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INSTYTUT OGRODNICTWA

Metodyka pobierania préb materiatu szkétkarskiego
do oceny laboratoryjnej na obecnosé
Agrobacterium tumefaciens.

Rosliny testowane:

Borowka wysoka — VVaccinium corymbosum L.

Termin Agrobacterium tumefaciens, uzyty w tym dokumencie odnosi sie do starej
nomenklatury, zgodnie z ktorg wszystkie bakterii wywotujgce guzowatos¢ byty
klasyfikowane do gatunku A. tumefaciens. Zgodnie z obecng wiedzg bakterie
wywotujgce guzowatoS¢ nalezg do ok. 15 gatunkow w obrebie 2 rodzajow:
Agrobacterium i Rhizobium. Patogeny te sg polifagami, wywotujgcymi guzowatos¢ na
ponad 600 gatunkach roslin, z tym, ze zakres roslin gospodarzy moze sie rdznic
w zaleznosci od szczepu. W przypadku tumorogennych bakterii na boréwce wysokiej
mogag one wywotywac dwa rodzaje objawdw: guzowatosc korzeni i guzowatosc¢ peddow.
W przeciwienstwie np. do drzew owocowych, w przypadku krzewdéw borowki
praktycznie nie obserwuje sie guzéw na systemie korzeniowym, a to w zwigzku z tym,
ze Srodowisko kwasne, czyli takie jak panuje w glebie pod uprawianymi roslinami, jest
niekorzystne dla bakterii tumorogennych. Objawy obserwuje sie natomiast u nasady
pedow, czyli tuz nad podtozem gdzie warunki dla bytowania bakterii sg znacznie
bardziej sprzyjajace, ze wzgledu na wyzsze pH. Guzowate naro$le poczgtkowo sg
obserwowane jako niewielkie nabrzmienia pod tkankg okrywajgca powstajgce gtownie
w miejscach mechanicznych uszkodzen. Z czasem guzy rozwijajg sie osiggajgc
wielkos¢ od kilku milimetréw do kilkunastu centymetrow. Wielkos¢ guzoéw zalezy od
podatnosci rosliny, intensywnosci jej wzrostu, warunkow glebowych oraz szczepu
infekujgcego. Mtode guzy majg najczesciej ksztatt kulisty, sg gtadkie, miekkie,
0 jasnokremowym zabarwieniu. W miare starzenia sie drewniejg, zmienia sie ich
ksztaft, powierzchnia staje sie chropowata i w wyniku zamierania zewnetrznych
komérek przybiera barwe ciemnobrunatng do czarnej. Guzy ograniczajg funkcje
fizjologiczne korzeni, takie jak transport wody i substancji odzywczych. W przypadku
guzowatosci korzeni do zakazenia dochodzi zazwyczaj w glebie, natomiast
w przypadku guzowatosci pedéw (najczesciej powodowanej przez bakterii z gatunku
Agrobacterium rubi) patogeny je wywotujgce zyjg zarbwno w glebie, jak i w roslinie,
w ktorej sg rozprowadzane systemicznie. Czesto przez wiele lat zakazone rosliny nie
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dajg objawéw chorobowych. Objawy na pedach boréwki mogg sie pojawi¢ nawet
dopiero 2-4 lat po posadzeniu krzewéw i w zwigzku z tym nietrudno
0 rozprzestrzenianie choroby wraz z bezobjawowo zakazonym materiatem roslinnym.
Pierwsze pojawiajgce sie guzy mozna obserwowacC wiosng lub wczesnym latem,
najczesciej w miejscach uszkodzenia, np. mechanicznego lub mrozowego peddw, jako
jasne, ggbczaste narosla, ktére z czasem ciemniejg, brgzowiejg, az w koncu czerniejg
i sie rozpadajg. Guzy mogg zajmowac znaczng powierzchnie peddw, w postaci
pojedynczych zgrubien lub szerokiego, okalajgcego ped pierscienia. Na chorych
pedach owoce sg zasuszone, a pedy rosng wolniej i nie pojawiajg sie na nich nowe
przyrosty.

