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Sposréd metod serologicznych i ich modyfikacji stosowanych do wy-
‘krywania wirus6w w soku komoérkowym ro$lin, na uwage zaslugujg
szczegblnie dwie metody — wigzania dopelniacza oraz opisana przez Ba-
damiego [1].

Metoda wigzania dopelniacza jest jedng z bardziej czulych metod se-
rologicznych i moze mie¢ zastosowanie do wykrywania schorzen wiru-
sowych roSlin [3, 4, 6, 17, 18, 35]. Dodatkowg jej zaletg jest to, ze pod-
dawane badaniom wyciggi ro$linne nie muszg by¢ tak czyste i stezone,
jak np. w metodach aglutynacji czy precypitacji [18]. Metoqla opisana
przez Badamiego jest réwniez bardzo czula, dzieki czemu nadaje sig
szczegblnie do wykrywania choroby juz w bardzo wczesnych stadiach
po infekcji [1, 17].

Pomimo tych niewatpliwych zalet, stosowanie obu wymienionych me-
tod w serologii wiryuséw ro$linnych moze napotykaé¢ na pewne trudnosci.
W metodach tych bowiem bezposrednim wskaznikiem reakcji zachodzg-
cych pomiedzy antygenem a przeciwcialem sg erytrocyty. W zaleznosci
od tego czy pozostajg one niezmienione, czy ulegajg hemolizie wzglednie
aglutynacji, sgdzimy o obecnos$ci wirusa w badanym soku roslinnym.
‘Tymczasem w soku komoérkowym niektéorych roslin wystepujg czynniki
niszczgce erytrocyty. Czynniki te wg Supniewskiego [33] mozna podzie-
li¢ na 2 grupy — hemolizujgce i aglutynujgce erytrocyty. Do czynnikow
hemolizujgcych nalezg saponiny wystepujagce w soku komoérkowym wielu
ro$lin, solanina wystepujgca np. w bulwach, kietkach, lisciach i owocach
ziemmniakdéw czy w liSciach pomidoréw, w ktoérych wystepuje réwniez to-
matyna, a takze inne zwigzki wystepujgce czesto w rozmaitych organach
~wielu roslin [2, 5, 8-13, 15, 19, 24, 25, 27, 30, 31, 33, 34, 36, 37].
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Do czynnikéw aglutynujgcych erytrocyty naleza fitohemaglutyniny
nazywane réwniez hemaglutyninami wzglednie lektynami, wystepujgce
najczesSciej w nasionach i organach zapasowych a takze, chociaz rzadziej,
w zielonych czesciach ro$lin [7, 15, 20, 22, 23, 26, 28, 29, 32-34]. Fito-
hemaglutyniny sg dzisiaj bardzo szeroko badane ze wzgledu na ich cie-
kawe wlasciwosci biologiczne a literatura dotyczaca tego zagadnienia jest
bogata [23, 28]. Szkodliwy wplyw ma erytrocyty mogg wywiera¢ réwniez
garbniki, ktére uszkadzajgc ich powierzchnie sklejajg je [33].

Oproécz czynnikéw chemicznych, aglutynujgco moga dzialaé réwniez
czynniki powodujgce rozladowanie elektryczne erytrocytow a w mnastep-
stwie ich sklejenie. W ten spos6b dziala zbyt niskie pH $rodowiska, np.
erytrocyty ludzkie ulegajg aglutynacji w ptynach kwasnych o pH = 6,4-6,7,
gdyz jony wodorowe, naladowane dodatnio rozladowujg erytrocyty, ktére
posiadajg ujemny ladunek elektryczny [33].

Jak z tego wynika, w soku komoérkowym roslin moze wystepowac
wiele czynnik6éw niszczacych erytrocyty, ktére sg zdolne ograniczyé, a na-
wet uniemozliwi¢ szerokie i pewne stosowanie obu wymienionych metod
serologicznych do diagnostyki choréb wirusowych niektérych roslin.

