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INSTYTUT OGRODNICTWA

Metodyka pobierania préb materiatu szkétkarskiego
do testéw laboratoryjnych na obecnos¢ wirusow

Rosliny testowane: Grusza - Pyrus L., Jabton — Malus Mill.,
Pigwa — Cydonia oblonga Mill.

Wirusy:
Wirus chlorotycznej plamistosci lisci jabtoni - Apple chlorotic leaf spot virus (ACLSV)
Wirus mozaiki jabtoni - Apple mosaic virus (ApMV)
Wirus ztobkowatosci pnia jabtoni - Apple stem grooving virus (ASGV)

Wirus jamkowatosci pnia jabtoni - Apple stem pitting virus (ASPV)

Termin pobierania préb

Préby lisci do testéw laboratoryjnych na obecnosé¢ ACLSV, ASGV, ApMV i ASPV
nalezy pobiera¢ wiosng. Dopuszczalne jest rowniez pobieranie prob latem, pod
warunkiem, ze przez dwa tygodnie temperatura powietrza nie przekroczyta 25°C.

Wybor tkanki/czesci rosliny do testowania

Do testéw na obecnos¢ wirusow w drzewach owocowych mozna stosowac liscie, tyko,
kwiatostany, owoce, paki lisciowe i pgki kwiatowe. Zalecane jest wykorzystywanie
miodych lisci, ale nie z wierzchotkéw peddéw! Proby pobieraé z fragmentu pedu do 2/3
dtugosci od nasady. Ekstrakty z lisci sg najprostsze do przygotowania, a wyniki sg
bardziej powtarzalne niz w przypadku testowania kwiatostanow/ptatkow kwiatowych
lub owocow.

Sady nasienne nie muszg by¢ testowane na obecnos$¢ wirusow, ktére nie sg
przenoszone do siewek: ACLSV, ApMV i ASPV, chyba, ze zaobserwowano
podejrzane symptomy wskazujgce na porazenie.

Obecnos¢ ApMV badana jest tylko w materiale szkétkarskim z rodzaju Malus Mill.
(jabtonie).
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Sposoéb pobierania prob

Przy pobieraniu prébek nalezy kierowac¢ si¢ nastepujacymi ogélnymi zasadami:

1. Jedna probka powinna pochodzi¢ z jednej rosliny, oznakowanej w sposéb
umozliwiajgcy indywidualng identyfikacje zainfekowanych roslin (w dalszej czeSci
omowiono odstepstwa od tej reguty).

2. Na plantacji matecznej podktadek wegetatywnych jedna prébka powinna byc¢
pobrana z 1 mb matecznika. Kazda prébka powinna reprezentowac kolejne 50
mb matecznika.

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

4. Proby nalezy pobierac do trwale oznakowanych foliowych torebek, zabezpieczajgc
przed nadmiarem wilgoci i wysychaniem (grozniejszy jest nadmiar wilgoci niz
wysychanie). Torebki mogg by¢é otwarte tylko jezeli bedg transportowane
bezposrednio do laboratorium w sposoéb, ktdéry uniemozliwi zamieszanie préb. W
kazdym innym przypadku préby nalezy zabezpieczy¢ przez zamknigcie torebek.
Na czas zbierania i transportu, proby nalezy zabezpieczyé przed nadmiernym
nagrzewaniem przez zacieniowanie. 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 dopuszczacé
do zamrozenia préb! Po dostarczeniu do laboratorium proby nalezy umiescic
w chtodzie (+4°C od +10°C).Prébki mogg by¢ przechowywane w lodéwce (chtodni)
kilka do kilkunastu dni.

5. Proba powinna byc¢ reprezentatywna dla rosliny, tzn.:

a. z drzew matecznych prébki pobierane sg dla kazdego drzewa, z czterech
réznych peddéw (z czterech stron drzewa), po dwa do czterech lisci, lub
odpowiednio wiecej pgkdow lub kwiatow.

b. w mateczniku podktadek rozmnazanych przez odkfady, identyfikacja
pojedynczej rosliny moze by¢ bardzo trudna lub praktycznie niemozliwa. W
takim przypadku nalezy trwale oznakowac¢ 1 metr biezacy, z ktérego nalezy
pobra¢ do testéw po jednym lisciu z o$miu peddéw (jako jedng probe). W
przypadku stwierdzenia wirusa/wiruséw usung¢ rosliny z badanego metra i po
jednym metrze z kazdej strony (fgcznie 3 metry biezgce rzedu).

6. Liscie (ewentualnie kwiatostany, pgki) nalezy pobierac z dolnej i Srodkowej czesci
pedow (jednak patrz nastepny punkt).

7. Jezeli na lisciach wystepujg chlorotyczne lub nekrotyczne plamy, deformacije lisci
itp. nalezy pobracC w pierwszym rzedzie prébki z podejrzanych o zakazenie czesci
rosliny.
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8. Pobrane prébki nalezy przekaza¢ do badan laboratoryjnych zatgczajac takze
"zlecenie na wykonanie badan laboratoryjnych", ktérego formularz mozna pobrac
ze strony internetowej wlasciwego miejscowego Wojewodzkiego inspektoratu
Ochrony Roslin i Nasiennictwa (piorin.gov.pl). Dodatkowo nalezy sporzadzi¢
| przechowywa¢ przez 3 lata kopie "Zlecenia" oraz pisemng informacje
zawierajgcg dodatkowe dane, o ile nie zostaty podane w "Zleceniu":

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

Rodzaj pobranego materiatu (na przykfad:
liscie, kwiaty)

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

Dodatkowe informacje dotyczace m.in.
wystepowania podejrzanych symptoméw,
chordb, szkodnikéw, Ilub rozpoznanych
zrodet infekcji w poblizu badanych roslin

UWAGA: Proby do urzedowego badania na obecno$¢ patogendéw podlegajgcych
obowigzkowi zwalczania (patogeny kwarantannowe) muszg byC¢ pobrane przez
inspektorow.

Metoda laboratoryjna weryfikacji obecnosci wiruséw

Dla ACLSV, ASGV i ApMV nalezy stosowac test ELISA lub RT-PCR. Dla ASPV
stosowa¢ RT-PCR; test ELISA moze by¢ wykorzystany do pozytywnej weryfikaciji
podejrzen, ale jego negatywny wynik nie moze by¢ uwazany za dowod braku
porazenia badanej rosliny.

Objasnienia skrotow uzytych w tekscie:

ELISA = Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay = Test immunoenzymatyczny
RT = Reverse Transcription = OdwrotnaTranskrypcja

PCR = Polymerase Chain Reaction = Reakcja tancuchowa Polimeryzacji

Opracowanie: dr Tadeusz Malinowski, e-mail: tadeusz.malinowski@inhort.pl
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