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Streszczenie 
Ziemniak z uwagi na wegetatywny sposób rozmnażania jest szczególnie podatny na akumulację cho-
rób wirusowych, co jest szczególnie uciążliwym problemem w produkcji nasiennej. Dlatego diagnosty-
ka wirusów jest jej stałym i ważnym elementem. W pracy dokonano przeglądu metod stosowanych do 
wykrywania wirusów ziemniaka, ze szczególnym uwzględnieniem wykrywania bezpośrednio w eks-
traktach z bulw. Przedyskutowano wady i zalety omawianych metod. 
Słowa kluczowe: diagnostyka, ELISA, RT-PCR, wirusy ziemniaka  
 
 

iemniak jest jedną z trzech, po ryżu i 
pszenicy, najważniejszych roślin rolni-
czych na świecie (Devaux i in. 2014). 

Jego znaczenie stale rośnie, szczególnie w 
Azji i w Afryce, gdzie w ostatniej dekadzie 
dwukrotnie zwiększyła się powierzchnia 
uprawy, a pierwsze dwa miejsca wśród naj-
większych producentów zajęły Chiny i Indie 
(FAO 2014). Wzrost popularności ziemniaka 
w wielu rejonach świata wiąże się z tym, że 
odznacza się on najwyższą ze wszystkich 
roślin wartością energetyczną w stosunku do 
powierzchni uprawy oraz wysoką wartością 
odżywczą. Z uwagi na te walory Organizacja 
Narodów Zjednoczonych do spraw Wyży-
wienia i Rolnictwa uznała ziemniak za roślinę 
strategiczną, pozwalającą na realizację 
dwóch (I i VII) Milenijnych Celów Rozwoju. 
Celem I jest wyeliminowanie skrajnego ubó-
stwa i głodu, a celem VII – stosowanie zrów-
noważonych metod gospodarowania zaso-
bami naturalnymi (FAO 2009, Devaux i in. 
2014).  
 Ziemniak ma również duże znaczenie 
przemysłowe. Jest źródłem ekologicznego 
polimeru – skrobi, która może być wykorzy-
stana do produkcji biodegradowalnych „pla-
stików” (Arvanitoyannis i in. 1998). W ostat-
nich latach zwrócono uwagę na wzrastający 
potencjał ziemniaków i odpadów ziemnia-
czanych jako źródła etanolu do produkcji 
biopaliw (Arapoglou i in. 2010; Hashem, 
Darwish 2010).  

