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INSTYTUT OGRODNICTWA

Metodyka pobierania préb materiatu szkétkarskiego
I wody do badan laboratoryjnych na obecnos¢
Phytophthora spp.

Testowane rosliny: Jezyna bezkolcowa - Rubus fruticosus

Malina witasciwa — Rubus idaeus

Termin pobierania prob

Oceny polowej materiatu szkotkarskiego kategorii elitarny w stopniu przedbazowy
oraz elitarny w stopniu bazowy dokonuje sie dwa razy w roku w trakcie sezonu
wegetacyjnego, natomiast kategorii kwalifikowany oraz CAC raz w roku. Z kazdej
przedbazowej rosliny matecznej dwa lata po jej dopuszczeniu jako przedbazowej
rosliny matecznej, a nastepnie co dwa lata, nalezy pobra¢ proby roslin do badan
laboratoryjnych pod katem obecnosci legniowcdéw z rodzaju Phytophthora. W
przypadku pozostatych kategorii i stopni kwalifikacji, w razie podejrzenia wystgpienia
objawéw fytoftorozy podczas polowej oceny wizualne] materiatu szkotkarskiego,
nalezy pobrac proby i wykonac¢ ocene laboratoryjng na obecno$é Phytophthora spp.
Dla materiatu szkoétkarskiego kategorii elitarny w stopniu bazowym, wyprodukowanego
w wyniku rozmnazania, ktory jest utrzymywany przez okres krotszy niz trzy miesigce,
nalezy wykonac jedng ocene polowa. (Rozporzadzenie Ministra Rolnictwa i Rozwoju
Wsi z dnia z 31 marca 2017 r. w sprawie szczegétowych wymagan dotyczgcych
wytwarzania i jakosci materiatu szkotkarskiego; Dz.U. 2017 poz. 757 z pdzniejszymi
zmianami). Optymalnie proby do badan nalezy pobiera¢ wiosng (V-VI) lub jesienig (IX-
X), przed nastaniem dtugotrwatych wysokich lub niskich temperatur powietrza.

Materiat roslinny powinien by¢ uznany za wolny od Phytophthora spp. na kazdym
etapie produkcji na podstawie wynikdéw oceny wizualnej. Dopuszczalny prog tolerancji
w przypadku materiatu roslinnego, na kazdym etapie jego produkcji, wynosi 0% roslin
wykazujgcych objawy chorobowe w danej parti ocenianego materiatu
(Rozporzadzenie Wykonawcze Komisji UE 2019/2072 z dnia 28 listopada 2019 r.).

Wyboér tkanki/czesci rosliny

Patogeny z rodzaju Phytophthora sg najczesciej wprowadzane na nowe obszary
z porazonymi sadzonkami, a nastepnie rozprzestrzeniajg sie wraz ze sptywajgcg wodg
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opadowg lub wzdluz systemédw nawadniajgcych. Rozwojowi tej grupy
mikroorganizmow sprzyjajg umiarkowane temperatury (optima dla réznych gatunkéw
tego rodzaju oscylujg w granicach 10-25°C) oraz wilgotne warunki panujgce w glebie.
Legniowce dokonujg infekcji przez system korzeniowy rosliny i powodujg jego gnicie,
a w konsekwencji rozpad. System korzeniowy zaatakowanych roslin jest nekrotyczny,
zamierajg korzenie wtosnikowe, co moze nadawac¢ korzeniom roslin Rubus L
ogotocony wyglad, przypominajgcy szczurzy ogon. W przekroju podtuznym korzeni
oraz u podstawy pedu, po usunieciu kory, obserwuje sie nekrozy
i przebarwienia drewna. Na porazonych korzeniach legniowce tworzg zarodnie
ptywkowe (zoosporangia), z ktérych do roztworu glebowego uwalniane sg zarodniki
ptywkowe (zoospory), zas wzdtuz walca osiowego korzeni oospory, ktore zostajg
uwolnione do gleby po rozpadzie korzenia i stanowig forme przetrwalnikowg legniowca
w glebie (mogg pozosta¢ zywotne przez kilkanascie lat). W konsekwencji uszkodzenia
systemu korzeniowego, na nadziemnych czesciach roslin pojawiajg sie objawy
choroby. Pedy, szczegdlnie mtode i niezdrewniate, szybko wiedng, tworzgc pastoralne
zagiecie. Starsze liscie podczas gorgcego i suchego lata zasychajg i wygladajg jak
spalone, ale nie opadajg, lecz pozostajg na porazonych pedach. Porazone krzewy nie
wytwarzajg odrostow (Martin iin., 2017). Przy lekkim porazeniu systemu korzeniowego
Phytophthora spp. rosliny moga nie wykazywaé¢ zadnych oznak choroby, dlatego w
przypadku podejrzenia wystgpienia legniowcdéw w mateczniku, reprezentatywne proby
w postaci karpy korzeniowej z pedami ucietymi na wysokosc¢ 20 cm (lub cate rosliny,
jezeli ich wielkosS¢ nie przekracza 50 cm) nalezy przekaza¢é do badania
laboratoryjnego.

