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Zatwierdzanie

Standardy $ zatwierdzane przez Ra&EPPO. Na kadym ze standardéw umieszczona jest
data zatwierdzenia. W rozumieniu Artykutu Il ddzynarodowej Konwencji Ochrony B
(IPPC), Standardy EPPO stangwegionalne Standardy dla cztonkéw EPPO.

Przeglad

Standardy EPPO podlegajokresowemu przegiowi i nowelizacji. Data kolejnego
przeghdu niniejszego Standardu jest ustalana przez &rpbocz EPPO ds. Przepisow
Fitosanitarnych.

Nowelizacja

Jeili zaistnieje taka konieczké zostam wydane, opatrzone kolejnym numerem i
datowane, nowelizacje standardu. Nazdyan ze standardéw, o ile ma to zastosowanie,
umieszczonegsdaty nowelizaciji.

Dystrybucja

Standardy EPPOasprzez Sekretariat EPPO dystrybuowane do wiadz stisizih pastw
cztonkowskich EPPO. Egzemplarze standardéwegost g dla wszystkich zainteresowanych wg
szczegOtowych zasad na indywiduaprosbe skierowa do Sekretariatu EPPO.

Zakres

Standardy diagnostyczne EPP{pszeznaczone do stosowania przez Krajowe Orgggizac
Ochrony Rélin (NPPO), jako ciata odpowiedzialne za stosowaroekow fitosanitarnych.
Standardy protokotow diagnostycznych dotycliagnozy okréonych agrofagow i opisujrézne
metody, ktore mag by¢ stosowane do wykrywania i identyfikacji szkodnikdikosanitarnych
dotyczcych regionu EPPO. Standardy dotymz diagnostyki $ w przygotowaniu: (1) cel
protokotéw diagnostycznych (megie rézni¢ w zaleznosci od warunkdéw ich stosowania), oraz (2)
sprawozdawczd i dokumentacja bada

W roku 1998 EPPO rozpoga nowy program przygotowywania protokotdw
diagnostycznych dla agrofagébw podleggch przepisom w regionie EPPO fatapc Unie
Europejsk). Prace s prowadzone przez Panel Diagnostyczny EPPO oraz ipanele
specjalistyczne. Celem programu jest utworzeniekdialego agrofaga podlegapgo przepisom
zatwierdzonego mdzynarodowego protokotu diagnostycznego. Protokatyup na wieloletnich
doswiadczeniach ekspertow EPPO. Pierwsze projektyprzygotowywane przez wyznaczonego
eksperta — autora(éw).gSone pisane zgodnie z ,0gélnym formatem i zawaito protokotu
diagnostycznego”, przgfymi przez Panel Diagnostyczny i dostosowanymieao konieczne, do
poszczegdlnych agrofagow. Z regutly, protokdt zalezmzegdlowy sposéb wykrywania lub
identyfikaciji, ktory zostat uznany za lepszy (niepana¢, tatwas¢ w wzyciu itd.) od innych metod.
Inne metody mog by¢ rowniez wymienione ze wskazaniem ich wad i zaletlijest stosowana
metoda niewymieniona w protokole, naldo uzasadmi

Do wszystkich Standardéw EPPO dotyoych diagnostyki majzastosowanie nagtujace
0golne warunki:



» Badania laboratoryjne mggwymaga& uzycia odczynnikow lub ueglzer, ktore stanow
okreslone zagraenie. We wszystkich przypadkach rmalescisle stosowa lokalne procedury
dotyczce bezpiecasstwa.

» Uzycie w Standardach EPPO nazw odczynnikéw lub wyjsrsa nie oznaczajwykluczenia
innych odczynnikdw czy wyposgania, ktére rowniz mogy by¢ przydatne.

» Procedury laboratoryjne przedstawione w protodotanog by¢ dostosowane do standardéw
poszczegodlnych laboratoriéw, pod warunkiemm,s one odpowiednio zwalidowane luke zostaty
wigczone stosowne kontrole pozytywne i negatywne.

Materialy zréditowe

EPPO/CABI (1996) Agrofagi kwarantannowe Europy, Aty II. CAB International, Wallingford
(Wielka Brytania). [EPPO/CABI (1996) Quarantine ®e$or Europe, 2nd end. CAB
International,Wallingford (GB).]

EU (2000) Dyrektywa Rady 2000/29/EC z 8 Maja 200@atyczca srodkow zapobiegagych
wprowadzeniu na teren Wspolnoty organizmow szkoghitw dla ralin lub produktow
roslinnych i ich rozprzestrzenieniu w aftnie Wspolnoty, Official Journal of the European
Communities L169, 1 —112. [EU (2000) Council Direet2000/29/EC of 8 May 2000 on
protective measures against the introduction iheo @ommunity of organisms harmful to
plants or plant products and against their spregitirmthe Community. Official Journal of
the European Communities L169, 1-112.]

FAO (1997) Medzynarodowa Konwencja Ochrony $fa (tekst nowy, poprawiony). FAO, Rzym
(Wtochy). FAO (1997) [International Plant Protecti@onvention (new revised text). FAO,
Rome (IT).]

IPPC (1993) Zasady kwarantannylno w odniesieniu do handlu gdzynarodowego ISPM nr 1.
Sekretariat IPPC, FAO, Rzym (Wiochy). [IPPC (19%3)nciples of plant quarantine as
related to international trade ISPM no. 1. IPPCr&aciat, FAO, Rome (IT).]

IPPC (2002) Stownik terminéw fitosanitarnych ISPM B. Sekretariat IPPC, FAO, Rzym
(Wtochy). [IPPC (2002) Glossary of phytosanitarynte . ISPM no. 5. IPPC Secretariat,
FAO, Rome (IT).]

OEPP/ EPPO (2003) Standardy EPPO PM 1/2(12): EPB@ Al i A2 agrofagdéw podlegajych
obowigzkowi zwalczania. Standardy EPPO PM1 Ogdlroalki fitosanitarne, 5 —-17. OEPP/
EPPO, Pary [OEPP/EPPO (2003) EPPO Standards PM 1/2 (12)CERP and A2 lists
of quarantine pests. EPPO Standards PM1 Generatoganjitary measures, 5-17.
OEPP/EPPO, Paris.]

