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INSTYTUT OGRODNICTWA

Metodyka pobierania préobek materiatu szkétkarskiego do
badan laboratoryjnych na obecnos¢
Pseudomonas syringae pv. morsprunorum

Rosliny testowane:

Morela - Prunus armeniaca L.,

Bakterie Pseudomonas syringae pv. morsprunorum sg sprawcami raka
bakteryjnego drzew owocowych. Pomimo, ze nalezg one do gatunku Pseudomonas
syringae, bedacego polifagiem porazajgcym ponad 180 gatunkdéw roslin, bakterie
patowaru morsprunorum powodujg chorobe jedynie na kilku gatunkach roslin-
gospodarzy m.in. wisniach, czeresniach, brzoskwiniach, sliwach.

Bakterie Pseudomonas syringae — obok fazy pasozytniczej charakteryzujgce;j
sie powstawaniem nekroz, zgorzeli i zrakowacen na zdrewniatych organach oraz
plamistosci na lisciach czy zgorzeli kwiatow - mogg przezywac réwniez na roslinach
bez ich zakazania. W fazie tej, nazywanej tez epifityczng, stanowig one jednak ciggte
zrodto zakazenia drzew, zarowno w okresie wegetaciji, jak i opadania lisci (poprzez
Slady po opadtych lisciach). Choroba wystepuje na wszystkich organach nadziemnej
czesci roslin zarébwno zdrewniatych, jak i zielnych. Oprocz wptywu na stan zdrowotny
drzew porazone organy stanowig zrédto infekcji zardwno pierwotnych (porazanie nowo
rozwijajgcych sie organdw wiosng), jak i infekcji wtdérnych (juz rozwinietych w trakcie
okresu wegetacji). Bakterie zimujg bowiem na obrzezach zgorzeli i zrakowacen, a
takze nekroz powstajgcych wokét sladow po opadtych lisciach. Porazajgc
bezposrednio kwiaty czy zawigzki owocow mogg istotnie obnizac plon.

Objawy raka bakteryjnego, mozna niekiedy pomyli¢ z innymi chorobami czy

uszkodzeniami powodowanymi przez entomofagi i mroz.
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Termin pobierania prob

Préby roslin do testéw laboratoryjnych na obecno$¢ bakterii powodujgcych raka
bakteryjnego drzew owocowych nalezy pobiera¢ najlepiej wiosng i/lub jesienig. Mozna
rébwniez pobiera¢ proby latem, jednak skutecznos$¢ izolacji, tzn. potwierdzenia
obecnosci patogena jest mniejsza i mozna wtedy uzyska¢ odpowiedz fatszywie

negatywna.

Wybér tkanki/czesci rosliny do testowania

Do testow na obecno$¢ bakterii nalezy pobiera¢ wszystkie organy naziemnej czesci
drzew, na ktorych wystgpig objawy. Izolacje wykonuje sie z pogranicza chorej i
pozornie zdrowej tkanki.

Sposéb pobierania probek
Ze wzgledu na inny rodzaj objawéw przy pobieraniu prébek nalezy kierowac sie
nastepujacymi zasadami:

1. Z porazonych krotkopedow i peddw, na ktorych objawy wystepujg w postaci
nekroz i zrakowacen pobiera¢ fragmenty (skrawki) z objawami z nadmiarem
tkanki zielonej. Nalezy pobrac¢ przynajmniej kilka prob z danej rosliny.

2. Z pniai gatezi, na ktérych powstajg zapadniete, ciemno-brgzowe zgorzele oraz
zrakowacenia, i czesto towarzyszg im gumowate wycieki nalezy pobieraé
fragmenty porazonych tkanek z zapasem tkanki pozornie zdrowej. Podobnie,
jak w przypadku peddéw nalezy pobrac przynajmniej kilka préb z danej rosliny.

3. Porazone liscie, na ktérych tworzg sie mate lub bardziej rozlegte brunatno-
brgzowe plamy, najczesciej okragte lub o ksztatcie nieregularnym i otoczone
jasniejszg obwoddkg (halo) pobiera¢ w catosci, przynajmniej kilka lici z danej
rosliny.

Sposodb pobierania préb:
1. Kazda préba do badan powinna pochodzi¢ z jednej rosliny, oznakowanej w sposob
umozliwiajgcy indywidualng identyfikacje zainfekowanych roslin.

2. Wskazane jest oznaczenie (zaetykietowanie) roslin, z ktérych pobrano probki,
chyba, ze identyfikacja jest mozliwa na podstawie istniejgcego oznakowania lub
szczegobtowego planu nasadzenia.

