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INSTYTUT OGRODNICTWA

Metodyka pobierania prob materialu szkétkarskiego
do testow laboratoryjnych na obecnos¢ fitoplazm

Rosliny testowane: Grusza - Pyrus L.,

Pigwa — Cydonia oblonga Mill.
Fitoplazma:

Fitoplazma zamierania gruszy — Candidatus Phytoplasma pyri Seemdller& Schneider
[PHYPPY] syn. Pear decline phytoplasma

Termin pobierania prob

Préby lisci, pedow i/lub korzeni nalezy pobiera¢c od 1 sierpnia do 10 wrzesnia.
Dopuszcza sie pdzniejsze pobieranie prob pod warunkiem, ze nie zakonczyta sie
wegetacja drzew, w szczegodlnosci, ze nie opadty liscie. Podczas pobierania prob
nalezy zwroci¢ uwage, czy nie wystepuje przedwczesne czerwienienie lisci.

W przypadku koniecznosci przeprowadzenia testow poza optymalnym terminem
(na przyktad wystepuje podejrzenie ostrego fitoplazmatycznego zamierania gruszy
we wczesniejszym terminie) nalezy pobrac przede wszystkim korzenie i ewentualnie
dodatkowo pedy i/lub liscie.

Wyboér tkanki/czesci rosliny do testowania

Do testéw na obecnos¢ fitoplazm wykorzystywane sg liscie (a doktadniej ogonki
lisciowe i nerw gtowny), tyko z peddw i ewentualnie korzenie (o srednicy 4-30 mm).

Obecnos¢ Fitopazmy zamierania gruszy bada sie tylko w materiale szkotkarskim
z rodzaju Pyrus L. (grusza) i Cydonia oblonga Mill. (pigwa).

Sposdéb pobierania préb

Przy pobieraniu probek nalezy kierowa¢ sie 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 reguty).
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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). Jezeli pobierane do badania sg rowniez
korzenie to nalezy je umiesci¢ w osobnej (oznakowanej) torebce.Torebki mogag
by¢ otwarte tylko jezeli bedg transportowane bezposrednio do laboratorium
w sposob, ktéry uniemozliwi zamieszanie préb. W kazdym innym przypadku
proby nalezy zabezpieczy¢ przez zamkniecie 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. lodéwce turystycznej, pojemniku styropianowym albo
"torbie na mrozonki" z wktadem chtodzgcym. Nie dopuszcza¢ do zamrozenia
préb! Po dostarczeniu do laboratorium préby nalezy umieéci¢ w chiodzie (+4°C
do +10°C).Prébki mogg byc¢ przechowywane w lodéwce (chtodni) kilka do
kilkunastu dni.

4. Préba powinna by¢ reprezentatywna dla rosliny, tzn.

a. z 5-letnich i starszych drzew pobierana jest proba sktadajgca sie z czterech
réznych pedéw (z czterech stron drzewa) wraz z lisémi.

b. z roslin mtodszych niz 5-letnie pobierany jest jeden ped (jesli nie zniszczy to
rosliny) i po jednym lisciu z pozostatych peddw.

5. Pedy (a doktadniej czes¢ peddw od nasady do okoto 2/3 dtugosci pedu) lub liscie
z dolnej i Srodkowej czesci pobranych peddéw (od nasady do 2/3 dtugosci peddw)
bedg wykorzystywane do izolacji DNA fitoplazm. Wskazane jest oddzielenie tych
lisci od pedéw (tzw. opiérkowanie) i zachowanie do badan. Pozostate liscie
nalezy usung¢ razem z wierzchotkami peddéw, co zmniejszy transpiracje
I wysychanie peddow.

6. Jezeli na czesci badanej rosliny wystepujg symptomy charakterystyczne dla
porazenia fitoplazmami, nalezy z tych miejsc pobra¢ w pierwszym rzedzie prébki
do badania laboratoryjnego.

7. Pobrane prébki nalezy przekaza¢ do badan laboratoryjnych zatgczajgc takze
"zlecenie na wykonanie badanh laboratoryjnych", ktérego formularz mozna pobrac
ze strony internetowe] Panstwowej Inspekcji Ochrony Roslin i Nasiennictwa
(piorin.gov.pl). Dodatkowo, nalezy sporzadzi¢ i przechowywac przez 3 lata kopie
"Zlecenia" oraz pisemng informacje zawierajgcg dodatkowe dane, o ile nie
zostaty podane w "Zleceniu":
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Rodzaj uprawy (gatunek, odmiana,
ew. typ, wiek roslin)

Rodzaj pobranego materiatu (na przyktad:
liscie, kwiaty, korzenie, pedy)

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

UWAGA: W przypadku pobierania prob w mateczniku podktadek rozmnazanych
przez odktady, identyfikacja pojedynczych roslin moze by¢ bardzo trudna,
lub niemozliwa. W takim przypadku nalezy trwale oznakowa¢ 1 metr biezacy,
Z ktérego nalezy pobra¢ do testéw cztery pedy z lis€mi jako jedng prébe. Pedy (od
nasady do okoto 2/3 dtugosci peddw) albo liscie z dolnej i srodkowej czesci
pobranych pedow bedg wykorzystywane do izolacji DNA fitoplazm. Wskazane jest
oddzielenie tych lisci od peddw (tzw. opidorkowanie) izachowanie do badan.
Pozostate liscie z czesci wierzchotkowej pobranych peddéw nalezy usung¢ (mozna
tez odrzucic¢ caty wierzchotek pedu), co zmniejszy transpiracje i wysychanie pedow,
z ktérych takze bedzie izolowany kwas deoksynukleinowy. W przypadku
stwierdzenia fitoplazm usung¢ rosliny z badanego metra i po jednym metrze z
kazdej strony (tgcznie 3 metry biezgce rzedu).

Metoda laboratoryjna weryfikacji obecnosci fitoplazm

Fitoplazmy sg wykrywane metodami opartymi na technice PCR.

Objasnienia skrotéw uzytych w tekscie:

PCR = Polymerase Chain Reaction = Reakcja tancuchowa Polimeryzacji

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