Definicje

Agrofag podlegajcy przepisom: agrofag kwarantannowy lub agrofagkwarantannowy
podlegajgcy przepisom.

Agrofag kwarantannowy: agrofag o potencjalnym zeaaz ekonomicznym dla zagmnego
obszaru, ale jeszcze nie wystijacy na tym obszarze lub obecny, ale nie rozprzesing szeroko
i podlegajcy urzdowemu zwalczaniu.

Zarys wymagan

Standardy diagnostyczne EPPO dostagczayszystkich niezédnych informacji
dotyczcych okrélonego agrofaga w celu jego wykrycia i prawidtowegntyfikacji dokonanej



przez eksperta (np. specjalisty w dziedzinie entogip mikologii, wirusologii, bakteriologii itp.).
Kazdy protokot rozpoczyna sikrotkg 0golmg informach dotyczca agrofaga (jego wyspowania,
stosunku do innych organizméw, zakresmwicieli, uszkodzé powodowanych naywicielach,
rozmieszczenia geograficznego oraz jeggsamdci), a nasfpnie opisuje szczegoéty dotyae
wykrywania, identyfikacji, poréwnania z podobnymiatgnkami, wymagane w celu
przeprowadzenia prawidtowej diagnozy, zawiera wykestytucji lub oséb gdzie nmioa uzyska
wigcej informacji i opinii na temat okélwnego organizmu (na temat diagnozy, metody wyknjea
lub ekstrakcji, metod badawczych).

Standardy EPPO z tej serii

Do tej pory zostato zatwierdzonych i opublikowany¢h protokotéw diagnostycznych
EPPO. Kady ze standardow jest ponumerowany w spd3bb7 / 4 (1), co oznaczage jestto
standard EPPO dotygzy srodkéw fitosanitarnych (PM), numer serii 7 (ProtbkBiagnostyczne),
w tym przypadku — standard numer 4, wersja pierwistaiep nastpujace standardy:

PM 7/1(1)Ceratocystis fagacearurBiuletyn OEPP/ EPPO BiuletyB1, 41-44

PM 7/2(1)Tobacco ringspot nepoviruBiuletyn OEPP/ EPPO Biuletyn 31, 45-51

PM 7/3(1)Thrips palmi Biuletyn OEPP/EPPO Biuletysi, 53-60

PM 7/4(1)Bursaphelenchus xylophilus. Biuletyn OEPP/EPPOd®u31, 61-69

PM 7/5(1)Nacobbus aberrans. Biuletyn OEPP/EPPO Biul8tyry1-77

PM 7/6(1)Chrysanthemum stunt pospiviroid. Biuletyn OEPP/ BFRuletyn32, 245-253
PM 7/7(1)Aleurocanthus spiniferus. Biuletyn OEPP/EPPO B2, 255-259

PM 7/8(1) Aleurocanthus woglumi. Biuletyn OEPP/ EPPO Biul®, 261-265

PM 7/9(1)Cacoecimorpha pronubana. Biuletyn OEPP/EPPO Binl&8;, 267-275

PM 7/10(1)Cacyreus marshalli. Biuletyn OEPP/EPPO BiuleB#) 277-279

PM 7/11(1)Frankliniella occidentalis. Biuletyn OEPP/ EPPO Rityn32, 281-292

PM 7/12(1)Parasaissetia nigra. Biuletyn OEPP/EPPO Biul&&2n293—-298

PM 7/13(1)Trogoderma granarium. Biuletyn OEPP/EPPO Biuled299-310

PM 7/14(1)Ceratocystis fimbriat& sp.platani. Biuletyn OEPP/EPPO Biulety38, 249-256
PM 7/15(1)Ciborinia camelliae. Biuletyn OEPP/EPPO Biulety8 257-264

PM 7/16(1)Fusarium oxysporurh sp.albedinis. Biuletyn OEPP/EPPO Biulet$8, 265-270
PM 7/17(1)Guignardia citricarpa. Biuletyn OEPP/EPPO Biulet88, 271-280

PM 7/18(1)Monilinia fructicola. Biuletyn OEPP/EPPO Biulety3, 281-288

PM 7/19(1)Helicoverpa armigera. Biuletyn OEPP/EPPO Biule88) 289-296

PM 7/20 (1)Erwinia amylovora. Bulletin OEPP/EPPO Bullets4, 159-172

PM 7/21 (1)Ralstonia solanacearum. Bulletin OEPP/EPPO Bull&dn173-178

PM 7/22 (1)Xanthomonas arboricolpv. corylina. Bulletin OEPP/EPPO Bulleti4, 179-182
PM 7/23 (1)Xanthomonas axonopodiw. Dieffenbachiae. Bulletin OEPP/EPPO Bulle8d, 183—
186

PM 7/24 (1)Xylella fastidiosa. Bulletin OEPP/EPPO Bulle®d, 187—192

PM 7/25 (1)Glomerella acutata. Bulletin OEPP/EPPO Bulle84, 193-200

PM 7/26 (1)Phytophthora cinnamomi. Bulletin OEPP/EPPO Bull&#h 201-208

PM 7/27 (1)Puccinia horiana. Bulletin OEPP/EPPO Bullet3d, 209-212

PM 7/28 (1)Synchytrium endobioticum. Bulletin OEPP/EPPO Birl8d, 213-218

PM 7/29 (1)Tilletia indica. Bulletin OEPP/EPPO Bulletig4, 219-228

PM 7/30 (1)Beet necrotic yellow vein benyvirus. Bulletin OEPPPO Bulletin34, 229-238
PM 7/31 (1)Citrus tristeza closterovirus. Bulletin OEPP/EPP@IIBtin 34, 239-246