3. Probki nalezy pobiera¢ do odpowiednio oznakowanych foliowych torebek. Zaleca
sie transport prébek w tzw. lodowce turystycznej, pojemniku styropianowym albo torbie
termoizolacyjnej z wktadem chtodzgcym pamigtajgc jednak, aby nie dopuszcza¢ do
zamrozenia probek! Po dostarczeniu probek do laboratorium, umiesci¢ je w
temperaturze (+4°C do +10°C) i przechowywa¢ w warunkach chtodni maksymalnie
przez okres 2-3 dni.
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4. Pobrane probki przekaza¢ do badan laboratoryjnych zatgczajgc zlecenie na
wykonanie badan, ktérego formularz mozna pobraé ze strony internetowej
Wojewddzkiego inspektoratu Ochrony Roslin i Nasiennictwa (piorin.gov.pl).Dodatkowo
nalezy sporzadzi¢ i przechowywac przez 3 lata kopie "Zlecenia" oraz informacje
zawierajgcg dodatkowe dane, o ile nie zostaty podane w "Zleceniu" tj. Rodzaj uprawy
(gatunek, odmiana, wiek roslin), rodzaj pobranego materiatu (na przyktad: liscie), plan
lub opis umozliwiajgcy jednoznaczne odnalezienie roslin w terenie, z ktérych
pobierano proby; dodatkowe informacje dotyczace m.in. wystepowania i nasilenia
podejrzanych symptoméw, chordb, szkodnikéw, lub rozpoznanych zrddet infekcji w
poblizu badanych roslin

Metody laboratoryjne wykrywania i identyfikacji bakterii Pseudomonas syringae pv.
morsprunorum

Badania na obecnosc i identyfikacje patogena mozna przeprowadzi¢ w dwdch etapach
z zastosowaniem roznych metod diagnostycznych: metody konwencjonalnej i metody
molekularnej z wykorzystaniem techniki PCR.

1. Metoda konwencjonalna

a/ 1zolacja: Po powierzchniowej sterylizacji kazdej prébki przez potarcie wacikiem
nasgczonym 70% etanolem, z pogranicza miedzy makroskopowo zdrowg tkanka,
a nekrozg wycina sie skrawki i maceruje je w buforze PBS (0,27% NazHPOg;
0,04% Na H2POg4; 0,8% NaCl). Uzyskany homogenat przenosi sie na pozywke
mikrobiologiczng King’s B (3,8% Pseudomonas Agar F Difco, 1% glicerol) (King i
in., 1954) rozprowadzajgc go po powierzchni ezg. Zaszczepiong pozywke na
szalkach Petriego inkubuje sie przez 48 godzin w temperaturze 26°C. Po tym
czasie wybiera kolonie o morfologii podobnej do kolonii szczepdw wzorcowych i
przenosi je na nowe pozywki w celu uzyskania czystych kultur bakterii. Nastepnie
ocenia sie morfologie kolonii oraz wykonuje sie testy fenotypowe w celu
okreslenia przynaleznosci bakterii do gatunku i patowaru.

b/ Charakterystyka: W celu wstepnego okreslenia przynaleznosci gatunkowej
zebranych izolatow charakteryzuje sie izolaty wykorzystujgc testy LOPAT {j.
wytwarzanie lewanu z sacharozy (L) (Lelliot i in., 1966), obecnos¢ oksydazy (O)
(Kovacs, 1956), aktywnos¢ pektynolityczng (P) — (Schaad i in., 2001), obecnosc¢
dihydrolazy argininy (A) (Thornley, 1960), zdolnos¢ do indukcji reakcji
nadwrazliwosci (T) (Klement, 1963). Do réznicowania patowardw i ras P. syringae
wykonuje sie testy GATTa tj. zdolno$¢ izolatéw do uptynniania zelatyny (G),
aktywnos¢ enzymu B-glukozydazy (A), aktywnos¢ tyrozynazy (T), zdolnosé do
wykorzystania kwasu winowego (Ta) (Freigoun i Crosse,1975; Lattore i
Jones, 1979, Lelliott i Stead, 1987), oraz test na wykorzystanie kwasu mlekowego
(Young i Triggs, 1994).

2. Metody molekularne — PCR. Pierwszym etapem identyfikacji z zastosowaniem
techniki konwencjonalnego PCR lub reakcji PCR w czasie rzeczywistym z
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zastosowaniem SYBR Green | (ang. real-time PCR) jest izolacja kwasow
nukleinowych, w tym przypadku DNA. Do izolacji mozna zastosowa¢ metode
izolacji Aljanabi i Martinez (1997) z modyfikacjg wtasng (Katuzna i in., 2012) lub
gotowe zestawy komercyjne np. Genomic Mini kit (A&A Biotechnology) wedtug
zalecen producenta. Do identyfikacji bakterii Pseudomonas syringae pv.
morsprunorum rasa 1 (Psml) i rasa 2 (Psm2) zaprojektowano cztery zestawy
starterow (Tabela 1). Nalezy jednak pamietaC, ze morela moze bycC takze
porazana przez bakterie Pseudomonas syringae pv. syringae powodujgcg takie
same objawy jak Psm. Dlatego w przypadku wystgpienia objawow nalezy
potwierdzi¢ lub wykluczy¢ wystepowanie takze tego patogena. Opracowana
metoda pozwala na wykrywanie i identyfikacje bakterii zaréwno w czystej kulturze
jak i w materiale roslinnym.

