I n |I °'t .. Ms.45.01.Dvac

INSTYTUT OGRODNICTWA

Metodyka pobierania préb materiatu szkétkarskiego
do badan laboratoryjnych na obecnosé
grzyba Diaporthe vaccinii

Testowane rosliny: Boréwka wysoka - VVaccinium corymbosum L.,
Zurawina — Vaccinium macrocarpon Aiton

Termin pobierania préb:

Ocene polowg — wizualng przeprowadza sie w miejscu wytwarzania materiatu
szkoétkarskiego: elitarnego w stopniu przedbazowym oraz elitarnego w stopniu
bazowym — dwa razy w roku, i raz w roku w miejscu wytwarzania materiatu
kwalifikowanego i CAC. Wymagane jest, aby materiat szkétkarski w kategorii elitarny
w stopniu bazowy, kwalifikowany i CAC byt wytwarzany na obszarach, o ktorych
wiadomo, ze sg wolne od D. vaccinii, lub w ostatnim petnym sezonie wegetacyjnym
w miejscu  wytwarzania nie wykazywat objawoéw wystepowania D. vaccinii
(Rozporzadzenie Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia z 31 marca 2017 r.
w sprawie szczegotowych wymagan dotyczgcych wytwarzania i jakosci materiatu
szkoétkarskiego; Dz.U. 2017 poz. 757 z pbzniejszymi zmianami). W sytuacji
wystgpienia grzyba D. vaccinii na materiale szkétkarskim Zzurawiny zaleca sie
stosowanie wymagan jak dla boréwki wysokiej. Materiat roslinny powinien by¢ uznany
za wolny lub praktycznie wolny od D. vaccinii na podstawie wynikow oceny wizualnej.
W przypadku watpliwo$ci podczas inspekcji wizualnej materiatu szkotkarskiego nalezy
pobra¢ préby materiatu roslinnego i podda¢ badaniom laboratoryjnym na obecnos¢
D. vaccinii; z borowki wysokiej: w okresie po kwitnieniu oraz pod koniec lata przed
drewnieniem peddw, z zurawiny — wiosng po ruszeniu wegetacji oraz na przetomie
lata/jesieni.

Wybor tkanki/czesci rosliny:

Boréwka wysoka: Pierwsze objawy chorobowe widoczne sg na wierzchotkach
niezdrewniatych pedéw w postaci niewielkich nekroz/zgorzeli. Zielone tegoroczne
pedy wiedng w ciggu 4-6 dni i czesto zaginajg sie na ksztatt pastoratu. Patogen
rozprzestrzenia sie w dét od miejsca wnikniecia przez naczynia (przerastajgc srednio
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5,5 cm tkanki w ciggu dwoch miesiecy). Zgorzele bgdz brgzowa nekroza moze
obejmowac caty obwdd pedu. Infekcja pedoéw u podstawy prowadzi do ich zasychania,
a w przypadku odmian podatnych mogg zamiera¢ cate rosliny. Ponizej objawow
wiedniecia pedu grzyb powoduje brgzowienie naczyn (ksylemu). Szczegdlnie w
obrebie starszych nekroz pojawiajg sie czarne struktury zarodnikotworcze (konidiomy
typu piknidium) o srednicy ok. 0,3 - 0,5 mm. W momencie, kiedy grzyb zaatakuje
blaszke lisciowg i przerosnie przez ogonek lisciowy do todygi, moze dojs¢ do infekcji
systemicznych. Przebarwione na czerwono liScie pozostajg na zamartych pedach,
wyrozniajg sie na tle zdrowych zielonych pedéw. Latem zarodniki grzyba moga
dokonac infekciji lisci. Pojawiajgce sie na nich zmiany przybierajg posta¢ czerwonych
owalnych plam (ok. 2-10 mm), z niekiedy jasniejszym srodkiem, w obrebie ktérych
stwierdza sie obecnos¢ piknidiéw z zarodnikami. Patogen wnika do pedu przez paki
kwiatowe i przerasta przez kore pierwotng todygi. Jego rozwdj powoduje zamieranie
kilku (5-6) sagsiadujgcych pagkdéw, potozonych w dét od miejsca infekcji. Miejscem
infekcji dla D. vaccinii sg takze uszkodzenia (mechaniczne, mrozowe) pedow.
W przypadku zaobserwowania nekrotycznych zmian na niezdrewniatych
pedach, obserwowanych wokét pakéw kwiatowych i uszkodzeih mechanicznych,
szczegollnie tych, ktérym towarzyszy brazowienie tkanki naczyniowej, oraz
czerwonych owalnych plam na lisciach boréwki wysokiej, fragmenty roslin ze
zmianami nalezy poddaé badaniom laboratoryjnym.

