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Streszczenie

Ziemniak z uwagi ha wegetatywny sposob rozmnazania jest szczegolnie podatny na akumulacje cho-
réb wirusowych, co jest szczegolnie ucigzliwym problemem w produkcji nasiennej. Dlatego diagnosty-
ka wiruséw jest jej statym i waznym elementem. W pracy dokonano przeglgdu metod stosowanych do
wykrywania wiruséw ziemniaka, ze szczegdlnym uwzglednieniem wykrywania bezposrednio w eks-
traktach z bulw. Przedyskutowano wady i zalety omawianych metod.
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iemniak jest jedng z trzech, po ryzu i

pszenicy, najwazniejszych roslin rolni-

czych na swiecie (Devaux i in. 2014).
Jego znaczenie stale rosnie, szczegodlnie w
Azji i w Afryce, gdzie w ostatniej dekadzie
dwukrotnie zwiekszyta sie powierzchnia
uprawy, a pierwsze dwa miejsca wérod naj-
wiekszych producentéw zajety Chiny i Indie
(FAO 2014). Wzrost popularnosci ziemniaka
w wielu rejonach swiata wigze sie z tym, ze
odznacza sie on najwyzszg ze wszystkich
roslin wartoscig energetyczng w stosunku do
powierzchni uprawy oraz wysokg wartoscig
odzywcza. Z uwagi na te walory Organizacja
Narodéw Zjednoczonych do spraw Wyzy-
wienia i Rolnictwa uznata ziemniak za rosline
strategiczng, pozwalajaca na realizacje
dwéch (1 i VII) Milenijnych Celéw Rozwoju.
Celem | jest wyeliminowanie skrajnego ubé-
stwa i gtodu, a celem VII — stosowanie zrow-
nowazonych metod gospodarowania zaso-
bami naturalnymi (FAO 2009, Devaux i in.
2014).

Ziemniak ma réwniez duze znaczenie
przemystowe. Jest zrédtem ekologicznego
polimeru — skrobi, ktéra moze by¢ wykorzy-
stana do produkcji biodegradowalnych ,pla-
stikéw” (Arvanitoyannis i in. 1998). W ostat-
nich latach zwrécono uwage na wzrastajgcy
potencjat ziemniakéw i odpaddéw ziemnia-
czanych jako zrodta etanolu do produkcji
biopaliw (Arapoglou i in. 2010; Hashem,
Darwish 2010).

Polska, w przesziosci jeden z najwiek-
szych producentow ziemniakéw, obecnie
zajmuje dopiero 10. miejsce w $wiecie, pro-
dukujgc ok. 6,3 min ton rocznie. Jest jednak
waznym eksporterem przetworéw ziemnia-
czanych. Niestety, pomimo bardzo dobrych
warunkéw do produkcji ziemniakdéw nasz kraj
w ciggu ostatnich 20 lat zszedt do roli impor-
tera ziemniakéw nieprzetworzonych. Sytu-
acja ta odbija sie szczegdlnie negatywnie na
produkcji nasiennej, ktéra pokrywa mniej niz
10% krajowego zapotrzebowania na sadze-
niaki. Powodem niekorzystnej sytuacji jest
m.in. zty stan fitosanitarny polskich ziemnia-
kow.

W przypadku sadzeniakéw duzy wpltyw na
ich jakos¢, a co za tym idzie straty ekono-
miczne, ma porazenie wirusami ziemniaka,
wsrod ktérych najwazniejsze sa: Y (PVY), M
(PVM) i lisciozwoju (PLRV). Mniejsze zna-
czenie ekonomiczne majg wirusy S (PVS), X
(PVX) oraz A (PVA). W dbatosci o jakosc¢
sadzeniakéw produkcja nasienna podlega
szczegolowym regulacjom prawnym, a
przedsiebiorstwa nasienne sg urzedowo
kontrolowane przez Panstwowg Inspekcje
Ochrony Roslin i Nasiennictwa. Od lat ele-
mentem obowigzkowego schematu kontroli
sg badania laboratoryjne sadzeniakéw na
obecnos$¢ PVY, PVM i PLRV. W biezacym
roku do listy obowigzkowo badanych wiru-
sow dotagczono PVS, PVXi PVA.

