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Zjedénoduseny ncstop sérodisgnozy vostlinnych vird

L
, o Caa g 2 oy s . . , ., . . v - .
Vindlez se tykd sérologické diagnozy(urfovani) vird v rostlindch a ¥e37 rychlé
zjistovan{ zdravotrniho stavu rostlin.

Dosud znémé postupy sérologické diagnozy rostlinnych vird (napk.: Corbett, M.K.,
Sisler, H.D.: Plant Virclogy. University of Florida Press. Gainesville, 1964, s. 211-252;
‘Jermoljev, E., Pozd¥na, J.: Sérologie rostlinnych patogeni. Akademia, nakl. USAV, Praha,
1972; Xedo, C.I., Agraval H,0.: Principles and techniques in plant virology. Van Nostrand
Reinhold Company. New York, 1972, s. 295~528&; Novék J.B.: Zem3d&lsks fytopatologie, dfl
1. CAZV v SZN, Praha, 1959, s. 580-595.) jsou zalofeny na tom, %e se ze zkouSené rostliny,
nebo jeji t4sti (listu e pod.) mus{ ziskat $i&ve a v ni se pomoc{ antiséra zjistuje p¥i-
tbmnost viru. Tyto postupy jsou pracné, ndro&né na potiebu Zivé préce, pfistrojl i'spot-
febu energie. Podle aplikace rostlinného extrektu a antiséra Je ve vyzkumu znémo n&kolik
© metod sérologické diegndzy. V zem®d&lské praxi se viak v souéasndsti vyuziva j{ dvé metody:
1. Precipita®ni kapkové metoda a jejl modifikace, kdy se ziskany extrakt pied inkubaci
s antisérem mus{ odstiedit. Tato metoda se pouZivéd i v\éSSR ve 8lechténi a kontrole zdre-
votniho stavu rostlin. 2. Metoda‘radiélni difuze‘v agafu, kdy se extrakty 2z rostlin nemus{
odstiedovat, avak pracnost metody se zvySuje piipravou agarovych ploten s jamkami. Preéi-

pitadni reakce se pek mus{ inkubovat jedén aZ tri dny.

U obou téchto metod Je zném postup, kdy neni tfeba 3z rostlln ziskdvat $tévu, extrakt.

V pripadd postupu zalofeném ne precipitaci v kapkéch je popis v préci: Richter, J.: Bin B
serologlscnef Tauchtest fur den Nachweis pflanzenpathogener Viren. Zbl. Bakt. Abt. II,

/
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Bd. 126, 1971, s. 560-563, Postup zaloZeny na radizfgz“difuzi v agaru je popsén v préci:
Richter, J., Poldk, J.: Serologlscher Nachweis des Gurkenmosalk—V1rus unter Véerwendung
vereinfachter Prazipitationsteste. Arch. Phytopathol. u. Pflanzenschutz, 11, 1975, s, 297-
-300. Protoe viak metody precipitaZnf kapkovd, i redidlnf difuze v agaru jsou mflo eitli=-
vé (prokédie se jimi nejvy¥e koncentrace viru 0,5-0,1 mg/ml), nemajf ne nich zeloend pos-
tupy, kdy neni treba rostlinu homogenizovat a zi{skdvat 5tdvu, prakticky vyznem, a jsou

spiSe zvléd¥tnosti v p¥i{padech extrémmé vysoké koncentrace viru v rostlins.

V neddvné dob& byla vypracovéna metoda, kterd zvySuje sto a¥ tisfcindsobnd citlivost
sérologické reakce, UmoZnuje to senzibilizace aniisér latexovou suspenz{. Precipitad&nt
reakce se tak prevddf na aglutinadnf. Tato sérologické metoda byvd oznadovd na Jjako late-
xovy test. Z literatury je zndmo n&kolik modifikac{ tohoto testu. Pro braktické vyuZitd
Je vhodné uspoibsddnf reakef v kapkdch, Ve v3ech pripadech Jje vSak nutno rostliny homogeni-
zovat a ziskanou 3{dvu odstredit, pak teprve lze stanov1t pfitomnost viru, P¥ihlaSovany
vyndlez vyuZivéd vysoké citlivosti latexového testu ke leéfovéni vird v rostlinéch bez

poti'eby jejich homogenizace, ziskénf & odst¥edovéni 3tdvy.
Priklady dosud pou¥ivangch postupd sérologické diagndzy rostlinnych vird:

1) Z &4sti zkouSené rostliny (napf. z listu) se vymadké na lisu &¥§ve. Pii homogenizaci
' se .priddvéd obvykle pufr.
2) Z1iskany homogendt se f;étce odstied! (5 a% 20 minut) na odstiedivce p¥i 1000 a¥

10 000 g,
3) Kapka supernatantu se smichd na podloZnim skli¥ku mikroskopu s kapkou antiséfa.
4) Reakce se inkubuje 10 a% 60 minut ve vlhké komore, abi se zabrénilo vysychéni kapek.
5) Vysledek se vyhodnot{ v temném poli mikroskopu pfi malém zv&tSenf (12x a% 60x).

Tento postup se pousfivé ve Slechténf a kontrole zdravotniho stavu odrﬁd bramboru.
v Jednotllvych stétech ve svetE se reallzuge rotn& i nékolik miliond zkouSek. PouZitim
antisér senzibilizovanych latexem by bylo moZno nahradit naméhavé hodnoceni pod mikrosko-
pem vizueln{ bonitacf a zv§3it citlivost sérolog1ckych zkousek, Zéroven by se sni¥ils
spotieba antisér,
ZlepSeny postup p¥i aplikaci entisér senzibilizovanfch latexem: ad 1), 2): beze zmény.
3) Kepke supernatantu se smichd v Jemce podloZniho skli¥ka s kapkou senzlbilizovaného

artlséra.

4) Reakce se inkubuje 10 a% 40 minut na trepadce, kterd zdroven funguje jako vlhké komora,
5) Vysledek se vyhodnot{ vizueln¥ na. Zerném pozadi. /
Nedostatkem zlep3eného postupu Je, %e zlstdv4 nutnost homogenizace rostliny a odstiedéni
ziskané Stdvy.
Sérologické metéda t.zv. ELISA testu (enzym linked immuno-sorbent assay). Metodu vypraco-
vali pro kvantitativnf stenovent immunuglobulinu Eng%all, E., Perlmann, P.: Enzym-linked
immunosorbent assay (ELISA). Quentitative assay of immunoglobulin @, Immunochemistry, 8,
1971, s. 871-874. Vhodnost testu pro stanoveni rostlinngch vird zjistili prvni Voller,

A., Bidwell, D.E., Bartlett, 4.: Enzyme immunoasssys in diagnostic medicine: theory and



practice. Bulletin of the World Health Orgenization, 53, 1976, s. 55-65.
Postup ELISA testu:

N

1) Specifické protildtky entiséra (7S-immunoglobulinové frakce) se adsorbuji na povrch ja-
mek specidlnich mikro-ELISA desek. ’

2) Jamky se n&kolikrét promyji specielnim roztokem. _

3) Do jamek se napipetuji vzorky obsshujic{ virus (v rizném zfed&ni) a inkubuj{ se pres
noc. Vzorky se ziskaji podobnym postupem, jaké Je uvedenovv prvnim pfikladﬁ /ed 1), 2)/.

4) Opskuje se postup 2).

5) Do jamek se napipetuje enzymém znaeny 7S immunoglobulin. Inkubuje se 4 a% 5 hodin p¥i
teploté 37 °c.

6) Opakuje se postup 2).

7) Do jamek se napipetuje enzymovy substrét ve specidlnim pufru, a inkubuje se p#i poko jo-
vé teplotd. \ '

8) Reakce se zastavi za 60 a% 100 minut, i déle, a vyhodnot{ m&fenim na fotometru.

