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Opracowanie czułych metod wykrywania najważniejszych  wirusów ziemniaka
Kierownik zadania: dr Krzysztof Treder

Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Roślin, Oddział w Boninie, 76-009 Bonin

Temat badawczy 3
Badania nad wykrywaniem wirusów w bulwach i kiełkach ziemniaka za pomocą koktajl i DAS-ELISA

Temat badawczy 2
Ocena wpływu odporności odmian ziemniaka na skuteczność wykrywania wirusów w bulwach

Wykonawcy: mgr inż. Mateusz Mielczarek, mgr inż. Anna Pawłowska, st. technik Maria Fedczak

Zadanie 58

Rys. 1. Ocena efektywności
wiązania cząstek wirusów PVM
(A, B), PVY (C, D) i PLRV (E, F) do
złoża Q (A, C, E) oraz złoża S (B,
D, F) za pomocą testu ELISA. Sok
– wyjściowy 20-krotnie
rozcieńczony buforem do prób
ekstrakt z liści roślin porażonych
badanymi wirusami. Frakcja
niezwiązana ze złożem – NZ.
Frakcje eluowane buforem do
prób z 0,05 M NaCl – I-IIIa.
Frakcje eluowane buforem z
0,25 M NaCl – I-IIIb. Frakcja
eluowana buforem z 1 M NaCl,
zagęszczona i odsolona na
filtrze wirowniczym o punkcie
odcięcia 10 kDa – Eluat.

Rys. 2. Wpływ zagęszczania cząstek PVY (A), PVM (B) i PLRV (C) na złożu Q na czułość wykrywania ww. wirusów testem ELISA.
Rozcieńczenia soku z porażonych roślin – Sok. Te same rozcieńczenia po związaniu na złożu Q, elucji 1 M NaCl i zagęszczeniu na
filtrach wirówkowych o punkcie odcięcia 10 kDa – Eluat. Liczby nad wykresami (20-2000) oznaczają rozcieńczenia soków. Suma
średniej absorbancji w 405 nm i trzykrotnej wartości odchylenia standardowego obliczone dla prób zdrowych – Próg. Słupki błędów
reprezentują odchylenia standardowe.

Lp Miernik dla tematu badawczego 1 wartość miernika podana w 
opisie zadania

wartość miernika zrealizowana

1.1 Liczba badanych wirusów 3 3

Wnioski:
1. Cząstki wszystkich badanych wirusów wiązały się ze złożem Q.
2. Siła wiązania PVM była wysoka a PLRV niska. 
3. PVY jest niejednorodny ładunkowo i występuje w postaci frakcji o różnej sile wiązania do złoża Q i złoża S.
4. Opracowana metoda była bardzo czuła w wykrywaniu PVY i PVM, nie wykrywała jednak PLRV.
5. Skutecznie wykrywanie wszystkich badanych wirusów opracowaną metodą wymaga dalszych badań.

Temat badawczy 1 
Opracowanie metody zagęszczania wirusów z większych objętości poprzez wiązanie cząstek wirusa na membranach jonowymiennych 

BONIN PVY PVM PLRV

Odmiana LK Odp. B K O Odp. B K O Odp, B K O

Quincy 30 3,5 21 27 30 3 4 2 4 3,5 1 0 0
Krasa 30 4 27 27 29 5 2 2 2 6 0 0 0
Fresco 30 5 26 26 27 4 0 0 0 5 0 3 1
Irys 30 5,5 24 27 28 3,5 9 9 9 4,5 1 1 1
Karatop 30 6 19 21 21 4,5 0 0 0 7 0 0 1

Andromeda 30 6,5 0 1 2 3,5 1 3 2 6 0 0 0

Gwiazda 30 7 7 7 18 b.d. 3 3 3 7 0 0 0
Zeus 30 7,5 9 14 20 7 1 0 0 6,5 0 0 0
Finezja 30 9 0 0 0 8 0 0 0 7 0 0 0

Tabela 1. Wpływ odporności odmian na wykrywalność wirusów, rok 2018, doświadczenie polowe w Boninie. Liczba krzaków – LK.,
Odporność – Odp., Ekstrakty z bulw – B, ekstrakty z kiełków – K, ekstrakty z liści roślin wyrosłych z prób oczkowych – O.

Wyk. /

Odmiana

PVY PVM PLRV

B K O B K O B K O

W1-1 7 28 24 26 18 17 0 0 0

W1-2 11 26 19 12 12 5 0 0 0

W1-3 1a 23 17 16 16 9 0 0 0

W1-4 5 22 16 27 26 17 0 0 0

W1-5 7 26 20 17 13 11 0 0 0

W2-1 0 0 0 0 0 0 0 0 0

W2-2 24 30 30 0 0 2 0 0 0

W2-3 11 30 30 0 0 0 0 0 0

W3-1 15 30 30 10 8 19 0 0 0

W3-2 1 2 2 0 0 0 1 0 1

W3-3 12 30 30 16 14 17 0 0 0

Tabela 2. Wpływ odporności odmian na wykrywalność wirusów, rok 2018, doświadczenie polowe wykonane przez trzech
niezależnych wykonawców (W1-W3).

