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NIEKTORE CZYNNIKI WPLYWAJACE NA WYKRYWALNOSC
KILKU WIRUSOW ROSLINNYCH METODA PODWOJNEJ DYFUZJI
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Lech J. Skrzeczkowski, Anna Kowalska, Mirostawa Wa$
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Testy dyfuzji w zelach stosowane sg czesto w diagnostyce wirusow
ro$§linnych zaréwno kulistych jak i paleczkowatych. Istotnym elementem
wplywajgcym na reakcje serologiczne w zelach jest podtoze. NajczeSciej
stosowany agar o stezeniu od 0,75 do 1,5%0 ma, w zalezno$ci od pocho-
dzenia niejednakowy stopien czystoSci [9] a ponadto wykazuje oddzialty-
wania réznego typu, ktére czesto nie zanikajg po oczyszczeniu [1, 2, 5, 9].
Najwazniejszym z nich jest kwasne oddziatywanie reszt siarczanowych
agaropektyny, ktére moze utrudnia¢ dyfuzje niektérych makroczgsteczek
[9]. Slabiej zaznaczone jest jonowymienne oddziatywanie agaru (sltaby
kationit) oraz efekt adsorpcyjny [1, 2, 5].

W ostatnim czasie rozpowszechnia sie uzycie zelu agarozowego kto-
ry nie wykazuje wspomnianych wyzej oddzialywan, jednak poza szer-
szym zastosowaniem w elektroforezie i badaniach immunologicznych réz- -
nych makroczgsteczek .[4] do wiruséw roSlinnych stosowano go w nie-
licznych przypadkach [7]. |

Waznym czynnikiem zwiekszajgcym czulo$é i precyzje odczytow jest
stosowanie odpowiedniego barwienia lukéw precypitacyjnych. Uzywane
ostatnio [8] wysoce czule barwniki bialek stwarzajg dalsze szanse po-
lepszenia wykrywalnosci.

Celem pracy bylo poréwnanie wykrywalnosci kilku wiruséw roslin-
nych na réiznych podlozach. Podjeto jednoczesnie probe zwiekszenia
czulo$ci metody poprzez zastosowanie barwienia tukow precyp1tacy]-

nych. ﬁ

MATERIAL I METODYKA

Badania przeprowadzono przy uzyciu 4 wiruséw ro§linnych.

Wirus X ziemniaka (potato virus X — PVX)

Stosowano izolat wirusa z odmiany ziemniaka Bintje. Zrédlo wirusa
stanowil sok z systemicznie porazonych ro§lin Nicotiana tabacum od-
miany Samsun lub Datura stramonium, badZz tez.oczyszczony preparat
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wirusa. Surowica przeciw wirusowi X ziemniaka wyprodukowana byta w
Pracowni Serologii Instytutu Ziemniaka w Gdansku-Wrzeszczu.

Wirus mozaiki lucerny (alfalfa mosaic virus — AMYV)

Badano 6 izolatéw wirusa pochodzgcych z réznych odmian ziemniaka.
Izolaty wirusa namnazano w ro$linach Nicotiana tabacum (odmiana
Samsun). W doswiadczeniach stosowano albo surowice przeciw wirusowi
mozaiki lucerny otrzymang od N.P. de Vos z Lisse (Holandia) albo tez
wyprodukowang w Pracowni Serologii Instytutu Ziemniaka w Gdansku-
-Wrzeszczu.

Wirus nekrotycznej kedzierzawki tytoniu (tobacco
rattle virus — TRV)

Stosowano dwa izolaty wirusa — jeden z ziemniaka, a drugi z ty-
toniu. Zroédlo izolatéw wirusa stanowil sok wyciSniety z ro$lin Nicotiana
tabacum (odmiana Samsun) lub oczyszczony preparat wirusa. Uzywano
surowice otrzymang od N.P. de Vos z Lisse (Holandia) lub z Pracowni
Serologii Instytutu Ziemniaka w Gdansku-Wrzeszczu. .

Wirus pstro$ci gozdzika (carnation mottle virus — C Mot
V)

Izolat wirusa pochodzil z gozdzika i w do$wiadczeniach stosowano sok
wyci$niety z liSci porazonych roslin. Surowice przeciw wirusowi pstrosci
gozdzika otrzymata A. Kowalska [6].