PM 7/32 (1)Plum pox potyvirus. Bulletin OEPP/EPPO BulleBi#y 247-256



PM 7/33 (1)Potato spindle tuber pospiviroid. Bulletin OEPP/EPBulletin34, 257-270

PM 7/34 (1)Tomato spotted wilt tospovirus. Bulletin OEPP/EPB@Ietin 34, 271-280

PM 7/35 (1)Bemisia tabaci. Bulletin OEPP/EPPO Bulle8d, 281-288

PM 7/36 (1)Diabrotica virgifera. Bulletin OEPP/EPPO Bulleti34d, 289-294

PM 7/37 (1)Thaumetopoea pityocampa. Bulletin OEPP/EPPO Bull&4j 295-298

PM 7/38 (1)Unaspis citri. Bulletin OEPP/EPPO BulletB#, 299-302

PM 7/39 (1)Aphelenchoides besseyi. Bulletin OEPP/EPPO Bultjr803-308

PM 7/40 (1)Globodera rostochiensiand Globodera pallida. Bulletin OEPP/EPPO Bullet84,
309-314

PM 7/41 (1)Meloidogyne chitwoodand Meloidogyne fallax. Bulletin OEPP/EPPO Bulletd4,
315-320

Niektére ze standardéw w niniejszej serii powstdlicki réznym projektow i konsultacjom
dotyczicym procedur. $one wynikiem projektu Komisji Unii Europejskiej BGPRO (nr SMT 4-
CT 98-2252). Projekt ten obejmowat cztery wyznaeztaboratoria (w Anglii, Holandii, Szkocji,
Hiszpanii) i 50 laboratoriow poréwnawczych z widajow europejskich (w obbie i spoza Unii
Europejskiej), ktére byly zaangmwane w badania porownawcze projektu protokotovejeRt
DIAGPRO zostat utworzony z uwzginieniem peinej znajondoi rownolegtych dziala Grupy
Roboczej EPPO ds. Przepisow Fitosanitarnych w sakréworzenia projektéw protokotdw
diagnostycznych i obejmowat agrofagi podlegaj przepisom, ktére z tego powodu nie zostaty
wigczone do programu EPPO. Protokoty DIAGPRO zostatwierdzone przez RacEPPO jako
Standardy EPPO z serii PM 7. W przyseiobeda one przedmiotem przeglu zgodnie z
procedurami EPPO na tych samych warunkach jak instandardy z tej serii.
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Diagnostyka

Tomato ringspot nepovirus

Zakres

Standard opisuje protokot diagnostyczny @enato ringspot nepovirldoRSV).

Zatwierdzenie i nowelizacja

Zatwierdzony w 2004-09.

Wprowadzenie

Tomato ringspot virugToRSV) jest typowym przedstawicielem rodz&jepovirus(Stace-Smith,
1996). Casteczki wirusa magj izomeryczip post& wielkosci 28 nm i 9 przenoszone przez
inokulacg sokiem rélinnym. Przekazywany jest w naturalnych warunkatep wektor - nicienia
Xiphinema americanum sensu lafest to kompleks gatunkéw, ktéry nie zostahdatdefiniowany

i w zwigzku z tym nie wiadomo, czy wszyscy cztonkowie grggyvektorami. Wektorami TORSV
sa X. Americanum, X. Bricolensis, X. Californicum, IXtermedium, X. Rivesi i X. Tarjanensei
(Taylor i Brown, 1997).

ToRSV jest przenoszony z nasionami kilkiliro zywicielskich i mae by rozprzestrzeniany z
pytkiem na nasiona lub z pytkiem na zapyaonsling. Zainfekowane nasiona mpgtanowt wazne
statezrodto wirusa w glebie.

Wirus jest znajdowany na zdrewniatych i wpdt zdreakych raslinach zywicielskich, ale mee
wystepowa takze na zielnych gatunkach sfm ozdobnych i chwastach. Posiada podobny do
Tobacco ringspot nepoviru§TRSV) zakres gospodarzy (OEPP/EPPO, 2001), jednakiele
bardziej istotny jest dla upraw owocowych. Najb@pdotyka medzy innymi maliny Rubus
idaeug, jezyny (R. laciniatu$; winorasl; brzoskwinie; wénie; oraz inne rdiny Prunusspp.; czarag
porzeczk, agrest, truskawki, boréwkiVéccinium corymbosuyn Pelargonium Hydrangea
Gladiolusi Fraxinus americana

Niektore z chwastow nfaraxacum officinalemog stanowé rezerwuar dla wirusa.

ToRSV jest rozpowszechniony w klimacie umiarkowangmeryki Potnocnej, gdzie wygbuja
wektory i @ one wykrywane na #&tinach ozdobnych oraz na uprawach jagodowych w ahny
czesciachswiata.

Tozsamasé
Nazwa: Tomato ringspot nepovirus
Synonimy. Tobacco ringspot nr 2, Nicotiana virus 13, blaakip (Himalaya) mosaic virus, winter

peach mosaic virus, prune brown line virus, prustegm-pitting virus, redcurrant mosaic virus.
Szczepy. peach yellow bud mosaic virus, grape weNein virus, tobacco strain, apple union
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necrosis nepovirus, euonymus chlorotic ringspatss/{iStace-Smith, 1996)
Akronim: ToRSV

Stanowisko taksonomiczneViruses:Comoviridae Nepovirus
Komputerowy kod EPPO: TMRSXX

Kategoria fitosanitarna: EPPO lista A2 list nr 102, EU, Zaznik I/Al

Wykrywanie

Objawy chorobowe wywotywane przez ToRSV mdy¢ przydatne do wykrywania, jednak nie
mog by¢ traktowane jako dowod obecimd wirusa; do pozytywnej identyfikacji niezthne g
serologiczne lub molekularne badania. Inokulacjalngich raglin testowych mae przyniéé
korzysci, poniewa moze wykry¢ wszystkie szczepy. Jedrak istotne jest iycie przynajmniej
trzech rdlin wskaznikowych, aby zapewtipomyélng transmis¢ (lub dwoch, gdy zastosowano
wiecej, niz jednegazywiciela raliny wskaznikowej). Aby okréli¢ specyficzne reakcje wygiujace
na raglinach wskanikowych konieczne jest badanie serologiczne lukekudarne.