W przypadku gatunkéw z rodzaju Phytophthora przyjmuje sig, ze ich jednostki
propagacyjne wystepujg na plantacjach nierbwnomiernie, w skupieniach. Nalezy
dokona¢ ogdlnej oceny pola w poszukiwaniu roslin z objawami zamierania
i zasychania peddw, nierdbwnomiernego wzrostu, utraty turgoru lisci na pojedynczych
pedach, szczegolnie w obnizeniach terenu, gdzie moze zbiera¢ sie woda. Nalezy
dokonac¢ wizualnej inspekcji podstawy pedu oraz systemu korzeniowego pod kgtem
wystepowania brgzowych nekroz, objawow gnicia i zamierania korzeni wtosnikowych.
W przypadku braku wystepowania objawdw inspekcje nalezy wykona¢ oddzielnie dla
kazdej odmiany (bloku). Proby pobiera¢ losowo, poruszajgc sie liniowo w ksztatcie
litery W.

W szkétkach pojemnikowych wskazane jest przeprowadzenie analizy wody
wykorzystywanej 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.

Rok publikacji (umieszczenia na stronie internetowej): 2023 strona2/6


http://phytosphere.com/BMPsnursery/test3_4bench.htm

Fot. 1. Zbiornik — putapka do wychwytywania zoospor Phytophthora spp. z wody,
ktéra zostata wykorzystana do podlewania roslin w szkétce
(http://dx.doi.org/10.3733/ca.2018a0026)

Sposdéb pobierania prob:

Przy pobieraniu prob nalezy kierowa¢ sie nastepujacymi ogolnymi
zasadami:

1. W pierwszej kolejnosci nalezy wykopac rosliny lub pobrac ich czesci,
wykazujgce nastepujgce symptomy: widoczna utrata turgoru lisci, zasychanie
pojedynczych niezdrewniatych pedéw i/lub catych roslin, widoczne nekrozy u
podstawy pedow, a nastepnie przeprowadzi¢ ocene makroskopowg podziemnych
czesci roslin pod katem wystgpienia nekroz na systemie korzeniowym i/lub
zamierania korzeni wiosnikowych.

2. Wskazane jest oznaczenie (zaetykietowanie) miejsca w mateczniku,
z ktérego pobrano rosliny do badania, chyba, ze identyfikacja jest mozliwa na
podstawie istniejgcego oznakowania lub szczegdtowego planu nasadzenia.

3. W przypadku pobierania prob wody lub gleby, kazda z nich powinna
pochodzi¢ z pojedynczej kwatery, na ktérej znajduje sie materiat szkotkarski oraz
posiadac etykiete umozliwiajgca identyfikacje opisanej kwatery.

4. Préby pobieraé do trwale oznakowanych foliowych torebek
i zabezpieczyC przez ich zamkniecie. W przypadku wyzszych temperatur (powyzej
25°C) zaleca sie umieszczenie prob w tzw. lodéwce turystycznej, pojemniku
styropianowym albo "torbie na mrozonki" z wktadem chtodzgcym. Nie dopuszczac
do zamrozenia prob!

Pobrane proby przekaza¢ do badan laboratoryjnych zatgczajgc zlecenie na ich
wykonanie (formularz mozna pobraé¢ ze strony internetowej Panstwowej Inspekcji
Ochrony Roslin i Nasiennictwa, piorin.gov.pl). Dodatkowo nalezy sporzadzié¢
i przechowywac przez 3 lata kopie "Zlecenia" oraz pisemng informacje zawierajgca
dodatkowe dane, o ile nie zostaty podane w "Zleceniu":
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Data pobrania proby (dd mm rrrr)

Dane producenta:
e Imie i nazwisko
e Adres kontaktowy
e Telefon
e Adres e-mail
Adres plantaciji

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

Rodzaj pobranego materiatu
(na przyktad: korzenie)

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

Dodatkowe informacje dotyczace
m.in. wystepowania podejrzanych
symptomow, choréb, szkodnikéw lub
rozpoznanych zrodet infekcji w poblizu
badanych roslin

Metody laboratoryjne badania obecnosci Phytophthora spp.

Po dostarczeniu do laboratorium proby materiatu roslinnego umiesci¢ w chiodzie
(+4°C do +10°C). Préby moga by¢ przechowywane w lodéwce (chtodni) maksymalnie
przez okres kilku dni. W przypadku prob wody nalezy je przechowywac w temperaturze
od +10 do +18°C przez okres maksymalnie kilkunastu dni.

Badania pod katem obecnosci patogena w materiale roslinnym mozna
przeprowadzi¢ poprzez izolacje legniowcéw na pozywki agarowe, a nastepnie
identyfikacje wyrostych kolonii na podstawie morfologii oraz reakcji PCR.

