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I. METODY IZOLACJI

W celu okreslenia sprawcy porazenia korony truskawki mozna zastosowal
réwnolegle trzy metody badania tj. stymulacje zarodnikowania patogena na chorych
fragmentach w roztworach soli, gleby lub wody, izolacje posredniq z uzyciem putapki
oraz bezposredhniq izolacje na podtoza agarowe.

1. Stymulacja zarodnikowania

Pozwala w prosty sposéb i w krétkim czasie (24-48 godzin) okresli¢, czy
sprawca zamierania korony truskawki jest A. cactorum, bowiem w $rodowisku wodnym
patogen ten tworzy charakterystyczne zoosporangia. Dzieki zastosowaniu tej metody
mozna réwniez rozréznié, czy sprawca zamierania jest gatunek z rodzaju
Phytophthora, czy tez Pythium. Do stymulacji mozna wykorzysta¢ nastepujace
roztwory wodne: 1% roztwdr glebowy (sterylny lub niesterylny), sél Petriego
(ZALACZNIK), wode ze stawu lub destylowana. Fragmenty z pogranicza chorej tkanki
obmywa sie biezaca woda wodociagowa, a hastepnie suszy i wyktada na szalki ($r. 9 cm)
z agarem wodnym i zalewa 15 ml odpowiedniego roztworu wodnego. Tak przygotowane

plytki inkubuje sie na stotach laboratoryjnych w temperaturze pokojowej, przy
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zachowaniu naturalnych warunkéw oswietlenia. Codziennie kontroluje sie wzrost
mikroorganizméw z uzyciem mikroskopu (umieszczajac szalke z badanym materiatem
pod obiektywem i pod matym powiekszeniem poszukujac komorczakowych strzepek

plechy P. cactorum (fot. 1) oraz typowego zarodnikowania dla tego gatunku (fot. 2 i 3).

Fot. 2. Tworzenie typowych dla P. cactorum brodawkowych zoosporangiéw
w roztworze Petriego.
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Fot. 3. Zoosporangia £. cactorum tworzace sie na sympodialnie
rozgatezionych sporangioforach.

2. Izolacja z wykorzystaniem putapki

W metodzie tej wykorzystuje sie zdolno$¢ gatunkéw z rodzaju Phytophthora do
infekowania zdrowych, nieuszkodzonych tkanek roslinnych (ERWIN I RIBEIRO, 1996;
RIBEIRO, 1978). Technika ta polega na inokulacji np. zielonych jabtek odm. Granny
Smith fragmentami porazonych tkanek roslinnych. Wczesniej jabtka myje sie pod
biezacqa woda z uzyciem detergentu, a nastepnie dezynfekuje 96% alkoholem
etylowym. Przy pomocy korkoboru, o $rednicy 0,75 cm, robi sie otwory i umieszcza w

nich przygotowane wczesniej fragmenty, pobrane z porazonej korony truskawki.

‘ Nastepnie
| przykrywa sie je

pozostata czesciq

owocu.

Fot. 4. Test putapkowy z uzyciem jabtek
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Jeden owoc inokuluje sie maksymalnie w 4 miejscach, a nastepnie zabezpiecza sie je
tasma samoprzylepna (Fot. 4). Do kazdej proby dofacza sie kontrole negatywna ftj.
jabtko uszkodzone, ale bez fragmentéw badanej tkanki. Kazdy owoc umieszcza sie
w worku foliowym i pozostawia na stotach laboratoryjnych. Po uptywie 4-10 dni
inkubacji, z miejsc inokulacji, w ktorych pojawity sie nekrotyczne plamy przeprowadza
sie izolacje na odpowiednie podtoza agarowe.

3. Izolacja bezposrednia na podtoza hodowlane

Izolacja P. cactorum na poditoza hodowlane z porazonych czesci pedu skréconego
jest najlatwiejsza w poczatkowym stadium choroby. Pézniej, pomimo typowych
symptoméw zgnilizny korony trudno jest uzyskaé wzrost patogena na podtozach
agarowych. Chociaz jest to gatunek homotaliczny (jednoplechowy) tj. tworzacy organy
rozmnazania generatywnego zaréwno w porazonych tkankach truskawki, jak i na
pozywkach agarowych, to stwierdzenie obecnosci oogoniow w nekrotycznych,
zabarwionych na czerwono-brazowo tkankach korony moze nastreczal sporo
trudnosci.

