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Wzrastajgce wymagania w zakresie jakosSci materialéw kontrolowa-
nych serologicznie, sklaniajag do usprawnienia testowania. Dotyczy to naj-
czgSciej stosowanego w badaniach masowych testu precypitacji. Wykry-
walnos¢ wiruséw mozna zwigkszy¢, a jednoczesnie testowanie uproscié
poprzez:

1) ograniczenie czynoSci zwigzanych z przygotowaniem soku.

2) zwiekszenie serologicznej wykrywalnosci wiruséw,

3) inkubacje preparatéw serologicznych w temperaturze pokojowej.

W tescie precypitacji stosowanym w Stacjach zajmujacych sie serolo-
giczng diagnostyka wiruséw ziemniaka sok roslinny rozcienczony roztwo-
rem chlorku sodu jest mrozony przed wirowaniem [2]. Takie postepowa-
nie ma na celu spowodowanie pelniejszej koagulacji substancji moggcych
by¢ przyczyng reakcji niespecyficznych (7). Wydawalo sie, ze mrozenie
soku moze byé¢ pominiete poniewaz dodatek do soku zwigzkéw chemicz-
nych o wlasciwosciach redukujagcych oraz hamujgcych dzialanie enzyméw
ogranicza wystepowanie reakcji serologicznie niespecyficznych [4-6].

W literaturze czesto podawana jest szybko§¢ wirowania soku tylko
w liczbach bezwzglednych, np. 5000 obr/min. Takie okreslenie wirowania
nie jest precyzyjne poniewaz przy zastosowaniu podobnej liczby obrotéw,
a réznego promienia obrotu otrzymuje sie niejednakowe wartosci wzgled-
nej sity odsrodkowej. Zwigkszenie widocznosci osadu — stragtu — w pre-
paracie serologicznym moze byé uzaleznione od klarownosci soku. Ko-
rzystng klarowno$é soku mozna otrzymaé stosujgc odpowiednig wartosé
wzglednej sily odsrodkowej podczas jego wirowania. '

Zgodnie z zalecanym sposobem inkubacji,- przygotowane na szalkach
i pokryte warstwag oleju parafinowego preparaty inkubuje sie przez 24
godziny przy temperaturze 10-12°. Inkubacja preparatéw w takim za-
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kresie temperatury wymaga odpowiednich urzgdzen. Uzywanie szaf chtod-
niczych lub podobnego sprzetu jest niewygodne ze wzgledu na ograni-
czong powierzchnie uzytkowa, co wymaga ostroznego i odpowiedniego
ustawienia’szalek, a nastepnie przeniesienia ich do pomieszczenia o tem-
peraturze pokojowej w celu wyceny. Mozliwosé n&kubacp szalek przy
temperaturze pokojowej (20-24°) moze ulatwi¢ badanie duzej liczby ma-
teriatow.

Celem niniejszej pracy byla proba wprowadzenia omoéwionych uspraw-
nien do testu precypitacji.

L 4

MATERIALY I METODY

Badania przeprowadzono w 1975 r. w Instytucie Ziemniaka w Boninie.
Materialem do badan byly rosliny ziemniaka wyprowadzone w prébie
oczkowej w szklarni. Kontroli serologicznej poddano roSliny porazone
wirusami X, S, M i Y z nastepujgcych odmian ziemniaka: Baca (S i Y),
Bintje (X), Epoka (X i S), Flisak (S), Pierwiosnek (S i M), Pionier (Y),
Uran (M), Wyszoborski (M). Testy serologiczne wykonano w okresie 6
do 10 tygodni od posadzenia. Stosowano surowice wyprodukowane przez
Pracownie Serologii Instytutu Ziemniaka.

W pierwszej serii badan poréwnano wplyw zamrazania soku przed
wirowaniem na wystepowanie reakcji serologicznie niespecyficznych. Tes-
towano po 200 ros$lin w wieku 10 tygodni od posadzenia z siedmiu od-
mian ziemniaka. Do kazdej porcji soku dodawano réwng objetoS¢ roz-
tworu 0,29 siarczynu sodu. Stosowano bezwodny siarczyn sodu. Czes¢

soku mrozono przez 15 minut w temperaturze —10°, a pozostala czesé
wirowano po wydzieleniu przy 2600 g (6000 obr/min). Odczyty wykony-
wano po inkubacji preparatéw przez 24 godziny w temperaturze 10-12°.

W drugiej serii badan poréwnywano wplyw dzialania wzgledne] sity
odsrodkowej na intensywno$é reakcji serologicznej, ktorg oceniano na
podstawie ilosci i wielkosci stratu. Testowano 400 roslin po 6 tygodniach
od posadzenia. Otrzymany sok dzielono na cztery czesci. Do kazdej do-
dawano réwng objetos¢ roztworu 0,2%0 siarczynu sodu. Przed wirowaniem
soku nie mrozono. Odpowiednie prébki wirowano przy 1000 g (4000 obr/
min), 2600 g (6000 obr/min), 4200 g (8000 obr/min) i 5900 g (10 000 obr/
min).

