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POROWNANIE SEROLOGICZNYCH METOD AGLUTYNACJI
I PRECYPITACJI W WYKRYWANIU WIRUSOW M i S

Ewa Pietkiewicz, Marek Sawicki

Instytut Ziemniaka, Mtoch6w

W masowych testach serologicznych ro$lin ziemniaka konieczne jest
zastosowanie metody gwarantujgcej mozliwie pelng wykrywalnos¢ wi-
rusé6w, pozwalajgcej na szybkie uzyskiwanie wynikéw testowania, jak
tez mozliwie prostej do wykonania. Jednak nie tylko metoda odgrywa tu
decydujgcg role. Wykrywalnos¢ wiruséw jest wykladnikiem komplekso-
wego dzialania réznych czynnikéw, przede wszystkim ich koncentracji,
ktéra zalezy od rodzaju wirusa, odmiany ziemniaka, wieku ro$lin i wa-
runkéw wzrostu testowanych roslin.

W rutynowych testach masowych powszechnie stosowane sg dwie me-
tody serologiczne — aglutynacja i precypitacja, ktore réznig sie praco-
chlonnos$cig, a wyniki jednoczesnego testowania roslin tymi metodami
nie zawsze sg zgodne. |

Celem pracy bylo poréwnanie obu metod — aglutynacji i precypita-
cji pod wzgledem ich przydatnoéci do wykrywania wirusow M i S ziem-
niaka w ro$linach wtérnie zakazonych, biorgc pod uwage koncentracje
wirus6w, wiek i temperature prowadzenia roslin.

MATERIAL I METODY

Materiat do badan stanewily odmiany ziemniaka porazone wirusami
M i S w wyniku infekcji wtérnej. Obecno§¢ wirusow w zainfekowanym
materiale badano metodg aglutynacji i precypitacji wykorzystujac su-
rowice wyprodukowane przez Instytut Ziemniaka w Gdansku-Wrzeszczu.
" W obu metodach reakcje serologiczng wykonano na szkietkach przed-
miotowych w zamknietych naczyniach, w ktorych utrzymywano wyso-
ka wilgotnoéé. W metodzie aglutynacji sok nanoszono na krople surowicy
bagietka w stosunku 1:3. Reaktanty inkubowano w temperaturze poko-
jowej w ciggu 1-1,5 godziny. W metodzie precypitacji sok po wycisnieciu

.



*

122 E. PIETKIEWICZ, M. SAWICKI

do probéwek schladzano w temperaturze —10°C/10 min., nastepnie wi-
rowano przy 5000 obr/min w wiréwce Unipan-310. Stosunek soku do
surowicy wynosit 1:1. Testy inkubowano 1 godz. w temperaturze poko-
jowej, nastepnie w 8°C. Wyniki reakcji odczytano po 24 godz. inkubacji.

Przeprowadzono 3 doswiadczenia. Wsp6lng cechg wszystkich do$-
wiadczen bylo zastosowanie dwoch metod testowania — aglutynacji i pre-
cypitacji i 6 terminéw testowania ro$lin w odstepach tygodniowych po-
czagwszy od 3 do 8 tygodnia od wschodow roslin. We wszystkich termi-
nach testowano liscie Srodkowego pietra. Do$wiadczenia prowadzono w
szklarni i w kamerach klimatyzowanych o stalej temperaturze.

Wplyw wieku roslin ma serologiczng wykrywalno$é wirusé6w M i S
poréwnywanymi metodami badano u 2 odmian ziemniaka — Epoka
i Pierwiosnek — wysadzajgc po 40 oczek z kazdej rosliny. Do$wiadczenie
to powtérzono dwukrotnie w ciggu roku.

Doswiadczenia w kamerach klimatyzowanych prowadzono w tempera-
turach 16, 22 i 28°C. W kazdej temperaturze badano po 8 roslin z 4 od-
mian ziemniaka (Dalila, Epoka, Osa, Pierwiosnek).