 Polska, w przeszłości jeden z najwięk-
szych producentów ziemniaków, obecnie 
zajmuje dopiero 10. miejsce w świecie, pro-
dukując ok. 6,3 mln ton rocznie. Jest jednak 
ważnym eksporterem przetworów ziemnia-
czanych. Niestety, pomimo bardzo dobrych 
warunków do produkcji ziemniaków nasz kraj 
w ciągu ostatnich 20 lat zszedł do roli impor-
tera ziemniaków nieprzetworzonych. Sytu-
acja ta odbija się szczególnie negatywnie na 
produkcji nasiennej, która pokrywa mniej niż 
10% krajowego zapotrzebowania na sadze-
niaki. Powodem niekorzystnej sytuacji jest 
m.in. zły stan fitosanitarny polskich ziemnia-
ków.  
 W przypadku sadzeniaków duży wpływ na 
ich jakość, a co za tym idzie straty ekono-
miczne, ma porażenie wirusami ziemniaka, 
wśród których najważniejsze są: Y (PVY), M 
(PVM) i liściozwoju (PLRV). Mniejsze zna-
czenie ekonomiczne mają wirusy S (PVS), X 
(PVX) oraz A (PVA). W dbałości o jakość 
sadzeniaków produkcja nasienna podlega 
szczegółowym regulacjom prawnym, a 
przedsiębiorstwa nasienne są urzędowo 
kontrolowane przez Państwową Inspekcję 
Ochrony Roślin i Nasiennictwa. Od lat ele-
mentem obowiązkowego schematu kontroli 
są badania laboratoryjne sadzeniaków na 
obecność PVY, PVM i PLRV. W bieżącym 
roku do listy obowiązkowo badanych wiru-
sów dołączono PVS, PVX i PVA.  
 Zdrowotność sadzeniaków jest oceniana 
przez laboratoria Wojewódzkich Inspektora-
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tów Ochrony Roślin i Nasiennictwa (WIO-
RiN) na bazie tzw. próby oczkowej. Próba 
oczkowa polega na wycięciu fragmentów 
bulw z pojedynczymi oczkami, chemicznym 
przerwaniu ich spoczynku, podkiełkowaniu w 
21°C w ciemności, a następnie wysadzeniu 
w szklarni i wykonaniu testu DAS-ELISA 
(ang. double-antibody sandwich enzyme-
linked immunosorbent assay) z użyciem so-
ku z próbek liści pobranych z 4-6-tygod-
niowych roślin (Clark, Adams 1977)1. Każdy 
z wirusów diagnozuje się za pomocą specy-
ficznego zestawu przeciwciał. 
 Opisana procedura jest dobrze opraco-
wana, czuła, wiarygodna i skuteczna. Jest 
jednak kosztowna oraz czasochłonna. Wynik 
uzyskuje się po upływie kilku tygodni do kilku 
miesięcy od przesłania bulw do analizy. 
Rocznie laboratoria WIORiN oceniają w Pol-
sce ok. 2500 prób sadzeniaków, przy czym 
należy zaznaczyć, że jedna próba to 100 lub 
200 bulw, zależnie od klasy sadzeniaka. 
Oznacza to, że liczba ocenianych bulw mie-
ści się w przedziale od 250 000 do 500 000 
rocznie. Koszty są wysokie, ponieważ zdro-
wotność bulw ocenia się w sezonie jesienno-
zimowym, po zbiorze ziemniaków. W efekcie 
pochodzące z oczek rośliny do badań upra-
wia się w szklarniach, które muszą być 
ogrzewane do odpowiedniej temperatury 
oraz odpowiednio doświetlane.  
 Dlatego też od ponad 30 lat trwają próby 
opracowania metody pozwalającej na wy-
krywanie wirusów bezpośrednio w ekstrak-
tach z bulw. Historycznie badacze próbowali 
adaptować test DAS-ELISA do tego celu. 
Jednak już w połowie lat 80. XX wieku wyka-
zano, że nie jest on wystarczająco czuły, a 
ponadto często generuje wyniki fałszywie 
pozytywne (Hill, Jackson 1984). Głównymi 
przyczynami kłopotów z wykrywaniem wiru-
sów w ekstraktach z bulw za pomocą DAS-         
-ELISA były: ●niższa niż w innych organach 
koncentracja wirusa, ●nierównomierne roz-
mieszczenie cząstek wirusa zarówno w ob-
rębie bulwy, jak i w różnych bulwach pocho-
dzących z tej samej rośliny, ●wysoka czę-
stość występowania reakcji niespecyficznych 
w obrębie prób z roślin zdrowych oraz 
●intensywność enzymatycznych i nieenzy-
                                                 
1 Dokładny opis testu DAS-ELISA: Zacharzewska B., 
Treder K. 2014. Test ELISA i jego modyfikacje. – 
Ziemn. Pol. 1: 14-16 