Do izolacji wybiera sie materiat w poczatkowym stadium choroby, z widocznym

juz pograniczem. Fragmenty te, o ile jest to uzasadnione, dezynfekuje sie krétko

w 70% alkoholu etylowym, ptucze w wodzie destylowanej sterylnej i suszy. Mozna
réwniez izolowal patogena bezposrednio z porazonej tkanki, po jej uprzednim
doktadnym, nawet kilkugodzinnym optukiwaniu pod biezaca woda wodociagowa,
Nastepnie postepuje sie, jak w przypadku uzycia dezynfektantu. Przygotowane do
izolacji fragmenty tkanki tnie sie¢ w sterylnych warunkach na drobne czesci (ok. 0,5
cm) i wyktada na agar wielowarzywny (V8) (ZALACZNIK), agar glukozowo-
ziemniaczany (AGZ) i agar kukurydziany (CMA). Szalki inkubuje sie w ciemnosci,
w temp 23-25°C. Po uptywie 24-48 godzin kazdq szalke kontroluje sie pod
mikroskopem na obecnos¢ wzrostu strzepek o cechach morfologicznych dla rodzaju

Phytophthora (m.in. komdrczakowe strzepki, boczne rosnace czesto prawie pod katem

prostym, hialinowe). W tym celu szalke Petriego odwraca sie do géry dnem i pod matym
4
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powiekszeniem mikroskopu poszukuje sie strzepek Phytophthora sp. Z miejsc,
w ktérych stwierdzono wzrost podejrzanych strzepek przeprowadza sie reizolacje,
bowiem strzepki grzybéw wiasciwych szybko przerastaja wolno rosnaca pleche
Phytophthorai wéwczas trudno jest uzyskaé czyste kultury patogena.

W przypadku izolacji z tkanek roslinnych w poczatkowym stadium choroby
czesto mozna uzyskaé prawie czysty wzrost P. cactorum wokét wytozonych fragmentow

korony lub ogonkéw lisciowych na pozywkach agarowych (Fot. 5 i 6).

Fot. 5. Wzrost P. cactorum z ogonkéw Fot. 6. Wzrost P. cactorum z korony na
lisciowych na V8 - 18°C, 3 dni pozywce V8z antybiotykiem - 18°C, 5 dni

II. CHARAKTERYSTYKA MORFOLOGICZNA

W obrebie rodzaju Phytophthora gatunek ten uwaza sie za jeden z tatwiejszych
do identyfikacji na podstawie cech morfologicznych, bowiem tworzy on zoosporangia
(zarodnie ptywkowe) i gametangia (leghie i plemnie) zaréwno w porazonym materiale

roslinnym, jak i w czystych kulturach na podtozach agarowych.

1. Plecha (grzybnia)
Strzepki plechy sa rozgatezione prawie pod katem prostym, a czasami zwezone

u podstawy. Mtode strzepki maja charakter komérczakowy, jednak Sciany poprzeczne
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tworzq sie w miejscach tworzenia struktur rozmnazania generatywnego, a takze
w strzepkach starszych. Ich $rednica jest zrdznicowana i zalezy zardwno od
fizycznego i chemicznego sktadu podtoza hodowlanego, jak i charakteru strzepek, czy
sq one powietrzne, powierzchniowe, substratowe lub tez rosng wewnatrz tkanek
rosliny zywicielskie;.

2. Chlamydospory

Tylko u nielicznych izolatéw P. cactorum stwierdza sie obecnos¢ chlamydospor.
Jednakze u wiekszosci izolatow nie obserwuje sie tych struktur. Jesli sie one tworzq
tfo powstaja zwykle szczytowo (terminalnie), rzadziej miedzystrzepkowo
(interkalarnie); sa zabarwione hialinowo, o cienkich $cianach, ktérych grubos¢ nie
przekracza 1,5 ym. Wielko$¢ chlamydospor waha sie od 14 do 55 pm, $rednie wymiary
wynosza 25-33 pm (GERRETTSON-CORNELL 1994). Z kolei KROBER (1985) podaje, ze ich
wielko$¢ miesci sie zakresie od 16 do 38 pm, a $rednie wymiary wynosza 27,5 pm.

3. Sporangiofory

Saq proste lub rozgatezione sympodialnie. Moga by¢ zebrane luzno, ale
najczesciej maja charakter zwarty i w grupach moze tworzy¢ sie od 20 do 30
zoosporangiéw. Srednica sporangioforéw wynosi od 2 do 5 pum.

4. Zoosporangia (zarodnie ptywkowe)

P. cactorum tworzy charakterystyczne zoosporangia brodawkowe (papi/late)
tj. o wyrazZnie zaznaczonym zgrubieniu szczytowym i waskim ujsciu (5-7 pm
szerokosci). Niewielka cze$¢ zoosporangiéw wykazuje cechy typu semipapillate
(potbrodawkowe), jednakze wiekszo$¢ zarodni tworzy charakterystyczne zgrubienie
szczytowe (fot. 4). Rzadko obserwuje sie obecno$¢ wiecej niz jednego zgrubienia
szczytowego (papil/la). Dojrzate zoosporangia odrywaja sie od sporangioforéw (tzw.
zoosporangia odpadajace), a pozostate przy zarodniach trzonki sq krdotkie, zwykle
mniejsze lub réwne 5 um dhtugosci. Typowa cechq dla P. cactorum jest formowanie
zoosporangiow ha sporangioforach rozgatezionych w sposob sympodialny (fot. 1 i B).

