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INSTYTUT OGRODNICTWA

Metodyka pobierania prob materialu szkétkarskiego
do badan laboratoryjnych na obecnosé
grzyba Verticillium albo-atrum

Rosliny testowane: Jabton — Malus Mill.

Termin pobierania préb

Oceny polowej materiatu szkotkarskiego wszystkich kategorii dokonuje sie raz w roku
w terminie umozliwiajgcym sprawdzenie wymagan w zakresie wytwarzania i jakosci.
W przypadku podejrzenia wystepowania Verticilium albo-atrum lub gdy obserwowane
objawy nie sg jednoznaczne, nalezy pobraé préby i dokona¢ oceny laboratoryjnej na
obecnos$c¢ tego grzyba (wg. Rozporzgdzenia Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia z 31
marca 2017 r. w sprawie szczegdtowych wymagan dotyczgcych wytwarzania i jakosci
materiatu szkotkarskiego; Dz.U. 2017 poz. 757 z podzniejszymi zmianami).Préby ze
zdrewniatych organdéw nadziemnej czesci drzew powinny by¢ pobrane do badan
diagnostycznych mozliwie najwczes$niej, tj. bezposrednio po zauwazeniu objawow
chorobowych w okresie maj - lipiec. W tym celu w okresie wegetacji zalecane jest
prowadzenie systematycznych lustracji sadow zraznikowych, matecznikéw podktadek
wegetatywnych oraz szkotek podktadek jabtoni (Malus Mill.).

Wybor tkanki/czesci rosliny:

Patogen moze zy¢ zaréwno jako saprofit w postaci grzybni wegetatywnej
i nietrwatych zarodnikdw konidialnych w glebie. Do porazenia roslin moze dochodzi¢
przez uszkodzone witosniki bez kutikuli, z ktérych grzybnia zasiedla wigzki przewodzgce
roslin zaburzajgc pobieranie wody i powodujgc chorobe systemu naczyniowego drzew,
zwang rowniez tracheomykozg. W przypadku drzew owocowych nalezgcych do rodziny
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rézowatych (do ktorej nalezy m.in. jabton), charakterystycznym objawem tej choroby jest
wiedniecie lisci na dtugopedach w potowie lata. Liscie najczesciej nie odzyskujg wigoru
I zamierajg, a w sytuacji szybkiego ich obumierania zasychajg i pozostajg na drzewach
jeszcze przez kilka tygodni. Wiedniecie lisci moze wystepowac na catym drzewie, jednej
ze stron lub jedynie na wycinku korony, tj. na kilku gateziach znajdujgcych sie nad sobg
lub nawet tylko na jednej gatezi drzewa, w zaleznosci od skali porazenia. Na przekroju
poprzecznym, po przecieciu pnia, gatezi lub drobniejszych gatgzek, przebarwienie
drewna w postaci jasnobrgzowych plam o nieregularnym ksztatcie, z czasem tgczacych
sie w pierscien wyraznie ciemniejszej tkanki, Swiadczy o wystgpieniu wertycyliozy. W
przypadku tagodnych infekcji przebarwienie drewna moze wystgpi¢ przy braku
jakichkolwiek objawow na lisciach.

W przypadku gatunkéw z rodzaju Verticillium przyjmuje sie, ze ich jednostki
propagacyjne wystepujg na plantacjach nierdwnomiernie, w skupieniach.

Sposoéb pobierania prob

Przy pobieraniu prob nalezy kierowac sie nastepujacymi ogolnymi zasadami:

1. W pierwszej kolejnosci nalezy pobra¢ fragmenty peddw, zwracajgc szczegdlng
uwage na charakterystyczne objawy wertycyliozy w postaci wiedniecia lisci,
pojawiajgce sie najczesciej na rocznych pedach.

2. We wstepnej fazie rozwoju choroby lub przy tagodnym jej przebiegu, objawy
w postaci wiedniecia lisci mogg by¢ niewidoczne. Wowczas proby nalezy pobierac
w sposéb losowy, zwracajgc baczng uwage na wyglad przekroju poprzecznego
pobieranych pedow.

3. W przypadku podejrzenia wystepowania V. albo-atrum nalezy pobra¢ proby z gatezi
lub pni drzew. Charakterystyczne objawy mogg by¢é widoczne w postaci
jasnobrgzowych plam lub wyraznych pierscieni, na przekroju pnia.

4. Bezposrednio po pobraniu, kazdg z préb nalezy doktadnie opisa¢ uzywajgc do tego
celu etykiet i wodoodpornego mazaka. Nastepnie pobrany materiat roslinny nalezy
zapakowac do oznakowanej torby foliowej lub pojemnika. Proby nalezy zabezpieczyé
takze przed przegrzaniem. 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
prob!

