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ZATWIERDZENIE


Standardy EPPO zatwierdzane s¹ przez Radê EPPO. Data zatwierdzenia pojawia siê na ka¿dym pojedynczym standardzie.





RECENZJA


Standardy EPPO poddawane s¹ okresowej ocenie oraz nowelizacji. Data kolejnej oceny okreœlonych Standardów EPPO uzgadniana jest przez Grupê Robocz¹ EPPO do spraw Przepisów Fitosanitarnych. 





NOWELIZACJA





O ile jest to konieczne, nowelizacje zostan¹ wydane, ponumerowane oraz opatrzone dat¹. Jeœli to wymagane, daty nowelizacji ukazuj¹ siê na poszczególnych standardach.





rozprowadzanie


Standardy EPPO rozprowadzane s¹ przez Sekretariat EPPO do wszystkich w³adz pañstw cz³onkowskich EPPO. Egzemplarze dostêpne s¹ dla ka¿dej zainteresowanej osoby, wed³ug szczegó³owych zasad na proœbê z³o¿on¹ w Sekretariacie EPPO. 





zakres


Procedury fitosanitarne EPPO s¹ przeznaczone do u¿ytku przez Pañstwowe Organizacje Ochrony Roœlin, jako cia³a odpowiedzialne za: lustracje, badania i zabiegi zwi¹zane z roœlinami i produktami roœlinnymi przeznaczonymi do obrotu handlowego, czy za prowadzenie poszukiwañ skierowanych przeciwko szkodnikom kwarantannowym.





MATERIA£Y �RÓD£OWE 


OEPP/EPPO (1996) S³ownik Terminów Fitosanitarnych. Dokument techniczny EPPO nr 1026.


CABI/EPPO (1997) Kwarantannowe szkodniki Europy, 2-gie wydanie (Przygotowane przez Smith, I.M.; McNamara, D.G.; Scott, P.R.; Holderness, M.), CAB International, Wallingford, UK.


OEPP/EPPO (w przygotowaniu) Kwarantannowe wymagania specjalne. Dostêpny jako dokument w wersji elektronicznej na stronie internetowej EPPO.





definicje


Procedura fitosanitarna: Ka¿da urzêdowo wyznaczona metoda wdra¿ania œrodków fitosanitarnych, w³¹czaj¹c lustracje, testowanie, nadzór lub zabiegi, zwi¹zane z agrofagami podlegaj¹cymi przepisom.


Lustracja: Urzêdowa, wizualna kontrola roœlin, produktów roœlinnych lub innych przedmiotów podlegaj¹cych przepisom w celu okreœlenia, czy agrofagi s¹ obecne i/lub stwierdzenia zgodnoœci z przepisami fitosanitarnymi.


Poszukiwanie: Urzêdowa procedura prowadzona w wyznaczonym terminie w celu okreœlenia charakterystycznych cech populacji agrofaga lub w celu stwierdzenia, jakie gatunki wystêpuj¹ na obszarze


Test: Urzêdowa kontrola, inna ni¿ ocena wizualna, dokonana w celu wykrycia obecnoœci agrofagów lub ich identyfikacji.


Zabieg: Urzêdowo zatwierdzona procedura zabijania/niszczenia agrofagów, �ich inaktywacji lub usuniêcia albo unieszkodliwienia poprzez wywo³anie bezp³odnoœci lub os³abienie.





