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ODCZYN MIEDZIOWY — PROSTA METODA
DIAGNGSTYKI ZAWIRUSOWANYCH BULW ZIEMNIAKA

W walce z chorobami wirusowymi ziemniaka na pierwszy plan wysuwa
sie zagadnienie ich diagnostyki. Powszechnie stosowane testy biologiczne
(1, 5) wymagajg stosunkowo dlugiego okresu czasu oraz pracowni wyposa-
zonej w co najmniej szklarnie. Najdoskonalsza obecnie metoda serologi-
czna (3) nie znalazlta uniwersalnego zastosowania, bowiem nie pozwala
wykluczyé takich wiruséw, jak liSciozwoj, ktorego zaliczamy do najgro-
zniejszych.

Fakty te stanowia zasadniczy bodziec do poszukiwania nowych testow,
badz udoskonalania opisanych poprzednio a w miedzyczasie zarzuconych.

Na szczegélng uwage zastugujg rozne testy fizykochemiczne, wyko-
rzystujgce dla celow diagnostycznych zmiany fizjologiczne tkanek indu-
kowane przez infekcje wirusowsg. Wiele testow opisanych poprzednio,
jak np. pomiar potencjatow elektrycznych, redukcja nadmanganianu,
fluorescencja, nie znalazty dotagd praktycznego zastosowania, zachowujac
jedynie wartos¢ naukowsg (2, 5).

Nie jest jednak wykluczone, ze metody te po dokiadniejszym opraco-
Waniu znajdg odpowiednie zastosowanie.

Sposréd testow chemicznych, pozwalajacych z duza dokladnoscig
dyskryminowaé bulwy zawirusowane, godna uwagi jest meto da biu-
retowa. Ostatnio (2, 4) préba biuretowa znajduje coraz szersze zastoso-
wanie w praktyce rolniczej.

Po raz pierwszy w 1938 r. Friedrich, stosujac ten odczyn, stwierdzil
znaczne réznice w zabarwieniu soku bulw zdegenerowanych i zdrowych
i zaproponowal wykorzystanie tego odkrycia dla diagnostyki wiroz zie-
mniaka. Sok bulw zdrowych w obecnosci siarczanu miedzi w Srodowisku
alkalicznym daje barwe pomaranczowo-zo6ita z obfitym zéltym osadem,
natomiast sok bulw chorych pozostaje klarowny i zabarwiony na fiole-
towo. Ziemniaki dajgce reakcje posrednig: fioletowy plyn i zélty osad
zalicza sie do zdrowych. Hino i Hirata dla tego testu zaproponowali nazwe
,metoda siarczanu miedziowego”, bowiem zwigzek ten stanowi zasadniczy
skladnik reakcji. Wydaje sie, iz najodpowiedniejsza nazwg polskg dla tej
reakcji bedzie ,,odczyn miedziowy”, bowiem wynik w zasadzie
nie zalezy od anionu, a jedynie jonu miedzi.
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Ponownie na mozliwos$¢ praktycznego wykorzystania tej reakcji zwroé-
cili uwage badacze rosyjscy (4) oraz niezaleznie od nich japonscy (2).

Prokoszew i wsp. (4), stosujgc do badan z jednej strony bulwy kwalifi-
kowane zdrowe, z drugiej za$ chore, uzyskali wyniki bardzo zachecajace.
Podobne dane uzyskal Manil (2) dla bulw porazonych liSciozwojem.

Stosunkowo najskrupulatniej jednak rézne aspekty tej metody prze-
badali japonscy uczeni Hino i Hirata (2). Niestety, prace dotyczace tego
testu badacze ci publikowali poprzednio w niezrozumialym dla nas jezyku
japonskim, stad tez wyniki ich badan sg mato znane.

Rézne modyfikacje odczynu miedziowego

a. Do 2 ml soku z bulwy dodaé¢ 2 ml 1 n KOH i 4 ml CuSOy4 0,5%. Po
wymieszaniu probki pozostawi¢ przez okres 20 godzin w temperaturze
pokojowe]j i zarejestrowac¢ barwe (Prokoszew i wsp.).

b. Bulwy ziemniaczane obrane ze skorki rozetrze¢ w mozdzierzu, sok
filtrowaé¢ przez gaze. Do 1 ml przesgczu doda¢ 1 ml In KOH, a po wymie-
szaniu dodaé¢ 3 ml 0,5% CuSO,;. Wynik obserwowaé¢ po 2—6 godzinach.