matycznych reakcji redox powodujących 
ciemnienie soku (Hill, Jackson 1984; Tama-
da, Harrison 1980; Treder, Przewodowski, 
Barnyk 2009). 
 Flegg i Clark (1979) opracowali test kok-
tajl-ELISA polegający na wspólnej inkubacji 
soku roślinnego z koniugatem (przeciwciało 
z kowalencyjnie związanym enzymem) w 
studzienkach mikropłytki (Zacharzewska, 
Treder 2014). Był on 10-krotnie bardziej czu-
ły od standardowego testu ELISA w ocenie 
koncentracji PLRV w sokach z liści (van den 
Heuvel, Peters 1989). Stwierdzono ponadto 
wyższą czułość tej metody, w porównaniu z 
procedurą standardową, w wykrywaniu 
PLRV, PVM i PVY w ekstraktach z bulw 
(Treder, Pilecki, Łycuś 2009). Jednoroczne 
wyniki wykazały dużą zgodność koktajl-               
-ELISA na bulwach z wynikami prób oczko-
wych dla PVY i PLRV (Treder, Przewodow-
ski, Barnyk 2009). Dalsze, 5-letnie badania 
potwierdziły dobrą zgodność obu testów dla 
PLRV i PVM. Niestety, w przypadku PVY 
wyniki uzyskane za pomocą obu testów 
znacznie różniły się pomiędzy latami badań 
(Treder – nieopubl.).  
 Ciekawą wersję testu ELISA stanowi test 
na krążkach z kiełków. W tej metodzie do 
studzienek mikropłytki wkłada się kilkanaście 
krążków uciętych z kiełków i inkubuje w celu 
elucji cząstek wirusa z wiązki przewodzącej. 
Test pozwalał na eliminację etapu szklarnio-
wego w ocenie porażenia bulw przez PLRV 
(Syller 1988). Obecnie w Pracowni Diagno-
styki Molekularnej i Biochemii IHAR-PIB w 
Boninie prowadzone są prace nad wykorzy-
staniem kiełków do wykrywania najważniej-
szych wirusów ziemniaka. 
 W związku z wątpliwą skutecznością wy-
krywania wirusów w sokach z bulw za po-
mocą metod immunoenzymatycznych już w 
latach 80. ubiegłego wieku podejmowano 
próby aplikacji do tego celu metod moleku-
larnych, pozwalających na wykrycie i analizę 
kwasów nukleinowych, z których zbudowane 
są genomy wirusów. Większość wirusów 
roślinnych posiada genomy zbudowane z 
kwasu rybonukleinowego (RNA). Początko-
wo stosowano metody wykorzystujące hy-
brydyzację kwasów nukleinowych, a od lat 
90. również ich namnażanie (amplifikację). 
Obie grupy metod są wykorzystywane w 
diagnostyce wirusów po dzień dzisiejszy.  
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 W grupie metod hybrydyzacyjnych prak-
tyczne znaczenie zyskała technika hybrydy-
zacji plamkowej (ang. Nucleic Acid Spot Hy-
bridization, NASH). Polega ona na naniesie-
niu ekstraktu roślinnego lub wyizolowanego 
z niego RNA na podłoże wiążące RNA 
(membrany nylonowe lub odpowiednio mo-
dyfikowane szkło) i hybrydyzację ze specy-
ficzną sondą zbudowaną z jednoniciowego, 
znakowanego cDNA (lub cRNA). W prze-
szłości sondy znakowano radioaktywnie. 
Jednak podobną czułość można uzyskać 
przez znakowanie digoksygeniną i wykrywa-
nie sondy za pomocą koniugatu enzymu z 
przeciwciałem specyficznym dla tego związ-
ku. Możliwe są również inne warianty zna-
kowania i detekcji, np. w układzie biotyna-            
-awidyna lub poprzez bezpośrednie znako-
wanie sond barwnikami fluorescencyjnymi. 
W przypadku sond znakowanych digoksyge-
niną lub biotyną obecność wirusa można 
wykrywać kolorymetrycznie, fluorescencyjnie 
lub chemiluminescencyjnie – w zależności 
od użytego enzymu i substratu.  
 W porównaniu z DAS-ELISA czułość hy-
brydyzacji plamkowej jest od kilkudziesięciu 
do kilkuset razy wyższa (zależnie od charak-
teru i długości sondy), co pozwala na wykry-
wanie wirusów w bulwach ziemniaka (Singh 
1999b). Za pomocą sond znakowanych di-
goksygeniną wykrywano z dużą czułością 
PVY w ekstraktach z liści (Dhar, Singh 1994) 
i PLRV w liściach i bulwach (Loebenstein i 
in. 1997). Hybrydyzację plamkową adapto-
wano również do jednoczesnego wykrywania 
kilku wirusów i wiroida (Hopp i in. 1991, 
Wełnicki i in. 1994, Janczur i in. 2006).  
 Kolejnym krokiem w kierunku wykorzy-
stania metod hybrydyzacyjnych do diagno-
styki patogenów ziemniaka było zastosowa-
nie mikromacierzy DNA. Opracowano mi-
kromacierze pozwalające na multipleksowe 
wykrywanie wirusów ziemniaka w jednej 
próbie (Boonham i in. 2003, Bystricka i in. 
2005). Dużą zaletą mikromacierzy jest moż-
liwość wykrywania wielu patogenów ziem-
niaka jednocześnie. Jednak czułość ofero-
wana przez tę metodę jest porównywalna z 
DAS-ELISA, co uniemożliwia wykrywanie 
wirusów bezpośrednio w bulwach. Ponadto 
koszt wytwarzania mikromacierzy i wykry-
wania za ich pomocą patogenów ziemniaka 
jest wysoki z uwagi na konieczność stoso-

