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INSTYTUT OGRODNICTWA

Metodyka pobierania préb materiatu szkétkarskiego
do oceny laboratoryjnej na obecnosé
grzyba Godronia cassandrae

Testowane rosliny: Boréwka wysoka - Vaccinium corymbosum L.

Termin pobierania prob:

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. Szkétkarski materiat roslinny powinien by¢ uznany za wolny
lub praktycznie wolny od Godronia cassandrae na podstawie wynikdw oceny wizualnej
(Rozporzgdzenie Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia z 31 marca 2017 r.
w sprawie szczegotowych wymagan dotyczgcych wytwarzania i jakosci materiatu
szkétkarskiego; Dz.U. 2017 poz. 757 z pdzniejszymi zmianami). Oceny peddw na
okolicznos¢ wystgpienia objawdéw powodowanych przez G. cassandrae najlepiej
wykonac¢ wiosng, w okresie od ruszenia wegetacji do kwitnienia i/lub wczesng jesienia,
przez okresem przebarwiania sie lisci. W przypadku watpliwosci podczas inspekcji
wizualnej materiatu szkoétkarskiego, z roslin nalezy pobra¢ proby peddéw i poddac
ocenie laboratoryjnej na obecnos¢ G. cassandrae.

WYybor tkanki/czesci rosliny:

Grzyb G. cassandrae jest sprawcg choroby zwanej zgorzelg pedéw borowki
wysokiej. Pierwsze objawy choroby sg zwykle widoczne latem, w postaci
charakterystycznych nekroz, przypominajgcych wygladem tarcze strzelecka,
otoczonych czerwono-purpurowg obwoédka. Do infekcji 1-2-letnich peddéw najczesciej
dochodzi wczesng jesienig; wéwczas wokot miejsc wnikniecia patogena, powstajg
eliptyczne wodniste plamy, ktére z czasem czerwieniejg. W kolejnym sezonie, wiosng
i latem plamy powiekszajg sie czesto obejmujgc caty obwod pedu. Nekrozy na pedach
moga siega¢ 10 cm diugosci, niekiedy obejmujg takze szyjke korzeniowg, co powoduje
zamieranie catego krzewu. Kora w miejscu nekroz staje sie srebrzystoszara, peka i
luszczy sie, a na jej powierzchni pojawiajg sie drobne, czarne struktury
zarodnikotwércze grzyba (owocniki stadium konidialnego grzyba — tutaj: piknidia).
Latem, ze wzgledu na panujgce wysokie temperatury, liscie na porazonych pedach
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szybko wiedng i z czasem przebarwiajg sie na czerwono lub brgzowo, wyrdzniajgc
porazone pedy na tle zdrowych zielonych pedow. Grzyb wnika do pedow najczesciej
przez blizny polisciowe oraz naturalnie wystepujgce pekniecia na pedach, a takze
przez uszkodzenia mechaniczne skorki lub kory. W przypadku zaobserwowania
uwodnionych lub nekrotycznych zmian na niezdrewniatych pedach, z tendencja
do szarzenia, pekania i tuszczenia sie tkanek w miejscu zmian, zlokalizowanych
wokot sladéw polisciowych, uszkodzen mechanicznych i/lub peknieé kory
szczegolnie u podstawy miodych pedéw, nalezy pobraé fragmenty pedéw z
opisanymi zmianami z uwzglednieniem kilku - kilkunastocentymetrowego
zapasu i podda¢ je badaniom laboratoryjnym.

Sposoéb pobierania préb

Przy pobieraniu prob nalezy kierowac si¢ nastepujacymi zasadami:

1. W pierwszej kolejnosci nalezy pobraé probe z niezdrewniatego pedu z uwodniong
lub zgorzelowa nekrozg zlokalizowang koncentrycznie wzgledem spodziewanych
miejsc wnikniecia grzyba (tj. blizny polisciowe, uszkodzenia). Nalezy zwrdcié
uwage na nekrozy przypominajgce wygladem centrum tarczy strzeleckiej, z
wyrazng ciemniejszg obwddka, a takze, w przypadku starszych nekroz, na
obecnos¢ czarnych owocnikdéw na obumartej srebrzystoszarej tkance roslinne;.

