I n |I o 't .. Ms.42.01.N_alba

INSTYTUT OGRODNICTWA

Metodyka pobierania préb materiatu szkétkarskiego
do badan laboratoryjnych na obecnos¢
grzyba Neofabraea alba (N. vagabunda wg
https://www.speciesfungorum.org)

Rosliny testowane: Jabtoin — Malus Mill.

Termin pobierania préb:

Materiat roslinny powinien byé wolny od N. alba na podstawie wynikow
wizualnej oceny polowej. Dopuszczalny prog 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.)

Proby do badan na obecnos¢ patogena w materiale roslinnym nalezy pobiera¢
wiosng (V-VI) lub jesienig (IX-X) przed nastaniem dtugotrwatych wysokich lub niskich
temperatur powietrza.

Wyboér tkanki/czesci rosliny:

Objawy chorobowe widoczne sg najczesciej na rocznych lub dwuletnich
pedach, czasem takze na pniach w postaci eliptycznych, wydtuzonych i nekrotycznych
plam powstatych wokét ran stanowigcych miejsca infekcji. Zmiany chorobowe
powstajg zazwyczaj w miejscach po oderwanych lisciach, wycietych pedach oraz
wokot innego rodzaju uszkodzen mechanicznych np. w czasie szczepienia, okulizacji
lub po intensywnym opadzie gradu. W miejscu porazenia kora zmienia zabarwienie na
jasnobrunatne, tkanki zamierajg i zapadajg sie az do drewna. Grzyb zimuje
saprotroficznie na obumartej korze lub w formie pasozytniczej w ranach zgorzelowych,
gdzie pojawiajg sie czarne, drobne toza — acerwulusy o wymiarach 0,4-0,8 mm,z
ktérych wyciekajg szarobiate lub kremowe skupienia zarodnikéw konidialnych.
Zarodniki konidialne sg jednokomérkowe, bezbarwne, stabo lub silnie zakrzywione,
z kohcami zaokrgglonymi lub nieco spiczastymi, o Srednich wymiarach 2-4 x 14-30 pm.

W przypadku wyraznie widocznych zmian chorobowych, nalezy pobrac
fragment rosliny zawierajgcy porazong tkanke i przeprowadzic izolacje patogena na
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pozywki mikrobiologiczne. W celu identyfikacji patogena stosuje sie metody klasyczne
oraz techniki biologii molekularnej.

Sposob pobierania préb

Przy pobieraniu préb nalezy kierowac si¢ nastepujagcymi zasadami:

1. W pierwszej kolejnosci nalezy pobrac probe fragmentu pedu z nekrozg powstatg
wokot sladéw po lisciach lub wokot uszkodzenia mechanicznego (w miejscu
wyciecia pedu, szczepienia, okulizacji lub uszkodzen po gradzie).

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

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

4. Proby nalezy pobra¢ do trwale oznakowanych torebek foliowych i zabezpieczy¢
przez ich zamkniecie. W przypadku wyzszych temperatur (powyzej 25°C) zaleca
sie umieszczenie prob w tzw. lodowce turystycznej, pojemniku styropianowym
albo "torbie na mrozonki" z wktadem chtodzgcym. Nie dopuszcza¢ do zamrozenia
préb! Po dostarczeniu do laboratorium, préby umiesci¢ w temperaturze +4°C do
+10°C. Mogg by¢ one przechowywane w warunkach chtodni maksymalnie przez
okres kilku dni.

5. Pobrane proby przekaza¢ do badan laboratoryjnych zatgczajgc zlecenie na ich
wykonanie (formularz mozna pobrac¢ ze strony internetowej Panstwowej Inspekcji
Ochrony RoS$lin i Nasiennictwa, piorin.gov.pl). Dodatkowo nalezy sporzgdzic¢
i przechowywa¢ przez 3 lata kopie "Zlecenia" oraz pisemng informacje
zawierajgcg dodatkowe dane, o ile nie zostaty podane w "Zleceniu™:

Data pobrania proby (dd mm rrrr)

Dane producenta:

e Imie i nazwisko

e Adres kontaktowy

e Telefon

e Adres e-mail
Adres plantacji

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

Rodzaj pobranego materiatu (na przyktad: pedy)
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Plan (szkic) lub opis umozliwiajgcy jednoznaczne
odnalezienie roslin w terenie, z ktérych pobierano
préby

Dodatkowe  informacje  dotyczgce m.in.
wystepowania podejrzanych symptomow,
choréb, szkodnikéw Iub rozpoznanych zrédet
infekcji w poblizu badanych roslin

Metoda laboratoryjna weryfikacji obecnosci N. alba

Po dostarczeniu do laboratorium, préby umiesci¢ w temperaturze (+4°C do
+10°C). Mogg by¢ one przechowywane w warunkach chtodni maksymalnie przez
okres kilku dni.