Zdrowotnos¢ sadzeniakéw jest oceniana
przez laboratoria Wojewddzkich Inspektora-
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téw Ochrony Roslin i Nasiennictwa (WIO-
RiN) na bazie tzw. préby oczkowej. Proba
oczkowa polega na wycieciu fragmentow
bulw z pojedynczymi oczkami, chemicznym
przerwaniu ich spoczynku, podkietkowaniu w
21°C w ciemnosci, a nastepnie wysadzeniu
w szklarni i wykonaniu testu DAS-ELISA
(ang. double-antibody sandwich enzyme-
linked immunosorbent assay) z uzyciem so-
ku z prébek lisci pobranych z 4-6-tygod-
niowych roslin (Clark, Adams 1977)". Kazdy
z wiruséw diagnozuje sie za pomoca specy-
ficznego zestawu przeciwciat.

Opisana procedura jest dobrze opraco-
wana, czufa, wiarygodna i skuteczna. Jest
jednak kosztowna oraz czasochtonna. Wynik
uzyskuje sie po uptywie kilku tygodni do kilku
miesiecy od przestania bulw do analizy.
Rocznie laboratoria WIORIN oceniajg w Pol-
sce ok. 2500 préb sadzeniakow, przy czym
nalezy zaznaczyc, ze jedna proba to 100 lub
200 bulw, zaleznie od klasy sadzeniaka.
Oznacza to, ze liczba ocenianych bulw mie-
Sci sie w przedziale od 250 000 do 500 000
rocznie. Koszty sg wysokie, poniewaz zdro-
wotnos¢ bulw ocenia sie w sezonie jesienno-
zimowym, po zbiorze ziemniakow. W efekcie
pochodzace z oczek rodliny do badan upra-
wia sie w szklarniach, ktére musza byé
ogrzewane do odpowiedniej temperatury
oraz odpowiednio doswietlane.

Dlatego tez od ponad 30 lat trwajg préby
opracowania metody pozwalajgcej na wy-
krywanie wirusow bezposrednio w ekstrak-
tach z bulw. Historycznie badacze prébowali
adaptowac¢ test DAS-ELISA do tego celu.
Jednak juz w potowie lat 80. XX wieku wyka-
zano, ze nie jest on wystarczajgco czuty, a
ponadto czesto generuje wyniki fatszywie
pozytywne (Hill, Jackson 1984). Gtéwnymi
przyczynami ktopotéw z wykrywaniem wiru-
s6w w ekstraktach z bulw za pomocg DAS-
-ELISA byly: enizsza niz w innych organach
koncentracja wirusa, enierdbwnomierne roz-
mieszczenie czastek wirusa zaréwno w ob-
rebie bulwy, jak i w roznych bulwach pocho-
dzacych z tej samej rodliny, ewysoka cze-
stos¢ wystepowania reakcji niespecyficznych
w obrebie préb z ro$lin zdrowych oraz
eintensywnos¢ enzymatycznych i nieenzy-

' Doktadny opis testu DAS-ELISA: Zacharzewska B.,
Treder K. 2014. Test ELISA i jego modyfikacje. —
Ziemn. Pol. 1: 14-16

matycznych reakcji redox powodujgcych
ciemnienie soku (Hill, Jackson 1984; Tama-
da, Harrison 1980; Treder, Przewodowski,
Barnyk 2009).

Flegg i Clark (1979) opracowali test kok-
tajl-ELISA polegajacy na wspolnej inkubacji
soku roslinnego z koniugatem (przeciwciato
z kowalencyjnie zwigzanym enzymem) w
studzienkach mikroptytki (Zacharzewska,
Treder 2014). Byt on 10-krotnie bardziej czu-
ty od standardowego testu ELISA w ocenie
koncentracji PLRV w sokach z lisci (van den
Heuvel, Peters 1989). Stwierdzono ponadto
wyzszg czutosc tej metody, w poréwnaniu z
procedurg standardowa, w wykrywaniu
PLRV, PVM i PVY w ekstraktach z bulw
(Treder, Pilecki, Lycus 2009). Jednoroczne
wyniki wykazalty duzg zgodnos¢ Kkoktajl-
-ELISA na bulwach z wynikami préb oczko-
wych dla PVY i PLRV (Treder, Przewodow-
ski, Barnyk 2009). Dalsze, 5-letnie badania
potwierdzity dobrg zgodno$¢ obu testéw dla
PLRV i PVM. Niestety, w przypadku PVY
wyniki uzyskane za pomocg obu testow
znacznie roznity sie pomiedzy latami badan
(Treder — nieopubl.).