Tabela 1.Startery specyficzne dla szczepéw Psmli Psm2 (Katuznaiin. 2016/2017).

Reakcja | Nazwa Sekwencja startera (5' — 3') Wielkosé

startera produktu
(p2)

Konwen | Psm1-6F 5-TGTTCCCGGCCATCCAATA-3’

cjonaln , 1793

| Y | Psm1-6R 5-ATCCGCATCAGTCAAAATAGTCAT-3

PCR
Psm2-8F 5-CTTTTTAGATGGTGAGGTTTTGTA-3’ 410
Psm2-8R 5-ACTTTCGGATCATCGTTTTCTA-3’

Eea" Psm1-1F-RT | 5 1cCcCGGCCATCCAATACTTTACG-3 | 101

Ime

PCR PsSm1-1R-RT | 5 ACGCTTCATGGTGTCTTGTTTA-3’
Psm2-1F-RT | 5-GGTTTGCCTTTTCCTCAG-3’ 104
Psm2-1R-RT | 5-ATTGCATTACTTCTTTGTTGC-3’

F-starter “forward”; R-starter “reverse”

Skilad mieszaniny reakcyjnej i warunki reakcji: PCR i real Time PCR

Technika konwencjonalnego PCR ze starterami specyficznymi dla szczepow
powinna by¢ prowadzona w 15 pl catkowitej objetosci reakcji w termocyklerze T3000
firmy Biometra (Biometra, Gottingen, Germany). Przygotowana mieszanina reakcyjna
zawiera: 15 ng DNA, 0,4 U polimerazy Dream DNA Polymerase, 1x stezony bufor
reakcyjny Dream Tag Green (ThermoScientific, Vilnius, Lithuania), 0,15 mM kazdego
z nukleotydow oraz 0,7 uM kazdego ze starterow. Warunki reakcji amplifikacji: wstepna
denaturacja — w temp. 94°C przez 4 min. 30 cykli reakcyjnych (denaturacja w temp.

94°C przez 45 sek., przytgczanie starterow 59°C dla starterow Psm1-6F i Psm1-6R
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(do wykrywania Psm1) and 54°C dla starteréw Psm2-8F i Psm2-8R (do wykrywania
Psm2) i wydtuzanie w temp. 72°C przez 1 min) oraz koncowe wydtuzanie w temp. 72°C
przez 10 min. Uzyskany produkt reakcji rozdziela w 1,5% zelu agarozowym w buforze
0,5 x TBE (0,045 M Tris - kwas borowy i 0,001 M EDTA, pH 8.0) (Sambrook i in., 1989)
przy napieciu 5-7 V/cm zelu. Nastepnie fragmenty DNA wybarwia sie w 0,005%
roztworze wodnym bromku etydyny i obserwuje w $wietle UV. Wielkos¢ produktow
reakcji ocenia sie przez poréwnanie ze standardem masowym np. O’GeneRuler 100
bp DNA ladder Plus (Fermentas, Life Science, Lithuania). DNA szczepu
referencyjnego Psml lub Psm2 stanowi kontrole pozytywng, a sterylna woda
destylowana — kontrole negatywng reakc;ji.

Reakcje Real-time PCR z SYBR Green | powinny by¢ prowadzone w
termocyklerze Bio-Rad CFX96. Mieszanina reakcyjna w 20 ul catkowitej objetosci
reakcji zawierata: 10 ng DNA, 1x reakcja z SsoAdvanced SYBR Green Supermix (Bio-
Rad, Hercules, USA) i 0,5 mM kazdego ze starteréow: Psm1-1F-RT/Psm1-1R-RT dla
Psml i Psm2- 1F-RT/Psm2-1R-RT dla Psm2. Zastosowano nastepujgce warunki
reakcji amplifikacji: wstepna denaturacja w temperaturze 98 °C przez 130 s, a
nastepnie 35 cykli w 95 °C przez 10 s, a nastepnie 60 °C przez 15 s, Reakcje
zakonczono analizg krzywej topnienia w celu okreslenia specyficznosci produktéw
ktéra byta prowadzona w nastepujgcych warunkach: zaczynata sie od 65 °C do 95 °C,
z przyrostem 0 0,5 °C co 5 s. DNA szczepu referencyjnego Psml lub Psm2 stanowi

kontrole pozytywng, a sterylna woda destylowana — kontrole negatywng reakcji.

Objasnienia skrotow uzytych w tekscie:
PCR = Polymerase Chain Reaction = reakcja tarncuchowa polimerazy
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