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INSTYTUT OGRODNICTWA

Metodyka pobierania préb materiatu szkétkarskiego
do oceny laboratoryjnej na obecnos¢ Verticillium albo-
atrum Reinke & Berthold (1879)

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. W przypadku podejrzenia wystgpienia
Verticillium albo-atrum lub gdy obserwowane objawy nie sg jednoznaczne, nalezy
pobra¢ proby i dokonaé oceny laboratoryjnej na obecnos¢ tego grzyba (wg.
Rozporzgdzenia Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia z 31 marca 2017 r. w sprawie
szczegodtowych wymagan dotyczgcych wytwarzania i jako$ci materiatu szkotkarskiego;
Dz.U. 2017 poz. 757 z pdzniejszymi zmianami). Préby do badan na obecnosé
patogena w materiale roslinnym nalezy pobiera¢ latem (VI-VII), szczegdlnie w trakcie
lub po nastaniu dtugotrwatych wysokich temperatur powietrza i jesienig (1X-X), w
okresie ukorzeniania sadzonek roztogowych.

Wybdr tkanki/czesci rosliny

Grzyb V. albo-atrum powoduje chorobe zwang wertycyliozg. Zwykle pierwsze
objawy choroby w postaci wiedniecia i zasychania najstarszych lici obserwuje sie
podczas upalnej pogody. W dalszej kolejnosci obserwuje sie zasychanie catych roslin
matecznych. Patogen ten jest najczesciej wprowadzany na nowe obszary z
porazonymi sadzonkami. Grzyb zimuje w glebie w postaci grzybni przetrwalnikowej,
ktéra w obecnosci rosliny zywicielskiej infekuje korzenie, najczesciej uprzednio
uszkodzone mechanicznie (przez nicienie, owady, zabiegi). Infekcjom sprzyjajg
temperatury od 12° do 30°C. Wewnatrz korzenia patogen przerasta do tkanki
naczyniowej, dalej do roztogéw i mtodych roslin. Przy silnym porazeniu, na przekroju
podiuznym korony widoczne sg ciemne plamy lub brgzowienie tkanki naczyniowej, a
podstawy ogonkéw lisciowych przebarwiajg sie na czerwono-brgzowo. Wierzchofki
korzeni, przez ktére wniknat grzyb, zamierajg, a wraz z ich rozpadem nastepuje
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uwolnienie propagul grzyba do gleby. W uprawie truskawki i poziomki wertycylioza
powoduje najwieksze straty w pierwszym roku po posadzeniu roslin.

W przypadku gatunkéw z rodzaju Verticilium przyjmuje sie, ze ich jednostki
propagacyjne wystepujg na plantacjach nierébwnomiernie, w skupieniach. Nalezy
dokonac¢ ogolnej oceny pola w poszukiwaniu roslin z objawami takimi, jak wiedniecie
lisci i czerwienienie ogonkow lisciowych. Nalezy przeprowadzi¢ wizualng inspekcje
systemu korzeniowego pod katem jego gnicia i rozpadu oraz brgzowych
smug/przebarwien w koronie (podtuzne ciecie sekatorem) z symptomatycznych roslin.
Nalezy zwrdci¢ uwage, ze nekrozy w koronie mogg by¢ objawem infekcji przez inne
patogeny, jak np. Phytophthora cactorum, Colletotrichum acutatum, i in. W przypadku
podejrzenia wystgpienia objawéw powodowanych przez V. albo-atrum, rosliny nalezy
poddac analizie laboratoryjnej.

Sposdb pobierania préb
Przy pobieraniu préb nalezy kierowa¢ sie nastepujacymi ogoélnymi

zasadami:

1. W pierwszej kolejnosci nalezy wykopaé cate rosliny wykazujgce symptomy
wiedniecia lisci oraz czerwono-brgzowe przebarwienia ogonkow lisciowych, a
nastepnie przeprowadzi¢ ocene makroskopowg podziemnych czesci roslin pod
katem wystgpienia gnicia i rozpadu korzeni oraz ciemnych plam i smug
widocznych na podtuznym przekroju korony.

2. Wskazane jest oznaczenie (zaetykietowanie) miejsca w mateczniku, z ktérego
pobrano rosliny do badania, chyba, ze identyfikacja jest mozliwa na podstawie
istniejacego oznakowania lub szczegétowego planu nasadzenia.

3. Proby roslin nalezy pobiera¢ losowo z wyznaczonych sektoréw, poruszajgc sie
liniowo w ksztatcie litery W. Proby powinny zawiera¢ sadzonki mateczne oraz
ukorzenione sadzonki roztogowe.

4. Préby pobiera¢ do trwale oznakowanych foliowych torebek i zabezpieczy¢ 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 dopuszczaé do zamrozenia préb!

