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INSTYTUT OGRODNICTWA

Metodyka pobierania préb materiatu szkétkarskiego do
oceny laboratoryjnej na obecnosé Exobasidium vaccinii

Testowane rosliny: Boréwka wysoka - Vaccinium L.

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. W przypadku
podejrzenia wystgpienia objawéw wywotywanych przez grzyba Exobasidium vaccinii
podczas polowej oceny wizualnej materiatu szkétkarskiego, nalezy pobrac préby ze
wszystkich kategorii i stopni kwalifikacji oraz wykona¢ ocene laboratoryjng na
obecnosc¢ E. vaccinii (Rozporzgdzenie Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia 31
marca 2017 r. w sprawie szczegotowych wymagan dotyczgcych wytwarzania i
jakosci materiatu szkotkarskiego; Dz.U. 2017 poz. 757 z pdzniejszymi zmianami).
Préby do badan nalezy pobieraé¢ w okresie od potowy lipca do konca pazdziernika.

Wybor tkanki/czesci rosliny

Grzyb E. vaccinii jest sprawcg czerwonej plamistosci lisci boréwki wysokiej.
Objawy choroby w postaci nieregularnych, czerwonych plam czesto obejmujgce catg
powierzchnie liscia sg widoczne na krzewach w potowie lata. Do zmiany zabarwienia
blaszki lisciowej dochodzi na pojedynczych pedach lub na kilku pedach krzewu.
Porazone liscie sg pogrubione i pofatdowane. Na poziomie komdrkowym liczba
chloroplastéw jest wyraznie zmniejszona. Czerwony pigment jest ograniczony do
goérnego naskoérka i palisadowych komorek mezofilu. Na spodniej stronie liscia
W miejscu przebarwien tworzy sie zbita warstwa biatej grzybni E. vaccinii. Po
zarodnikowaniu grzyba porazone czesci liscia brgzowiejg i wysychajg. Zainfekowane
rosliny zawigzujg mniej owocow i powoli zamierajg w okresie kilku lat (Bristow, 2017).

E. vaccini zimuje w roslinie — gospodarzu. Poraza rosliny z rodziny wrzosowatych,
w tym gatunki z rodzajow Vaccinium, Rhododendron i Camelia. Nie wiadomo, czy
patogen przemieszcza sie systemicznie w roslinie. Liscie na nowych przyrostach
wyrastajgcych z wczesniej zainfekowanych todyg zwykle rozwijajg objawy czerwonej
plamistosci lisci. Zrodtem inokulum dla uprawy boréwki wysokiej sg dziko rosngce
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gatunki roslin z rodziny wrzosowatych. Rozwojowi choroby sprzyjajg chtodne, wilgotne
warunki oraz stosowanie wysokich dawek nawozéw azotowych.

Do testéw na obecnos$¢ grzyba E. vaccinii zalecane jest pobranie pedéw boréwki
wysokiej z lisémi wykazujgcymi objawy choroby.

Sposdéb pobierania prob

Przy pobieraniu probek nalezy kierowa¢ sie nastepujacymi ogélnymi zasadami:

1. W pierwszej kolejnosci nalezy pobraé¢ pedy z lisémi wykazujgcymi objawy
czerwonej plamistosci lisci borowki wysokiej.

2. Wskazane jest oznaczenie (zaetykietowanie) roslin, z ktérych pobrano proby,
chyba, ze identyfikacja jest mozliwa na podstawie istniejgcego oznakowania lub
szczego6towego planu nasadzenia.