W trzeciej serii badan poréwnano wplyw inkubacji preparatow
w temperaturze 10-12° oraz temperaturze pokojowej na wynik reakcji
serologicznej. Testowano 800 roslin po 7-8 tygodniach od posadzenia,
po 200 roslin z odmian Bintje (X), Pierwiosnek (S), Uran (M), Pionier
(Y)- Sok po wydzieleniu dzielono na dwie czesci. Do cze$ci soku dodawano
roztwor 0,2% siarczynu sodu a do pozostatej roztwér zlozony z miesza-
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niny siarczynu sodu i azydku sodu. Nie mrozony sok wirowano przy
4200 g. Odpowiednie preparaty inkubowano w temperaturze pokojowej
oraz 10-12° przez okres 24 godzin.

W czwartej serii badan okre§lano wplyw zrdéznicowanej temperatury
i czasu inkubacji preparatéw na stopien serologicznej wykrywalnosci
wirus6w, metodg granicznego punktu rozcienczenia soku. Testowano ros-
liny po 9 tygodniach od posadzenia. Do wydzielonego soku dodawano
roztwoér zlozony z mieszaniny siarczynu sodu i azydku sodu. Wzrastajgce
rozcienczenia soku przygotowywano stosujac réwniez roztwér zlozony
z obu tych substancji. Nie mrozony sok wirowano przy 4200 g. Preparaty
serologiczne z kazdej probki soku inkubowano w temperaturze 10-12°
oraz 20-24°. Odczyty wykonywano po uplywie 4 i 24 godzin od sporza-
dzenia preparatéw. Testy wykonywano pieciokrotnie.

OMOWIENIE WYNIKOW

Otrzymane wyniki z pierwszej serii badan wykazaly, ze w prepara-
tach z sokiem mrozonym lub nie mrozonym przed wirowaniem, inku-
bowanych w temperaturze 10-12° przez okres 24 godzin reakcje serolo-
- gicznie niespecyficzne nie wystapily. W tabeli 1 przedstawiono wplyw
dzialania na sok z dodatkiem roztworu 0,2% Na,SO, wzglednej sily od-
srodkowej. Lepsza przezroczystosé preparatu i intensywno$é stratéow
otrzymano w soku wirowanym przy 4200 g i 5900 g. Wiekszg ilos¢ i wiel-
kosé strgtu obserwowano przy oznaczaniu wirusa Y- Wyniki otrzymane
z trzeciej serii badan wykazaly, ze w preparatach z sokiem rozcienczo-
nym roztworem 0,2%p siarczynu sodu, ktére inkubowano w temperaturze
20-24° przez 24 godziny reakcje serologicznie niespecyficzne wystgpity
tylko przy testowaniu soku z ro$lin odmiany Bintje (X) — 12% oraz
odmiany Pionier (Y) — 19%. Natomiast w preparatach inkubowanych
w temperaturze 10-12° oraz w preparatach z sokiem, do ktérego dodano
roztwér zlozony z mieszaniny siarczynu sodu i azydku sodu nie stwier-
dzono reakcji niespecyficznych.

Przeds\awione w tabeli 2 wyniki wykazujg, ze wyzsza (20-24°) tem-
peratura inkubacji preparatéw wplyneta korzystnie na zwigkszenie stop-
nia serologicznej wykrywalnosci wirusé6w. Wartosci liczbowe oznaczaja
graniczne rozcienczenie soku, z ktérym surowica daje jeszcze pozytyw-
ng reakcje serologiczng. Lepszg wykrywalnosé wirusow X, S, M otrzy-
mano w preparatach inkubowanych przy temperaturze pokojowej. Wie-
kszy stopien wykrywalno$ci wiruséw stwierdzono po diuiszym, 24-go-
dzinnym czasie inkubacji preparatéw. W preparatach inkubowanych
w temperaturze pokojowej zaobserwowano wigksze straty.
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Tabela 1

Wplyw wartosci wzgledne;j sity odérodkowej podczas wirowania soku roélin ziemniaka porazonych

wirusami X, S, M, Y na intensywno$¢ reakcji serologicznej (temperatura inkubacji 10-12°, czas
inkubacji 24 godziny)

Intensywnosc¢ reakcji sero-

Odmiana Wirus Wartosé logicznej? Stopien czystosci
g ilo§¢ stratu wielko$¢ preparatu
stratu®
Epoka X 1000 e =p e 3 metny
2600 e ey 3 klarowny
4200 =t =p2f 3 b. klarowny
5900 + 4+ 3 b. klarowny
Baca S 1000 -t 2 metny
2600 +++ 2 klarowny
4200 =l = 3 b. klarowny
5900 + -+ 3 b. klarowny
Uran M 1000 + 4+ 4+ 3 metny
2600 + 4+ 3 klarowny
4200 +++ 3 b. klarowny
5900 +++ 3 b. klarowny
Pionier Y 1000 + 1 metny
2600 + 2 klarowny
4200 ++ 3 b. klarowny
5900 ++ 3 b. klarowny

a  Srednie dla 100 testéw.
+ Wpynik pozytywny.
b 1 — straty drobne, 2 — sérednie, 3 — duze [1].