2. Jedna préba powinna pochodzi¢ z jednej rosliny, oznakowanej w sposob
umozliwiajgcy indywidualng identyfikacje zainfekowanych roslin.

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

4. Proby nalezy pobraé do trwale oznakowanych torebek foliowych i zabezpieczyé
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!

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, www.gov.pl/piorin). Dodatkowo nalezy sporzadzi¢
i przechowywaé 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:
¢ Imie i nazwisko
e Adres kontaktowy
e Telefon
e Adres e-mall
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Adres plantacji

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 symptomow,
choréb, szkodnikéw Ilub rozpoznanych zrodet
infekcji w poblizu badanych roslin

Metody laboratoryjne badania obecnos$ci Godronia cassandrae

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

(1). Wykrywanie grzyba bezposrednio w porazonym materiale — test w wilgotnej
komorze. W przypadku widocznej nekrozy z obecnymi piknidiami, proby nalezy
umiesci¢ w komorach z wilgotng bibutg filtracyjng. Fragmenty pedoéw (dt. 5—-7 cm),
zawierajgcych tkanki zdrowe oraz chorobowo zmienione, nalezy przemy¢ wodg
destylowang, a nastepnie inkubowaé¢ w wilgotnych komorach w temperaturze 22-25°C
i warunkach naprzemiennego $wiatta i ciemnosci (12h/12h). W ciggu kilku - kilkunastu
godzin z piknididw wycieka szary lub szarokremowy $luz, stanowigcy skupienie
zarodnikow konidialnych. W celu obserwacji morfologii zarodnikow nalezy pobrac
krople z zarodnikami za pomoca sterylnej igty i umiescic jg w kropli wody destylowanej
na szkietku podstawowym Nastepnie przykry¢ szkietkiem nakrywkowym i obejrze¢ pod
mikroskopem swietlnym. Niezaleznie, zarodniki powinny zosta¢ naniesione w
rozcienczeniach na pozywke agarowg (np. PDA) w celu zaindukowania wzrostu kultur
grzyba.

(2). Izolacja grzyba na podtoza mikrobiologiczne, identyfikacja na podstawie morfologii
oraz testow PCR.

(a) Materiat rodlinny (pedy) wykazujgcy objawy nalezy pokroi¢ sterylnym nozem na
kawatki 1-2 cm. Materiat nalezy przeptukac sterylng wodg, a nastepnie zanurzy¢ na 1
min w 2% roztworze NaOCI i ponownie przemy¢ sterylng wodg. Po wysuszeniu pociete
fragmenty roslin nalezy umiesci¢ na pozywce mikrobiologicznej zestalonej. Zalecane
pozywki do obserwacji wzrostu G. cassandrae to: PDA oraz standardowa pozywka
brzeczkowa MA. Kultury poczgtkowo sg biatawe, z czasem stajg sie oliwkowo lub
z6tto-zielone. Na starszych kulturach (ok. 2 miesigce) mogg tworzyC sie piknidia.
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Morfologie charakterystycznych struktur zarodnikotworczych oraz zarodnikow grzyba
G. cassandrae opisano w literaturze (Stremeng i Stensvand, 2011; oraz odno$niki).

(b) Test PCR. Do izolacji kwasoéw nukleinowych, zaréwno z czystych kultur grzyba,
jak i materiatu roslinnego z wyraznymi objawami choroby, mozna wykorzystac
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 przeprowadzic reakcje PCR ze starterami ITS 1:5' TCC GTA GGT GAA
CCTGCG G 3'0razITS4: 5" TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 3' (White et al., 1990,
stezenia reagentow i profil termiczny reakcji tamze), a nastepnie odczyta¢ sekwencje
uzyskanego produktu i poréwnaé¢ jg z wynikami dostepnymi w bazie sekwencji
GenBank dla G. cassandrae.
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Objasnienia skrétow uzytych w tekscie:

MA = Malt Agar = agarowa pozywka z ekstraktem maltozowym
PDA = Potato Dextrose Agar = agarowa pozywka glukozowo-ziemniaczana
PCR = Polymerase Chain Reaction = reakcja fancuchowa polimerazy

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