Wyniki analizowano statystycznie za pomocg analizy zmienno$ci prze-
ksztalcajgc wielkosci wyrazone w procentach wedlug wzoru y = Vx

WYNIKI

WYKRYWALNOSC WIRUSOW M I S W ZALEZNOSCI OD WIEKU BADANYCH ROSLIN

Wiek testowanych roslin mial istotny wplyw na serologiczng wykry-
walnos¢ wirusé6w M i S. W przypadku wirusa M s$rednie wartosci uzy-
skane dwoma sposobami byly najwyzsze dla roslin testowanych w 4, 51i 6
tygodni po wschodach, przy czym réznice miedzy tymi terminami mies-
city sie¢ w granicach bledu, natomiast istotnie nizsze byly wyniki dla
roslin testowanych po 3 oraz po 7 i 8 tygodniach. :

Dla wirusa S $rednie wartosci dla obu metod stopniowo wzrastalty
do 6-go tygodnia, nastepnie wystgpil wyrazny spadek. Najwyzsza wy-
krywalno$¢ dla obu metod osiggnieto dla ro§lin 6-tygodniowych (rys. 1).

W kolejnych terminach testowania otrzymano zréznicowanie pod
wzgledem wykrywalnosci wirusa S w zaleinoéci od zastosowanej me-
tody i tak dla roslin testowanych w wieku 3-4 tygodni istotnie lepsza
wykrywalno$¢ tego wirusa dawala metoda precypitacji. W nastepnych
terminach wykrywalno$¢ wirusa S dla obu metod utrzymywala sie na
tym samym poziomie (rys. 2).

W poszczegblnych terminach testowania mnie stwierdzono istotnych
roznic w wykrywalnosei wirusa M stosowanymi metodami.

WYKRYWALNOSC WIRUSOW M I S W ZALEZNOSCI OD TEMPERATURY

Wplyw temperatury, w jakiej prowadzono rosliny, na wykrywalnosé
wirusow M i S byl rézny dla metod testowania i dla wiruséw. Dla tem-
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Rys. 2. Wykrywalno§¢é wirusa S w zalezno$ci od wieku badanych roslin
1 — aglutynacja, 2 — precypitacja

peratur 16 i 22°C nie stwierdzono réznic w wykrywalno$ci wiruséw
M i-S miedzy metodami aglutynacji i precypitacji, natomiast w tempe-
raturze 28°C dla wirusa S uzyskano lepsze wyniki metoda precypitacji,
a dla wirusa M wyzszg wykrywalnoS¢ osiggnieto metodg aglutynacji
(rys. 3). '

Niezaleznie od zastosowanej metody najwyzsza wykrywalno$¢ wirusa
M osiggnieto dla ro§lin prowadzonych w temperaturze 16°C. Tempera-
tury 22°, a zwlaszcza 28°C byly istotnie gorsze. Jedynie dla roslin w wie-
ku 5-6 tygodni réznice miedzy temperaturami 16-22°C mieécily sie w
granicach bledu (rys. 4).

W przypadku wirusa S nie otrzymano istotnych zaleznosci pomiedzy
temperaturami i terminami testowania, miemniej najwyzsza wykrywal-
no$é osiggnieto w temperaturze 22°C.
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Rys. 3. Wykrywalnos§é wirusé6w M i S metodami aglutynacji — A i precypitacji — P
w zaleznoéci od temperatury
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Rys. 4. Wykrywalno§é wirusa M dwiema metodami w zalezno§ci od wieku ro$lin
i temperatury
1 —16° 2 — 22° 3 — 28°