Ciekawg wersje testu ELISA stanowi test
na kragzkach z kietkbw. W tej metodzie do
studzienek mikroptytki wktada sie kilkanascie
krazkow ucietych z kietkow i inkubuje w celu
elucji czgstek wirusa z wigzki przewodzacej.
Test pozwalat na eliminacje etapu szklarnio-
wego w ocenie porazenia bulw przez PLRV
(Syller 1988). Obecnie w Pracowni Diagno-
styki Molekularnej i Biochemii IHAR-PIB w
Boninie prowadzone sg prace nad wykorzy-
staniem kietkdbw do wykrywania najwazniej-
szych wiruséw ziemniaka.

W zwigzku z watpliwg skutecznoscig wy-
krywania wiruséw w sokach z bulw za po-
mocg metod immunoenzymatycznych juz w
latach 80. ubiegtego wieku podejmowano
préby aplikacji do tego celu metod moleku-
larnych, pozwalajgcych na wykrycie i analize
kwasow nukleinowych, z ktérych zbudowane
sg genomy wirusow. Wiekszos¢ wirusow
roslinnych posiada genomy zbudowane z
kwasu rybonukleinowego (RNA). Poczatko-
wo stosowano metody wykorzystujace hy-
brydyzacje kwasdw nukleinowych, a od lat
90. rowniez ich namnazanie (amplifikacje).
Obie grupy metod sg wykorzystywane w
diagnostyce wirusow po dzien dzisiejszy.
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W grupie metod hybrydyzacyjnych prak-
tyczne znaczenie zyskata technika hybrydy-
zacji plamkowej (ang. Nucleic Acid Spot Hy-
bridization, NASH). Polega ona na naniesie-
niu ekstraktu roslinnego lub wyizolowanego
z niego RNA na podioze wigzace RNA
(membrany nylonowe lub odpowiednio mo-
dyfikowane szkto) i hybrydyzacje ze specy-
ficzng sondg zbudowang z jednoniciowego,
znakowanego cDNA (lub cRNA). W prze-
sztodci sondy znakowano radioaktywnie.
Jednak podobng czutos¢ mozna uzyskac
przez znakowanie digoksygening i wykrywa-
nie sondy za pomocg koniugatu enzymu z
przeciwciatem specyficznym dla tego zwigz-
ku. Mozliwe sg réowniez inne warianty zna-
kowania i detekcji, np. w uktadzie biotyna-
-awidyna lub poprzez bezposrednie znako-
wanie sond barwnikami fluorescencyjnymi.
W przypadku sond znakowanych digoksyge-
ning lub biotyng obecnos¢ wirusa mozna
wykrywaé kolorymetrycznie, fluorescencyjnie
lub chemiluminescencyjnie — w zaleznosci
od uzytego enzymu i substratu.

W poréwnaniu z DAS-ELISA czutos¢ hy-
brydyzacji plamkowej jest od kilkudziesieciu
do kilkuset razy wyzsza (zaleznie od charak-
teru i dtugosci sondy), co pozwala na wykry-
wanie wirusow w bulwach ziemniaka (Singh
1999b). Za pomocg sond znakowanych di-
goksygening wykrywano z duzg czutoscig
PVY w ekstraktach z lisci (Dhar, Singh 1994)
i PLRV w liSciach i bulwach (Loebenstein i
in. 1997). Hybrydyzacje plamkowg adapto-
wano réwniez do jednoczesnego wykrywania
kilku wiruséw i wiroida (Hopp i in. 1991,
Wetnicki i in. 1994, Janczur i in. 2006).

Kolejnym krokiem w kierunku wykorzy-
stania metod hybrydyzacyjnych do diagno-
styki patogendw ziemniaka byto zastosowa-
nie mikromacierzy DNA. Opracowano mi-
kromacierze pozwalajgce na multipleksowe
wykrywanie wirusow ziemniaka w jednej
prébie (Boonham i in. 2003, Bystricka i in.
2005). Duza zaletg mikromacierzy jest moz-
liwos¢ wykrywania wielu patogenow ziem-
niaka jednoczesnie. Jednak czuto$¢ ofero-
wana przez te metode jest poréwnywalna z
DAS-ELISA, co uniemozliwia wykrywanie
wirusow bezposrednio w bulwach. Ponadto
koszt wytwarzania mikromacierzy i wykry-
wania za ich pomocg patogendéw ziemniaka
jest wysoki z uwagi na konieczno$¢ stoso-

wania specjalnych drukarek i skanerow. W
zwigzku z tym opracowano makromacierze,
przygotowywane za pomocg recznych repli-
katorow, ktérych wynik reakcji wywotywano i
dokumentowano bez zastosowania drogiego
wyposazenia. Umozliwiaty one multiplekso-
wag detekcje 11 wiruséw infekujgcych ziem-
niaki (Agindotan i in. 2008). W ocenie auto-
réw czutos¢ testu jest porownywalna z kla-
sycznym testem DAS-ELISA.