wymagania w zarysie





Procedury fitosanitarne EPPO opisuj¹ metody stosowane podczas wykonywania lustracji, badania czy zabiegów dotycz¹cych towarów w obrocie handlowym, lub podczas poszukiwañ nakierowanych na zwalczanie organizmów kwarantannowych. Dla wielu kwarantannowych organizmów szkodliwych tworzone s¹ odnoœniki do istotnych Procedur Fitosanitarnych EPPO zgodne z Szczegó³owymi Wymaganiami Kwarantannowymi EPPO. Rozwój Procedur fitosanitarnych EPPO rozpocz¹³ siê wiele lat temu, metody te zosta³y wydrukowane w Biuletynie OEPP/EPPO pod kilkoma tytu³ami: ”Standardy Fumigacji”, „Procedury Inspekcji Kwarantannowej” oraz „Procedury Kwarantannowe”. Obecnie wszystkie dokumenty ukazuj¹ siê jako „Procedury Fitosanitarne EPPO” i s¹ wydawane w postaci Standardów EPPO. Numerowanie procedur jest kontynuowane w porz¹dku opisanym w Biuletynie OEPP/EPPO 20(2), 229-233, który odpowiada w przybli¿eniu chronologicznemu porz¹dkowi ukazywania siê Procedur Fitosanitarnych.
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�
W³aœciwy zakres


Standard opisuje lustracje oraz metody badania wiroida kar³owatoœci z³ocienia (chrysanthemum stunt viroid) w celu spe³nienia wymagañ zawartych w Standardzie EPPO PM2/92(3).


W³aœciwe zatwierdzenie i nowelizacja


Po raz pierwszy zatwierdzony we wrzeœniu 1988


Wydany jako EPPO Standard w 1998.


�
_________________________





Wstêp


Wiroid kar³owatoœci z³ocienia jest organizmem kwarantannowym znajduj¹cym siê liœcie A2, szczegó³y na temat jego biologii, wystêpowania i znaczenia ekonomicznego mo¿na znaleŸæ w Arkuszu Danych EPPO nr 92 (Biuletyn OEPP/EPPO 8 (2),1978).


	Wed³ug Szczegó³owych Wymagañ Kwarantannowych EPPO (SQR), kraje importuj¹ce mog¹ wymagaæ od krajów eksportuj¹cych roœliny z³ocienia zaœwiadczenia, ¿e pochodz¹ one nie dalej ni¿ trzecie pokolenie z roœlin matecznych przetestowanych metodami polecanymi przez EPPO i s¹ znalezione jako wolne od wiroida lub, ¿e wywodz¹ siê w prostej linii z roœlin matecznych, których reprezentatywna próba zosta³a poddana ocenie wizualnej w okresie kwitnienia.





Metody





Z powodu wysokiego stopnia przenoszenia bezobjawowego (30%), w niektórych uprawach w celu uzyskania satysfakcjonuj¹cych wyników oceny wizualnej, konieczne jest skontrolowanie przynajmniej 10% uprawy. Mo¿na napotkaæ trudnoœci z dok³adn¹ diagnoz¹ w przypadku, gdy ³agodne szczepy wirusa zaatakuj¹ wysoki procent partii, wówczas nie mo¿na dostrzec wyraŸnych ró¿nic pomiêdzy zdrowymi i zaatakowanymi wirusem roœlinami. Jednak¿e, ekspresja nawet tych szczepów nie jest jednolita i lustracja wyka¿e ró¿nice we wzroœcie. Jeœli istnieje podejrzenie takiej sytuacji wymagane jest potwierdzenie laboratoryjne lub badanie szklarniowe. Szczepienie na roœliny wskaŸnikowe jest metod¹ niezawodn¹ i ³atw¹ do wykonania, jednak¿e jest czasoch³onne wymagaj¹ce niekiedy nawet 8 tygodni. „Powrotna” Elektroforeza w ¿elu poliakrylamidowym (R-PAGE) jest metod¹, któr¹ mo¿na wykonaæ w przeci¹gu jednego dnia, ale wymaga ona dobrze wyposa¿onego laboratorium i znacznego doœwiadczenia. Sondy cDNA maj¹ podobne wady i zalety jak R-PAGE. Jednak¿e sondy cDNA, aby byæ odpowiednio czu³e musz¹ byæ znakowane radioaktywnie, co powoduje, i¿ technika ta staje siê nieodpowiednia do rutynowych badañ kwarantannowych.