Naturalne rosliny zywicielskie i symptomatologia

Najbardziej powane schorzenia powodowane przez TORSV wyghce na uprawach owocowych,
obejmujp zo6te mozaiki pczkéw na brzoskwiniach i migdatach, ktére powadogl jasnozielonych
do jasnaéitych plam rozwijajcych sé wzdhuz gtdwnego lub bocznego unerwieniacli Paczki
mog wytwarza rozety z matych fici lub stawa sie jasnaotte i zamierd. Owoce mog byc¢
skartowaciate i znieksztatcone. Niektore szczepyusa mog powodowé jamkowatd¢ pnia i
0golne zamierani®runus spp. oraz nekrozy jabtek (OEPP/EPPO, 1991XliRo zainfekowane
ToRSV wykazuy charakterystyczne objawy podobne do reakcji saekochocia przewlekle
zakaone raliny zazwyczaj nie wykazgjsymptomow, lecz ogolny spadek produktyweiqStace,
Smith, 1984). Na malinach krzewy skartowaciate, a owoce sjagic kruche i ma obnizong
wartas¢ handlowg. W trzecim roku od zakania 10-80% owocagych gdow ulega zamieraniu. Na
winorasli, silnie poraone raliny maja duza ilos¢ przemarzritych mpkéw oraz stabe q@y o
zahamowanym wztgie. Objawy na pgnych gdach oraz nadciach § wyrazne, na jednym lub na
wigkszej liczbie ulistnionych g@ow rozwijap si¢ pierscieniowe plamy i ¢tki. Grona owocowegs
zredukowanej wielkéci z zamartymi jagodami.

Pomidory polowe wykazgjwidoczne zwijanie gii nekrozy na szczytowych, aktywnie rgsgch
pedach, podczas gdy miodesdie rozwijap nekrotyczne, kyzowe piefcienie i faliste linie.
Woczenie zakaone owoce rozwijaj od ledwo widocznych szarych dogbowych korkowych,
powierzchniowych i koncentrycznych pieieni oraz cgsciowych piekcieni (EPPO / CABI, 1997).
Objawy naPelargoniumodnotowywane g jako plamy pieicieniowe lub stabe chlorotyczne
plamki prowadzce do wyblakrg¢. Jednake objawy te s rzadkie, czsciej nie obserwuje siich w
ogole.

Mechaniczna inokulacja raslin testowych

Mechaniczna inokulacja zzyciem raglin zielnych jest prosta, czuta i wiarygodna. Pomjni jest
to tradycyjna metoda wykrywania wirusow nie ina specyficznie zidentyfikowa TORSV,
poniewa objawy produkowane na dlmach testowych g zwykle takie same dla wszystkich
nepowiruséw. Jednak inokulacja rélin testowych mae by uzyta do wykrywania wirusa i jego
izolacji oraz do zwjkszania koncentracji TORSV w tkankacKInonych dla kolejnych identyfikacji
innymi metodami, takimi jak IEM, DAS/TAS-ELISA IUBT-PCR.

Czas wykonania badania e by istotny i naley to rozway¢ przed rozpoczxiem pobierania
materiatu rélinnego. Ddwiadczenie wykazataze badania dld@elargoniumnajlepiej wykona w
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okresie od listopada do kwietnia lub w okresiesmych temperatur. Dla §lin zdrewniatych
najlepszym terminem wydajegddy¢ wczesna wiosna od momentu, gdy kwiaty i mtodeidi mog
by¢ poddane badaniu.

Dla rcslin zielnych, maliwe jest takke wykrywanie TORSV z ekstraktu z korzeni.

Bufory ekstrakcyjnezywane do inokulacji rédin testowych

Do przygotowania inokulum z wkszaci rosling zainfekowany materiat powinien by
rozdrobniony w 0,02 M Na/K buforze fosforanowym a1 p7,0, zawieraicym 2% (w/v)
poliwinylopirolidon (PVP) (MW10 000-40 000). Inokwh zPelargoniumjest bardziej infekcyjne,
gdy liscie g rozcierane w 0,06 M buforze fosforanowym o pH 7z@wierajcym 4% glikol
polietylenowy (PEG) (MW 6000) (OEPP /EPPO, 1990h mokulum naley dod& celit jako
materiatscierny lub karborundum do posypywanigécliprzed inokulagj. Aby unikrngé uszkodzé
zainokulowanych fici, mogicych maskowa objawy, po inokulacji naley zmy¢ wodg kranowg
srodki scierne. Zakaone ra@liny najlepiej utrzymywé w zakresie temperatur od 18 do 22°C w
szklarni lub komorze fitotronowe;j.

Zalecane r@liny testowe i objawy chorobowe

Chenopodium amaranticolor Chenopodium quinoa chlorotyczne lub lokalne nekrotyczne
uszkodzenia; systemiczne nekrozy wierzchotikbigotiana clevelandiii Nicotiana tabacum-
nekrotyczne lokalne zmiany chorobowe rozwigey s¢ w piescienie lub plamy pigcieniowe;
liscie zainfekowane systemiczne zwykle wykazpigrcienie lub liniowe wzory;

Phaseolus vulgaris- lokalne chlorotyczne uszkodzenia; systemicznéatdowania i nekrozy
wierzchotkéw lici; Cucumis sativus lokalne chlorotyczne plamy; systemiczne chloroestki;
Petunia hybrida- miejscowe nekrotyczne zmiany; zamieranie i opalantodych systemicznie
zainfekowanych §ci.

Identyfikacja

Do identyfikacji TORSV dospnych jest kilka metod.

Immunoelektronowa mikroskopia (IEM) jest technitardzo szybk oszczdng jednak jedynie w
przypadku, gdy wykonywana jest niewielka liczbalyg® i dos¢pny jest transmisyjny mikroskop
elektronowy (TEM). Niskie stenia mog by¢ trudne do wykrycia. RT-PCR me wystarczéa jako
pojedyncza metoda wykrywania zabka od rodzaju testowanejstmy; mog wystpi¢ problemy z
inhibicja np. Pelargonium Metoda ta jest bardzo czuta jednak wymagamikdczenia. ELISA w
tym DAS-ELISA i TAS/indirect-ELISA, jest technakszyblg, fatwg w uzyciu z minimalnymi
wymaganiami sprtowymi. W przypadku, gdy prawdopodobne jest wgstvanie ranorodnych
pod wzgktdem serologicznym szczepOw wirusa zalecananesgiect (lub TAS) forma testu ELISA
(OEPP / EPPO, 1991), jednak niektoére szczepy madgl zostd pominkte. Metody te mogby¢
stosowane do potwierdzenia objawow pojagdggh sé na rglinach wskanikowych dla TORSV.
Proponowany schemat stosowania wymienionych metdddmm na: Rys. 1.