Opracowana na poczatku lat 80. XX wie-
ku metoda tancuchowej reakcji polimerazy
(ang. Polymerase Chain Reaction, PCR)
zrewolucjonizowata nauki biologiczne i
przemyst biotechnologiczny, wigcznie z dia-
gnostyka patogenéw roslinnych. Mozna za
jej pomocg namnazaé specyficzne fragmenty
DNA. W potaczeniu z reakcjg odwrotnej
transkrypcji RNA do cDNA (ang. reverse
transcription, RT) jako test RT-PCR pozwala
na czutg i specyficzng detekcje wirusow w
tkankach ziemniaka?.

Juz na poczatku lat 90. XX wieku wyka-
zano, ze w przeciwienstwie do DAS-ELISA
RT-PCR umozliwia wykrywanie PVY (Barker
i in. 1993) i PLRV (Spiegel, Martin 1993) w
bulwach w stanie spoczynku (fot. 1 i 2). W
ciggu ostatnich 20 lat opracowano wiele pro-
cedur wykrywania najwazniejszych wiruséw
ziemniaka w lisciach i bulwach (np. Singh
1999ab; Crosslin, Hamlin, 2011). Wykrywa-
nie wiruséw ziemniaka w bulwach wymaga
szczegotowej optymalizacji wszystkich eta-
pow testu. Szczegdlnie istotne sg takie pa-
rametry jak: miejsce pobrania préb, sktad
buforu ekstrakcyjnego oraz dobor metody
izolacji RNA (Zacharzewska i in. 2014). Dla
odmian ziemniaka o wyzszej zawartosci poli-
fenoli konieczne jest tez optymalizowanie
sktadnikéw reakcji RT oraz PCR (Singh
1999Db).

Naktad pracy i koszt wykrywania wirusow
ziemniaka za pomocg RT-PCR mozna obni-
zy¢, dodajgc do mieszaniny reakcyjnej PCR
pary starterow dla kilku réznych wiruséw.
Tego typu test multipleksowy (m-RT-PCR)
wymaga doktadnej optymalizacji sktadnikow
reakcji PCR i doboru kompatybilnych par
starteréw. Wazna jest rowniez optymalizacja

? Opis zasady dziatania testu PCR: Chotuj J., Przewo-
dowski W. 2014. Technika PCR i jej modyfikacje

w identyfikacji patogenéw ziemniaka. — Ziemn. Pol.
3:40-45
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warunkow reakcji odwrotnej transkrypciji,
szczegolnie stezenia oligonukleotydow sto-
sowanych do syntezy cDNA (Singh, Nie
2003). Za pomocg m-RT-PCR wykrywano w

bulwach ziemniaka od 3 (Peiman, Xie, 2006)
do 5 réznych wiruséw jednoczesnie (Du i in.
2006).
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Fot. 1. Przyktad zastosowania testu RT-PCR do wykrywania PVY w lisciach ziemniaka
za pomocg starteréw opracowanych w PDMiB w Boninie. Produkty reakcji RT-PCR rozdzielano
za pomoca elektroforezy w 1,5-proc. zelu agarozowym. Obecnos¢ produktu reakcji o wielkosci 292
par zasad $wiadczy o obecnosci PVY w badanym materiale. Badane rosliny: $ciezki od 1 do 30;
zdrowe roSliny (kontrola negatywna): k1, k2, k3; preparat PVY (kontrola pozytywna): k4,
marker wielko$ci czgstek DNA Nova 100 bp DNA ladder (Novazym): 1.
(Zrédto wlasne: PDMIiB ZNiOZ w Boninie)

Czutos¢ multiplekséw byta bardzo wyso-
ka, poréwnywalna z czutoscig RT-PCR dla
pojedynczych wirusow. Dodatkowo wiary-
godnosé wykrywania wiruséw za pomocg m-
-RT-PCR mozna zwiekszy¢, stosujac we-
wnetrzng kontrole, polegajacg na zastoso-

waniu starteréw, ktére wykrywajg RNA ro-
$linne — np. 18S rRNA (Du i in. 2006). Test
m-RT-PCR wykorzystuje sie réwniez do
identyfikacji szczepow danego wirusa, co
jest szczegdlnie przydatne w diagnostyce
PVY (fot. 2)

Fot. 2. Przyktad
zastosowania testu
m-RT-PCR do wykrywania

i identyfikacji szczepow.
Produkty reakcji RT-PCR
rozdzielano za pomocg
elektroforezy w 1,5-proc.
zelu agarozowym.

