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INSTYTUT OGRODNICTWA

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

Rosliny testowane: Boréwka wysoka — Vaccinium corymbosum L.,
Zurawina — Vaccinium macrocarpon Aiton

Wirusy odpowiednio dla danego gatunku:

Wirus nitkowatosci borowki wysokiej — Blueberry shoestring virus (BSSV)
Wirus czerwonej pierscieniowej plamistosci boréwki wysokiej — Blueberry
red ring spot virus (BRRV)

Wirus oparzeliny boréwki wysokiej — Blueberry scorch virus (BIScV)
Wirus szoku borowki wysokiej — Blueberry shock virus (BIShV)
Wirus mozaiki boréwki wysokiej — Blueberry mosaic associated virus
(BIMaV)

Wirus czerwonej pierscieniowej plamistosci na zurawinie — Blueberry red
ring spot virus (BRRV)

Termin pobierania préb

Materiat roslinny powinien by¢ uznany za wolny od wirusow na podstawie wynikéw
oceny wizualnej. Pobieranie prob i badania laboratoryjne przeprowadza sie w
przypadku watpliwosci dotyczgcych obecnosci wiruséw. Préby do testow na obecnos¢
BSSV, BRRV, BIScV, BIShV, BIMaV nalezy pobiera¢ wiosng (V-VI) przed nastaniem
dtugotrwatych wysokich temperatur powietrza.

Wybor tkanki/czesci rosliny do testowania

Dla roslin gatunku Vaccinium corymbosum L. wykonuje sie testy na obecnos¢ BSSV,
BRRYV, BIScV, BIShV i BIMaV.
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Dla roslin gatunku Vaccinium macrocarpon Aiton wykonuje sie testy na obecnos¢
BRRV.

Do testéw na obecnos¢ wirusow zalecane jest wykorzystywanie lisci pobranych z
fragmentu pedu do 2/3 dtugosci od nasady.

Sposéb pobierania prob

Przy pobieraniu prébek nalezy kierowa¢ sie nastepujagcymi ogélnymi zasadami:

1. Jedna probka powinna pochodzi¢ z jednej rosliny, oznakowanej w sposéb
umozliwiajgcy indywidualng identyfikacje zainfekowanych roslin.

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

3. Proby nalezy pobierac do trwale oznakowanych foliowych torebek, zabezpieczajgc
przed nadmiarem wilgoci i wysychaniem (grozniejszy jest nadmiar wilgoci niz
wysychanie). Torebki mogag by¢ otwarte tylko, jezeli bedg transportowane
bezposrednio do laboratorium w sposoéb, ktdéry uniemozliwi zamieszanie préb. W
kazdym innym przypadku préby nalezy zabezpieczy¢ przez zamkniecie 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 dopuszczac
do zamrozenia prob! Po dostarczeniu do laboratorium proby nalezy umiescic
w chtodzie (+4°C do +10°C). Prébki mogg by¢ przechowywane w lodoéwce
(chtodni) kilka do kilkunastu dni.

4. Préba powinna byc¢ reprezentatywna dla rosliny, tzn.:

a) z roslin 4-letnich i mtodszych, probka pobierana jest z maksymalnie czterech
réznych pedow, po dwa do czterech lisci (pgkéw) lub mniej tak, aby nie
uszkodzi¢ badanej rosliny.

b) z roslin 5-letnich i starszych prébka pobierana jest z czterech ré6znych pedoéw
(z czterech stron krzewu), po dwa do czterech lisci w tym mitode, w petni
rozwiniete liscie na szczycie kazdej todygi i starsze liscie wyrastajgce w
potowie pedu .

2. Jezeli wystepujg chlorotyczne przebarwienia, czerwono-brgzowe plamy Iub
pierscienie na liciach i/lub pedach, zamieranie lisci, kwiatéw lub pedow, nalezy w
pierwszym rzedzie pobrac¢ proby lisci wykazujgcych objawy chorobowe.

3. Pobrane probki nalezy przekaza¢ do badan laboratoryjnych zatgczajgc takze
"zlecenie na wykonanie badan laboratoryjnych", ktérego formularz mozna pobraé
ze strony internetowej witasciwego miejscowego Wojewddzkiego inspektoratu
Ochrony Roslin i Nasiennictwa (piorin.gov.pl). Dodatkowo nalezy sporzgdzic¢
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| 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 ktorych pobierano proby

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

Metoda laboratoryjna weryfikacji obecnosci wirusow

Do wykrywania BSSV, BIScV i BIShV nalezy stosowac test ELISA.

Do wykrywania BRRV nalezy stosowac test PCR.

Do izolacji kwaséw nukleinowych mozna stosowac rézne metody lub gotowe zestawy
np.: DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen). Jedna z metod oparta na CTAB opisana jest w
publikacji 1.

Opis zasad i etapow reakcji PCR mozna znalez¢ w wielu powszechnie dostepnych
publikacjach naukowych np. w cytowanej ponizej publikacji 3, lub w materiatach
edukacyjnych np. ,Przyktady analiz DNA” Ryszard Stomski (red.), Poznan 2001,
www.e-biotechnologia.pl. W kazdym przypadku nalezy stosowacC sie do zalecen
producenta zestawu odczynnikow do reakcji PCR.

Startery specyficzne dla BRRV do przeprowadzenia reakcji PCR przedstawione sg w
tabeli.

Do wykrywania BIMaV nalezy stosowac¢ test RT-PCR, w ktorej reakcja PCR
poprzedzona jest reakcjg odwrotnej transkrypcji (ang. reverse transcription, RT)
polegajgcej na przepisaniu sekwencji mMRNA na tzw. komplementarne DNA (cDNA).
Do izolacji kwasow nukleinowych mozna stosowaé metode opisang w publikacji 2 lub
mozna wykorzysta¢ gotowe zestawy np.: RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen).

Opis zasad i etapéw reakcji RT-PCR mozna znalez¢ w wielu powszechnie dostepnych
publikacjach naukowych np. w cytowanej ponizej publikacji 4, lub w materiatach
edukacyjnych np. www.e-biotechnologia.pl. W kazdym przypadku nalezy stosowac sie
do zalecen producenta zestawu odczynnikéw do reakcji PCR.
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Startery specyficzne dla BIMaV do przeprowadzenia reakcji RT-PCR przedstawione
sg w tabeli.

Temperatura | Dlugosé
przytagczania | produktu
starterow (°C) | PCR (pz)

Wirus Startery Sekwencja startera (5' — 3) Literatura

RRSV3-F | ATCAGTCCCAGAAGAAAAGAAGTA
BRRYV 57 549 3
RRSV4-R | TCCGAAAAATAGATAGTGTCAGC

CCATGTCTTCTACTCTTTCTCC
BIMaV | RNA 1 50 ok. 800 4
GAAATTAGATTTTGTAACAATGCAGG
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Objasnienia skrotow uzytych w tekscie:

ELISA = Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay = test immunoenzymatyczny
RT = Reverse Transcription = odwrotna transkrypcja
PCR = Polymerase Chain Reaction = reakcja tancuchowa polimerazy

Opracowanie: dr hab. Mirostawa Cieslinska, prof. 10; e-mail: miroslawa.cieslinska@inhort.pl

Data publikacji (umieszczenia na stronie internetowej): 31.05.2019
stronad /4



https://www.sciencedirect.com/science/journal/01681702
https://www.sciencedirect.com/science/journal/01681702/189/supp/C
mailto:miroslawa.cieslinska@inhort.pl