W Za³¹czniku I znajduj¹ siê szczegó³y dotycz¹ce metod badañ.








Za³¹cznik I





Wizualna lustracja





Lustracji w okresie kwitnienia powinna byæ poddana reprezentatywna próba 30 roœlin lub 10% w zale¿noœci od wielkoœci partii. Kwiatów jest mniej i s¹ one drobniejsze i rzeczywiœcie kwiaty zakwitaj¹ od kilku dni do kilku tygodni wczeœniej ni¿ w przypadku zdrowych roœlin. Kolor kwiatów mo¿e byæ nieco jaœniejszy (Arkusz Danych EPPO nr 92).





Szczepienie z³ocieni odmian Mistletor i Bonnie Jean





Sadzonki roœlin testowych szczepi siê na roœliny testowane. Jeœli szczepienie przebieg³o prawid³owo symptomy chorobowe (np. bia³e plamki) pojawi¹ siê na liœciach po okresie 6-8 tygodni. W procedurze tej temperatura jest krytycznym czynnikiem, najlepiej test przeprowadzaæ w warunkach szklarniowych w marcu i kwietniu. Celem jest zapewnienie minimalnej temperatury 20oC i oœwietlenia 10,000 luksów.





R-PAGE





Powrotna elektroforeza w ¿elu poliakrylamidowym opisana przez Schumachera i wspó³pr. (1986), oparta jest na przechodzeniu wiroida z formy natywnej do zdenaturowanej pod wp³ywem podwy¿szania temperatury.





Przygotowywanie prób. Kwasy nukleinowe ekstrahuje siê ze zhomogenizowanego materia³u roœlinnego (najlepsze s¹ w pe³ni wykszta³cone liœcie pobrane od z³ocieni uprawianych w ogrzewanych szklarniach lub liœcie wykazuj¹ce objawy wspomniane w procedurze szczepienia roœlin wskaŸnikowych)


	Do homogenizacji najlepiej pobieraæ kilka liœci z kilku pêdów ka¿dej sadzonki z³ocienia. Jeœli wiadomo, ¿e infekcja wystêpuje w nie du¿ym nasileniu, mo¿liwe jest tak¿e ³¹czenie liœci z 10 roœlin.





Ekstrakcja soku. Sok roœlinny mo¿e byæ wyekstrahowany za pomoc¹ prasy (np. Pollähne press; Meku, 3015 Wennigsen, DE). Oko³o 0,5 ml soku umieszcza siê w probówkach (2,2ml) (np. EPPENDORF Gerätebau, Postfach 650 670, 2000 Hamburg, DE) zawieraj¹cych pozosta³¹ mieszaninê:


300 µl roztworu zawieraj¹cego 100 mM Tris-HCl, pH 8.0, 100 mM chlorku sodu, 10 mM EDTA, 2%


SDS


		10 µl mercaptoetanolu


		500 µl chloroformu


		500 µl nasyconego roztwóru fenolu (100 ml fenolu ogrzewa siê do 80°C w ³aŸni wodnej i miesza z 45-50 ml roztworu zawieraj¹cego 100 mM Tris-HCl, 100 mM chlorku sodu, 10 mM EDT ; chroniæ przed œwiat³em). 


Wymieszaæ energicznie. Po rozdzieleniu faz podczas wirowania (15,000 obr/min przez 5 min) supernatant (wodna faza) jest przenoszony do kolejnej probówki, mieszany z 500 µl chloroformu i ponownie wirowany w warunkach takich jak wczeœniej.





Str¹canie kwasów nukleinowych. Wodna faza przenoszona jest do trzeciej probówki. Dodawane s¹ 2 objêtoœci etanolu. Kwasy nukleinowe wytr¹caj¹ siê podczas przechowywania przynajmniej 1 h w -18oC.