Testy immuno-dyfuzyjne przeprowadzano na szalkach Petriego
o érednicy 10 cm. Do szalek, ktérych dno pokryte bylo blonkg z form-
waru wlewano rozpuszczony 1% agar lub agaroze zawierajaca 0,8%o
NaCl oraz 10 pug/ml merthiolate. Wysokos¢ warstwy agaru lub agarozy
wynosita 3 mm; w podtozach po ich zastygnigciu wycinano otwory o Sred-
nicy 3 mm; odlegtos¢ miedzy krawedziami zbiornika $rodkowego, a kra-
wedziami zbiornikéw bocznych wynosita 3 milimetry. Srodkowy zbior-
nik wypelniano surowica, a zbiorniki zewnetrzne odwirowanym sokiem
zawierajagcym wirus lub oczyszczonym preparatem wirusa w réznych
rozcienczeniach. Po wypeklieniu zaglebien w agarze lub agarozie szalki
wstawiano do wilgotnej komory i przetrzymywano je w temperaturze
pokojowej. Oczyszczanie agaru przeprowadzono metodg podang przez
Bogdanikowg [3].

W celu barwienia lukéw precypitacyjnych po zakonczonej dyfuzji
szalki ptukano w 0,15 M NaCl (0,9%0) przez 48 godz. a nastepnie w wodzie
dejonizowanej przez 24 godziny. Nastepnie wzmacniano tuki precypita-
cyjne stosujgc 15 minutowe pitukanie w 0,001% CdNO;. Po utrwaleniu
w 20% kwasie sulfasalicylowym barwiono barwnikiem Comassie Bril-
liant Blue, wg metodyki opisanej przez Offorda [8].



WYKRYWALNOSC WIRUSOW METODA DYFUZJI W ZELU 33

WYNIKI

W do$wiadczeniach poréwnywano wykrywalno§¢ 4 wiruséw roslin-
nych. Z kazdym wirusem wykonano szereg doswiadczen w 3-5 powto-
rzeniach: z wirusem X ziemniaka — 5 do$wiadczen z wirusem mozaiki
lucerny — 34, z wirusem nekrotycznej kedzierzawki tytoniu — 7 a z wi-
rusem pstro$ci gozdzika — 2 doswiadczenia.

Przedstawione wyniki oparte sg na danych uzyskanych ze wszyst-
kich doswiadczen. Przyjeto 4 kryteria oceny wykrywalnoSci wirusow:
wykrywalno$é ogdlng, granice wykrywalno$ci, szybko$¢ pojawiania sie
pasm precypitacji oraz potozenie i wyrazisto§¢ pasm precypitacji na obu
- podtozach.

Za wykrywalno§¢ ogoélng przyjeto sume wszystkich reakcji pozytyw-
nych we wszystkich doswiadczeniach w réznych rozcienczeniach soku
lub oczyszczonego preparatu wirusa. Wyniki wyrazone wskaznikiem licz-
bowym pozytywnych reakcji na agarozie w stosunku do stwierdzonych
na agarze przedstawiono na rysunku 1. Wykrywalno§¢ wirusa mozaiki
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Rys. 1. Wykrywalno§¢ wiruséw na agarozie w poréwnaniu z wykry-
walno$cig na agarze (agar — 100)

lucerny na agarozie byla znacznie lepsza niz na agarze, a W przypadku
pozostaltych wirusow wykrywalno$¢ na obu podtozach byta podobna.

Za granice wykrywalnosci przyjeto sume reakcji pozytywnych w
ostatnim rozcienczeniu soku lub oczyszczonego preparatu wirusa. War-
tosé te obliczono tylko dla wirusa mozaiki lucerny. W przypadku pozo-
stalych wiruséw, w zwigzku ze znacznie mniejsza liczbg wykonanych do-
$wiadczen, sumy byly zbyt male, aby mozna je bylo poréwnywac. Licz-
ba reakcji pozytywnych w ostatnim rozcienczeniu soku lub oczyszczone-
go preparatu wirusa mozaiki lucerny na agarze wynosila 22, a na aga-
rozie 69. Na agarze otrzymano wiec zaledwie 3290 reakcji pozytywnych
w stosunku do stwierdzonych na agarozie.

Szybko§é pojawiania sie reakcji wyliczono z poréwnania liczby reak-
cji po 24 godzinach dyfuzji w stosunku do wszystkich uzyskanych reak-
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cji pozytywnych. W badaniach nad wirusem nekrotycznej kedzierzaw-
ki tytoniu wzieto pod uwage liczbe reakcji po 48 godzinach, poniewaz
po 24 godzinach pasma precypitacji widoczne byly tylko w pojedynczych
przypadkach. Otrzymane wyniki ilustruje rysunek 2.
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Rys. 2. Procent pozytywnych reakcji serologicznych po 34 godz. dyfuzji
(TRV po 48 godz) w stosunku do wszystkich reakeji (100%0)
1 — agaroza, 2 — agar

Z uzyskanych danych wynika, ze w przypadku wirusa mozaiki lu-
cerny widocznych' bylo znacznie wiecej reakcji po 24 godzinach dyfuzji
na agarozie niz w agarze. Przy badaniu pozostatych wiruséw wigkszych
réznic w szybkoSci pojawiania sie pasm precypitacji na obu podlozach
nie stwierdzono.