Tuz po dodaniu siarczanu miedzi zar6wno w prébkach zdrowych, jak
i chorych, obserwujemy reakcje biuretowg (barwa fioletowa). Réznicowa-
nie barw nastepuje po uplywie pewnego czasu, zazwyczaj w kilka godzin.
W tym wypadku plyn prébek zdrowych zabarwia sie na kolor zélity,
oraz powstaje obfity strat.

Miedzy kolorem poczgtkowym a koncowym powstaje przejSciowo cala
gama barw posrednich, charakterystycznych dla widma slonecznego.
Na zjawisko to zwrécili uwage badacze Hino i Hirata i zaproponowali dla
niego nazwe widma zdrowotnego (sanitary spectrum). W tym wypadku
probki zdrowe majg kolor zblizony do bieguna czerwonego, podczas gdy
chore do fioletowego.

¢. Inna modyfikacja tej metody polega na uprzednim (3—5 min.) goto-
waniu soku z lugiem, g nastepnie szybkim dodaniu CuSO4s Wynik jest
podobny do uzyskiwanego w poprzedniej modyfikacji, zréznicowanie barw
probek chorych i zdrowych jest stabsze.

d. W przypadku gdy uzyskiwanie soku jest trudne, bgdz wrecz niemo-
zliwe, Hirata proponuje stosowanie skrawkow badz kragzkow. W tym wy-
padku wystarczy uzy¢ 4—>5 takich skrawkéw (5—6 mm? kazdy). Po doda-
niu 1 ml In KOH gotowaé przez 20 min., a nastepnie dodaé 2,5 m]l CuSO;.
Wyekstrahowany sok zabarwia sie podobnie jak w poprzedniej modyfikacji,
lecz roznice w probkach zdrowych i chorych sg wyjatkowo slabe. Zazwy-
czaj w obu probkach w §wietle odbitym barwa jest zielonawa, w przecho-
dzacym natomiast w prébkach roélin zdrowych kolor czerwonawy zazna-
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czony jest silniej. Préobki zdrowe majg dodatkowo zo6tty granulowany osad
na powierzchni skrawkow.

e. Metoda miedziowa odpowiednio zmodyfikowana moze daé wynik
zadowalajgcy w wielu wypadkach. Poniewaz, jak zobaczymy dalej, o kie-
runku tej reakcji decyduje wzajemny stosunek cukréw i bialek, dlatego
niekiedy istnieje koniecznos¢ zmodyfikowania Srodowiska. Przy nadmiarze
czynniko6w redukujgcych nalezy bagdz zmniejszy¢ ilo$¢ lugu, badz tez
zwiekszy¢ ilo$¢ siarczanu miedzi.

Sam wynik mozna regulowac¢ czasem stania probki.

W skrajnych wypadkach Hirata proponuje dodawaé¢ odrobine glukozy
(kilka kropel 10% roztworu), przy nadmiarze za$ sktadnikow redukujgcych
odrobine biatka (kilka kropel 1% peptonu). W metodzie skrawkowej,
w przypadku gdy tkanki sg wyjatkowo twarde, nalezy stosowaé 2—3
n KOH.

Jak wida¢ z tych uwag, o przydatnosci odczynu miedziowego w duzej
mierze decydujg indywidualnie dobrane warunki.

Uwagi o metodzie. Najbardziej wskazane jest stosowanie od-
czynnikow o stezeniach: KOH — 1 n, CuSO4 — 0,5%. Samg proébe najwy-
godniej jest wykonywaé w probowkach o @ 1 cm, aczkolwiek Hirata
uzyskiwatl wyniki zadowalajgce stosujac mikroprobowki i kroplowe ilosci
sokow oraz odczynnikow.

Stosunkowo najodpowiedniejszg jest dla przeprowadzenia tej reakcji
temperatura 27—28°C. W tych warunkach wynik jest najszybszy woraz
najbardziej zréznicowany.

Samga obserwacje wynikow nalezy wykonywa¢ zarowno w Swietle prze-
chodzgcym, jak i odbitym, bowiem wyniki, szczegdlnie w ostatnim wy-
padku, nie zawsze sg przekonywajace.