Badania na obecno$¢ patogena w porazonym materiale roslinnym mozna
przeprowadzi¢ w dwoéch etapach: (1) izolacja na pozywkach mikrobiologicznych;
(2) identyfikacja na podstawie morfologii i/lub testéow PCR.

(1) W celu izolacji patogena na pozywki, powierzchnie peddéw z objawami nekroz
i zgorzeli zdezynfekowa¢ 70% etanolem. W warunkach aspetycznych z pogranicza
zdrowej i chorej tkanki pobra¢ drobne fragmenty i przenies¢ na szalki Petriego
z pozywkg statg (zalecane PDA — ziemniaczano — glukozowa, bgdz OA — pozywka
owsiana). Po 7 dniach inkubacji w temperaturze 20-25°C (optimum ok. 22°C) mozna
obserwowac wzrost kultur grzybdw.

(2) Nalezy przeprowadzi¢ ocene morfologii kultur oraz — jezeli bedg obecne —
zarodnikéw konidialnych grzybow (tj. makrokonidiow i mikrokonidiéw) i porownac
z charakterystykg opisang dla N. vagabunda lub Phlyctema vagabunda przez Chen
i wsp., 2016; pozwalajacg na wstepng klasyfikacje uzyskanych kultur do rodzaju
Phlyctema/Neofabraea. Jezeli nie mozna dokona¢ oceny morfologii zarodnikéw
(np. nie sg wytwarzane w danej kulturze) lub identyfikacja do gatunku na podstawie
obserwowanych cech morfologicznych jest niejednoznaczna, nalezy uzupetni¢ proces
diagnostyczny o techniki biologii molekularnej, jak np. sekwencjonowanie fragmentu
DNA zawierajgcego fragment genu markerowego beta-tubuliny, z wykorzystaniem
starterow F-Btub3 i F-Btub4r (Einax i Voigt, 2003) lub przeprowadzenie reakcji
multiplex PCR (oraz analize produktow reakcji na zelu agarozowym (Michalecka
i wsp., 2016), wedtug warunkow reakcji i elektroforezy opisanych w niniejszej
publikacji. Do izolacji kwaséw nukleinowych z kultur aksenicznych patogena mozna
wykorzysta¢c komercyjne zestawy, jak np. GeneMATRIX Plant & Fungi DNA
Purification Kit (EURX), stosujgc sie do zalecen producenta. W przypadku
zastosowania techniki odczytu sekwencji regionu beta-tubuliny, odczytang sekwencje
nalezy porownac¢ z wynikami dostepnymi w bazie danych GenBank dla N. alba/P.
vagabunda.

Rok publikacji (umieszczenia na stronie internetowej): 2023
strona3/4



Literatura:

1.

Amaral Carneiro G., Walcher M., Storti A., Baric S. 2022. Phylogenetic Diversity
and Phenotypic Characterization of Phlyctema vagabunda (syn. Neofabraea
alba) and Neofabraea kienholzii Causing Postharvest Bull's Eye Rot of Apple in
Northern Italy. Plant Dis. 106(2):451-463.

Chen, C., Verkley, G. J., Sun, G., Groenewald, J. Z., & Crous, P. W. (2016).
Redefining common endophytes and plant pathogens in Neofabraea, Pezicula,
and related genera. Fungal Biology, 120(11), 1291-1322.

Einax, E., & Voigt, K. (2003). Oligonucleotide primers for the universal
amplification of B-tubulin genes facilitate phylogenetic analyses in the regnum
Fungi. Organisms Diversity & Evolution, 3(3), 185-194.

Michalecka M., Bryk H., Poniatowska A., Seliga P., Putawska J. 2016.
Identification and characterization of Neofabraea fungi causing bull's eye rot on
apple in Poland. Acta Hortic. 1144, 183-188.

Michalecka M., Bryk H., Poniatowska A., Seliga P., Putawska J. 2016.
Identification of Neofabraea species causing bull’'s eye rot of apple in Poland
and their direct detection in apple fruit using multiplex PCR. Plant Pathology,
65, 643-654.

Vukoti¢ J., StojSin V., Nagl N., Petre$ M., Hrusti¢ J., Grahovac M., Tanovic¢ B.
2022. Morphological, Molecular, and Pathogenic Characterization of
Neofabraea alba, a Postharvest Pathogen of Apple in Serbia. Agronomy 2022,
12, 2015.

Compedium of Apple and Pear Diseases and Pests. 2014. The American
Phytopathological Society. Wydanie drugie s. 218.

Opracowanie: dr Agata Broniarek-Niemiec e-mail: agata.broniarek@inhort.pl

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

Rok publikacji (umieszczenia na stronie internetowej): 2023

stronad /4


mailto:agata.broniarek@inhort.pl
mailto:monika.michalecka@inhort.pl