W tym celu materiat roslinny (fragmenty korzeni, fragmenty znekrotyzowanej tkanki
pobranej z podstawy peddw) wykazujgcy objawy chorobowe nalezy pocig¢ sterylnym
skalpelem na kawatki o dtugosci ok.1-2 cm, przeptukac¢ sterylng wodg, nastepnie
zanurzy¢ na 1 min w 2% roztworze NaOCI, ponownie przemy¢ sterylng wodg i
wysuszy¢. Przygotowane fragmenty roslin umiesci¢ na pozywce mikrobiologiczne;.
Zalecana pozywka do selektywnej izolacji legniowcow Phytophthora to pozywka stata
PARP (Kannwischer i Mitchell, 1978), zawierajgca klarowany sok warzywny oraz
antybiotyki (Pimarycyne, Ampicyling, Ryfampicyne oraz PCNB) a takze jej pozniejsze
modyfikacje. Po wytozeniu fragmentow tkanki na pozywke nalezy je inkubowac przez
okofto 7 dni w temperaturze 20-25°C, az do momentu uzyskania wzrostu grzybni.
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Wyroste kultury nalezy przeszczepic na czyste podtoza, dedykowane do
przeprowadzenia charakterystyki morfologicznej legniowcdéw, umozliwiajgcej ich
klasyfikacje do rodzaju Phytophthora wedtug klucza (np. Erwin i Ribeiro, 1996; Gallegly
i Hong, 2008; Ho, 2018; Ristaino, 2012).

W celu potwierdzenia, ze wyroste kolonie nalezg do rodzaju Phytophthora, jak
rowniez do identyfikacji legniowcéw bezposrednio w porazonym materiale roslinnym,
mozna przeprowadzi¢ test PCR. Do izolacji kwasow nukleinowych, zaréwno z
aksenicznych kultur patogena, jak i materiatu roslinnego (fragmenty korzeni, fragmenty
pedow) z wyraznymi objawami choroby, mozna wykorzysta¢ komercyjne zestawy, jak
np. GeneMATRIX Plant & Fungi DNA Purification Kit (EURXx). W kazdym przypadku
nalezy stosowacC sie do zaleceh producenta. Z uzyskanym DNA grzyba nalezy
przeprowadzi¢ reakcje PCR ze starterami ITS 6 : 5' GAA GGT GAA GTC GTA ACA
AGG 3' (Cooke i in., 2000) oraz ITS4: 5' TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 3’ (White
et al., 1990), a nastepnie odczyta¢ sekwencje produktu i porownac jg z wynikami
dostepnymi w bazie danych GenBank dla legniowcéw Phytophthora. Warunki do
przeprowadzenia reakcji PCR ze starterami do regionéw ITS oraz DNA Phytophthora,
jak i stezenia poszczegolnych reagentdw zostaty wymienione w publikacji Cooke i in.,
2000.

Jezeli z jakichs przyczyn nie mozna uzyskac¢ zywych kultur legniowcoéw z materiatu
roslinnego nalezy zbadac¢ prébe gleby ze szkétki na obecnos¢ legniowcoéw z rodzaju
Phytophthora. W tym celu nalezy przeprowadzi¢ test putapkowy, a jako putapke
wykorzystac liscie rozanecznika odm. Nova Zembla. Korzystnie jest, jezeli badana
proba ziemi bedzie zawierata szczatki roslin (fragmenty korzeni), ktére wykazywaty
objawy choroby. Do badania pobiera sie probe gleby o wadze 1-1,5 kg, pobrang ze
szkotki do gtebokosci 15-20 cm, jesli to mozliwe z bliskiego sgsiedztwa systemu
korzeniowego chorujgcych roslin. Pobrang glebe umieszcza sie w plastikowych
kuwetach, zalewa sie wodg kranowg do wysokosci 2 cm nad powierzchnig gleby, a
nastepnie na lustrze wody ostroznie umieszcza sie liscie rozanecznika. Cato$¢ nalezy
inkubowa¢ w temperaturze pokojowej przez 10 dni. Po tym czasie nalezy oczysci¢
lisScie pod biezgcg wodg przy uzyciu miekkiej szczoteczki, przesungc szybkim ruchem
nad ptomieniem palnika obie strony blaszki licia i pokroi¢ na fragmenty 5 x 5 mm oraz
wyktada¢ na pozywke PARP, w ilosci 25 fragmentéw na jedng szalke; tgcznie
przygotowaé pie¢ takich szalek na prébe. Zaszczepione podtoza PARP nalezy
inkubowa¢ w temperaturze pokojowej. Po 48 godzinach nalezy oceni¢ morfologie
wyrostych kolonii oraz odszczepi¢ je na czyste podtoza state w celu charakterystyki ich
morfologii wg klucza, oraz poddac¢ dalszej identyfikacji metodami biologii molekularnej.
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Objasnienia skrotow uzytych w tekscie:

PCR = Polymerase Chain Reaction = reakcja fancuchowa polimerazy

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