wania specjalnych drukarek i skanerów. W 
związku z tym opracowano makromacierze, 
przygotowywane za pomocą ręcznych repli-
katorów, których wynik reakcji wywoływano i 
dokumentowano bez zastosowania drogiego 
wyposażenia. Umożliwiały one multiplekso-
wą detekcję 11 wirusów infekujących ziem-
niaki (Agindotan i in. 2008). W ocenie auto-
rów czułość testu jest porównywalna z kla-
sycznym testem DAS-ELISA. 
 Opracowana na początku lat 80. XX wie-
ku metoda łańcuchowej reakcji polimerazy 
(ang. Polymerase Chain Reaction, PCR) 
zrewolucjonizowała nauki biologiczne i 
przemysł biotechnologiczny, włącznie z dia-
gnostyką patogenów roślinnych. Można za 
jej pomocą namnażać specyficzne fragmenty 
DNA. W połączeniu z reakcją odwrotnej 
transkrypcji RNA do cDNA (ang. reverse 
transcription, RT) jako test RT-PCR pozwala 
na czułą i specyficzną detekcję wirusów w 
tkankach ziemniaka2.  
 Już na początku lat 90. XX wieku wyka-
zano, że w przeciwieństwie do DAS-ELISA 
RT-PCR umożliwia wykrywanie PVY (Barker 
i in. 1993) i PLRV (Spiegel, Martin 1993) w 
bulwach w stanie spoczynku (fot. 1 i 2). W 
ciągu ostatnich 20 lat opracowano wiele pro-
cedur wykrywania najważniejszych wirusów 
ziemniaka w liściach i bulwach (np. Singh 
1999ab; Crosslin, Hamlin, 2011). Wykrywa-
nie wirusów ziemniaka w bulwach wymaga 
szczegółowej optymalizacji wszystkich eta-
pów testu. Szczególnie istotne są takie pa-
rametry jak: miejsce pobrania prób, skład 
buforu ekstrakcyjnego oraz dobór metody 
izolacji RNA (Zacharzewska i in. 2014). Dla 
odmian ziemniaka o wyższej zawartości poli-
fenoli konieczne jest też optymalizowanie 
składników reakcji RT oraz PCR (Singh 
1999b).  
 Nakład pracy i koszt wykrywania wirusów 
ziemniaka za pomocą RT-PCR można obni-
żyć, dodając do mieszaniny reakcyjnej PCR 
pary starterów dla kilku różnych wirusów. 
Tego typu test multipleksowy (m-RT-PCR) 
wymaga dokładnej optymalizacji składników 
reakcji PCR i doboru kompatybilnych par 
starterów. Ważna jest również optymalizacja 
                                                 
2 Opis zasady działania testu PCR: Chołuj J., Przewo-
dowski W. 2014. Technika PCR i jej modyfikacje                   
w identyfikacji patogenów ziemniaka. – Ziemn. Pol. 
3: 40-45 
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warunków reakcji odwrotnej transkrypcji, 
szczególnie stężenia oligonukleotydów sto-
sowanych do syntezy cDNA (Singh, Nie 
2003). Za pomocą m-RT-PCR wykrywano w 

bulwach ziemniaka od 3 (Peiman, Xie, 2006) 
do 5 różnych wirusów jednocześnie (Du i in. 
2006). 

 
Fot. 1. Przykład zastosowania testu RT-PCR do wykrywania PVY w liściach ziemniaka  

za pomocą starterów opracowanych w PDMiB w Boninie. Produkty reakcji RT-PCR rozdzielano 
za pomocą elektroforezy w 1,5-proc. żelu agarozowym. Obecność produktu reakcji o wielkości 292 

par zasad świadczy o obecności PVY w badanym materiale. Badane rośliny: ścieżki od 1 do 30; 
zdrowe rośliny (kontrola negatywna): k1, k2, k3; preparat PVY (kontrola pozytywna): k4;  

marker wielkości cząstek DNA Nova 100 bp DNA ladder (Novazym): 1. 
(Źródło własne: PDMiB ZNiOZ w Boninie) 

 
 Czułość multipleksów była bardzo wyso-
ka, porównywalna z czułością RT-PCR dla 
pojedynczych wirusów. Dodatkowo wiary-
godność wykrywania wirusów za pomocą m-
-RT-PCR można zwiększyć, stosując we-
wnętrzną kontrolę, polegającą na zastoso-

waniu starterów, które wykrywają RNA ro-
ślinne – np. 18S rRNA (Du i in. 2006). Test 
m-RT-PCR wykorzystuje się również do 
identyfikacji szczepów danego wirusa, co 
jest szczególnie przydatne w diagnostyce 
PVY (fot. 2) 