Z danych Prokoszewa i wsp. mozna sie zorientowa¢, ze metoda mie-
dziowa daje wyniki przekonywajgce niezaleznie od odmiany. Hirata jednak
na podstawie licznych badan dochodzi do bardziej umiarkowanego pogladu
i twierdzi, ze dla kazdej odmiany, warunkéw itd. nalezy wykona¢ odpowie-
dnie proby standardowe: ustalié¢ czas reakcji, barwe charakterystyczng dla
probek zdrowych i chorych.

Z doswiadczen Hirata wynika, ze ziemniaki tuz po zbiorze wymagaja
wyjatkowo dlugiego czasu dla uwydatnienia sig¢ réznic, w okresie spo-
czynku czas ten sie zmniejsza. Na drugi dzien po zbiorach czas ten wy-
nosit 4 godziny, podczas gdy juz na czwarty d21en zaledwie 2. Tuz przed
kietkowaniem okres ten znowu sie zmniejsza.

Sama barwa, jak i metnosé, zaleza w duzej mierze od odmiany ziem-
niakow, ziemniaki odmian czerwonych dajg reakcje wyrazniejsza niz od-
Mmian bialych. Drobne modyfikacje w metodzie pozwalajg na stosowanie
Jej we wszystkich wypadkach.
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Pewien wplyw na wynik ma rowniez charakter wirozy: sposrod kilku
réznych schorzen najwyrazniejsze wyniki uzyskano z lisciozwojem. Ba-
dacze rosyjscy jednak uzyskiwali wyniki jednakowo przekonywajgce dia
roznych schorzen wirusowych. Hirata dodaje jednak, ze wynik uwarunko-
wany jest w duzej mierze stopniem zdegenerowania bulw, charakter za$
wirozy ma znaczenie drugorzedne.

Istota odczynu miedziowego. W 1950 r. Iida (2) podal, ze
wynik odczynu miedziowego z bulwami uwarunkowany jest obecnoscig
substancji redukujgcych typu cukrow. Do podobnego pogladu sklaniaja
sie rowniez Prokoszew i1 wsp., aczkolwiek sugerujg oni raczej reduktory
typu kwasu askorbinowego, za czym mogg przemawia¢ pewne dosSwiad-
czenia modelowe, bowiem sam kwas askorbinowy daje z6tty osad. Dodatek
do soku bulw utleniacza — H,0, hamuje powstawanie z6ltego zabarwienia
1 osadu. Dodanie réwnoczesnie z utleniaczem kwasu askorbinowego znosi
to hamujgce dziatanie.

Poza tym badacze ci wykazali, ze w gre wchodzg zwigzki matoczgstecz-
kowe, podlegajace dializie, a nie bialko. Zaréwno dializaty z bulw chorych,
jak i zdrowych, oraz bialtko zdenaturowane gotowaniem dajg wylgcznie
zabarwienie fioletowe, charakterystyczne dla reakcji biuretowej. Wyklu-
czono rownoczesnie udzial w tej reakeji reduktoréow typu glutationu,
cysteiny.

Wedlug Hino i Hirata wynik zalezy od wzajemnego stosunku biatek do
cukrow w danej prébee, a wiec od réwnoczesnie przebiegajagcych reakeji
Trommera (cukry) oraz biuretowej (bialtka). Na poparcie swoich pogladow
badacze ci przytaczajg wyniki badan modelowych, wykonanych z pepto-
nem jako preparatem biatkowym i glukozg. Sam pepton daje reakcje
typowo biuretowg (barwa fioletowa), natomiast stopniowy dodatek glu-
kozy przesuwa reakcje w kierunku czerwonej czeSci ,,widma zdrowotne-
go”. Pozostate cechy, jak metnos¢, osad, sg zupelnie podobne do wynikéw
uzyskiwanych z sokiem bulw ziemniaczanych.

