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INSTYTUT OGRODNICTWA

Metodyka pobierania préb materiatu szkétkarskiego
I wody do badan laboratoryjnych na obecnos¢
Phytophthora fragariae C.J. Hickman

Testowane rosliny: Poziomka — Fragaria L.,

Truskawka — Fragaria * ananassa D.

Termin pobierania prob

Oceny polowej materiatu szkétkarskiego wszystkich kategorii dokonuje sie dwa
razy w roku w trakcie sezonu wegetacyjnego: wiosng (V-VI) lub jesienig (IX-X)
(standard PM 3/83 (1), EPPO, 2017) przed nastaniem dtugotrwatych wysokich lub
niskich temperatur powietrza. Dla materialu szkotkarskiego wyprodukowanego w
wyniku mikrorozmnazania, ktéry jest utrzymywany przez okres krotszy niz trzy
miesigce, nalezy wykonac jedng ocene polowg. Dla materiatu kategorii elitarny w
stopniu przedbazowy, z kazdej przedbazowej rosliny matecznej rok po jej
dopuszczeniu jako przedbazowej rosliny matecznej, a nastepnie raz w trakcie sezonu
wegetacyjnego, nalezy pobrac¢ proby do badan laboratoryjnych pod katem obecnosci
P. fragariae (Rozporzadzenie Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia z 31 marca 2017
r. w sprawie szczegotowych wymagan dotyczacych wytwarzania i jakosci materiatu
szkotkarskiego; Dz.U. 2017 poz. 757 z pdzniejszymi zmianami).

Podczas oceny polowej materiatu szkotkarskiego nalezy przeprowadzi¢ ocene
makroskopowg lisci, korony oraz systemu korzeniowego roslin Fragaria L. na
obecnos¢ symptoméw powodowanych przez P. fragariae. W przypadku wystgpienia
objawow nalezy pobrac proby roslin i podda¢ badaniom laboratoryjnym.

Materiat roslinny powinien by¢ uznany za wolny od P. fragariae na kazdym etapie
produkcji na podstawie wynikow oceny wizualnej lub jesli w miejscu wytwarzania w
ostatnim petnym sezonie wegetacyjnym nie wykazywat objawdéw powodowanych
przez P. fragariae na lisciach, systemie korzeniowym i koronie, a porazony materiat
oraz inne rosliny w otaczajgcej go strefie o promieniu co najmniej 5 m zostaty
oznaczone, wytgczone z wyorywania i wprowadzania do obrotu oraz zniszczone po
wyoraniu nieporazonego materiatu szkoétkarskiego.
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Wybér tkanki/czesci rosliny

Patogen P. fragariae jest najczesciej wprowadzany na nowe obszary z porazonymi
sadzonkami. Rozwojowi patogena sprzyjajg chtodne i wilgotne warunki panujgce w
glebie (optymalna temperatura do dokonania infekcji: 10-17°C). Legniowiec powoduje
charakterystyczne objawy choroby w systemie korzeniowym roslin z rodzaju
Fragariae. Korzenie boczne zaatakowanych sadzonek gnijg i zamierajg zazwyczaj
zanim roslina wyksztatci owoce dojrzate do zbioru. Wierzchotki pozostatych korzeni
przybierajg szaro-brgzowg barwe, co nadaje im wyglad ,szczurzego ogona”’. W
przekroju podtuznym korzenia widoczne jest czerwone do ceglastego zabarwienie
walca osiowego. U bardziej wrazliwych odmian nekroza moze siega¢ korony. Na
porazonych korzeniach legniowiec tworzy zarodnie ptywkowe (zoosporangia), z
ktérych do roztworu glebowego uwalniane sg zarodniki ptywkowe (zoospory), zas
wzdtuz walca osiowego oospory, ktore zostajg uwolnione do gleby po rozpadzie
korzenia i stanowig forme przetrwalnikowg legniowca w glebie (mogg pozostaé
zywotne przez kilkanascie lat). W konsekwencji uszkodzenia systemu korzeniowego,
nadziemne czesci rosliny wykazujg skarlaty pokroj, mtodsze lisScie mogg przybieraé
niebieskawy odcien, a starsze liscie zotkng lub czerwieniejg. Przy lekkim porazeniu
roslin przez P. fragariae rosliny mogg nie wykazywaé¢ zadnych oznak choroby (PP 2/9
(1), 1998). Ze wzgledu na fakt, ze infekcja P. fragariae moze przebiegac bezobjawowo,
istnieje pewne ryzyko porazenia materiatu roslinnego takze w kulturach tkankowych,
dlatego reprezentatywne préby w postaci catych roslin z systemem korzeniowym
nalezy przekaza¢ do badania laboratoryjnego.