Marker wielkosci czgstek

w parach zasad (pz) DNA
Nova 100 bp DNA ladder
(Novazym): sciezka M;
zdrowe roédliny (kontrola
negatywna): Sciezki 1, 2;
PVY N-Wi: 3, 4;

PVY O: 5-7; PVY NTN: 8, 9;
PVY N: 10. (Zrédto wtasne:
PDMiB ZNiOZ w Boninie)
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Test RT-PCR w czasie rzeczywistym (re-
al-time RT-PCR) pozwala na wykrywanie
wirusow z wiekszg czutoscig oraz umozliwia
ilosciowg analize wirusa w badanej prébce
(Mumford i in. 2006, Boonham i in. 2008). W
metodzie tej fluorescencja mierzona jest
podczas trwania reakcji PCR. Z uwagi na
tatwg adaptacje do automatyzacji, wysoka
specyficznos¢ i czutosé, bezposrednig de-
tekcje oraz mozliwos¢ multipleksowego wy-
krywania real-time RT-PCR wydaje sie ide-
alnym nastepcg DAS-ELISA w diagnostyce
wirusow ziemniaka. Jednak ze wzgledu na
wysokie koszty wdrozenia stosowanie tej
metody w testach masowych jest mato real-
ne, ale z pewnosécig okaze sie ona nieoce-
niona przy weryfikacji budzacych watpliwosci
wynikéw certyfikacji nasienne;.

Metody RT-PCR nie znalazly dotychczas
zastosowania w diagnostyce na duzag skale.
Proby praktycznej aplikacji RT-PCR w czasie
rzeczywistym i RT-PCR wykazaty, ze czu-
to$¢ wykrywania PVY w bulwach byta nizsza
niz w diagnostyce bazujgcej na probie
oczkowej (Fox i in. 2005, Bolotova i in.
2009). Duza rozbieznosé czutosci wynika
m.in. z jakosci RNA izolowanego z bulw i
braku rutynowych metod przygotowania pre-
paratow RNA (Boonham i in. 2008). Na ryn-
ku sa dostepne wyspecjalizowane stacje
robocze, ktére mo-zna adaptowaé do auto-
matycznej izolacji RNA i sg stosowane w tym
celu w diagnostyce medycznej, jednak ich
zakup i stosowanie przekracza mozliwosci
finansowe laboratoriow fitosanitarnych.

Wiarygodne wykrywanie wiruséw w tkan-
kach ziemniaka metodami molekularnymi
wymaga RNA wysokiej jakosci. Bulwy ziem-
niaka sg organami bogatymi w polisachary-
dy, polifenole oraz enzymy katalizujace re-
akcje redox. W kontakcie z tlenem w homo-
genatach z tkanek ziemniaka dochodzi do
intensywnego uwalniania wolnych rodnikéw
oraz enzymatycznego i nieenzymatycznego
utleniania makroczasteczek, w tym RNA.
Szczegdlnie trudnym Zrodiem RNA sg bulwy.
Wysoka zawarto$¢ skrobi w tych organach
sprawia, ze uzyskanie preparatow RNA do
przeprowadzenia reakcji RT-PCR nie jest
tatwe.

Kolejnym problemem w aplikacji RT-PCR
do diagnostyki rutynowej jest brak standar-
dowego protokotu. Procedury opisane w

literaturze réznig sie warunkami, sekwen-
cjami starteréw itp. Konieczne jest zatem
opracowanie jednolitej procedury, przete-
stowanej na reprezentatywnej liczbie bulw
przez niezalezne laboratoria badawcze. Ta-
kie prace, tgcznie z optymalizacjg metody
izolacji RNA (Zacharzewska i in. 2014) oraz
projektowaniem i testowaniem starterow do
wykrywania wirusow testem RT-PCR, pro-
wadzone sg obecnie w Pracowni Diagnostyki
Molekularnej i Biochemii w Boninie.
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