Na podstawie tych badan oraz analiz poréwnawczych nad skladem
chemicznym bulw Hirata i Hino dochodzg do wniosku, ze bulwy chore
zawierajg wiecej bialek i mniej cukrow redukujacych w poréwnaniu ze
zdrowymi, w wyniku czego odczyn miedziowy daje rekcje z chorymi
zblizong do biuretowej (barwa fioletowa), natomiast zwiekszona zawartosé
cukréw redukujgcych w zdrowych warunkuje odczyn zblizony do reakcji
Trommera (261ty). Schematyczne zaleznosci te przedstawione sg na wy-
kresie. Taki poglad moze dostatecznie tlumaczyé¢ stwierdzane réznice
w reakcji bulw chorych i zdrowych z siarczanem miedzi.

Proby zastosowania innych soli miedziowych. Siar-
czan miedzi w reakcjach Trommera i biuretowej mozna z powodzeniem
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zastapi¢ innymi solami miedziowymi. Podobnie i w tym wypadku sol
siarczanowg mozna zastgpi¢ CuCl;, Cu(NOs3), i innymi.

Hirata dowodzi jednak, Ze przynajmniej octan miedzi daje wyniki
niezadowalajgce, bowiem odpowiednie proby z bulwami zdrowymi i che-
rymi sg malo zréznicowane. Poza tym zwigzek ten daje samorzutne

chora roslina zdrowa
Stosunek biatko
biatek do |
cukrow //
redukujgcych —
cukry redukujgce
fiolet 'indigo 'niebies. zielona Z6tta pomaroh. czerw.
barwa | p;y retouvg — ~ Trommera
Odczyn
metnos{i klarowny — ——met.ny.
osad | staby = ‘ = obfity

Zalezno$¢ odczynu miedziowego od ilo$ci biatek i cukréw redukujgcych w roslinach
zdrowych i zawirusowanych (schemat wedlug Hirata)

osady, ktére komplikujg oznaczenia. Najodpowiedniejszy jest zatem siar-
czan miedzi i lug potasowy, aczkolwiek zadowalajgce wyniki mozna
uzyska¢ z wodorotlenkiem sodu.

Doktadnos$¢ odczynu miedziowego. Zgodnie z danymi
Prokoszewa i wsp. dokladnosé odczynu miedziowego jest duza i waha sig
W granicach 90—100%. Hirata wykonywal odpowiednie do$wiadczenia
W réznych terminach po zbiorze i dowiédl, ze zgodnosé wynikéow zalezy
W duzej mierze od sezonu. Tuz po wykopkach dokladnos¢ metody prze-
kracza 70—80%. W miare uptywu czasu dokladno$¢ zmniejsza sie¢ do 50%.
W okresie spoczynku co prawda bulwy zdrowe dajg odczyn prawidlowy,
jednak chore dajg podobny. Niewgtpliwie zaleznos¢ zgodnosci wynikéw od
sezonu obniza warto$¢ tego testu. Dane Prokoszewa i wsp. wskazuja, ze na
charakter reakcji w tym okresie moze mie¢ wplyw sposéb przechowywania
bulw, a przede wszystkim temperatura otoczenia. Tak wigc ewentualne
praktyczne zastosowanie odczynu miedziowego powinno by¢ poprzedzone
probami z zastosowaniem bulw wzorcowych, w zaleznos$ci od pory roku,
warunkéw przechowywania, odmiany, w celu ustalenia warunkéw stan-
dardowych,
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Wedlug Hirata odczyn miedziowy jest najdoskonalszy z wszystkich opi-
sanych dotad testow fizykochemicznych.

Inne zastosowania odczynu miedziowego. Z istniejg-
cych danych wynika, ze odczyn miedziowy moze mie¢ w rolnictwie bar-
dziej ogoélne zastosowanie (2). Reakcje te z powodzeniem zastosowano do
diagnostyki szeregu innych wiruséw. Na tej drodze wykluczoro wirusy
rzepy, rzodkiewki, tulipanéw. Z powodzeniem test ten stosowano dla dia-
gnostyki wiroz ananaséw (Ipomea batatas), wielu roslin uprawnych i drzew.

Metoda ta znalazla zastosowanie rowniez przy roéznicowaniu zenskich
okazow roslinnych od meskich. Ninomiya i Hino stwierdzili mozliwosé
stosowania tej reakcji dla wyodrebniania gatunkéw oraz odmian.

Obiecujgce sa réwniez proby stosowania odczynu miedziowego dla dia-
gnozy chor6b wirusowych cztowieka i zwierzat (2).
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