W przypadku gatunkéw z rodzaju Phytophthora przyjmuje sig, ze ich jednostki
propagacyjne wystepujg na plantacjach nieréownomiernie, w skupieniach. Zgodnie
z metodykg pobierania prob roslin z podejrzeniem wystepowania P. fragariae (PM 3/22
(2), 2013) do badan laboratoryjnych, nalezy dokonaé¢ ogdlnej oceny pola
w poszukiwaniu roslin z objawami takimi, jak nierbwnomierny wzrost, skartowacenia,
zamieranie czy utrata turgoru, szczegolnie w obnizeniach terenu, gdzie moze zbieraé
sie woda. Nalezy dokona¢ wizualnej inspekcji systemu korzeniowego pod katem
wystepowania objawéw ,szczurzych ogonkow” oraz czerwonego walca osiowego
w korzeniach, a takze czerwono-brgzowych nekroz w koronie (podtuzne ciecie
sekatorem) z symptomatycznych ro$lin (uwaga: nekrozy w koronie mogag by¢ objawem
infekcji przez inne patogeny, jak np. P. cactorum, Colletotrichum acutatum, i in.). W
przypadku braku wystepowania objawéw inspekcje nalezy wykona¢ oddzielnie dla
kazdej odmiany (bloku). Proby pobiera¢ losowo, poruszajgc sie liniowo w ksztatcie
litery W. Powinny zawiera¢ one sadzonki mateczne oraz ukorzenione sadzonki
roztogowe.

W szkétkach pojemnikowych wskazane jest przeprowadzenie analizy wody
wykorzystywanej do podlewania roslin. W tym celu, do wykrycia obecnosci zoospor
legniowcoéw 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 szkétce
(http://dx.doi.org/10.3733/ca.2018a0026)

Sposdéb pobierania préb

Przy pobieraniu préb nalezy kierowa¢ sie nastepujacymi ogoélnymi
zasadami:

1. W pierwszej kolejnosci nalezy wykopac cate rosliny lub ich czesci, ktore
umozliwig obserwacje wizualng nastepujgcych symptomoéw: widoczna utrata
turgoru lisci, zasychanie catych sadzonek, niebieskawy odcien lisci, a nastepnie
przeprowadzi¢ ocene makroskopowg podziemnych czesci roslin pod katem
wystgpienia szczurzych ogonkow i czerwonego walca osiowego widocznego na
podtuznym przekroju korzenia.

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

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

4. Préby pobiera¢c do trwale oznakowanych foliowych torebek 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 dopuszczac
do zamrozenia prob!

Pobrane proby przekaza¢ do badan laboratoryjnych zatgczajgc zlecenie na ich
wykonanie (formularz mozna pobra¢ 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 P. fragariae

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

Wszystkie stosowane obecnie metody wykrywania P. fragariae opierajg sie
pierwotnie na tescie putapkowym opracowanym przez Duncana (1980). W celu
przeprowadzenia tego testu, kohcowki korzeni (dtugo$¢ 2-5 cm) sg odcinane i
mieszane z pozbawionym gleby kompostem (1:3 piasek/torf plus nawozy, pierwiastki
Sladowe i wapno; pH mieszaniny = 5,5). Mieszaning umieszcza sie w plastikowych
doniczkach o $rednicy 12,5 cm.