Celem niniejszej pracy bylo zbadanie stezenia fitohemaglutynin wy-
stepujgcych w soku komoérkowym bulw ziemniakéw zdrowych i porazo-
nych wirusami M i S oraz zbadanie stezenia substancji niszczacych ery-
trocyty jakie wystepujg w soku komérkowym lisci pomidorow.

MATERIAYL I METODY

Doswiadczenia z ziemniakami przeprowadzono w pierwszych dniach
marca 1973 r. na bulwach bedacych w okresie trwalego spoczynku. Bulwy
2 odmian ziemniakéw Baca i Turysta pochodzily spod kilku krzakéw zdro-
wych i chorych rosngcych w jednakowych warunkach glebowych i kli-
matycznych. Rowniez w zimie byly one przechowywane w jednakowych
warunkach. Do doswiadczen wybierano bulwy wyréwnane pod wzgledem
dojrzatosci, wielkosci i ksztaltu. Z odmiany Baca przebadano 20 bulw
zdrowych i 20 bulw porazonych wirusem S, a z odmiany Turysta taka
samg liczbe bulw zdrowych i porazonych wirusem M.

Umyte bulwy obu odmian przetrzymywano w ciggu 24 godzin w tem-
peraturze okolo 6°C po czym szybko obierano je, tarto na tarce szklanej,
a z otrzymanej miazgi wyciskano sok, ktérego 1 ml umieszezano natych-
miast w 19 ml izotonicznego moderatora fosforanowego [16] o pH = 6,8
z dodatkiem 0,03%0 podsiarczynu sodowego [23]. Otrzymany w ten sposéb
5% roztwor podstawowy o barwie jasnozéltej wirowano w ciggu 20 minut
przy 14500 g. Szybkos¢, niska temperatura, w jakiej wykonywano po-
wyzsze czynnoSci, a takze dodatek podsiarczynu sodowego, zapobiegaly
ciemnieniu soku [23]. Z otrzymanego klarownego odsgczu sporzadzano
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w probéwkach szereg rozcienczen w izotonicznym moderatorze fosforano-
wym o pH = 6,8. Do poszczegbélnych probéwek dodawano nastepnie réw-
ng ilos¢ 2% zawiesiny plukanych erytrocytéw krélika we wspomnianym
moderatorze. Oba komponenty mieszano dwukrotnie w odstepach 15-
-minutowych przez lagodne pochylanie probéwek unikajgc pienienia [14].
Proboéwki ustawiano mnastepnie w chtodnym miejscu. Po 24 godzinach ba-
dano stopien aglutynacji erytrocytéow, jaki nastgpit w poszczegélnych pro-
béwkach stosujgc metode opisang przez Mejbaum-Katzenellenbogen i Mo-
rawieckg [21]. -

Doswiadczenia z pomidorami przeprowadzono przy koncu sierpnia
1972 r. na 2 odmianach — Casaque Rouge i Unita, ktére byly uprawiane
w wazonach w jednakowych warunkach szklarniowych. Material liScio-
wy pobierano z roslin bedacych w jednakowym stadium rozwojowym tuz
przed butonizacjg. Z kazdej odmiany przebadano 20 ro$lin, pobierajac
z kazdej rosliny wszystkie liscie. Z lisci wyciskano sok, ktéry nastepnie
odwirowywano przy 14 500 g w ciggu 20 minut. Z otrzymanego odsaczu
sporzgdzano 5% roztwér podstawowy w fosforanowym moderatorze' izo-
tonicznym o pH = 6,8 [16], a z niego w probéwkach szereg rozcienczen.
Dalsze postepowanie bylo takie samo jak z roztworem otrzymywanym
z bulw ziemniaka.