Po wirowaniu w temperaturze pokojowej (15,000 obr/min przez 15 min), osad jest osuszany w warunkach pró¿niowych lub na krzemionkach i rozpuszczany w 50 µl wody. (Czwarty krok powinien byæ wykonywany w rêkawiczkach gumowych, aby unikn¹æ kontaminacji RNA-zami)





Roztwory


Roztwór A: �
30 g akrylamidu


0.7 g bisakrylamidu


100 ml wody destylowanej�
�
Roztwór  B: �
890 mM Tris (107.77 g l-1)


890 mM kwasu bornego (55.03 g l-1), pH 8.3


25 mM EDTA (9.31 g l-1)�
�
Roztwór  C: �
1% nadsiarczan potasu (0.1 g 10 ml-1) (œwie¿o sporz¹dzony).�
�






Elektroforeza. Poni¿szy protokó³ dostosowano do systemu elektroforezy poziomej (LKB Multiphor II horizontal electrophoresis system, LKB-Produkter AB, Box 305, 16126 Bromma, SE) z wykorzystaniem 1 mm gruboœci p³yty do przygotowania ¿elu (wielkoœæ 24.5 x 8.5 cm; 5% akrylamid, 0.12% bisakrylamid), zwi¹zanego z poliestrow¹ foli¹.








Roztwór A:�
4.2 ml�
�
Roztwór B:�
1.25 ml�
�
Mocznik:�
6.0 g�
�
TEMED:�
30 c (Tetramethylethylenediamine)�
�
Roztwór C:�
1.75 ml�
�
 Destylowana woda do uzupe³nienia objêtoœci do 25 ml �
�



Miesza siê 10 µl ka¿dej próby z 10 µl roztworu B rozcieñczonego do 89 mM, zawieraj¹cego mocznik i œladowe iloœci xylene-cyanol jako wyznacznika pozycji wiroida. Mieszanina ta jest nak³adana na studzienki ¿elu. Nak³adana jest równie¿ kontrola pozytywna.


Elektroforeza jest przeprowadzana w roztworze B rozcieñczonego do 44,5 mM. Pierwszy rozdzia³ jest przeprowadzany w oko³o 15°C tj. w natywnych warunkach dla wiroida. Rozdzia³ jest przerywany, gdy barwnik pokona dystans oko³o 5 cm (po oko³o 70 min).


Sch³odzona p³yta jest ogrzewana do 60 oC i po 5 minutach jest rozpoczynany drugi rozdzia³ w przeciwnym kierunku (przez odwrócenie biegunów) bez zmiany buforu. Rozdzia³ jest przerywany po oko³o 30 min, gdy barwnik osi¹gnie studzienki. Elektroforeza w obydwu kierunkach jest przeprowadzana w 500 V.





Barwienie srebrem. ¯el p³uczemy powoli w (kolejno):


a) 10% etanolu i 0,5% kwasie octowym rozpuszczonych w wodzie destylowanej przez 15 minut


b) 10mM azotanie srebra rozpuszczonym w destylowanej wodzie przez 15 minut


c) wodzie destylowanej: dwukrotnie przez 1 minutê


d) œwie¿ym roztworze 375 mM wodorotlenku sodu, 2,3 mM wodoroboranu sodu, 0,4% formaldehydu (37% w/v) przez oko³o 5-8 minut


e) 1% kwasie octowym przez 15 minut, zatrzymaæ


Pr¹¿ek wiroida jest wyraŸnie oddzielony od pozosta³ych kwasów nukleinowych.








Materia³y Ÿród³owe


Schumacher, J., Meyer, N., Riesner, D. & Weidemann, H.L. (1986). Diagnostic procedures for detection of viroids and viruses with circular RNA’s by ‘return’-gel electrophoresis. Journal of Phytopathology 115, 332-343 .








Pytania


Pytania mo¿na kierowaæ do: Dr H.-L. Weidemann, Institut für Viruskrankheiten der Pflanzen, BBA Messeweg 11/12, 3300 Braunschweig (DE).
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