Zwykle powstajg one terminalnie, sporadycznie interkalarnie. Zarodnie ptywkowe sq
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ksztattu szeroko elipsoidalnego, jajowate lub odwrotnie gruszkowate do wyraznie
okragtych. KROBER (1985) i RIBEIRO (1978) podaja, ze wielko$¢ zarodni ptywkowych

miesci sie w zakresie 24-55 x 19-40 pm, a ich $rednie wymiary wynoszq 35,7 x 26,8
pm. Stosunek ich dtugosci do szerokosci wynosi 1,33:1. Z kolei GERRETTSON - CORNELL
(1994) podaje, ze wymiary zoosporangidw
mieszczq sie w zakresie 19-73 x 16-41 um,
a $rednie wymiary wynoszq 27-58 x 19-32
pum. Stosunek ich dtugosci do szerokosci
wynosi od 1 do 1,7, ze Srednim stosunkiem

réwnym 1,3-1,4.

Fot. 7. Puste zoosporangia, o waskich
ujsciach, powstajace sympodialnie

5. Oogonia (leghie)

Oogonia sq, okragte, gtadkoscienne, o zabarwieniu hialinowym (fot. 2) do lekko
bursztynowego (fot. 3). Wedtug GERRETTSON-CORNELL (1994) Srednica oogoniéw miesci
sie w zakresie od 18 do 40 pm, a Srednie wymiary wynosza 23-30 pym. Z kolei KROBER,
(1985) podaje, ze zakres wielkosci oogoniéw jest mniejszy i wynosi od 23 do 35 pm,

a $rednio 27,4 ym.

Fot. 8. Mfode hialinowe oogonium Fot. 9. Dojrzate bursztynowe oogonium
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6. Anteridia (plemnie)

Anteridia sq typu paragenicznego (przylegnhiowego) i potozone sq blisko trzonka
oogonium (fot. 2, 10). Sa one ksztahu prawie okragtego do nieregularnego,
jednokomédrkowe o wymiarach 9-21 x 9-20 pm. Czasami obserwuje sie w tej samej
kulturze wystepowanie nielicznych anteridiéw typu amfigenicznego (okotolegniowego)

(fot. 10) (GERRETTSON - CORNELL, 1994).

Fot. 10. Potozenie anteridium - parageniczne (po lewej), amfigeniczne (po prawej)
7. Qospory

Oospory sa uozone zwykle niesymetrycznie w oogoniach (tzw. oospory
aplerotyczne), o Scianie od 1 do 2 pm grubosci (fot. 2, 3, 10). Wymiary oospor
mieszcza sie w zakresie od 15 do 35 pym, $rednio 25-27 pym (GERRETTSON-CORNELL,
1994).

P. cactorum jest gatunkiem strefy umiarkowanej, wobec tego optymalna
temperatura wzrostu wynosi 23-25°C. Minimalna temperatura wzrostu wynosi 2°C,

a maksymalna 31°C.
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8. Charakterystyka wzrostu na podtozach agarowych

Gatunek ten, wyizolowany z réznych roslin zywicielskich i hodowany na réznego
typu podiozach agarowych moze tworzyé zréznicowane wzory kultur - od
promienistych az do typu chryzantemy.

Na pozywce AGZ wzrost tego patogena jest zwarty, stosunkowo wolny,
a kultura tworzy lekko ptatkowaty wzér (fot. 11). Z kolei na pozywce V8 P. cactorum
tworzy lekko promienisty wzor kultury (fot. 12) i bardzo licznie tworzq sie organy

rozmnazania generatywnego, ale mniej licznie zoosporangia.

Fot. 11. Wzrost P. cactorum (P0253) na AGZ Fot. 12 Wzrost P. cactorum (P0253) na V8
- femp. 25°C, 5 dni - temp. 25°C, 5 dni

ITTI. ZAtACZNIK

1. Sktad soli Petriego (wg KROBER, 1985)

Ca(NO3), 04g
MgSOs x 7 H,0 015¢
KH2PO4 015¢
Kcl 0,06 g
H.0 dest. 1000 ml
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2. 1% roztwor glebowy (wg ERWIN i RIBEIRO, 1996)

10 g gleby zmieszaé z 1000 ml wody destylowanej. Przefiltrowaé w celu pozbycia sie
wiekszych czastek gleby. Cze$¢ roztworu poddaé sterylizacji w autoklawie przez 15
min w temperaturze 121°C. Roztwér sterylny przechowywaé w lodéwce (4°C do

1 miesiqca). Roztwér niesterylny przechowywaé do 7 dni w tych samych warunkach.

3. Pozywka wielowarzywna (V8)

Sok wielowarzywny™ 200 ml
Weglan wapnia 3¢
Agar - Agar 20g
Woda dest. 800 ml
pH=5,6

*sok wielowarzywny FORTUNA, AGROS S.A., towicz
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