Lp Mierniki dla tematu badawczego 2
wartość miernika podana w 

opisie zadania
wartość miernika zrealizowana

2.1 Liczba badanych genotypów ziemniaka 9 9

2.2 Liczba badanych wirusów 3 3

Wnioski:
1. W doświadczeniu polowym wykonanym w Boninie porażenie PVY było wysokie w porównaniu z ubiegłymi sezonami 

wegetacyjnymi, a porażenie PVM i PLRV bardzo niskie, podobnie jak w ubiegłych sezonach. 
2. Temperatury w sezonie wegetacyjnym były wysokie i stąd duże porażenie PVY. 
3. Dla PVY potwierdzono wpływ wzrostu odporności odmian na spadek wykrywalności wirusa w bulwach..

2018
Wykonawca I Wykonawca II Wykonawca III

Y M L Y M L Y M L

Liczba roślin 146 146
14
6

90 90 90 90 90 90

Oczkowa 96 59 0 60 2 0 62 27 1

% 65,8 40,4
0,
0

66,7 2,2 0 68,9 30,0 1,1

Bulwy 31 98 0 35 0 0 28 26 1

% 21,2 67,1
0,
0

38,9 0,0 0 31,1 28,9 1,1

Zgodne 23 57 0 35 0 0 27 19 1

Kiełki 
Koktajl

125 85 0 61 0 1 62 17 0

% 85,6 58,2
0,
0

67,8 0,0 1,1 68,9 18,9 0,0

Zgodne 88 52 0 60 0 0 62 15 0

Kiełki DAS 116 79 0 60 0 0 62 22 0

% 79,5 54,1
0,
0

66,7 0,0 0,0 68,9 24,4 0,0

Zgodne 85 52 0 60 0 0 62 17 0

Rys. 3. Porównanie skuteczności wykrywania wirusa Y ziemniaka w bulwach,
kiełkach i w roślinach uzyskanych w próbie oczkowej (liście) za pomocą testu
ELISA, testu RT-PCR w czasie rzeczywistym (qPCR) oraz testu RT LAMP. Nad
słupkami obrazującymi procent roślin pozytywnie zdiagnozowanych przez dany
test podano liczbę wykryć w stosunku do całkowitej liczby badanych roślin i w
nawiasie procent chorych.

Tabela 3. Porównanie skuteczności wykrywania wirusów w bulwach i w kiełkach z próbą oczkową.

Lp Mierniki dla tematu badawczego 3 wartość miernika podana w 
opisie zadania

wartość miernika zrealizowana

3.1 Rodzaj tkanek ziemniaka (bulwy, kiełki, liście), z 

których wykrywane będą wirusy
3 3

3.2 Liczba badanych wirusów 3 3

Wnioski:
1. Potwierdzono dobrą zgodność wykrywania wirusów w kiełkach z próbą 

oczkową.  Wyższą skutecznością miał test koktajl ELISA niż DAS-ELISA dla 
kiełków.  Stwierdzono wyższą skuteczność wykrywania PVM 
bezpośrednio w bulwach niż w liściach próby oczkowej. 

2. Test RT-qPCR był bardziej skuteczny w ocenie porażenia liści, kiełków i
bulw niż RT-LAMP i DAS-ELISA. Najwyższą skuteczność wykazał dla liści.

Temat badawczy 4 Adaptacja i optymalizacja metod molekularnych do wykrywania wirusów w roślinach in vitro

Temat badawczy 5 Opracowanie testów diagnostycznych do szybkiego wykrywania wirusów

Rys. 4. Krzywe amplifikacji (A-F i temperatury topnienia (F-J) dla
prób z wirusami PVY, PVM, PLRV. PVY. Pojedynczy RT-PCR w
czasie rzeczywistym (A i F) z wykorzystanie starterów RS Y1 –
kolor zielony, PVM na starterach M7 – kolor czerwony, PLRV na
starterach L2 – kolor niebieski, PVY na starterach Cheng Y –
kolor żółty, PLRV na starterach Cheng L – kolor różowy.
Multiplex RT-PCR – wariant 1 (B i G), w którym użyto starterów
Cheng Y, Cheng L oraz M7, gdzie stężenie starterów Cheng Y
było dwa razy wyższe od pozostałych. PVY – kolor zielony, PVM
– kolor czerwony, PLRV – kolor niebieski, mix (PVY, PVM, PLRV) –
kolor czarny. Multiplex RT-PCR – wariant 2 (C i H), w którym
użyto starterów RS Y1, L2 oraz M7, a stężenie starterów RS Y1
było dwa razy wyższe od pozostałych. PVY – kolor zielony, PVM
– kolor czerwony, PLRV – kolor niebieski, mix (PVY, PVM, PLRV) –
kolor czarny. Multiplex RT-PCR – wariant 3 (D i I), w którym
użyto starterów Cheng Y, Cheng L oraz M7, stężenie starterów
Cheng Y było dwa razy mniejsze od pozostałych. PVY – kolor
zielony, PVM – kolor czerwony, PLRV – kolor niebieski, mix (PVY,
PVM, PLRV) – kolor czarny. Multiplex RT-PCR – wariant 3 (E i J),
w którym użyto starterów RS Y1, L2 oraz M7, gdzie stężenie
starterów RS Y1 było dwa razy mniejsze od pozostałych. PVY –
kolor zielony, PVM – kolor czerwony, PLRV – kolor niebieski, mix
(PVY, PVM, PLRV) – kolor czarny.