DYSKUSJA

Na podstawie uzyskanych wynikéw nie mozna stwierdzi¢ wyzszosci
metody aglutynacji lub precypitacji przy wykrywaniu wiruséw M i S
w serologii masowej ro$lin ziemniaka wtoérnie porazonych tymi wirusa-
mi. Wyniki jednoczesnego testowania ro$lin tymi metodami sg zgodne lub
réznig sie na korzysé jednej lub drugiej metody w zalezno$ci od badanych
czynnikéw, tzn. wieku ros$liny oraz temperatury, w jakiej prowadzone
byly rosliny. Najwieksze réznice w wykrywalno$ci obu wirusé6w miedzy
metodami wystepujg u ro$lin mlodych 3-4-tygodniowych i starszych —
powyzej 7 tygodni. Terminy posrednie od 4 do 7 tygodni dajag najmniej-
sze zroznicowanie wynikéw testu dla obu metod i w tym tez okresie
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sprawa wyboru metod testowania wydaje sie nieistotna. Optimum wy-
krywalno$ci wirusa M przypada na okres 4-6 tygodni od wschodéw ros-
lin niezaleznie od zastosowanej metody testowania. Natomiast w przy-
padku wirusa S osigganie maksymalnej wykrywalnosci jest bardziej o-
graniczone przez wiek testowanych roslin i przypada miedzy 6 i 7 ty-
godniem. Uzyskiwanie wyzszej wykrywalnosci wirusa S w ro$linach
miodych (3-4 tygodniowych) metodg precypitacji moze wskazaé, ze w
przypadku wczesniejszego testowania ro$lin nalezy stosowaé metode pre-
cypitacji dla serologicznego wykrywania wirusa S. Nie bez znaczenia mo-
ze by¢ tu jednak pietro rofliny, z ktérego pobierane sg préby lisci do
testu. W prowadzonym dos$wiadczeniu prébe lisci do testowania pobiera-
no niezaleznie od terminu testowania z gérnej partii lisci Srodkowego
pietra. Zgodnie z badaniami de Bokxa [2] i Czapiewskiej [4] wskazujacych
na wyzsza wykrywalno$¢ wirusa S w dolnych liciach rosliny, pobieranie
préb z wyzszego pietra moglo w pewnym stopniu obnizyé wykrywal-
nos¢ wirusa S. '

Uzyskiwanie maksymalnej wykrywalnosci w okreslonych terminach
testowania dla poszczeg6lnych wiruséw moze byé zwigzane z koncentra-
cjg osiggang przez te wirusy w ro$linach ziemniaka [6]. Zmniejszenie wy-
krywalnosci wirusow M i S w roslinach po przekroczeniu 6-go tygodnia
wegetacji, niezaleznie do zastosowanej metody, moze byé wynikiem za-
réwno obmizania si¢ koncentracji tych wiruséw jak tez niewlasciwy sto-
sunkiem reaktantéw (antygen-przeciwcialo).

Ré6znice w wykrywalnosci wiruséw M i S w zalezno$ci metody aglu-
tynacja i precypitacja moga by¢ rowniez wynikiem dzialania tempera-
tury, w jakiej prowadzone sg rosliny. Szczegélnie wyraznie zaznacza sie
ten wplyw w temperaturze wysokiej (28°C).

Jak wynika z prowadzonych przez Bagnalla i in. [1], Dziewonsks i in.
[5] oraz Chrzanowska [3] badan, optymalna temperatura dla wykrywania
wirusow M i S mieSci sie w zakresie 16-22°C i jak wskazujg wyniki na-
szych badan w tych temperaturach réznice w wykrywalno$ci wiruséw
M i S w zaleznos$ci od metod sg nieistotne.

Przyjmujgc za optimum testowania ro$liny ziemniaka w wieku 6 ty-
godni [6] prowadzone w odpowiednich warunkach dla wzrostu roslin
1 namnazania si¢ wirusa, mozna testowa¢ ro§liny zaréwno metodsg aglu-
tynacji, jak i precypitacji, bez ujemnego wplywu na wyniki testu sero-
logicznego.