Vyhodou ELISA testu je jeho vysokd citlivost. Podle uvefejnénych sd¥lenf je pribli#n& 10x

citlivé j81 ne? latexovy test, mnohd sd&leni v¥ak uvéd&ji jen malé zvySent ciilivosti oproti

latexovému testu, pracnost, a nékdy dokonce lep3{ vysledky s latexovym testem (nap¥. diag-

néza andean potato latent viru - Koenig, R., Bode, O., Cgsper, R., in: Biologische Bunde-

sanstalt fur Land- und Forstwirtschaft in Berlin und Braunschweig, Jahresbericht 1977).

Nevyhodou ELISA testu je jeho précnost a ndékladovost. Krom& n&kolika specidlnich pufri

jde>o Fadu chemikdlif ve velmi &isté formé. Nejdllezit& ji{ potfebné chemikélie: diethano-

lamin, polyvinylpyrrolidon, tween 20, vaje&ny albumin, hovézi sérovy albumin, glutaralde-

hyd, DEAE celuléza, p-nitrofenylfosfét, alkalinn{ fofatédza. Metods vyéadujé i pouZit{ dal-

8ich pristroji a pomicek (specidlnf mikro-ELISA desky, presné automatické mikropipety, 1lis

na pripravu rostlinnych extraktl, odstPedivka, exikétor, termostat, fotometr).

» VySe uvedené nedostatky dosud znémych postupd sérologické diagnozy rosilinnych virt,
ze jména pracnost, jsou odstran&ny postupem sérodiagnozy rostlinnych virt pedle vyndlezu,
JehoZ podstatou je zpisob urfovéni vird, kdy se vyuZivé‘vysoké citlivosti antisér senzibi-
-lizovangch latexem ke sméfeni Pezd rostlinou, nebo jejf %4sti, v kapce vody, vodného roz-
toku, nebo pfimé senzibilizovaného antiséra. Virové &4stice z porandnych bundk a bun&iné
éféﬁy na rezu se dostanou do kepky a po inkubaci s antisérem se prokéZe jejich pFP{tomnost

vyhodnocenim pr{tomnosti aglutindtu.

Zjednudulenym postupem sérodiagndézy rostlinngch vird se uSet®{ lidsks préce spojené~
8 homogenizaci rostliny (jejf ¥4sti), s Upravou homogenétu a jeho odstredovénim. USet?i se
néklady na p#istroje, nézbytné pri pouZivéni dosavadnich postupd, jeko je elektricky 1lis
na homogenizaci rostlin a odst¥edivka na upravu homogenétu. U§epfi‘se elektrické energie
nezbytnd k provozu t&chto p¥fstrojl. V #add pi{padd se-uSetf{ préce a chemikdlie na pfi-

pravu pufrd nezbytnych pfi homogenizaci rostlinnych pletiv.

PredloZeny vyndlez je moéﬁo vyuZzit zejména pii 8lechtdni, zlep3ovéni a udriovént

zdravotniho stavu @ vynosd kulturné p&stovanych rostlin v rémci zem&d&lskych podnikd, ale



i pfi FeSeni vyzkumnych \kold k rychlému urfeni virovych chorob rostlin. Sérologické zkoud~

ky Jje moZno roz3i¥it i na ty plodiny a rostliny, u nich? se dosud neprovédély,

Priklady provedent

Zpisob podle vynélezu byl vyzkouZen ke 3zji3tovéni X-viru bramboru, M-viru bramboru

@a viru skvrnitosti karafigtu.

VZechna antisére jsme senzibilizoveli stejnou metodou. P¥i frakcionaci antisér jsme
vychdzeli z préce: Wetter, C., Quantz, L., Brandes, J.: Vergleiéhende Untersuchungen uber
die Rotkleeadernmosaik-Virus und das Erbsenstrichel-Virus. Phytopath. Z., 44, 1962, s.

