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INSTYTUT OGRODNICTWA

Metodyka pobierania prob materialu szkétkarskiego
do testéow laboratoryjnych na obecnhos¢ wiruséw

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

Wirusy:

Wirus mozaiki jabtoni — Apple mosaic virus (ApMV)
Wirus nekrozy jezyny — Blackberry necrosis virus (BRNV)
Wirus mozaiki ogérka — Cucumber mosaic virus (CMV)

Wirus pstrosci lisci maliny — Raspberry leaf mottle virus (RLMV)*
Wirus plamistosci lisci maliny — Raspberry leaf blotch virus (RLBV)
Wirus chlorozy nerwdéw lisci maliny — Raspberry vein chlorosis virus (RVCV)
Wirus zottaczki nerwédw lisci maliny — Rubus yellow net virus (RYNV)
Wirus krzaczastej kartowatosci maliny — Raspberry bushy dwarf virus (RBDV)

Wirus mozaiki gesiowki — Arabis mosaic virus (ArMV)

Wirus pierscieniowej plamistosci maliny — Raspberry ring spot virus (RpRSV)
Utajony wirus pierscieniowej plamistosci truskawki — Strawberry latent ring spot virus
(SLRV)

Wirus czarnej pierscieniowej plamistosci pomidora — Tomato black ring virus (TBRV)

* Raspberry leaf mottle virus (RLMV), Raspberry mottle virus (RMoV) oraz Raspberry leaf spot virus
(RLSV) sg szczepami tego samego wirusa o nazwie Raspberry leaf mottle virus (McGavin W.J.,
MacFarlane S.A.. 2010. Annals of Applied Biology, 156: 439-448) — wirus pstroéci lisci maliny. Wirus
z06ttej plamistosci lisci maliny - Raspberry yellow spot jest prawdopodobnie szczepem RLMV. Na
podstawie objawdw chorobowych nie mozna odréznié¢ wirusa zéttej plamistosci lisci maliny od RLMV.
Obydwa patogeny przenoszone sg przez te same wektory (Martin R.R., MacFarlane S., Sabanadzovic
S., Quito D., Poudel B., Tzanetakis J.E. 2013. Plant Diseases, 97 (2): 168-182).

Termin pobierania préb

Materiat roslinny powinien by¢é uznany za wolny od wiruséw na podstawie wynikow
oceny wizualnej. Pobieranie préb i badania laboratoryjne przeprowadza sie w
przypadku watpliwosci dotyczgcych obecnosci wirusow. Proby do testow na obecnos¢
ApMV, RpRSV, TBRV, SLRV, ArMV, BRNV, CMV, RLMV, RLBV, RVCV, RYNV i
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RBDV nalezy pobiera¢ wiosng (V-VI) przed nastaniem dtugotrwatych wysokich
temperatur powietrza.

Wybor tkanki/czesci rosliny do testowania

Dla roslin gatunkéw Rubus spp. wykonuje sie testy na obecno$¢ CMV, BRNV, RYNV,
TBRV i RBDV.

Dla roslin gatunkow R. idaeus, R. fruticosus wykonuje sie testy na obecnos¢ ApMV,
ArMV, RpRSV, SLRV.

Dla roslin gatunku R. idaeus wykonuje sie testy na obecnos¢ RLMV, RLBV i RVCV.
(zrédto: Certification scheme for Rubus. EPPO Standard PM 4/10 (2), 2009. Bulletin
OEPP/EPPO Bulletin 39, 271-277)

Do testow na obecnos¢ wiruséw zalecane jest wykorzystywanie miodych lisci
pobranych z fragmentu pedu do 2/3 dlugosci od nasady.

Sposdéb pobierania prob

Przy pobieraniu probek nalezy kierowa¢ sie nastepujacymi ogélnymi zasadami:

1. Jedna prébka powinna pochodzi¢ z jednej rosliny, oznakowanej w sposéb
umozliwiajgcy jej identyfikacje (w dalszej czesci oméwiono odstepstwa od tej
reguty).

2. Wskazane jest oznaczenie (zaetykietowanie) roslin, z ktérych pobrano prébki,
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 mogg by¢ otwarte tylko, jezeli bedg transportowane
bezposrednio do laboratorium w sposob, ktéry uniemozliwi zamieszanie prob. 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. lodowce turystycznej, pojemniku
styropianowym albo "torbie na mrozonki" z wktadem chtodzgcym. Nie dopuszczac
do zamrozenia préb! Po dostarczeniu do laboratorium préby nalezy umiesci¢
w chtodzie (+4°C do +10°C). Probki mogg by¢ przechowywane w lodéwce
(chtodni) kilka do kilkunastu dni.

