Ms. 16.01.FR

INSTYTUT OGRODNICTWA

Metodyka pobierania préb materiatu szkétkarskiego
do testéow laboratoryjnych na obecnos¢ fitoplazm

Rosliny testowane: Malina — Rubus idaeus L., Jezyna — Rubus
fruticosus L. i inne gatunki Rubus

Fitoplazma:
Fitoplazma kartowatosci maliny — Rubus stunt phytoplasma

Termin pobierania préb

Do testéw laboratoryjnych na obecno$¢ fitoplazmy préby nalezy pobieraé latem i
jesienia.

Wyboér tkanki/czesci rosliny do testowania

Do testow na obecnos$¢ fitoplazmy zalecane jest wykorzystywanie tyka pobranego z
fragmentow peddéw do 2/3 dtugosci od nasady.

Sposoéb pobierania prob

Przy pobieraniu probek nalezy kierowac si¢ nastepujacymi ogélnymi zasadami:

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

2. Wskazane jest oznaczenie (zaetykietowanie) roslin, z ktérych pobrano prébki,
chyba, ze identyfikacja jest mozliwa na podstawie istniejgcego oznakowania lub
szczegotowego planu nasadzenia.
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3. Proby nalezy pobierac do trwale oznakowanych foliowych torebek, zabezpieczajgc
przed nadmiarem wilgoci i wysychaniem (grozniejszy jest nadmiar wilgoci niz
wysychanie). Torebki mogg by¢ otwarte tylko, jezeli bedg transportowane
bezposrednio do laboratorium w sposob, ktéry uniemozliwi zamieszanie préb. W
kazdym innym przypadku proby nalezy zabezpieczy¢ przez zamknigcie torebek.
Na czas zbierania i transportu, proby nalezy zabezpieczy¢ przed nadmiernym
nagrzewaniem przez zacieniowanie. W przypadku wyzszych temperatur (powyzej
25°C) zaleca sie umieszczenie prob w tzw. lodowce turystycznej, pojemniku
styropianowym albo "torbie na mrozonki" z wktadem chtodzgcym. Nie dopuszczac
do zamrozenia préb! Po dostarczeniu do laboratorium proby nalezy umiescic
w chtodzie (+4°C do +10°C). Prébki mogg by¢ przechowywane w lodowce
(chtodni) kilka do kilkunastu dni.

4. Proba powinna by¢ reprezentatywna dla rosliny, tzn.: prébe do pobrania tyka
powinny stanowi¢ dolne i sSrodkowe czesci 4-6 peddw (w zaleznosci od wielkosci
rosliny) wyrastajgcych z czterech stron krzewu.

5. W pierwszym rzedzie nalezy pobrac probki peddéw z roslin wykazujgcych objawy
kartowacenia, miotlastosci, wybijania nadmiernej liczby cienkich pedéw oraz
drobienia lub deformacji lisci i ich przedwczesnego czerwienienia.

6. Pobrane prébki nalezy przekaza¢ do badan laboratoryjnych zatgczajgc takze
"zlecenie na wykonanie badan laboratoryjnych", ktérego formularz mozna pobrac
ze strony internetowej wlasciwego miejscowego Wojewddzkiego inspektoratu
Ochrony Roslin i Nasiennictwa (piorin.gov.pl). Dodatkowo nalezy sporzgdzic¢
| 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 przykifad:
liscie, kwiaty)

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

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

UWAGA: Przy pobieraniu préb w mateczniku sadzonek, identyfikacja pojedynczej
rosliny moze by¢ bardzo trudna lub praktycznie niemozliwa. W takim przypadku nalezy
trwale oznakowaé¢ 1 metr biezgcy i z tej powierzchni zebraé do testow fragmenty 4-6
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pedow (jako jedng probe), z ktérych nastepnie do testow nalezy pobrac tyko.
W przypadku stwierdzenia fitoplazmy nalezy usung¢ rosliny z badanego metra i po
jednym metrze z kazdej strony (fgcznie 3 metry biezgce rzedu).

Metoda laboratoryjna weryfikacji obecnosci fitoplazmy

Do wykrywania fitoplazmy kartowatosci maliny nalezy stosowac test PCR. Metodyka
izolacji kwasow nukleinowych w tym DNA fitoplazm opisane sg w wielu publikacjach
np. w publikacji 1 lub w materiatach dostepnych na stronie:
http://cdn.intechopen.com/pdfs/37262/InTech-Polymerase_chain_reaction_for_
phytoplasmas_detection.pdf

Do izolacji mozna rowniez stosowa¢ gotowe zestawy np.: DNeasy Plant Mini Kit
(Qiagen); Genomic DNA Purification kit (Fermentas); High Pure PCR Template
Preparation kit (Roche); Wizard Genomic DNA Purification kit (Promega); NucleoSpin
Plantll kit (Macherey-Nagel).

Opis reakcji PCR mozna znalez¢ w wielu powszechnie dostepnych publikacjach
naukowych np. w cytowanych ponizej, lub w materiatach edukacyjnych np. ,Przyktady
analiz DNA” Ryszard Stomski (red.), Poznah 2001; www.e-biotechnologia.pl.

W kazdym przypadku nalezy stosowaC sie do zalecen producenta zestawu
odczynnikdéw do reakcji PCR.

Ze wzgledu na niskg koncentracje fitoplazm w materiale roslinnym pochodzgcym z
warunkéw klimatycznych naszego kraju, zalecane jest przeprowadzenie dwuetapowe;j
reakcji PCR (tzw. nested PCR), w ktorej stosowane sg dwie pary starterow
uniwersalnych dla fitoplazm.

Startery uniwersalne dla fitoplazm do przeprowadzenia reakcji PCR przedstawione sg
w tabeli.

Temperatura | Dlugosé

Startery Sekwencja startera (5" — 3) przytaczania | produktu | Literatura
starterow (°C) | PCR (pz)

P1 AAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATT 55 1830 2

P7 CGTCCTTCATCGGCTCTT 3

R16F2n | GAAACGACTGCTAAGACTGG 55 1245

R16R2 TGACGGGCGGTGTGTACAAACCCCG 4

Identyfikacje fitoplazm mozna przeprowadzi¢ na podstawie analizy polimorfizmu
dtugosci fragmentéw restrykcyjnych (ang. Restriction Fragment Lenght Polymorphism,
RFLP) w oparciu o publikacje 5.

Data publikacji (umieszczenia na stronie internetowej): 31.05.2019
strona3 /4



http://www.e-biotechnologia.pl/
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Objasnienia skrotow uzytych w tekscie:

PCR = Polymerase Chain Reaction = reakcja tancuchowa polimerazy
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