Zurawina: Pierwsze objawy pojawiajg sie na wierzchotkach pedéw, w postaci
ich zamierania oraz wiedniecia lisci. Liscie przebarwiajg sie na pomaranczowo lub
czerwonobrgzowo, ostatecznie zasychajg i pozostajg na pedach zazwyczaj do konca
sezonu, co wyroznia zainfekowane pedy na tle zdrowych, zielonych. Zamieranie
postepuje od wierzchotka w dot pedu a infekcji mogg ulec pojedyncze, kilka lub
wszystkie pedy na krzewie. System korzeniowy pozostaje zdrowy. Choroba rozwija sie
szybciej na pedach wegetatywnych niz na owoconosnych. W miare jej rozwoju wzdtuz
pedoéw owoconosnych, owoce zasychajg. Na porazonych owocach, rzadko na pedach,
tworzg sie piknidia grzyba.

Sposoéb pobierania prob

Przy pobieraniu prob nalezy kierowac si¢ nastepujacymi zasadami:

1. W pierwszej kolejnosci nalezy pobra¢ prébe z niezdrewniatego pedu borowki
wysokiej z nekrozg wokét pgka kwiatowego lub uszkodzenia mechanicznego
wykazujgcych objawy chorobowe (nekroza, czesto z towarzyszgcym
brgzowieniem tkanki naczyniowej), a takze probe lisci z charakterystycznymi
objawami. W  przypadku zurawiny nalezy pobraé probe pedu
Z charakterystycznymi objawami zamierania czesci odwierzchotkowej.

2. Jedna préba powinna pochodzi¢ z jednej rosliny, oznakowanej w sposob
umozliwiajgcy indywidualng identyfikacje zainfekowanych roslin.
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3. Wskazane jest oznaczenie (zaetykietowanie) roslin, z ktorych 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!

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-mall
Adres plantaciji
Rodzaj uprawy (gatunek, odmiana, ew. typ, wiek
roslin)
Rodzaj pobranego materiatu (na przyktad: pedy)
Plan (szkic) lub opis umozliwiajgcy jednoznaczne
odnalezienie roslin w terenie, z ktérych pobierano
proby
Dodatkowe informacje dotyczgce m.in.
wystepowania podejrzanych symptomoéw,
choréb, szkodnikow lub rozpoznanych zrédet
infekcji w poblizu badanych roslin

Metody laboratoryjne badania obecnosci Diaporthe vaccinii

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 pod kgtem obecnosci patogena w materiale roslinnym mozna przeprowadzic¢
dwutorowo: (1) wykrywanie bezposrednio w porazonym materiale i (2) izolacja na
pozywki agarowe, a nastepnie identyfikacja na podstawie morfologii oraz reakcji PCR.
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(1). Wykrywanie bezposrednio w porazonym materiale.

(@) W przypadku stwierdzenia obecnosci struktur zarodnikotworczych, jak czarne
piknidia, z ktérych wydostaje sie tososiowa masa zarodnikow, nalezy pobrac je
sterylng igta i umiesci¢ w kropli destylowanej wody na szkietku podstawowym.
Przeprowadzi¢ obserwacje morfologii zarodnikéw pod mikroskopem $wietinym.
Niezaleznie, zarodniki przenies¢ na pozywke agarowg w celu uzyskania kultury grzyba
(szczegoty dotyczgce hodowli grzyba na pozywkach agarowych — w punkcie 2 a).

(b) Test w wilgotnej komorze. W przypadku widocznej nekrozy i przy jednoczesnym
braku zarodnikowania, proby nalezy inkubowa¢ w komorach z wilgotng bibutg
filtracyjng w celu indukcji tworzenia piknididow (owocnikow stadium wegetatywnego). W
takich warunkach rozwijajg sie one w ciggu 4-7 dni. Inkubacje mozna przedtuzy¢ do
30 dni w celu obserwacji perytecjow (owocniki stadium ptciowego), chociaz obecnosc¢
tego stadium obserwowano jedynie w Ameryce Pdétnocnej. Fragmenty pedow (o
dtugosci ok. 5-7 cm, zawierajgce tkanki zdrowe oraz chorobowo zmienione) przemy¢
wodg destylowang, a nastepnie inkubowaé w wilgotnych komorach, w temperaturze
22-25°C i warunkach naprzemiennego $wiatta i ciemnosci (12h/12h). Komory nalezy
okresowo nawilza¢ i codziennie bada¢ pod mikroskopem stereoskopowym w celu
stwierdzenia struktur zarodnikujgcych. W przypadku obecnosci zarodnikow postgpic
jak opisano w punkcie 1 (a).

