Instytut Ogrodnictwa
ul. Konstytucji 3 Maja 1/3, 96-100 Skierniewice
tel.: 46 833 34 34, fax: 46 833 31 86
Dyrektor: prof. dr hab. Franciszek Adamicki
e-mail: Franciszek.Adamicki@inhort.pl

SKIERNIEWICE B

OFERTA WDROZENIOWA

Elektrochemiczne immunoczujniki do wykrywania wirusa ospowatosci
sliwy (PPV) i nekrotycznej pierscieniowej plamistosci drzew pestkowych
(PNRSV)

Stowa kluczowe: wirusy roslinne, wykrywanie, elektrochemiczne czujniki, biosensensory,

PPV, PNRSV
Opis wdrozenia

Choroby wirusowe i wirozopodobne
powoduja, bezposrednio lub posrednio,
znaczne straty produkcji roslinnej. Chore
rosliny stabiej plonujg i jakos¢ plonu jest
nizsza niz uzyskiwana z roslin zdrowych.
W przypadku wrazliwych odmian i/lub
agresywnych szczepow wirusa moze na-
wet nastgpi¢ zamieranie chorych roslin.
Porazenie wirusem, wiroidem lub fitopla-
zmg zwieksza takze wrazliwo$¢ roslin na
inne patogeny lub czynniki stresowe, na
przyktad na mroz czy susze.

Rosliny porazone wirusami sg zré-
dtem infekcji dla innych roslin rosngcych
w poblizu, co powoduje szybkie rozprze-
strzenianie sie choroby. Jest to szczegol-
nie dotkliwe w sadach i jagodnikach ze
wzgledu na to, ze sg to z reguty uprawy
wieloletnie i pojedyncza chora ro$lina
moze w krotkim czasie spowodowaé za-
kazenie catej plantacji. Poniewaz prak-
tycznie nie istniejg metody eliminacji wi-
rusow z zakazonej rosliny (jej wylecze-

nia), obecnie uwaza sie, ze jedyng sku-
teczng metodg ograniczenia ich wyste-
powania jest wprowadzenie do uprawy
odmian odpornych (ktérych czesto brak)
oraz stosowanie do nasadzen zdrowego,
wolnego od wiruséw materiatu, a w przy-
padku upraw trwatych, takze usuwanie
porazonych roslin z plantacji. Najbardziej
szkodliwe wirusy i organizmy wirusopo-
dobne podlegajg ustawowemu obowigz-
kowi zwalczania (Ustawa o ochronie roslin
z dnia 18 grudnia 2003 r. z pozniejszymi
zmianami). Ich lista publikowana jest w
Rozporzadzeniu  Ministra  Rolnictwa.
Zwalczanie i ograniczanie rozprzestrze-
niania sie innych szkodliwych patogendéw
jest waznym przedmiotem niektérych za-
pisébw Ustawy o nasiennictwie z dnia 6
sierpnia 2003 r. Odpowiednie przepisy
obowigzujg takze w Unii Europejskiej
(miedzy innymi Dyrektywy 92/34/EWG i
2000/29/WE) i w wiekszosci krajow roz-
winietych. Szczegolng uwage poswieca



sie zapobieganiu rozprzestrzeniania sie
choréb (patogendéw) na obszary dotych-
czas od nich wolne. Do tego celu nie-
zbedne sg szybkie, czute, proste w uzyciu
i stosunkowo tanie metody wykrywania
tych patogenow.

Obecnie do wykrywanie wiruséw ro-
Slinnych stosuje sie biotesty oraz metody
laboratoryjne oparte na wykrywaniu biat-
ka wirusowego (przede wszystkim ELISA
- Enzyme Linked Immunosorbent Assay),
kwasu nukleinowego wirusa (przede
wszystkim RT-PCR - Reverse Transcrip-
tion-Polimerase Chain Reaction) lub obu
tych elementow, czyli biatka i kwasu nu-
kleinowego  (Immunocapture-RT-PCR).
Metody biologiczne sg tanie i czute, lecz
dtugotrwate (od kilku dni do kilku miesie-
cy, w zaleznosci od wirusa) co znacznie
ogranicza ich przydatnos¢ do badan
przesiewowych. Metody immunoche-
miczne i molekularne trwajg od kilkudzie-
sieciu minut do kilku dni, lecz do ich
przeprowadzenia niezbedne jest dobrze
wyposazone laboratorium.