WYNIKI

W doswiadczeniach przeprowadzonych z sokiem otrzymanym z bulw
ziemniakéw, nie zauwazono wyraznych réznic w zawartosci aglutynin
w soku wycisnietym z poszczegélnych bulw jednej odmiany, nie zauwa-
zono réwniez wiekszych réznic w zawartosci aglutynin w soku bulw zdro-
wych i chorych. Zauwazono natomiast wyrazne roznice miedzy odmiana-
mi. U odmiany Baca wyraZna aglutynacja erytrocytow wystgpita jeszcze
w probowce, w ktorej stezenie soku wynosito 0,15%0 (1:640), natomiast
u odmiany Turysta stezenie aglutynin bylo wyzsze, gdyz wyrazna aglu-
tynacja erytrocytow wystapila jeszcze w proboéwce, w ktoérej stezenie soku
wynosilo zaledwie 0,07%0 (1:1280).

W doswiadczeniach przeprowadzonych z sokiem otrzymanym z lisci
gomidoréw, pierwszym rzucajagcym sie w oczy zjawiskiem byly zasadni-
cze réznice miedzy odmianami. Sok otrzymany z lisci pomidoréw Unita
mial wlasno$ci hemolizujgce, natomiast sok otrzymany z liSci pomidoréw
odmiany Casaque Rouge mial wlasnosci aglutynujace erytrocyty. Stezenie
substancji hemolizujgcych, wystepujgcych w soku lisci poszczegélnych
ro$lin odmiany Unita, wahalo si¢ w dosyé szerokich granicach od 2,5%
do 0,15% czyli w stezeniach soku 1:40-1:640. Stezenie substancji agluty-
nujgcych wystepujgcych w lisciach poszczegélnych roslin pomidor(lﬁw od-
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miany Casague Rouge ulegalo znacznie mniejszym wahaniom — od 1,25%
do 0,62%0, czyli w stezeniach soku- 1:80-1:160. ;

DYSKUSJA I WNIOSKI

Z przeprowadzonych przez autora dosSwiadczen wynika, ze zardwno
w bulwach ziemniakéw jak i w liSciach pomidoréw, wystepuja w znacz-
nych stezeniach substancje niszczace erytrocyty. Z literatury [20, 22, 23,
32] wiadomo, ze w soku bulw ziemniaka wystepujg aglutyniny — sub-
stancje posiadajace zdolnos¢ zlepiania erytrocytow krwi ludzkiej i zwie-
rzecej. Przeprowadzone badania sugeruja, ze ich stezenie w soku komér-
kowym bulw moze by¢ zalezne od odmiany ziemniaka. Zastosowang przez
autora metodg nie udalo sie natomiast stwierdzi¢ zaleznosci stezenia he-
maglutynin od zdrowotnosci bulw. Zagadnienie to zresztg wymaga od-
dzielnych badan. |

Oddzielnych badan wymaga réwniez zagadnienie wystepowania sub-
stancji niszczacych erytrocyty w soku komorkowym lisci pomidorow,
zwlaszcza ze oprocz powodujgcych hemolize solaniny i tomatyny, Wystepu-
ja tu jakies inne sukstancje powodujace zlepianie erytrocytow.

Z do$wiadczen wynika, ze stezenie szkodliwie dzialajgcych na erytro-
cyty substancji wystepujacych w soku komérkowym roslin moze by¢
bardzo wysokie i nawet w metodzie wiagzania dopelniacza, w ktérej pod-

daje sie badaniom soki roslinne znacznie rozcienczone [17], moze sie ujaw-
nic¢ ich szkodliwe dzialanie na erytrocyty.

LITERATURA

1. Badami R. S.: Sero-diagnostic methods for phytopathological studies. Ind. Bot.
Soc., 1260, t. 39, s. 503-530.

2. Baginski S., Mowszowicz J.: Krajowe roéliny trujace. LTN,.Lédi 1963.

3. Bawden F. C.:. Plant viruses and virus diseases. Chronica Botanica. Waltham
Mass, USA 1950.

4. Bercks R.: Serologie pflanzenpathogener Viren. W M. Klinkowski ,Pflanzliche
Virolegie” t. 1, Akademie Verlag, Berlin 1967.