Zaréwno na podlozu agarowym jak i agarozowym ksztalt, diugosé
i wyrazisto§¢ pasm precypitacji w przypadku wirusa X ziemniaka, wi-
rusa nekrotycznej kedzierzawki tytoniu i wirusa pstrosci gozdzika nie
réznily sie. W do$wiadczeniach nad wirusem mozaiki lucerny stwierdzo-
no natomiast, ze pasma precypitacji na agarozie byly dluisze, wyraz-
niejsze i bardziej oddalone od zbiornika, niz na agarze (rys. 3).

Rys. 3. Wirus mozaiki lucerny — reakcja serologiczna na réznych podlozach
(barwienie Coommassie Brilliant Blue)
A — agar (Bacto-Difco), B — agar oczyszczony, C — agaroza
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Z przedstawionych danych wynika, ze przy wykrywaniu wirusa mo-
zaiki lucerny metodg podwdjnej dyfuzji w zelu, agaroza stanowi zna-
cznie lepsze podloze niz agar. Szukajgc wyjasnienia zaobserwowanego
zjawiska postanowiono stwierdzi¢ jaki wplyw na wykrywalno$¢ wiru-
sOw ma stopien zanieczyszczenia agaru. PorOwnywano w tym celu wy-
krywalno$¢ wirusa X ziemniaka i wirusa mozaiki lucerny w réznych roz-
cienczeniach infekcyjnego soku na agarozie, agarze i dodatkowo na aga-
rze oczyszczonym. Doswiadczenie wykonano w trzech powtdrzeniach.
Wyniki dotyczace wirusa mozaiki lucerny podano w tabeli.

Tabela l
Wykrywalno$¢ wirusa mozaiki lucerny na agarozie, agarze i agarze oczyszczonym
Rozcieficzenie Podloze

soku Agaroza Agar Agar oczyszczony
1 3% 3 3
2 3 3 3
4 3 2 3
8 3 — 3
16 3 — 3
32 3 — 3
64 1 — 1
128 0 — 0
Razem 19 8 19

* Liczba reakcji pozytywnych z trzech powtdrzen.

Ogoélna liczba reakcji, jak réwniez najwieksze rozcienczenie soku,
w ktérym wirus byl jeszcze wykrywany, byly na agarze oczyszczonym
takie same jak i na agarozie. Na agarze nieoczyszczonym natomiast uzy-
skano znacznie gorsze wyniki. R6znica miedzy agarozg i agarem oczysz-
czonym ujawnila sie w szybko$ci pojawiania sie reakcji: po 6 godzinach
dyfuzji na agarozie pasma precypitacji byly widoczne w pierwszych
trzech rozcienczeniach soku, a na agarze oczyszczonym pozytywng reak-
cje stwierdzono tylko z sokiem nierozcienczonym. Roéznice te zacieraly
sie jednak po 24 godzinach. Po tym czasie liczba reakcji pozytywnych
na obu podlozach byla taka sama. Ponadto w badaniach nad wirusem
mozaiki lucerny agaroza i agar oczyszczony roéznily sie pod wzgledem
wyrazistoSci precypitacji, ktére na agarozie byly wyrazniejsze niz na
agarze oczyszczonym (rys. 3).

W badaniach nad wirusem X ziemniaka nie stwierdzono réznic w
wykrywalnosci na agarozie, agarze i agarze oczyszczonym.

Celem do$wiadczenia nad wplywem barwienia na wykrywalnosé¢ bylo
poréwnanie wykrywalnosci wirusa X ziemniaka, wirusa mozaiki lucer-
ny i wirusa nekrotycznej kedzierzawki tytoniu przy zabarwionych i nie-
barwionych pasmach precypitacyjnych. Do testéw dyfuzji w zelu agaro-
wym i agarozowym uzyto sok zawierajacy wirusy w réznych rozciencze-
niach.

3*
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Po 10 dniach dyfuzji potowe szalek barwiono. Wyniki do$wiadczenia
wykonanego w 2 powtoérzeniach przedstawiono na rysunku 4. Po zabar-
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Rys. 4. Wirus mozaiki lucerny — reakcja serologiczna na réznych pod-
lozach (barwienie Coommassie Brilliant Blue)
Ag — agar, Aa — agaroza, 1 — barwione, 2 — niebarwione
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wieniu wszystkie wirusy (niezaleznie od stosowanego podioza) byly wy-
krywane w wyzszych rozcienczeniach niz przed barwieniem.