Od kilkunastu lat rozwijane sg immu-
nochemiczne czujniki pozwalajgce na
szybkie i precyzyjne wykrywanie zwigz-
kéw chemicznych czy mikroorganizmow.
Do najlepiej znanych nalezg glukometry,
ktére powszechnie stosowane sg do
oznaczania zawartosci glukozy we Kkrwi.
Ponadto, wdrozone do praktyki zostaty
immunosensory do oznaczania poziomu
niektérych hormonow w plazmie krwi oraz
chorobotwérczych wiruséw i bakterii, a
wiele innych jest w trakcie opracowywa-
nia.

W Instytucie Ogrodnictwa w Skier-
niewicach, we wspofpracy z Instytutem
Rozrodu Zwierzat i Badania Zywnosci
PAN w Olsztynie, opracowano elektro-

chemiczne immunoczujniki do wykrywa-
nia i ilosciowego oznaczania PPV i PNR-
SV w materiale roslinnym. Prace te byty
wykonane w ramach projektu rozwojowe-
go nr N R12 0023 06: ,Opracowanie elek-
trochemicznych immunosensoréw i geno-
sensoréw do wykrywania wirusow ospo-
watosci sliwy (PPV) i nekrotycznej pier-
Scieniowej plamistosci drzew pestkowych
(PNRSV) w materiale roslinnym”, finan-
sowanego przez Narodowe Centrum Ba-
dan i Rozwoju. Czuto$¢ opracowanej me-
tody jest o rzad wielkosci wyzsza niz czu-
to§¢ standardowej metody ELISA i po-
rownywalna z czutoscia metody IR-RT-
PCR. Przy zastosowaniu przenosnych
potencjometrow oraz czujnikdw wyprodu-
kowanych na bazie standardowych ,dru-
kowanych elektrod” ztotych Ilub weglo-
wych, metoda ta moze by¢ uzywana do
wykrywania wirusow w warunkach polo-
wych. Czas analizy, wtgcznie z homoge-
nizacjg materiatu roslinnego i ekstrakcjg
wirusow, nie przekracza 30 min.

Po zastosowaniu innych przeciwciat w
warstwie receptorowej, istnieje mozliwos¢
dostosowania czujnikow do wykrywania
innych wirusow roslinnych.

Wdrozenie tej metody do praktyki po-
zwoli na szybkie wykrywanie nowych
ognisk infekcji a przez to ograniczenie
wystepowania choréb wirusowych w
uprawach sadowniczych i rozprzestrze-
niania sie wiruséw na obszary dotychczas
od nich wolne.



Innowacyjnos¢ wdrozeniowa — efekty gospodarcze i spoteczne

Oferta wdrozeniowa dotyczy metody wytwarzania elektrochemicznych immunoczujnikéw do
wykrywania wirusa ospowatosci sliwy (PPV) i wirusa nekrotycznej pierscieniowej plamistosci
drzew pestkowych (PNRSV) w lisciach chorych roslin. Obydwa te patogeny wystepujg w
Polsce i sg przyczyng znacznych strat w produkcji sadowniczej. PPV jest organizmem
kwarantannowym podlegajgcym ustawowemu obowigzkowi zwalczania w szkotkach i
sadach zraznikowych.

Czujniki skonstruowano na bazie elektrody ztotej lub szklistej elektrody weglowej oraz
monoklonalnych przeciwciat anty-PPV i anty-PRNSV. W produkcji seryjnej mozliwe jest
wykorzystanie do tego celu standardowych ,drukowanych” elektrod (screen-printed elec-
trodes). Do pomiaru sygnatu analitycznego wykorzystano potencjometr/galwanometr.

Czutos¢ bioczujnikow przy wykrywaniu PPV i PNRSV jest o rzad wielkosci wyzsza niz
czutosc¢ standardowej metody ELISA a czas wykonania analizy nie przekracza 30 min.

Podmioty, do ktérych skierowana jest oferta wdrozeniowa

Wytworey sprzetu laboratoryjnego i aparatury diagnostyczne;.
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