorobowe w danej partii
ocenianego materiatu (Rozporzgdzenie Wykonawcze Komisji (UE) 2019/2072 z dnia
28 listopada 2019 r.)

Prébki do badanna obecno$¢ patogena w materiale roslinnym nalezy pobieraé
wiosng (V-VI) lub jesienig (IX-X) przed nastaniem diugotrwatych wysokich lub niskich
temperatur powietrza.

Wybdr tkanki/czedci rosliny

Na ogonkach, lisciach i szyputkach kwiatowych truskawek porazonych przez
Colletotrichum acutatum (Glomerella acutata) wystepujg mate, czarne, wydtuzone,
zapadniete nekrozy zas na lisciach - nieregularne plamy. Objawy mozna takze
obserwowac na przekroju podtuznym korony (skréconej todygi) truskawki/poziomki w
postaci czerwonobrgzowej nekrozy. W przypadku wyraznie widocznych zmian
chorobowych, nalezy pobra¢ fragment rosliny zawierajgcy porazong tkanke i
przeprowadzi¢ izolacje patogena na podtoza mikrobiologiczne. W celu identyfikaciji
sprawcy choroby stosuje sie metody klasyczne oraz techniki biologii molekularne;.

Ogonki lisciowe oraz roztogi mogg byc¢ zroédiem patogena wystepujgcego w
stadium ukrytym (brak objawéw) lub tez obserwuje sie na nich niepozorne badz
nietypowe nekrozy, ktére mogg by¢ mylone z uszkodzeniami powodowanymi przez
inne czynniki. Chociaz patogen w stadium ukrytym moze by¢ obecny we wszystkich
czesciach rosliny, mozna go wykry¢ pobierajgc do testow fragmenty tkanki (ok. 4 cm)
Z podstawy starszych ogonkéw wraz z przylistkami lub pobraé do badania catg rosline.
Probki nalezy pobraé, z co najmniej 300 roslin z badanej partii towaru, lub wybra¢ do
badania 300 catych roslin.
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Sposoéb pobierania probek

Przy pobieraniu prébek nalezy kierowa¢ sie nastepujacymi zasadami:

1. W pierwszej kolejnosci nalezy pobra¢ prébke z lisci lub ogonkdéw lisciowych
wykazujgcych objawy chorobowe (plamy, nekrozy, deformacje lub utrata turgoru).

2. Jedna prébka powinna pochodzi¢ z jednej rosliny, oznakowanej w sposob
umozliwiajgcy indywidualng identyfikacje zainfekowanych roslin.

3. Wskazane jest oznaczenie (zaetykietowanie) roslin, z ktérych pobrano prébki,
chyba, ze identyfikacja jest mozliwa na podstawie istniejgcego oznakowania lub
szczegotowego planu nasadzenia.

4. Probki 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 dopuszczac¢ do zamrozenia
prébek! Po dostarczeniu do laboratorium, probki umiesci¢ w temperaturze (+4°C
do +10°C). Moga by¢ one przechowywane w warunkach chtodni maksymalnie
przez okres kilku dni.

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

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

Rodzaj pobranego materiatu (na przykifad: liscie)
Plan (szkic) lub opis umozliwiajgcy jednoznaczne
odnalezienie roslin w terenie, z ktdérych pobierano
proby

Dodatkowe informacije dotyczgce m.in.
wystepowania podejrzanych symptomow,
chordb, szkodnikow, lub rozpoznanych zrodet
infekcji w poblizu badanych roslin

Metoda laboratoryjna weryfikacji obecnosci Colletotrichum acutatum

Badania na obecnos¢ patogena w materiale roslinnym mozna przeprowadzi¢ w dwoch
etapach: (1) wykrywanie grzyba poprzez jego namnazanie (puftapka, stymulacja
zarodnikowania, hodowla na pozywkach agarowych ; (2) identyfikacja na podstawie
morfologii oraz testow i PCR. W przypadku pracy z materiatem bez widocznych
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objawdw, zabieg z parakwatem jest testem, ktory stymuluje zarodnikowanie patogena
na ogonkach lisciowych i pozwala na wykrycie zarodnikowania grzyba z uzyciem
mikroskopu biologicznego. Test z parakwatem. Prébki ogonkdéw lisciowych nalezy
doktadnie umy¢ w wodzie wodociggowej, zdezynfekowacC przez 4 min. w 1 litrze
rozcienczonego podchlorynu sodu (NaOCI) i dwukrotnie wyptukaé w wodzie
wodociggowej. Nastepnie ogonki zanurzy¢ na 1 minute w wodnym roztworze
parakwatu o stezeniu 1:40, a po tym czasie optukac sterylng wodg i umiesci¢ w
warunkach aseptycznych w wilgotnej komorze i inkubowa¢ w Swietle w temperaturze
25°C przez 6 dni. Po okresie inkubacji wskazana jest mikroskopowa obserwacja
prébek pod katem obecnosci typowego dla patogena zarodnikowania (OEPP/EPPO
2008, PM 4/11(2); Cook, 1993; Dyko i Mordue, 1979).