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

a) z roslin 4-letnich i mtodszych, prébka pobierana jest z maksymalnie czterech
réznych pedow, po dwa do czterech lisci (pgkéw) lub mniej tak, aby nie
uszkodzi¢ badanej rosliny
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b) z roslin 5-letnich i starszych prébka pobierana jest z czterech réznych pedéw
(z czterech stron krzewu), po dwa do czterech lisci z pominieciem lisci
najstarszych i najmtodszych.
5. Liscie nalezy pobierac z dolnej i sSrodkowej czesci pedow.
6. Jezeli na lisciach wystepujg chlorotyczne plamy, nalezy w pierwszym rzedzie
pobrac¢ probki lisci wykazujgcych objawy chorobowe.
7. Przy pobieraniu prob nalezy sporzadzic¢ i dotgczy¢ do prob pisemng informacje
zawierajgca:

Data pobrania probki (dd mm rrrr)

Dane producenta:
e imie i nazwisko
e adres kontaktowy
o telefon
e e-mail

Adres plantaciji

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

Rodzaj pobranego materiatu (na przyktad:
liscie)

Plan (szkic) Iub opis umozliwiajgcy
jednoznaczne odnalezienie roslin w terenie,
z ktorych pobierano proby

Dodatkowe informacje dotyczgce m.in.
wystepowania chorob, szkodnikow, izolacji
od zrodet infekciji

UWAGA: Przy pobieraniu préb w mateczniku sadzonek, identyfikacja pojedyncze;j
rosliny moze by¢ utrudniona. W takim przypadku nalezy trwale oznakowaé 1 metr
biezacy, z ktérego jako jedng prébe nalezy z kazdej rosliny pobrac¢ do testéw po dwa
w petni wyksztatcone liscie z pominieciem lisci najstarszych i najmiodszych.
W przypadku stwierdzenia wirusa nalezy usungc rosliny z badanego metra i po jednym
metrze z kazdej strony (tagcznie 3 metry biezace rzedu).

Metoda laboratoryjna weryfikacji obecnosci wirusow
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Do wykrywania CMV, ArMV, SLRV, RpRSV, ApMV, TBRV i RBDV nalezy stosowac
test ELISA z uzyciem komercyjnych zestawow przeciwciat wedtug zalecen
producentow.

Do wykrywania BRNV, RLMV, RLBV, RVCV i RYNV nalezy stosowac test RT-PCR, w
ktorym reakcja PCR poprzedzona jest reakcjg odwrotnej transkrypcji (ang. reverse
transcription, RT) polegajgcej na przepisaniu sekwencji mRNA na tzw.
komplementarne DNA (cDNA).

Do izolacji kwasow nukleinowych mozna stosowac rézne metody np. oparte na
wykorzystaniu ztoza krzemionkowego (tzw. metoda ,silica capture”) opisane m.in. w
publikacji 1 i 2 lub gotowe zestawy np.: RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen).

Opis zasad i etapow reakcji RT-PCR mozna znalez¢ w wielu powszechnie dostepnych
publikacjach naukowych np. cytowanych ponizej lub w materiatach edukacyjnych np.
www.e-biotechnologia.pl. W kazdym przypadku nalezy stosowac sie do zalecen
producenta zestawu odczynnikow do reakcji RT-PCR.

Startery specyficzne dla BRNV, RLMV, RLBV, RVCV i RYNV do przeprowadzenia
reakcji RT-PCR przedstawione sg w tabeli.

Temperatura | Dlugos¢
Wirus Startery Sekwencja startera (5' — 3) przy’fac’zanla produkiu Literatura
starteréow (°C) | PCR (pz)
BRNV1F* TGCTGAGCCACTTGTGA
BRNV 55 417
BRNF1R* TCTGGTGTGTTCCGCAT
CPhF CGAAACTTYTACGGGGAAC
RLMV 55 452
CPhR CCTTTGAAYTCTTTAACATCGT
1499 CCTTACTTAAATTGTGTCAGGG
RLBV 55 557
1500 GGCAACATAACCAGAGCAGTG
GGGAACTAAACCCCACACCT
RVCV RVCV776F 60 499
RVCV12784R | AGGGTCCACCCTTTCTGTCT
RYN21-f TCCAAAACCTCCCAGACCTAAAAC
RYNV 64 350
RYN21-r ATAATCGCAAAAGGCAAGCCAC

* w cytowanej publikacji brak jest nazwy starterow
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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
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