Termin pobierania préb

Guzy pojawiajg sie ok. 1 miesigca od momentu zakazenia rosliny i rozwijajg sie
w okresie wegetacyjnym roslin i w tym tez okresie nalezy prowadzi¢ obserwacje.
Nalezy obserwowac nasade pedow (na linii powietrze — gleba), a takze cate pedy
borowki i poszukiwa¢ guzowatych narosli.

Wvybdr tkanki/czesci rosliny do testowania

Objawy guzowatosci sg tak charakterystyczne, ze wiasciwie nie wymagajg dodatkowe;j
diagnostyki. W przypadkach watpliwych mozna wykona¢ diagnostyke laboratoryjng.
W tym celu pobrane préby: pedy z guzami (Fot. 1) luba cate mtode rosliny, nalezy
umieszcza¢ w odpowiednio oznakowanych torebkach foliowych. Zaleca sie aby préby
przechowywac i transportowa¢ do laboratorium w niskiej temperaturze np. w tzw.
lodéwce turystycznej lub pojemniku styropianowym z wktadem chtodzgcym. Nie nalezy
dopusci¢ do zamrozenia prob. Proby mozna wystac¢ do laboratorium poczta/kurierem,
tak aby dotarty w ciggu 1-go dnia od wysytki. Muszg by¢ zabezpieczone przed
wyschnieciem. Po dostarczeniu prob do laboratorium, umiesci¢ je w temperaturze
(+4°C do +10°C) i przechowywac¢ w warunkach chtodni maksymalnie przez okres 2-3
dni.

Fot. 1. A — objawy guzowatosci pedoéw boréwki wysokiej; B - guzowato$é korzeni — guz
u nasady pedéw
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Pobrane proby przekazac¢ do badan laboratoryjnych zatgczajgc zlecenie na wykonanie
badan, ktérego formularz mozna pobrac ze strony internetowej Panstwowej Inspekciji
Ochrony Ros$lin i Nasiennictwa (www.gov.pl/piorin). Dodatkowo nalezy sporzgdzic¢
i przechowywac przez 3 lata kopie "Zlecenia" oraz 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
o telefon
e e-mail
Adres plantaciji

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

Rodzaj pobranego materiatu (na przyktad:
liscie, kwiaty)

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

Dodatkowe informacje dotyczgce m.in.
wystepowania podejrzanych symptomow,
chordb, szkodnikéw, lub rozpoznanych
zrodet infekcji w poblizu badanych roslin

Metody laboratoryjne wykrywania infekcji spowodowanej bakteriami
tumorogennymi

W zwigzku z tym, ze charakter infekcji polega na genetycznej transformacji DNA
roslinnego fragmentem plazmidu bakterii, od momentu transformacji obecnosc¢ bakterii
nie jest konieczna dla rozwoju guzéw. Co za tym idzie izolacja patogenicznych bakterii
Z guzow jest czesto niemozliwa. Mozna przeprowadzi¢ test na obecnos¢ DNA
bakteryjnego w DNA roslinnym. W tym celu ze swiezych fragmentéw guzow (o jasnej
tkance) nalezy wyizolowa¢ DNA roslinne. Do tego celu mozna zastosowac komercyjny
zestaw do izolacji DNA roslinnego. Nastepnie nalezy uzy¢é wyizolowany DNA jako
matrycy do reakcji PCR ze starterami komplementarnymi do genu tms2 (Putawska
i Sobiczewski, 2005).

Startery:
tms2F1 (5’- TTT CAG CTG CTA GGG CCA CAT CAG-3)
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tms2B (5'- GGA GCA CTG CCG GGT GCC TCG GGA-3’)

Warunki amplifikacji:

Wstepna denaturacja: 94°C — 1 min;

35 cykli: 94°C — 1 min, 63°C — 1 min, 72°C — 1 min.
Koncowe wydtuzanie: 72°C — 10 min

Dla genu tms2 tumorogennych bakterii uzyskuje sie produkt o dtugosci 458 pz
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Objasnienia skrotow uzytych w tekscie:

PCR = Polymerase Chain Reaction = tancuchowa reakcja polimerazy

Opracowanie: prof. dr hab. Joanna Putawska; e-mail: joanna.pulawska@inhort.pl
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