DYSKUSJA

Analizujgc otrzymane wyniki mozemy potraktowaé przyjete w pracy
kryteria ‘wykrywalno$ci ogélnej i granicy wykrywalnosci, jako miare
czulosci metody. W tym aspekcie testy prowadzone na agarozie byly
bardziej czule wylgcznie w przypadku wirusa mozaiki lucerny. Wirus
ten jest prawdopodobnie bardziej wrazliwy na (wspomniane uprzednio
we wstepie) oddzialywanie agaru [1, 2, 5, 9] niz pozostale wirusy. Od-
dzialywanie to pojawilto sie w postaci:

— ograniczenia ilo$ci czgsteczek dyfundujacych ze zbiornika anty-
genowego i widocznych w reakcji z przeciwcialami surowicy; w efekcie
obserwowano kroétsze luki precypitacyjne na agarze (rys. 3 A) oraz
mniejszg czulo$¢ reakeji (rys. 1);

— ograniczenia szybkoSci dyfuzji wirusa w stosunku do przeciwciat,
na co wskazuje potozenie lukéw precypitacyjnych — przy zbiornikach
na agarze (rys. 3 A), a pomiedzy zbiornikami na agarozie (rys. 3 C),
a takze szybszego pojawiania sie reakcji na agarozie (rys. 2).

Oczyszczanie agaru eliminuje w wiekszym stopniu tylko pierwszy
z rozpatrywanych czynnikéw (rys. 3 B). Zastosowanie barwienia (Cooma-
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ssie Brillant Blue) zwiekszylo znacznie czulos¢ reakcji serologicznej dla
wszystkich badanych wiruséw. Fakt ten mozna tlumaczy¢ wysokg czu-
toScig zastosowanego barwnika, ktéory w stosunku do powszechnie uzy-
wanych innych barwnikéw biatek (czern amidowa 10 B, azokarmin, ble-
kit bromofenolowy) jest okoto 5-10 razy czulszy [8].
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Jex Cxweuxoscku, Anna Kosaawvcka, Mupocaasa Bacwv

HEKOTOPBIE ®AKTOPBI, BIAUSIOUIUE HA BBIABJIAEMOCTE HECKOJBKUX
PACTUTEJBHBIX BUPYCOB IIO METOAY JABOVIHOM JIUPPY3UNM B TEJIE

PeszwmMme

ViccnenoBanack cepoJiormyeckas BblABJIAeMOoCcTb X BUpYyca Kaprodena (PVX),
BuUpyca Mo3auKyM JouepHnl (AMYV), Bupyca KypuaBoil IOJIOCATOCTU Tabaga (TRV)
M Bupyca Kparmudaroctu reo3gmyu (CMOtV) Ha arapoBOil ¥ arapo3oBOil cpejae IIo
MeTony ABoiHOM aAuddy3um B reje.

Toapko AMV obHapyXmuBaJics Jydlle Ha arapo3oBoy cpeje, deM arapoBsoy, B OT-
HOLUIEHMM YyBCTBUTEJILHOCTM peaKnmy, ObICTpoTa NOABJIEHMA pPeakuuu M OTHETIN-=
BOCTM NPEeUMIMUTATHBLIX JUHMIA. BBIABIAEMOCTH OCTAJbHBIX BMPYCOB Ha obeux cpexax
6u1ma moxo6uoit, IIpu cpaBHeHuy BhIABAAemocT AMV Ha arape, arapose ¥ O<MIUCH-
HOM arape YCTAHOBJEHO, YTO 4YYBCTBUTEJIBHOCTb PearKLmn OblIa TaKOil Xe caMoit
Ha OYMIIEHHOM arape, KakK JM Ha arapose, XOTA Ha arapose npenmMnuTaloHHbIE II0-=
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JIoChbI ObLIM AJIMHHee M oT4deTJyBee. IIpMMeHAs OKpaluMBaHME NPELMIINTATHBIX JIMHNIA
(Coomassie Brillant Blue), nmocie amndpy3um AOCTUTHYTO 3HAUUTENBHOE IIOBBILLICHME
YyBCTBUTEJLHOCTM CEPOJIOrMYECKO peakiuu B reie.

Lech J. Skrzeczkowski, Anna Kowalska, Mirostawa Wa$

SOME FACTORS INFLUENCING THE DETECTABILITY OF SEVERAL PLANT
VIRUSES BY THE DOUBLE GEL DIFFUSION METHOD

Summary

The serological detectability of potato virus X (PVX), alphalpha mosaic virus
(AMV), tobacco rattle virus (TRV) and carnation mottle virus (CMotV) was tested
on agar and agarose media by the double gel diffusion method. '

Only AMV was better detected on agarose medium than on agar, as far as
sensitivity of reaction, rapidity of its appearance distinctness of precipitation bands
are concerned. The detectability of the remaining viruses was similar on both
media. Moreover AMV was tested on agar, agarose and purified agar. It was
found that the reaction was equally sensitive on purified agar and agarose, although
the precipitation bands on agarose were longer and more pronounced. Staining of
the precipitation bands (Coomassia Brilliant Blue) after diffusion greatly increased
the sensitivity of the serological reaction in gel.