 
Fot. 2. Przykład  
zastosowania testu  
m-RT-PCR do wykrywania 
i identyfikacji szczepów.  
Produkty reakcji RT-PCR 
rozdzielano za pomocą 
elektroforezy w 1,5-proc. 
żelu agarozowym.  
Marker wielkości cząstek  
w parach zasad (pz) DNA 
Nova 100 bp DNA ladder 
(Novazym): ścieżka M; 
zdrowe rośliny (kontrola 
negatywna): ścieżki 1, 2; 
PVY N-Wi: 3, 4;  
PVY O: 5-7; PVY NTN: 8, 9; 
PVY N: 10. (Źródło własne: 
PDMiB ZNiOZ w Boninie) 

292 
pz 

292 
pz 
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 Test RT-PCR w czasie rzeczywistym (re-
al-time RT-PCR) pozwala na wykrywanie 
wirusów z większą czułością oraz umożliwia 
ilościową analizę wirusa w badanej próbce 
(Mumford i in. 2006, Boonham i in. 2008). W 
metodzie tej fluorescencja mierzona jest 
podczas trwania reakcji PCR. Z uwagi na 
łatwą adaptację do automatyzacji, wysoką 
specyficzność i czułość, bezpośrednią de-
tekcję oraz możliwość multipleksowego wy-
krywania real-time RT-PCR wydaje się ide-
alnym następcą DAS-ELISA w diagnostyce 
wirusów ziemniaka. Jednak ze względu na 
wysokie koszty wdrożenia stosowanie tej 
metody w testach masowych jest mało real-
ne, ale z pewnością okaże się ona nieoce-
niona przy weryfikacji budzących wątpliwości 
wyników certyfikacji nasiennej.  
 Metody RT-PCR nie znalazły dotychczas 
zastosowania w diagnostyce na dużą skalę. 
Próby praktycznej aplikacji RT-PCR w czasie 
rzeczywistym i RT-PCR wykazały, że czu-
łość wykrywania PVY w bulwach była niższa 
niż w diagnostyce bazującej na próbie 
oczkowej (Fox i in. 2005, Bolotova i in. 
2009). Duża rozbieżność czułości wynika 
m.in. z jakości RNA izolowanego z bulw i 
braku rutynowych metod przygotowania pre-
paratów RNA (Boonham i in. 2008). Na ryn-
ku są dostępne wyspecjalizowane stacje 
robocze, które mo-żna adaptować do auto-
matycznej izolacji RNA i są stosowane w tym 
celu w diagnostyce medycznej, jednak ich 
zakup i stosowanie przekracza możliwości 
finansowe laboratoriów fitosanitarnych.  
 Wiarygodne wykrywanie wirusów w tkan-
kach ziemniaka metodami molekularnymi 
wymaga RNA wysokiej jakości. Bulwy ziem-
niaka są organami bogatymi w polisachary-
dy, polifenole oraz enzymy katalizujące re-
akcje redox. W kontakcie z tlenem w homo-
genatach z tkanek ziemniaka dochodzi do 
intensywnego uwalniania wolnych rodników 
oraz enzymatycznego i nieenzymatycznego 
utleniania makrocząsteczek, w tym RNA. 
Szczególnie trudnym źródłem RNA są bulwy. 
Wysoka zawartość skrobi w tych organach 
sprawia, że uzyskanie preparatów RNA do 
przeprowadzenia reakcji RT-PCR nie jest 
łatwe.  
 Kolejnym problemem w aplikacji RT-PCR 
do diagnostyki rutynowej jest brak standar-
dowego protokołu. Procedury opisane w 

literaturze różnią się warunkami, sekwen-
cjami starterów itp. Konieczne jest zatem 
opracowanie jednolitej procedury, przete-
stowanej na reprezentatywnej liczbie bulw 
przez niezależne laboratoria badawcze. Ta-
kie prace, łącznie z optymalizacją metody 
izolacji RNA (Zacharzewska i in. 2014) oraz 
projektowaniem i testowaniem starterów do 
wykrywania wirusów testem RT-PCR, pro-
wadzone są obecnie w Pracowni Diagnostyki 
Molekularnej i Biochemii w Boninie. 
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