Pobrane préby przekaza¢ do badan laboratoryjnych zatgczajgc zlecenie na ich
wykonanie (formularz mozna pobrac¢ ze strony internetowej Panstwowej Inspekcji
Ochrony Roslin 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:
e Imie i nazwisko
e Adres kontaktowy
e Telefon
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e Adres e-mail

Adres plantaciji

Rodzaj uprawy (gatunek, odmiana,
ew. typ, wiek roslin)

Rodzaj pobranego materiatu
(na przykfad: korzenie)

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

Dodatkowe informacje dotyczace
m.in. wystepowania podejrzanych
symptomow, choréb, szkodnikdéw, lub
rozpoznanych zrodet infekcji w poblizu
badanych roslin

Metody laboratoryjne badania obecnosci V. albo-atrum

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

W przypadku dostarczenia prob roslin bgdz ich czesci z podejrzeniem wertycyliozy,
z miejsc na ich przekroju podtuznym (korona, miejsce wyrastania korzeni), w ktorych
widoczne sg zmiany chorobowe tkanek przewodzacych, nalezy pobra¢ fragmenty o
Srednicy ok. 5 mm. Nastepnie pobrane fragmenty nalezy odkazi¢ powierzchniowo (np.
poprzez zanurzenie na 1 minute w 2% roztworze NaOCI), przemy¢ sterylng woda,
pocig¢ sterylnym skalpelem na mniejsze kawatki i w aseptycznych warunkach wytozy¢
na state podtoze do hodowli mikroorganizméw, np. PDA lub PLYA (PM 7/78 (1)). Tak
zaszczepione podtoza nalezy inkubowac w temperaturze pokojowej przez okoto 10-14
dni do momentu zaobserwowania wzrostu kolonii grzyba. Wyroste kultury nalezy
przeszczepi¢ na czyste podtoza i oceni¢ morfologie grzybni, w poszukiwaniu cech
umozliwiajgcych klasyfikacje grzybdéw przynajmniej do rodzaju Verticillium (Smith,
1965, Inderbitzin et al., 2011). Cechy morfologiczne brane pod uwage przy identyfikacji
V. albo-atrum, tj. zotty pigment wytwarzany w strzepkach grzybni oraz struktury
spoczynkowe, sg jednak nietrwate i mogg zanika¢ w warunkach hodowli in vitro, stgd
konieczne jest zastosowanie metod umozliwiajgcych identyfikacje kultur na podstawie
cech genetycznych. W tym celu nalezy wyizolowa¢ kwas nukleinowy grzyba,
wykorzystujgc np. komercyjny zestaw GeneMATRIX Plant & Fungi DNA Purification
Kit (EURX) i stosujgc sie do zalecen producenta dla grzybow strzepkowych. Z
uzyskanym DNA grzyba nalezy przeprowadzi¢ reakcie PCR ze starterami
uniwersalnymi dla grzybow ITS1 i ITS 4 (White i in., 1990), a nastepnie odczytac
sekwencje uzyskanego produktu i poréwnac jg z sekwencjg referencyjng dla V. albo-
atrum nr. AF364015, dostepng w bazie sekwencji GenBank. Identyfikacje
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poszczegolnych gatunkéw grzybow z rodzaju Verticilium mozna takze prowadzi¢ w
oparciu o region DNA czynnika elongacyjnego 1 alfa (EF1a; Inderbitzin et al., 2011).

W przypadku diagnozowania obecnoséci V. albo-atrum nie ma obecnie dostepnych
metod pozwalajgcych na skuteczne wykrywanie tego patogena w glebie. W
odroznieniu od innego grzyba porazajgcego truskawke i poziomke: V. dahliae, V. albo-
atrum nie wytwarza mikrosklerocjéw jako struktur przetrwalnych, a zamiast nich —
grzybnie spoczynkows.

Do niedawna do gatunku V. albo-atrum btednie wigczane byly gatunki V. alfalfae
oraz V. nonalfalfae, jednak bardziej zaawansowane badania taksonomiczne pozwolity
na wydzielenie tych trzech wymienionych gatunkéw jako odrebnych jednostek
taksonomicznych (Inderbitzin i Subbarao, 2014). Z dostepnych danych literaturowych
wynika, ze gatunek V. alfalfa jest chorobotwérczy wytgcznie dla lucerny (alfalfa) (PM
7178 (2)).
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Objasnienia skrotow uzytych w tekscie:

PCR = Polymerase Chain Reaction = reakcja tancuchowa polimerazy
PDA = pozywka ziemniaczano-dekstrozowa
PLYA = agar sliwkowy z laktozg i ekstraktem z drozdzy

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

Rok publikacji (umieszczenia na stronie internetowej):2024 strona5/5


mailto:monika.michalecka@inhort.pl