Immunoelektronowa mikroskopia

W IEM (Milne, 1984; Milne i Lesemann, 1984) wiriorsy, albo najpierw adsorbowane na siatki
mikroskopu elektronowego, albo specyficznie wychywdgne z ekstraktu &bnnego na siatki
powlekane surowi Jeli wiriony homologiczne do surowicy zytej do powlekania siatkias
obecne w prébce, ta druga sytuacja ma miejsce, rgame prowadzi to do wychwycenia
zdecydowanie wkszej liczby castek wirusowych ,uwjzionych” na siatce. Mimaze taki wzrost
liczby czstek mae juz zapewnt identyfikacg niektorych wiruséw, zaadsorbowane lub ¢xibne
wiriony mog by¢ nastpnie inkubowane z surowjc Jeli surowica ta jest homologiczna do
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zaadsorbowanych lub ugzionych wirionéw wydaj sie by¢ one ,o0zdobione”, poniewass
otoczone przezgty aureo¢ przeciwciat zwazanych przez egstki wirusowe. Referencyjny izolat
ToRSV i zwykta surowica (preimmune) powinnycbyzyte odpowiednio jako kontrola dodatnia i
ujemna.

IEM wymaga znacznej wiedzy i depu do transmisyjnego mikroskopu elektronowego (TEM)
Gdy analizowana jest da liczba probek jest rownigoracochtonna i pochtania i czasu.

Jednak dla malej liczby prébek ma zalet, ze mae by wykonane w bardzo krétkim czasie
(ponizej 1 godziny). Poniewaw rzeczywistéci wizualizowane s nie tylko czstki wirusa, ale
rowniez reakcja przeciwciat z wirionami, me to by precyzyjny sposob diagnozy. Jednak niskie
stezenia mog by¢ trudne do wykrycia.

Poniewa nepowirusy cgsto wystpuja w niskich s¢zeniach w uprawach §bn polowych i trudno
adsorbuj na siatki mikroskopu elektronowego, zalecananastpujagca metoda IEM.

Probki @ rozdrabniane za pomsgcttuczka i mddzierza w odpowiednich buforach (patrz
mechaniczna inokulacja). Siatki mikroskopu elektnwego § pokrywane przciwciatami TORSV w
temperaturze pokojowej przez 15 minut przez rozpamenie (10-20ul) surowicy ToRSV
rozcienczonej 1:500 lub 1:1000 w buforze soli fosforano(®BS) o pH 7,4.

Po przemyciu 20 kroplami PBS-u, siatki ssuszane (lecz nie przesuszane) hibybowlekane
sokiem rdlinnym. W celu "oznakowania" ggtek wirusa, siatki gs przemywane w PBS jak
poprzednio i po osuszeniy powlekane surowic TORSV w rozciéczeniu od 1:50 do 1:100 w
buforze fosforanowym o pH 6,5. Po przemyciu siatkidg destylowag s3 wybarwiane z gyciem
pipety Pasteura 3 kroplami 1-2% octanu uranylwlaoe pod TEM w powkszeniu okoto 40 K.

Prébka

Wykona dwa z poniszych bada, stosujc tylko jedry serologiczg metod
Mechaniczg inokulacg, ELISA, (DAS/TAS), RT-PCR lub IEM

/

Wszystkie wykonane badania Tylko jeden z wykonanych testoy
s negatywne jest pozytywny

Wybrat jedrg metod, unikapc
drugiego serologicznego testu

Nie stwierdzono
ToRSV

Wykonany test jest negatywny Wykonany test jest pozytywny/

Rys.1. Schemat decyzyjny dotycy wykrywania
i identyfikacji Tomato ringspot nepovirus
(ToRSV) w prébkach.

Potwierdzono TORSV

RT- reakcja tancuchowa polimerazy (PCR)

RNA do bada z wyciem RT-PCR jest ekstrahowany z tkaneklinozielnych i drzewiastych.
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Stwierdzono, 1 jest to bardzo czuta metoda molekularna do wyknyevavszystkich gtéwnych grup
serologicznych od A do E (Griesbach,1995). Jedabi,méc wykonaroznorodne etapy i uzyska
ostatecznie satysfakcjongp zakéczenie, wymaga drogiego sptua i duwzego déwiadczenia.
Alternatywnie, dosipne g komercyjnie tatwe w obstudze zestawy do ekstratkcjQiagen i Pure
script (Gentrd)

Ekstrakcja catkowitego kwasu nukleinowggdlA)

Catkowity kwas nukleinowy (TNA) ekstrahujegsi probek z gyciem metody Dellaporta zgodnie z
zaleceniami Griesbach (1995) i Dellaporta al. (1983). Tkanka #cia 0,5-0,75 g jest
natychmiastowo zamrana w ciektym azocie i midzona w mddzierzu na drobny proszek.
Nastpnie proszek przenié z ciektym azotem do probowek o etajsci 30 ml. Nie naley dopuscic

do rozmragenia tkanki, 2 do momentu dodania buforu. Ponadto, nie ayal®wniez zamyka
probowek, a do czasu catkowitego wyparowania azotu. o#ia ml buforu ekstrakcyjnego (EB)
(200 mM Tris, pH 8, 50 mM EDTA o pH 8, 500 mM Na@h mM merkaptoetanolu) i 1 ml 20%
SDS. Probowki energicznie wytigat i inkubowa& w temperaturze 65°C wagu 10 minut. Doda

5 ml 5M octanu potasu. Probowki ponownie energeznytrasa i inkubowa w temperaturze
0°C przez 20 minut i wirowa przy pedkosci 25 000 g. Supernatant przesy¢ przez filtr
.Miracloth” do czystych 30 ml probowek zawiegaych 10 ml izopropanolu. Probowki wymiegza
I inkubowa w temperaturze — 20°C przez 30 min. TNA jesicstne przez 15 minut przygqatkosci

20 000 g. Supernatant delikatnie wylaosad lekko osuszyprzez odwrécenie probowek na
papierowym ¢czniku na 10 minut. Osad TNA ponownie roggd w 0,7 ml 50 mM Tris, 10 mM
EDTA pH 8. Roztwér przeng€ do nowej probéwki i doda75 ul 3 M octanu sodu i 50Qul
izopropanolu. TNA dobrze wymiesza nas¢pnie osadzi przez 30 sekund w mikrowiréwce. Osad
przemy przez dodanie 80% etanolu, osuskyponownie rozpcic w 100ul 10 mM Tris, 1 mM
EDTA pH 8.