3. Pobrany materiat nalezy zapakowa¢ do trwale oznakowanych foliowych torebek
I szczelnie zamkngé. 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 préby nalezy przekazac do badan laboratoryjnych zatgczajgc zlecenie na
wykonanie badan laboratoryjnych (formularz mozna pobrac ze strony internetowej
Panstwowej Inspekcji Ochrony Roslin i Nasiennictwa, www.gov.pl/piorin)
Dodatkowo nalezy sporzadzi¢ i przechowywac przez 3 lata kopie "Zlecenia" oraz
pisemng informacje zawierajgcg dodatkowe dane, o ile nie zostaly podane
w "Zleceniu":

Data pobrania préby (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:
liscie)

Plan (szkic) Ilub opis umozliwiajgcy
jednoznaczne odnalezienie roslin
w terenie, z ktorych pobierano proby

Dodatkowe informacje dotyczgce m.in.
wystepowania podejrzanych symptomow,
choréb, szkodnikéw, lub rozpoznanych
zrodet infekcji w poblizu badanych roslin
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http://www.gov.pl/piorin

Metody laboratoryjne badania obecnos$ci E. vaccinii

Po dostarczeniu do laboratorium proby materiatu roslinnego nalezy umiesci¢
w chtodzie (+4°C do +10°C). Préby mogg by¢ przechowywane w lodéwce (chtodni)
maksymalnie przez okres kilku dni.

Badania na obecnos$¢ patogena w materiale roslinnym mozna przeprowadzi¢
w dwoch etapach: (1) wykrywanie grzyba bezposrednio w porazonym materiale, (2)
izolacja i hodowla grzyba na pozywce agarowej, a nastepnie jego identyfikacja na
podstawie morfologii oraz reakcji PCR.
1) Wykrywanie grzyba bezposrednio w porazonym materiale. (a) Jesli sadzonki
wykazujg objawy w postaci przebarwiania sie lisci, a na ich spodniej stronie nie
obserwuje sie jeszcze biatego nalotu grzybni nalezy umiescic je w warunkach wysokiej
wilgotnosci powietrza i temperatury nieznacznie powyzej 20°C w celu stymulacji
zarodnikowania. (b) Jezeli na porazonej tkance obecne sg struktury zarodnikotwércze
(Mims & Richardson, 1987) jak np. podstawki, z ktérych wydostajg sie zarodniki
podstawkowe, nalezy pobra¢ koncowkag sterylnej igty grzybnie z zarodnikami i
umiesci¢ jg w kropli wody destylowanej na szkietku podstawowym, w celu obserwaciji
morfologii zarodnikéw pod mikroskopem optycznym.
2) Fragmenty materiatu roslinnego z pobranych préb umieszcza sie na pozywce
ziemniaczano — glukozowej PDA i inkubuje w swietle w temperaturze okoto 20°C. Po
7 dniach okresla sie cechy morfologiczne kultur E. vaccinii, ktére wyrosty
z fragmentow tkanki roslinnej wytozonych na pozywke (Bristow, 2017). Do identyfikaciji
patogena wykorzystuje sie réwniez metody bazujgce na analizie DNA. Do izolacji
kwaséw nukleinowych, zaréwno z czystych kultur grzyba, jak i materiatu roslinnego z
wyraznymi objawami choroby, mozna wykorzysta¢ komercyjne zestawy jak np.
GeneMATRIX Plant & Fungi DNA Purification Kit (EURX). W kazdym przypadku nalezy
stosowac sie do zalecen producenta. Z uzyskanym DNA grzyba nalezy przeprowadzi¢
reakcje PCR ze starterami ITS1: 5 TCC GTA GGT GAA CCT GCGG 3 oraz ITS2: 5’
GCT GCG TTC TTC ATC GATGC 3’ (White i in., 1990), a nastepnie odczytac
sekwencje produktu i porownac jg z wynikami dostepnymi w bazie danych GenBank
dla grzyba E. vaccinii. Warunki do przeprowadzenia reakcji PCR ze starterami do
regiondw ITS oraz DNA E. vaccinii, jak i stezenia poszczegdlnych reagentéw zostaty
wymienione w publikacji White i in., (1990).
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Objasnienia skrotéw uzytych w tekscie:
PCR = Polymerase Chain Reaction = reakcja fancuchowa polimerazy
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