Tabela 2

Serologiczna wykrywalno$¢ wirusow X, S, M i Y w zaleznosci
od temperatury i czasu inkubacji

Graniczne rozcienczenie soku

10-12° 20-249

Odmiana Wirus odczyt po godzinach

4 24 4 24
Bintje X 256 1024 512 2048
Baca S 8 256 32 1024
Epoka S 16 256 32 1024
Uran M 4 512 32 1024
Baca Y — 32 — 32
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WNIOSKI

1. Stwierdzono, ze dodatek do soku roztworu 0,29 siarczynu sodu
zapobiega wystepowaniu reakcji serologicznie niespecyficznych w pre-
paratach z sokiem nie mrozonym przed wirowaniem.

2. Wykazano, ze w preparatach z sokiem wirowanym przy wartosci
sily odsrodkowej — 4200 g lub 5900 g ilo$¢ i wielkosé stratu jest wieksza
niz w sokach oczyszczanych przy 1000 g i 2400 g.

3. Stwierdzono, ze dodatek do soku roztworu zlozonego z mieszaniny
siarczynu sodu i azydku sodu zapobiega tworzeniu si¢ reakcji serologicz-
nie niespecyficznych podczas inkubacji preparatow w pomieszezeniu
o temperaturze pokojowej.

4. Wyzsza temperatura inkubacji (20-24°) preparatéw z sokiem wpty-
wa korzystnie na zwiekszenie stopnia serologicznej wykrywalnosci wi-
rusow.
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Mapuan Cmaweeuy

BO3MOXXHOCTH VJVUYIEHHWS CEPOJIOTMYECKOUN
OBHAPYXHMBAEMOCTU X, S, M 1 Y BUPYCOB B JIUCTbSIX KAPTO®EJIA

Pe3omMe

IIpoBenenst NpoOHl MO YJYYIIEHHMIO CEPOJIOTHYECKHX TeCcTOB. Ompenensnact oOGHapy>XUBEBI
€MOCTh BHpDYCOB B COKe pacTeHmil KapTodens. TecTupOBaiuCh pacTeHMA M3 IJIa3KOBOM npobGa-
BTOpUYHO nopaxenHslie X, S ,M H YV BHUpYCOM U3 HECKOIBKUX COpTOB kapTodens. Cok Hccneno-
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BaJICA MO METOAY NIpeUWNUTaAldd IOpH IdddepeHIMPOBAaHHBIX 3HAYEHHMAX OTHOCHTEJILHOM LEeH-
TpOOeXHOK CHIIBL BO BpeMs ueHTpudyrupoBaHus — 1000r, 2600r., 4200r., 5900 r. Bombmee
KOJIMYECTBO M BeJIMYMHA OCaJKOB OTMEYEHbL B CEPOJIOTMYECKHX TpelnapaTax ¢ OYHIUEHHBIM COKOM
npu 4200 r. m 5900 r mo cpaBHEHHUIO C MpenapaTaMH NPUIOTOBJIEHHBIMHA M3 LIEHTPHPYrHPOBAHHOTO
coka npu MeHbmmx oboporax. IlpemapaTsl ¢ cOkOM pa30aBlieHHBIM pPacTBOPOM COCTOSMILUM M3
CMeCH a3Maa HaTpHsA M CyJab(uaa HaTpas XpaHUMbIe B TeyeHHE 24 4aCOB B NOMELICHHMM IIPH KOM-
HaTHOM Temmepartype (20-24°), xapakTepH30BajMCh GOJbINEN CTEMEHBIO CEPOJIOTMYECKOM OOHa-
PYXXHBAaEMOCTH BHDYCOB 4YeM HHKYOHMpOBaHHBIE NpH OoJjiee HHU3KOW TeMreparype.

Marian Staszewicz

ATTEMPTS AT IMPROVING THE SEROLOGICAL DETECTABILITY
OF VIRUSES X, S, M, AND Y IN POTATO LEAVES

Summary

Attempts were made to improve the serological tests. The detectability of vi-
ruses in potato plant sap was determined. Tests made on plants from the eye
seedling test, secondarily infected with viruses X, S, M and Y from several potato
varieties. The sap was examined by the precipitation method, with centrifugation
using different values of the relative centrifugal force (1000 g, 2600 g, 4200 g, 5900 g).
The amounts of precipitate were greater in the serological preparations obtained
from the sap purified at 4200 g and 5900 g, as compared with the sap centrifuged
at lower r.p.m. If the preparations were obtained from the sap diluted with a solu-
tion containing sodium azide plus sodium sulfite, and were incubated for 24 h. at
room temperature (20-24°), then they exhibited better serological detectability of
viruses, as compared with preparations incubated at a lower temperature.
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