Metoda zostata zwalidowana w odniesieniu do kilddlim zywicielskich, jednak bigic pod uwag
zasktg i réznorodna¢ zywicieli porazanych przez ToRSV, istnigjprawdopodobnie gatunki dla
ktérych metoda wg Dellaporta nie dziata. Zalecagst pardziej niezawodna metoda ekstrakciji
RNA, dziatapca z wieloma rélinami zywicielskimi, w tym niektérymi stwarzagymi trudngci np.
truskawkami. Catkowity RNA jest ekstrahowany z mklza pomog metody z zastosowaniem
CTAB, modyfikowann wersp opisama przez Changet al. (1993). Tkanki Kci (100 mg) s
rozdrabniane w 1 ml buforu do rozdrabniania (2% 8TA00 mM Tris-HCI (pH 8,0), 20 mM
EDTA, 1,4 M chlorku sodu, 1,0% siarczynu sodu, 2,08¢P rozpuszczalnego w wodzie),
przenoszone do 1,5 ml probowek typu Eppendorf ulikvane w temperaturze 65°C przez 10-15
min. Po inkubacji probowkigsodwirowywane przy mdkosci 12 000 g przez 5 min. W celu
sklarowania soku wykonywana jest dwukrotnie eksj@k z chloroformem:alkoholem
izoamylowym (24:1 v/v). Nagpnie RNA jest stgcane przez dodanie takiej samejotdnici 4

M LiCl i catonocry inkubacg. RNA jest stjcane podczas wirowania przez 25 minut praylgosci

12 000 g w 4°C. Uzyskany osad jest ponownie zawi®gzv 200ul buforu TE-SDS (10 mM Tris-
HCl pH 8,0, 1 mM EDTA, 1% (w/ v) SDS). Naphie RNA jest wytjcane przez dodanie 100

ul 5 M NaCl i 300ul izopropanolu przed inkubacy temperaturze - 20°C przez 30-60 minut. Po
inkubacji prébka jest wirowana przez 15 min przydbosci 12 000 g w 4°C. Otrzymany osad jest
przemywany w 70% etanolu, osuszany w temperatuskejpwej i zawieszany w 50

ul wolnej od RNA-z wodzie.

Do wykrywania ToRSV metead PCR w materiale wieloletnim np. wingtach, mae by
zastosowana metoda opisana przez Rowdiaali (1993).

! Sugerowanymi dostawcami zestawéw do ekstrakaiigéw nukleinowychss Qiagen, Qiagen House, Way

Fleming, Crawley, West Sussex RH10 9NQ, UK; Purgs(Gentra) Gentra Systems Inc 13355, 10th Avedvé
Suite 120, Minneapolis, MN 55441, USA.
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Synteza cDNA

Prébki g poddane odwrotnej transkrypcji niezalee od reakcji PCR (Griesbach, 1995) przez
dodanie 2 TNA probki do mieszaniny reakcyjnej RT (100 U MEM odwrotnej transkryptazy na
prébke, dNTPs oraz bufor zgodnie z instrukgproducenta (Promega Corp, Madison, USA)
zawierajcej 10ug ml startera D1 (TCC GTC CAA TCA CGC GAA TA). Naledod& warstwe

10 pl oleju mineralnego do catkowitej 20 objetosci reakcyjnej i krotko zwirowa przy 4000
obr/min. Przygotowan mieszanig umieszcza giw termocyklerze w 37-40°C przez 50 minut, a
nastpnie w 95°C przez 5 minut.

Amplifikacja PCR

Do PCR jest #mywane 1-2 ul produktu RT Ilub kontroli ("zainfekowanego RNA",
"niezainfekowanego RNA" i wody) wraz zul¥l kazdego ze starteréw Ul (GAC GAA

GTT ATC AAT GGC AGC) i D1 (patrz wiej) (Rotti wsp, 1991) i 1,5 mM MgCI2 . Catkowita
objetos¢ reakcji 75 ul powinna zawier& dNTPs, bufor i detergent zgodnie ze wskazowkami
producenta (Promega Corporation, Madison, US).

Prébki g podgrzewane do 77-80 °C przez 3-4 minuty, po cdgaawana jest 1 U Taq

polimerazy na reake¢j Gdy mieszanina reakcyjna jest przygotowana, atgnaturowé& matrye
podnosi s} temperatuy do 94 ° C przez 4 minuty. PCR jest przeprowadzanyzyciem
nastpujagcego programu: (denaturacja) 94°C przez 1 mjnoastpnie 55°C przez 2 minuty
(annealing), 72°C przez 2 minuty (elongacja) pr2&z0 cykli, nasipnie wydtzanie przez 5-10
minut w 72 ° C (Griesbach, 1995).

Elektroforeza welu

Po reakcji RT-PCR, produkty sainalizowane dzki elektroforezie wzelu (Griesbach, 1995). 18
kazdej probki jest mieszane z 10 x Ficoll-EDTA-Trisftmem obcizajagcym i nanoszone

na 2,0%zel agarozowy ,MetaPhore” w 0,5 x buforze Tris-beEIDTA (TBE). Elektroforeza
prowadzona jest pod ngpiem 40 mA 1-1,75 h w schiodzonym buforze. Po raddzzel jest
barwiony w buforze obgiajacym lub w 0,5 ng mt roztworze bromku etydyny przez 20-30 minut i
dwukrotnie wyptukiwany przed wizualizacyv swietle UV. Pozytywne probki dajprazek 449 par
zasad (bp). Zdgie zelu (film lub cyfrowe) powinno b utrwalone i dadczone do raportu
koncowego.