Kazdg tak przygotowang doniczke obsadza sie 5 sadzonkami F.vesca var.
semperfloren cv. Baron Solemacher (np. podatny klonUC5), o wysokosci okoto 7,5—
10,0 cm. Jezeli sadzonki do testu otrzymywane sg z nasion, to nalezy je posadzi¢ do
przygotowanych j.w. doniczek w terminie 2-3 tygodni od wysiewu. Tak przygotowane
testy putapkowe nalezy inkubowac przez okres 4-6 tygodni w warunkach temp. 20°C i
Swietle ciggtym o natezeniu 8000 luksow. Jezeli jako roS$liny putapkowe
wykorzystywane sg sadzonki roztogowe, powinny one zosta¢ ukorzenione 10-14 dni
przed uzyciem w tescie. Nastepnie, po ich posadzeniu do przygotowanych j.w.
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doniczek nalezy je inkubowac w szklarni w temperaturze 15°C oraz nawadniac przez
zamgtawianie co 6 godzin przez 15 minut lub ostrozne podlewanie bezposrednie.

Po 5 tygodniach korzenie kazdej rosliny — przynety sg badane pod katem typowych
objawéw na systemie korzeniowym oraz mikroskopowo, pod kgtem obecnosci oospor.
Jezeli w ocenianych korzeniach podczas obserwacji mikroskopowej widoczne bedg
oospory, mozna przeprowadzicC izolacje patogena na podtoze selektywne (Erwin i
Ribeiro, 1996; EPPO Datasheet: P. fragariae, zaktualizowane 15/02/2022).
Wymagane jest wykonanie odpowiedniej kontroli biologicznej dla testu putapkowego,
poprzez umieszczenie roslin kontrolnych w tacach z samym kompostem, w celu
wykrycia mozliwego zanieczyszczenia krzyzowego (PM 4/11 (2), 2008). Czutos¢ testu
putapkowego ocenia sie jako mozliwos¢ wykrycia poziomu zakazenia badanego
materiatu roslinnego <1%.

W celu wykrycia P. fragariae mozna rowniez zastosowac¢ nastepujgce tgczone
analizy laboratoryjne (Bonants i in., 2004):

- test putapkowy wykonany dla préby wody, po ktérym wykona¢ ocene
makroskopowg systemu korzeniowego rosliny — putapki i obserwacje mikroskopowe
00Spor;

- wykonanie testu nested-PCR (z ang. PCR zagniezdzona) dla préby wody
pochodzgcej z testu putapkowego z badaniem wody;

- test putapkowy dla proby wody potgczony z nested-PCR dla korzeni rosliny -
putapki.

Bezposrednie badanie materiatu roslinnego technikg PCR jest rowniez mozliwe,
jednak przy wiekszej ilosci prob rekomendowane jest przeprowadzenie wodny testu
putapkowego (PM 4/11 (2), 2008). Protokét dla zagniezdzonej reakcji PCR,
wykorzystujgcej startery specyficzne do regionu ITS w rDNA P. fragariae zostat
opracowany przez Cooke i in., 2000. Uwaza sie, ze test zagniezdzonej PCR,
zastosowany do detekcji P. fragariae w bezobjawowo porazonych roslinach oraz do
detekcji zoospor patogena w wodzie umozliwia wykrycie P. fragariae z podobng
czutoscig jak opisany wyzej test putapkowy przeprowadzony dla fragmentéw korzeni
(EPPO Datasheet: P. fragariae, zaktualizowane 15/02/2022).
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Objasnienia skrotow uzytych w tekscie:

PCR = Polymerase Chain Reaction = reakcja tancuchowa polimerazy

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