A F

B G

C H

D I

E J

Wnioski:
1. Pojedynczy RT-PCR w czasie rzeczywistym pozwala na 

wykrycie wszystkich badanych wirusów.
2. Multiplex RT-PCR w czasie rzeczywistym nie działał 

zarówno na starterach literaturowych jak i starterach 
własnych. 

3. Startery własne wykrywają badane wirusy z większą 
czułością niż startery literaturowe.

4. Opracowanie multiplex RT-PCR na badane wirusy wymaga 
dalszych prac.

Lp Miernik dla tematu badawczego 4 wartość miernika podana w 
opisie zadania

wartość miernika zrealizowana

4.1 Liczba badanych wirusów 3 3

Rys. 4. Wpływ ekstrakcji rozpuszczalnikami
organicznymi na wizualne wykrywanie wirusa PVY za
pomocą RT-LAMP bezpośrednio w soku oraz
ekstraktach z dodatkiem HNB. Kontrola H2O – do
reakcji zamiast soku bądź ekstraktu dodawano
wodę. Sok nierozcieńczony – A. Sok rozcieńczony 20
i 200 razy – B. Ekstrakcja chloroformem – C.

Rys. 6. Wpływ dodatków do buforu do prób
na wydajność amplifikacji dla prób
ekstrahowanych chloroformem. Próby
rozcieńczone 200 x w buforze do prób bez
dodatków – BP, z siarczynem sodu, z
albuminą wołową – BSA i z alfa-kazeiną.

Rys. 7. Wpływ α-kazeiny na czułość wykrywania PVY.
Rozcieńczania soku z PVY przygotowano w buforze
bez α-kazeiny (-) i z kazeiną (+), ekstrahowano
chloroformem i 1 μl dodawano do mieszaniny
reakcyjnej. Próby rozcieńczono 20 (1), 200 (2), 1000
(3), 10000 (4),100000 (5) i 1 mln (6) razy.
Powtórzenia biologiczne - 1-3, techniczne - P1, P2.

Rys. 5. Wpływ gotowania soku (A) na
specyficzność amplifikacji PVY w
porównaniu z ekstrakcją chloroformem (B).

AA

B
B

C

Rys. 8. Czułość wykrywania PVY za pomocą
fluorescencyjnego RT-LAMP bez α-kazeiny i z
jej dodatkiem. Reakcję obserwowano do
rozcieńczenia 100 000 razy.

Rys. 9. Wpływ α-kazeiny na skrócenie czasu
wykrycia PVY w soku rozcieńczonym 100 000
razy. Linie fioletowa i niebieska – powtórzenia
z α-kazeiną, linie ciemno i jasnozielona – bez
α-kazeiny,

Lp Miernik dla tematu badawczego 5 wartość miernika podana w 
opisie zadania

wartość miernika zrealizowana

5.1 Liczba optymalizowanych parametrów (ekstrakcja 
organiczna, skład buforu, rozcieńczenie soku)

3 3

Wnioski:
1. Traktowanie soków chloroformem lub gotowanie prób usuwa czynnik powodujący 

niespecyficzną zmianę koloru błękitu hydroksynaftolowego (HNB) w reakcji RT-
LAMP.

2. Zmiana barwy uzyskana po stosowaniu chloroformu jest bardziej wyraźna niż po 
gotowaniu.

3. Sok rozcieńczony 200-krotnie stanowi optymalną próbę do wykrywania PVY.
4. Dodanie α-kazeiny do buforu do prób, istotnie skraca czas wykrycia w próbach o 

niskiej koncentracji PVY. 
5. Czułość wizualnej detekcji jest taka sama jak za pomocą fluorescencyjnego testu 

RT-LAMP. 
6. Opracowany kolorymetryczny test RT-LAMP pozwala na wykrycie „gołym okiem” 

niskich koncentracji PVY bez izolacji RNA i bez stosowania kosztownych urządzeń.