ELISA

ELISA przy zastosowaniu odpowiednich buforow do telsji maze by stosowana do
wykrywania i identyfikacji TORSV w rdinachzywicielskich zielnych i drzew owocowych.

Istotny mae byt czas badania prébki i powiniendgn rozwaony przed pobieraniem prob.
Doswiadczenie wykazataze dlaPelargoniumtesty najlepiej wykonywaod listopada do kwietnia
lub gdy temperaturyasnieco nksze. Dla rélin drzewiastych wczesna wiosna to czas, w ktorym
maozna wiarygodnie przebad&wiaty lub miode Kcie. Dla r@lin zielnych jest rownig

mozliwos¢ wykrycia TORSV w ekstrakcie z korzenia.

Zestawy ELISA zawierape wszystkie niezfsine sktadniki s szeroko dogpne komercyjnié Jeli
uzywane g takie zestawy, naby dokladnie przestrzegainstrukcji producenta. Alternatywnie
mozna zastosowa przedstawione pomej procedury. DAS-ELISA (Clark & Adams, 1977) jest

2 Sugerowani dostawcy surowic i zestawéw ELISA: Anbed Diagnostics International, LLC. 700 Research,

Center Blvd, Fayetteville, AR 72701, USA — httpWww.adillc.com (ELISA kit); ATCC, Materiaty informagne, LGC
Queens Road, Teddington TW11 OLY, UK - http://wvge.co.uk/atcc.asp (surowice); BIOREBA, Chr. MerRimg 7,
CH-4153 Reinach BL 1, Szwajcaria — e-mail: admin@dba.ch (ELISA); DSMZ, Kolekcja Wiruséw Bimnych, c / o
Biologische Bundesanstalt fur Land-und ForstwirtsthMesseweg 11/12, D-38104 Braunschweig, Niemeymail:
S.Winter @ bba.de lub 100705.337 @ compuserve.somoyice i ELISA); Plant Research International B&x 16,
NL- 6700 AA Wageningen, Holandia - www.plant.wagegen-ur.nl (ELISA kit); Sanofi Pasteur, Sanofi Rast 3,
boulevard Raymond Poincaré - 92430 Marnes-La-CogjuEtancja - Fax: 01 47 41 91 33 (ELISA).
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preferowan metod dla wykrywania i identyfikacji TORSV, jednak gdyos wystpi¢ odchylenia
od normy szczepu wirusa, sugerowane jest zastosewairedniego testu ELISA (TAS) (OEPP/
EPPO, 1991).

DAS-ELISA

Ptytki mikrotitracyjne ELISA powlekanegsprzez napetnienie studzienek 100specyficznej dla
ToRSV gammaglobuliny (IgG),2ywanej w ilgsici 1-2 pg ml-* w 0,05M buforze wglanu sodu, pH
9,6.

Piytki s3 inkubowane od 2-4 godzin w temperaturze 33°C,s&cpaie przemywane trzykrotnie

w buforze soli fosforanowej z Tween (PBS-T). Prabkanogy byc¢: lis¢ lub tyko, wewrtrzna kora
i/lub tkanki mkow zrazow i podkiadek wszystkichstim zywicielskich. W ostatnim przypadku, do
usuwania kory ze zrazow i podktadek stosowanease lubswidry korkowe, tyko i tkanki tyka s
zeskrobywane, zado odstongcia drewna. Prébki tkanek lub usete pki homogenizowaneasw
buforze do probek (w stosunku, np. 1. 10) w torebkpalastikowych lub za pomedioczka i
mozdzierza. Jéi stosowane $te ostatnie, malzierz naley doktadnie my pomidzy prébkami.
Bufory do probek maog sie w zalenosci od badanego materiatuzrti¢ i zwykle najlepiej jest
postpowa: zgodnie z zaleceniami zazonymi do zestawu odczynnikow.

Zalecane bufory do prébek skreslone w Zahczniku I. Probki § nanoszone na phgkELISA, po
100ul do kazdej z dwdch studzienek na jedproblke i inkubowane w temperaturze 4°C przez noc.
Do testu ELISA powinny by dodane pozytywna kontrola ToRSV i sprawdzone kiatr
negatywne, najlepiej z materiatu, ktéry jest podololo badanego. deli kontrole takie nie &
dostpne mog zost& uzyte zielne réliny testowe zakzone ToRSV. Po czterokrotnym przemyciu,
tak jak to ju wczeniej opisano, kada studzienka jest wypetniana 1@0znakowanej alkalicznej
fosfatazy anty-TORSV 1gG rozdiezonej (np. 1: 200) w PBS-Tween-PVP, do ktorej sbgeé
dodawane 0,2% (w/v) albumina jaja kurzego lub Od&d¥Buszczone mleko w proszkugljgest to
wymagane. Plytka ELISA jest inkubowana przez 3-4zgoy w temperaturze 33 ° C. Po
trzykrotnym ptukaniu, studzienki ptytki ELISAsvypetniane

100 pl $wiezo przygotowanego roztworu substratu zawigmgo 1 mg mt p-nitrofenylofosforanu
w buforze dietanoloaminy o pH 9,8. Po okresie irdajb okoto 1 godziny w temperaturze
pokojowej, ptytki ELISA g odczytywane przy 405 nm.

TAS-(parednia) ELISA
Ptytki mikrotitracyjne ELISA powlekaneasprzez napetnienie studzienek 100specyficznej dla

ToRSV gammaglobuliny (IgG),ywanej w ilgci 1-2 ug ml ! w 0,05M buforze wglanu sodu, pH
9,6.

