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INSTYTUT OGRODNICTWA

Metodyka pobierania prob materiatu szkétkarskiego
do oceny laboratoryjnej na obecnos¢ wirusa pierscieniowej
plamistosci pomidora Tomato ringspot nepovirus (ToRSV)

Rosliny testowane:
Prunus dulcis (Miller) Webb, Prunus armeniaca L., Prunus avium L.
Prunus cerasus L., Prunus domestica L., Prunus salicina Lindley
| inne gatunki Prunus L.

Wirus pierscieniowej plamistosci pomidora (ToRSV) jest przedstawicielem rodzaju
Nepovirus. Ma izometryczne czgsteczki o wielko$ci okoto 28 nm. W naturze jest
przenoszony przez nicienie. TORSV jest takze przenoszony przez nasiona u kilku
roslin zywicielskich i moze by¢ przenoszony z pytkiem do nasion lub przez pytek na
zapylong rosline. W warunkach szklarniowych/laboratoryjnych ToRSV moze by¢
przenoszony przez inokulacje mechaniczng na rosliny testowe.

Wirus poraza rosliny drzewiaste i potzdrewniate, lecz moze rowniez wystepowaé w
gatunkach ozdobnych oraz chwastach zielnych (OEPP/EPPO, 2001).

Termin pobierania prob

W odniesieniu do roslin zdrewniatych zalecany termin testéw to wczesna wiosna,
koniec marca - poczgtek kwietnia.

Wybor tkanki/czesci rosliny do testowania

Do testow mozna wykorzystywac liscie, kwiatostany, paki lisciowe i pgki kwiatowe.
Zalecane jest wykorzystywanie mtodych lisci, ale nie z wierzchotkow peddéw. Proby
nalezy pobiera¢ z fragmentu pedu do 2/3 dtugoséci od nasady.
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Sposdéb pobierania préb

Przy pobieraniu préob nalezy kierowac¢ sie nastepujacymi ogélnymi zasadami:

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

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

3. Proby nalezy pobierac do trwale oznakowanych foliowych torebek, zabezpieczajgc
pobrany materiat przed nadmiarem wilgoci i wysychaniem (grozniejszy jest
nadmiar wilgoci niz wysychanie). W celu unikniecia zamieszania préb, do
laboratorium nalezy dostarczy¢ zamkniete torebki. Na czas zbierania i transportu,
préby nalezy zabezpieczy¢é przed nadmiernym nagrzewaniem przez ich
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 proby nalezy umiesci¢ w chtodzie (+4°C do
+10°C). Proby moga by¢ przechowywane w lodéwce (chtodni) przez kilka dni. Do
momentu przystgpienia do badan przygotowang prébe analityczng mozna
zamrozi¢ w temp. -21°C.

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

a. z 5-letnich i starszych roslin prébka pobierana jest z czterech réznych pedéw

(z czterech stron drzewa), po dwa do czterech lisci, lub odpowiednio wiecej
pakow lub kwiatéw.

b. z mtodszych niz 5-letnie drzew pobierane sg liscie (paki) ze wszystkich pedéw

5. Prébe do badan stanowig liscie (ewentualnie kwiatostany i pgki), pochodzace z

dolnych oraz srodkowych odcinkow peddéw. W pierwszej kolejnosci nalezy

pobiera¢ materiat symptomatyczny, charakteryzujgcy sie objawami porazenia

wirusem ToRSV, takimi jak chlorozy, nekrozy czy deformacje blaszki liSciowej.

Pobrane préby nalezy przekazac do badan laboratoryjnych zatgczajac zlecenie na

wykonanie badan laboratoryjnych (formularz mozna pobraé ze strony internetowej

Panstwowej Inspekcji Ochrony Roslin i Nasiennictwa, www.gov.pl/piorin ).

Dodatkowo, nalezy sporzadzi¢ i przechowywac przez 3 lata kopie "Zlecenia" oraz
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pisemng informacje zawierajgcg dodatkowe dane, o ile nie zostaty podane w

"Zleceniu™;

Data pobrania préby (dd mm rrrr)

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

Adres plantacji

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

Rodzaj pobranego materiatu (na przyktad: liscie, kwiaty)

Plan (szkic) lub opis umozliwiajgcy jednoznaczne
odnalezienie roslin w terenie, z ktérych pobierano proby
Dodatkowe informacje dotyczace m.in. wystepowania
chorob, szkodnikéw, lub rozpoznanych zrodet infekcji w
poblizu badanych roslin

UWAGA: W przypadku pobierania prob w mateczniku podktadek rozmnazanych przez
odkfady, identyfikacja pojedynczej rosliny moze by¢ bardzo trudna lub praktycznie
niemozliwa. W takim przypadku nalezy trwale oznakowa¢ 1 metr biezgcy, z ktérego
nalezy pobra¢ do testéw po jednym lisciu z oSmiu peddéw (jako jedng probe).
W przypadku stwierdzenia wirusa nalezy usungé rosliny z badanego metra
i po jednym metrze z kazdej strony (tgcznie 3 metry biezgce rzedu).

Metoda laboratoryjna weryfikacji obecnosci wirusow
Do wykrywania ToRSV w roslinach Prunus nalezy stosowac test ELISA.

Objasnienia skrotow uzytych w tekscie:

ELISA =Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay = test immunoenzymatyczny
RT = Reverse Transcription = odwrotnatranskrypcja

PCR =Polymerase Chain Reaction = reakcja tancuchowa polimerazy

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