Alternatywnie, po zabiegu z parakwatem, prébki mozna homogenizowa¢ w
mozdzierzu z 0,1% agarem wodnym. Nastepnie, nalezy przeprowadzi¢ serie
rozcienczen (1, 1/10, 1/100) uzyskanego homogenatu, i rozetrze¢ go na podtozu
potselektywnym MBC (4,5% maka owsiana, 1,3% agar, 7 ppm benomyl, 250 ppm
chloramphenicol, woda destylowana) (Batta, 1991). Po 6 dniach inkubacji w 25°C, w
Swietle UV (Morziéres i Baudry, 1993) obserwuje sie wzrost kolonii grzyba i identyfikuje
na podstawie morfologii, testem ELISA lub testem PCR (OEPP/EPPO 2004,
PM7/25(1)). Po uptywie 6 dni na pozywce MBC obserwuje sie biate, punktowo
rozmieszczone kolonie (kilka mm szerokosci), z tososiowo-rézowg masg zarodnikow
wyptywajgcg z centrum. Rzadko obserwuje sie acerwulusy z typowymi dla rodzaju
szczecinkami.

b) Ocena morfologii kolonii na podtozu statym. |zolacje z materiatu roslinnego z
objawami mozna przeprowadzac zaréwno na PDA bez suplementéw lub z dodatkiem
antybiotykéw, badz na podtoze potselektywne (Barker i Pitt, 1987). Do bezposredniegj
izolacji patogena mozna rowniez zastosowaé pozywke selektywng MBC. Wybor
podtoza zalezy od spodziewanego poziomu kontaminacji innymi organizmami. Konidia
z acerwuluséw pochodzacych z porazonego materiatu roslinnego lub fragment tkanki
z nekrozg, przygotowany jak do testu z parakwatem, nalezy przenie$¢ w warunkach
aseptycznych na odpowiednie podtoze agarowe. Zaszczepione szalki Petriego
inkubuje sie w 25 °C przez 12 godz. w swietle bliskim UV i 12 godz. w ciemnosci.
Morfologie kultur ocenia sie wedtug klucza (OEPP/EPPO 2004, PM7/25(1)).

Test PCR. Do izolacji kwasow nukleinowych, zaréwno z czystych kultur grzyba, jak i
materiatu roslinnego z wyraznymi objawami choroby, mozna wykorzysta¢ komercyjne
zestawy, jak np. GeneMATRIX Plant & Fungi DNA Purification Kit. (EURX). W kazdym
przypadku nalezy stosowac sie do zaleceh producenta. Obecnie dostepny jest jeden
zestaw starteréw do identyfikacji G. acutata: starter Calnt2 (Sreenivasaprasad i
in.1996) w potgczeniu ze starterem ITS4 (White i in. 1990), ktory jest uniwersalny dla
regionu ITS grzybéw. Technika ta nie zostata jeszcze udoskonalona do
bezposredniego wykrywania patogena w porazonym materiale roslinnym.
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Startery specyficzne dla gatunku Colletotrichum acutatum do przeprowadzenia reakciji
PCR

Temperatura Dtugosé produktu

Patogen Startery Sekwencja startera (5' — 3') przytgczania PCR (pz) Literatura
starteréw (°C)
Calnt2 5-GGGGAAGCCTCTCGCGG -3 8
C. acutatum 55°C 490
ITS4 5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3 9
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Objasnienia skrotow uzytych w tekscie:

PCR = Polymerase Chain Reaction = reakcja tancuchowa polimerazy
ELISA = Enzyme-Linked Immunosorbent Assay = test immunodiagnostyczny

Opracowanie: mgr Monika Michalecka, e-mail: monika.michalecka@inhort.pl
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