Piytki 53 inkubowane od 2-4 godzin w temperaturze 33°C siepaie przemywane trzykrotnie

w buforze soli fosforanowej z Tween (PBS-T). Prosknanoszone na phkELISA, po 100ul do
kazde] z dwodch studzienek na jedmprobke i inkubowane w temperaturze 4°C przez noc.
Studzienki § wypetniane mysim anty-ToRSV IgG (lub monoklonalnyezeciwciatem (Mab))
odpowiednio rozcieczonym w PBS. Nagpnie ptytki @ inkubowane przez 2-4 godzin w
temperaturze 33 ° C. Studzienki wypetniane dogspnym w handlu kréliczym antymysim 1gG
sprzzonym z fosfatag alkaliczry w rozcieiczeniu, opisanym wczgiej. Piytki g inkubowane od
2-4 godzin w temperaturze 33°C. Do testu ELISA powiby dodane pozytywna kontrola TORSV
i sprawdzone kontrole negatywne, najlepiej z makeyiktory jest podobny do badanegozele
kontrole takie niegdostpne mog zosta@ uzyte zielne réliny testowe zakzone TORSV.

Najlepsza identyfikacja TORSV jest wéwczas, gdyskano dwa z poaszych wynikow
(dobrze jest, gdy tylko jeden wynik byt serologigyh

% W przypadku badaw ktérych prébki mog by¢ liczne, badania takie madyé niewykonalne, powinno zastosotva
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* reakcje na rdinach testowych wskazage na obecrié¢ nepowirusa

e DAS/TAS-ELISA (A405 nm) wart& probki przekraczagpa wartdé progows w taki sposob,z
po okresie inkubacji substratu przez 1-2 godzinyemperaturze pokojowej, jest co najmniej
dwukrotry srednp z wartgci kontroli zdrowej(-ych) rélin lub $redng z wartgci kontroli
negatywnych dodag¢ 2 lub 3 odchylenia standardowe. W takich waruhkamzytywne i negatywne
kontrole powinny dawaprzy A405 nm wartéci <0,07> 0,3 ,blankowane” wzgllem buforu.
Watpliwe i bardzo stabe reakcje powinnycbyweryfikowane przez odbne testy (np. IEM lub
mechanicza inokulacg) lub zweryfikowane przez DAS / TAS-ELISA lub DASAS-ELISA

z zastosowaniem ekstraktowsdi z objawami zielnych in testowych zainokulowanych
watpliwymi prébkami.

* w IEM jednoznaczniegswizualizowane izometryczne wiriony mige 25-28 nnérednicy, gsto
,0zdobione” przeciwciatami. Morfologia gstek i intensywn& ,wyznakowania” nie powinny
rozni¢ sie od tych uzyskanych z izolatu referencyjnego ToRGWy zastosowano typowe serum
(preimmune), wiriony TORSV powinny pojaévsic bez ,dekoracji”.

» w RT-PCR otrzymano produkt o wiek@ 449 par zasad (bp). Reakcja kontroli pozytywnej
powinna dawé produkt o takiej samej wielkoi, natomiast negatywne kontrole nie powinny dawa
produktow amplifikacji tej wielkéci.

Poniewa ToRSV nie ma serologicznego pa@a@nia z innymNepovirusspp. (Stace-Smith, 1996),
test ELISA i reakcje IEM zwykle jasno oktaja obecné¢ wirusa, ladz jego brak, szczegdlnie w
pofaczeniu z inokulag roslin testowych w celu zwkszenia miana. Jednak stosujc tylko
techniki serologiczne, niektére szczepy mpagpstd& pominite. Aby tego unikgé, zaleca si
uzywanie testow molekularnych.

Materiaty referencyjne

Izolaty referencyjne (surowgd TORSV mana uzyskda od: Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ), Messg 11-12, 38104 Braunschweig,
Niemcy.

Sprawozdawczdéé i dokumentacja

Wytyczne dotycace sprawozdawczoi i dokumentacji podano w Standardzie EPPO
PM7 [ - (w przygotowaniu).

Informacje dodatkowe

Dalsze informacje na temat tego organizmuwmacotrzyma: CSL Diagnostics, Central Science
Laboratory, Sand Hutton,York YO41 1LZ (UK) (IEM, (3% TAS-ELISA i RTPCR)

Federal Biological Research Centre for Agricultanel Forestry, Messeweg 11-12, 38104
Braunschweig (Germany) (IEM and DAS/TAS-ELISA)

Naktuinbouw, PO Box 135, 2370 AC Roelofarendsvé&riherlands; Plant Protection Service, PO
Box 9102, 6700 HC Wageningen (Netherlands) (DASSA, Ircsliny wskaznikowe).

Podziekowania

Protokot ten zostat pierwotnie opracowany przez Wight, Central Science Laboratory, York
(GB).

si¢ najbardziej wiarygodne testy w zat@sci od déwiadczenia badagego laboratorium.
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Zatacznik |
Zalecane bufory do probek dla testu ELISA

Uniwersalny: rozpgci¢c w 1000 ml 1 x PBS-T, 1,3 g siarczynu sodu (bezvegd, 20,0 g
poliwinylopirolidonu (PVP) 24 000 MW- 40 000, 0,2agydku sodu (opcjonalnie *), 2,0 g
albuminy jaja kurzego w proszku, Grade II. UstalH do 7,4 i przechowywaw temperaturze 4°C.
Boréwka amerykaska: rozpgci¢ w uniwersalnym buforze ekstrakcyjnym w 1000 ml,

10,4 g Na2HPO4 (bezwodny), 0,9 g KH2PO4 (bezwodPggechowywéa w temperaturze 4°C.
Winorasl: rozpusci¢ w 900 ml wody destylowanej, 60,5 g tris (hydroksyyho)

aminometanu (Tris), 8,0 g chlorku sodu, 20,0 gwiolylopirolidonu (PVP), MW 24000-40 000,
10,0 g glikolu polietylenowego, 0,2 g azydku sodpgjonalnie *), 0,5 g Tween-20. Za pomoc

*  Zostata zachowana oryginalna pisownia. (przypniju
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kwasu solnego doprowadzpH do wartéci 8,2. Uzupetni do obgtosci 1000ml wod destylowan.

Przechowywéaw temperaturze 4

°C.

Pelargonie: rozpici¢c w wodzie destylowanej do afppsci 1000 ml 12,1 g Tris (hydroksymetylo)
aminometanu (Tris), 20 g poliwinylopirolidonu (PVVRJW 24 000-40 000, 5 ml Tween 20, 1g

zelatyny. Doprowad#ipH do 8,6.
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