(2). Izolacja grzyba na pozywki agarowe, identyfikacja na podstawie morfologii oraz
testéw PCR.

(a) Materiat roslinny (liscie, pedy) wykazujgcy objawy chorobowe nalezy pocigé
sterylnym skalpelem na kawatki o dtugosci ok.1-2 cm, przeptukac¢ sterylng woda,
nastepnie zanurzy¢ na 1 min w 2% roztworze NaOCI i ponownie przemy¢ sterylng
wodg i wysuszy¢é. Przygotowane fragmenty roslin umiesScic na pozywce
mikrobiologicznej. Zalecane pozywki do obserwacji wzrostu D. vaccinii to: PDA, MEA,
a szczegolnie MSM (z suszonym nostrzykiem), z tego wzgledu, ze na tym podtozu
rozmiar piknididw oraz zarodnikow konidialnych jest zblizony do naturalnie
wystepujgcego na roslinach. Kultury grzyba na wymienionych podiozach rosng
w tempie ok. 10-12 mm na dzieh, w zakresie temperatury 20—-28°C (optimum 25°C).
W celu stymulacji zarodnikowania, zaleca sie hodowle kultur na podtozu MSM badz
pozywce owsianej (OA) oraz w warunkach naprzemiennego Swiatta i ciemnosci
(12h/12h). Po 7-10 dniach tworzg sie struktury zarodnikotworcze.

Morfologie struktur zarodnikotworczych D. vaccinii, powstajgcych w warunkach in
vivo oraz in vitro a takze morfologie kultur na pozywce PDA ocenia sie wedtug klucza
(OEPP/EPPO 2008, PM7/86(1).

(b) Test PCR. Do izolacji kwasow nukleinowych, zaréwno z czystych kultur
patogena, jak i materiatlu roslinnego z wyraznymi objawami choroby, mozna
wykorzysta¢ komercyjne zestawy, jak np. GeneMATRIX Plant & Fungi DNA
Purification Kit (EURx). W kazdym przypadku nalezy stosowa¢ sie do zalecen
producenta. Z uzyskanym DNA grzyba nalezy przeprowadzi¢ reakcje PCR ze
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starterami ITS 1: 5 TCC GTA GGT GAA CCT GCG G 3'oraz ITS4: 5' TCC TCC GCT
TAT TGA TAT GC 3' (White et al., 1990), a nastepnie odczyta¢ sekwencje produktu i
poréwnac jg z wynikami dostepnymi w bazie danych GenBank dla D. vaccinii. Warunki
do przeprowadzenia reakcji PCR ze starterami do regionéw ITS, jak i stezenia
poszczegodlnych reagentéw zostaly wymienione w protokole diagnostycznym
OEPP/EPPO 2008, PM7/86(1). W zwigzku z duzym podobienstwem w obrebie
regiondw rDNA ITS miedzy D. vaccinii a blisko spokrewnionymi gatunkami z rodzaju
Diaporthe, ktore takze wystepujg na boréwce wysokiej, zaleca sie analize i poréwnanie
z bazg GenBank sekwencji takze innych regionow DNA, jak np. fragmentéw sekwenc;ji
translacyjnego czynnika elongacyjnego (TEF1a), beta tubuliny, kalmoduliny czy
histonu 3 (Elfariin., 2013; Lombard iin., 2014; Udayangaiin., 2012, Hilario | in., 2021).
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Objasnienia skrotow uzytych w tekscie:

MEA = Malt Extract Agar = agar (pozywka) z ekstraktem maltozowym
OA = Oatmmeal Agar = agar (pozywka) owsiany

PDA = Potato Dextrose Agar = agar (pozywka) glukozowo-ziemniaczany
PCR = Polymerase Chain Reaction = reakcja tarnncuchowa polimerazy

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