5. Blaim K.. Swoiste substancje ro$lin uprawnych. PWRIL, Warszawa 1965.
6. Bojnansky V. i in.: Virusove choroby rastlin. Bratislava 1963.

7. Boyd W. C, Reguera R. M.: Hemagglutinating substances for human cells in
various plants. J. Immun., 1949, t. 62, 5. 333-339.

8. BOomer A., Mattis H.: Uber hohe Solamngehalte bei Kartoffeln. Z. Untersuch.
. Nahr. Genussm 1923, t. 45, s. 288-291.

9. Bomer A., Mattis H.: Der Solaningehalt der Kartoffeln. Z. Untersuch. Nahr.
Genussm., 1924, t. 47, s. 97-127.

10. Burton W. G.: The potato. Chapman and Hall LTD; London 1948.



METODY SEROLOGICZNE W DIAGNOSTYCE WIRUSOW

59

11.
12.

13.
14.
15.
16.
17.

18.
19,

20.

21.

23.

24.

25.
26.
2.

28.
29.

31.

32.

33.
34.

35.
36.
37.

[

Cieslewicz 1., Swiniarski E.: Zagadnienie glikoalkaloidéw w hodowli odpor-
noSciowej ziemniaka. Hod. Ro$§. Aklim. Nas., 1957, t. 1, z. 3, s. 405-414.
Conner H. W.: Effect of light on solanme synthe51s in the potato tuber. Plant

Physiol., 1937, t. 12, s. 79-98.
Czmory N. J., Arnautow W. W.: Kartofel. GGISL

Moskwa 1953.

Gatty- Kos'tyal M.: Preparaty galenowe. PZWL, Warszawa 1959.

Gusynin I. A.: Toksikologija jadowitych rastienij. GISL, Moskwa 1951.

Homolka J.: Biochemia kliniczna. PZWL, Warszawa 1971
Jermoljev E.: Diagnostika virovych chorob bramboru a repy cukrove. Ceskoslov.

Acad. Ved., Praha 1967.

Luria S. E., Darnell J. E.: Wirusologia ogoélna. PWN, Warszawa 1970.
Maj Z.: Determination of glycoalkaloids in potato sprouts by bloodcells hemo-

lysis. Acta biol. crac., 1960, Ser. Bot. t. 3, s.. 25-34.

Marinkovich V. A.: Purification and characterisation of the hemagglutinin
'present in’' potatoes. J. Immunol.,, 1964, t. 93, s. 732-741.

Mejbaum-Katzenellenbogen W., Morawiecka B.: Badania nad regeneracja bialek
Acta bioch. pol., 1959, t. 6,

z nierozpuszczalnych polgczen biatkowo-taninowych.

Nr 4, s. 453-465.

Morawiecka B.: Biatka ziemniaka Solanum tuberosum rozpuszczalne w kwasie
sulfosalicylowym. Acta Soc. Bot. Pol., 1965, t. 34, Nr 2, s. 161-170.

Morawiecka B.: Wlasciwosci fizyko-chemiczne i biologiczne lektyny z ziem-

niak6w. Monogr. bioch. Pol. Tow. Bioch., z. 20. PWN,

Warszawa 1969.

Morgenstern F. Von: Uber den Solaningehalt der Speise und Futterkartoffeln
und Ubker den Einfluss der Bode“nku‘lvtur auf die Bildung von Solanin in der
Kartoffelpflanze, Landw. Vers. Sta., 1907, t. 65, s. 301-338.

Mowszowicz J.: Roéliny trujace lub szkodliwe dla czlowieka. PZWL, War-

szawa 1952.