5. Miejsce pobrania préby (zdrewniatych pedéw drzew) powinno by¢ identyfikowalne,
dzieki precyzyjnemu oznaczeniu rosliny, z ktérej pobrano materiat oraz zaznaczeniu
tego miejsca na planie kwatery. Pobrane préby przekazaé do badan laboratoryjnych
zatgczajgc zlecenie na ich wykonanie (formularz dostepny na stronie internetowej
Panstwowej Inspekcji Ochrony Roslin i Nasiennictwa, piorin.gov.pl). Dodatkowo
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nalezy sporzadzi¢ i przechowywac przez 3 lata kopie "Zlecenia" oraz pisemnag
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 préby

Dodatkowe informacje dotyczgce m.in. wystepowania

podejrzanych symptomoéw, chordb, szkodnikéw lub

rozpoznanych zrédet infekcji w poblizu badanych roslin

Metoda laboratoryjna badania obecnosci V. albo-atrum

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

Obecnos¢ grzyba mozna potwierdzi¢ lub wykluczy¢ badajgc dostarczony materiat
roslinny.

W przypadku dostarczenia zdrewniatych fragmentéw peddw, z miejsc na ich przekroju
poprzecznym, w ktérych widoczne sg zmiany chorobowe w tkankach przewodzacych,
nalezy pobrac cienkie fragmenty drewna. Nastepnie pobrane skrawki nalezy pocigc
sterylnym skalpelem na kawatki o dtugosci ok. 5-10 mm, zanurzy¢ na 1 min w 70 %
etanolu, przeptukac sterylng wodg, osuszy¢ w poblizu ptomienia palnika i wytozy¢ na state
podtoze do hodowli mikroorganizméw, np. PDA (agar ziemniaczano-dekstrozowy) lub
PLYA (agar sliwkowy z laktozg i ekstraktem drozdzowym) (standard PM 7/78 (1), EPPO
2007). Inkubowaé w temperaturze pokojowej przez okoto 10-14 dni do momentu
zaobserwowania wzrostu kolonii grzybéw. Wyroste kultury nalezy przeszczepic na czyste
podfoza i oceni¢ morfologie grzybni, w poszukiwaniu cech umozliwiajgcych klasyfikacje
grzybow do gatunku V. albo-atrum, lub przynajmniej do rodzaju (Smith, 1965).
W przypadku watpliwosci dla uzyskanych kolonii nalezy przeprowadzi¢ identyfikacje
w oparciu o metody biologii molekularnej. W tym celu nalezy wyizolowa¢ kwas
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nukleinowy grzyba, wykorzystujgc np. komercyjny zestaw GeneMATRIX Plant & Fungi
DNA Purification Kit (EURX) i stosujgc sie do zalecen producenta. Z uzyskanym DNA
grzyba nalezy przeprowadzi¢ reakcje PCR ze starterami uniwersalnymi dla grzybow ITS1
i ITS 4 (White i in., 1990), a nastepnie odczyta¢ sekwencje uzyskanego produktu
i porownac jg z sekwencjami dostepnymi w bazie GenBank. Dostepne sg réwniez startery
oznaczone jako 2. i 3., specyficzne dla gatunku V. albo-atrum (Carder i in., 1994), kt6re
umozliwiajg amplifikacje izolatdw tego grzyba z wszystkich ro$lin zywicielskich, za
wyjatkiem lucerny (alfaalfa), a nastepnie produkty reakcji podda¢ rozdziatowi
elektroforetycznemu w 1,5 % zelu agarozowym i wizualizacji w swietle UV.

W przypadku diagnozowania obecnosci V. albo-atrum nie ma obecnie dostepnych
metod pozwalajgcych na skuteczne wykrywanie tego patogena w glebie. Dostepne
metody wykrywania grzybow z rodzaju Verticilium w glebie polegajg na zliczaniu
mikrosklerocjéw, jednakze gatunek V. albo-atrum w warunkach naturalnych nie tworzy
tego typu organdéw przetrwalnikowych.

Literatura:

OEPP/EPPO (2007) EPPO Standard PP 7/78 (1) Verticillium albo-atrum i V. dahliae na
chmielu. Biuletyn OEPP/EPPO 37, 528-535.

Smith, H. C. (1965). The morphology of Verticillium albo-atrum, V. dahliae, and V.
tricorpus. New Zealand Journal of Agricultural Research, 8 (3), 450-478.

White, T. J., Bruns, T., Lee, S. J. W. T., & Taylor, J. (1990). Amplification and direct
sequencing of fungal ribosomal RNA genes for phylogenetics. PCR
protocols: a guide to methods and applications, 18 (1), 315-322.

Opracowanie: dr Sylwester Masny, e-mail: sylwester masny@inhort.pl;

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