WNIOSKI

1. W optymalnych terminach testowania wiruséw M i S nie ma réznic
miedzy aglutynacjg i precypitacja jako metodami serologicznego wykry-
wania tych wirusé6w w ro§linach ziemniaka wtoérnie porazonych.

2. Najwyzsza wykrywalno$¢ wirusa M osigga sie u roslin w wieku

.
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od 4 do 6 tygodni, a wirusa S miedzy 6 i 7 tygodniem, niezaleznie od
zastosowanej metody.

3. Temperatury prowadzenia ro§lin —16°C dla wirusa M i 22°C dla
wirusa S pozwalajg na uzyskiwanie maksymalnej wykrywalnosci wiru-
sow zaré6wno metoda aglutynacji jak i precypitacji, natomiast tempera-
tura 28°C jest znacznie gorsza.
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Esa Ilerxesuu, Mapex Casuuku

CPABHEHUE CEPOJIOTMYECKUX METOIAOB ATITJIIOTUMHAIIUI
U TIPELHUIIUTAIIMM B BBIABJEHNUM M M S BUPYCOB KAPTODEJSA

Pe3zmome

CpaBHuBanack BbIABIAeMOCTb M u S BMpPYyCcOB Kaprodenas II0 ABYM CEPOJOTM-
YeCKMM METOZaM — METOAOM AarrJdioTMHALMM M TpelMIMTaLMM, B 3aBUCUMMOCTM OT
BO3pacTa TECTMPOBAHHBIX PACTEeHMI M TeMIIEpaTyphbl, B KOTOPOI 3T PACTEHUS BEJINCh.
ViccnenoBanma NpoBOAMIMCh Ha U3OPAHHBLIX PacCTEHMAX COPTOB Kaprodphens, mopa-
XEeHHbIX B pe3yJbTaTe BTOPMYHOro 3apaxenma M u S Bupycamu. Ha ocHoBe, IIO-
JYYEeHHbIX Pe3yJbTATOB YCTAHOBJIEHO OTCYTCTBME Pa3HMI] B BhlABIAgeMocTi M m S
BUPYCOB Kaprodena MeXAYy MeTogaMy arrjioTHMHAIMM M IPELMIIMTALMM TI0 TeCTU-
POBaHHBIM DAaCTEHMSAM B ONTBLIMAJBHBIX CPOKaX TECTHMPOBaHMA o0omx BupycoB. Camad
BBICOKAsA BBIABIAEMOCTL M Bupyca AOCTMrHyTa MO PacTeHMsaM B Bo3pacTe oT 4 1o 6
HeeNb, HE3AaBUCUMO OT IIPMEHEHHOTO METOAAa TeCTVPOBaAHUA.

Temmiepatypa BefeHusa pacresmit —16°C nmo M Bupycy u 22°C mo S Bupycy Iio-
3BOJAIOT AOCTUYHL MAaKCHMAaJbHYIO BBIABJIAEMOCTh 3TMX BHUMPYCOB KaK II0 MeTOAy ar-
MIIOTMHAIMY, TaK M Tpelpamranmy, TemmepaTypa 28°C jaer 3HAYUTENBLHO XYAIIE
pPe3yJIbTaThL _ \
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COMPARISON OF SEROLOGICAL AGGLUTINATION AND PRECIPITATION
METHODS IN THE DETECTION OF POTATO VIRUSES M AND S

Summary

The detectability of potato viruses M and S by two serological methods —
agglutination and precipitation — was compared in reference to the age of the
plants and temperature at which they were kept. The investigations were perfor-
med on plants of several chosen potato varieties infected with viruses M and S
as the result of secondary infection. The results showed no differences in the
detectability of viruses M and S between the method of agglutination and precipi-
tation for plants tested at optimal dates of testing for both viruses. The highest
detectability of virus M was noted in the case of 4-6-week-old plants, indepen-
dently of the test method applied.

Plant cultivation temperature 16°C for virus M and 22° for virus S give the
highest detectability of virus by both methods, a temperature of 28°C gives much

worse results.