Popielski B., Brzecka K.: Badania nad substancjami ro$linnymi zlepxa]acyml
krwinki czerwone. Pol. Tyg. lek., 1954, z. 12, s. 353-357. i

Prokosziew S. M Pietroczienko E. I.,, Baranowa W. Z.: Srawnitielnoje issle-
dowanije so.anina, demissina i tomatma Dokt. Akad. Nauk SSSR 1950, t. 74,

Nr 2, s. 339.

RaJkows}m Z.: Fitochemaglutyniny. Wszech§wiat, 1971, nr 5, s. 131-132.

Renkonen K. O.: Studies on Lemagglutinins present in seeds of some repre-
sentatives of the family of leguminoseae. Ann. Med. Exp. Biol. Fenniae,,

tT 26, s. 66-T2.

Ruminska A.: Rosliny lecznicze. PWN, Warszawa 1973.

Schowalter E., Hartmann W.: Uber Kartoffeln mit hohen Solaningehalt und
irre Verwendung als Pflanzenkartoffeln. Z. Untersuch. Nahr. Genussm.,

1. 47, s. 251-257.

1948,

1924,

Shepard Y. F.: The potential significance of potato haemagglutinins (lectins)

in sercdiagnosis. Phytopath., 1970, t. 60, s. 1623-1625.

Supniewski J.: Farmakologia, PZWL, Warszawa 1966.

Swiejkowski Z.: WlaSciwo$ci trujgce polskich ro$lin leczniczych. PZZ, Krakéw

1950.

Swiezynski K.: Choroby wirusowe ziemniakéw. PWRIiL, Warszawa 1968.

Turapin M. L.: Solanin w kartofele. Gigiena sanit.,

s. 431-438.

1981, z. 2, s. 40-44.|
Willimot S. G.: An investigation of solanine poisoning. Analyst, 1933, t. 58,

|



60 Z. MAJ

36uznes Maii

BEHIECTBA 3ATPYIHAIOIIUE ITPMMEHEHUE HEKOTOPBIX
CEPOJIOTMYECKNX METOJOB B IUATHOCTUKE
BUPYCHEIX BOJIEZHEV KAPTO®DEJSA I TOMATOB

PeswomMme

ABTOpP IIPOBEJ MCCJAEAOBaHMA, Kacalwlluyueca IOABJIEHUS BEIEeCTB, YHMYTOXKAKIMX
SPUTPOLIMTLI B KJIYOHAX 2 COPTOB 3AOPOBOr0O Kaprodens ¥ IIOPaXkeHHOro BUpPYyCaMH,
a TakK¥Xe B JUCTbAX 2 COPTOB 3MA0POBBIX TOMATOB. VI3 ONBITOB cJleAyeT, YTO KOHLICH-
TpalMA BEILECTB, YHMUTOXKAIIMX SPUTPOLUUTBLI, B MCCIEAYEeMBbIX OpraHax YIoMs-
HYTBIX BBbIIle PacTeHM)1 MOXKeT ObITh O4YeHb BBICOKOM M MOXKET OrpaHMYMBATL NIPHU-
MeHeHMe 9STUX CEepOJIOTMYECKMX MEeTOAOB, B KOTOPbIX IIOKa3aTeJeM peakumii, IIpo-
MCXOAAIMX MEXAY aHTUI€HOM M aHTUTEJIOM, ABJAIOTCA SPUTPOLMUTEL.

Zbigniew Maj

SUBSTANCES INTERFERING WITH APPLICATION
OF SOME SEROLOGICAL METHODS FOR DIAGNOSIS
OF VIRAL DISEASES IN POTATO AND TOMATO PLANTS

Summary

The occurrence of erythrocyte-destroying substances in the tubers of two
potato varieties both healthy and virus-infected, as well as in the leaves of two
varieties of healthy tomato plants was studied. The results indicated that the
concentration of the erythrocyte-destroying substances in the investigated plant
organs can be very high; this phenomenon may adversely affect the applicability

of some serological methods in which the erythrocytes are an index of the antigen-
-antibody reactions.