. 151-169; pri vlastni senzibilizaci pak z préce: Schade, C.,: Der Nechweis des Virus der )
Nekrotischen und der Chlorotischen Ringfleckenkrankheit in Kirschen mit dem Latextest als
Schnellmethode. Arch. Pflanzenschutz, 7, 197i, s. 207-216. Gama globulinovou frakci jeme
pripravili vysrdZenim entiséra dialyzou proti 25 % roztoku sirenu amonného 3 hodiny za
chladu na megnetické michalce. Pb'odstfédéni 30 minut p#i 1000 g jsme sediment rozpustili
ve fyziologickém roztoku s prisadou C,02 % azidu sodného (v.1/10 plivodniho objemu antisé-
ra), Po dialyze pies noc proti fyziologickému roztoku pfi pokojové teplotZ jsme antisérum
zfedili do hodnoty titru pufrem 0,05 M Tris-HC1l, pH 652. Senzibilizaci jsme provedli late-
xovou suspenzl pro RF-test CSSR vyroby. Suspenzi jsme nejprve zredili 1:15 fyziologickym .
roztokem. Antisérum jsme smichali sé zred¥nou suspenz{ v pomZru 1:1 a senzibilizovali
t¥ikrdt po dobu 30 minut za ob&asného promichéni. Po keZdé senzibilizaci jsme suspenzi od-
stredili 30 minut pfi 5 000 g, sediment rozpustili do pdvodnfho objemu v 0,05 M Tris-HC1

s pfisadou 2 % jednoprocentniho roztoEu polyvinylpyrrolidonu. Nakonec jsme sediment roz-
pustili v 0,05 M Tris-HCl s 0,0l % azidu sodného, v jedné &tvrtin& ptvodniho objemu, =

_ ziskali tak senzibilizovené antisérum., Senzibilizovand antiséra uchovivime p¥i teplot&

4 °c.

1. zjistovént X-viru bramboru v bramboru a tabdku. \

Z rostliny bramboru jsme od¥{zli 5 cm &louhy vyhonek. V kapce destilevené vody nekép-
nuté v jemce podloZnfho skliéka Jjsme smoili plochu Yezu stonkem na n&kolik vterin. Proved-
1i jsme druhy pf{ény rez vyhonkem 2 cm od vrcholu a opdt smodili v kapce. Pfidali jsme kep-
ku senzibilizovaného antisére @ tiepali 20 minut na tfepadce. P¥{tomnost aglutindtu jsme

vyhodnotili vizuelné.

Jako kontrolu jsme pouZili latexovy test, kdy jsme z téhoi odfiznutého vyhonku vy-
madkali na elektrickém lisu 3tdvu, ne. 1 g rostlinné hmoty Jjsme p¥idali 5 ml destilovené
vody. Homogendt Jsme odstfedlll 10 minut p¥i 8 700 g. Kepku supernatantu jsme naképli do
jamky podloZniho sklfdka, pfidéli kapku senzibilizovaného antiséra, t¥epali 20-minut na

t¥epalce a aglutinaci vyhodnotili vizueln&.

ZkouSeli jsﬁe rostliny bramboru inokulovand X-virem, u nich? infekce dosud nebyla
prokdzéna & zdravé rostliny bramboru. Z 15ti rostlin bramboru inokulovenych X-virem jsme
' zjednodudenym postupem sérodiagnozy prokézali virus ve 14 rostlindch & kontrolnim- postu-

pem, pri kterém se z rostlin zfskdvé 3t4va, jsme virus prokdzali ve 13 rostlznéch. ZkouSky



zdravfch rostlin zjednodudenym i stévajicim postupem byly negativni.

Podobn¥ jsme zji%tovali i X-virus bramboru v tabdku. V kapce destilovené vody jsme
smé6e11 Yez llstem tabdku. V rostlindch tabdku infikovanych X-virem jsme virus ve viech

zkouékéch z jednodudenym postupem sérodiagndzy prokézeli.
2. Zji%tovén{ M-viru bremboru v bramboru.

M-virus bramboru jsme zji3tovali zjednoduéenymbpostupem sérodiagndzy obdobn& jako
X-virus bramboru. Rez vyhonkem rostliny jsme smé¥eli v kapce 0,01 M veronal - 0,007 M
fosfétovém pufru s pi{sadou 0,007'M EDTA a 0,01 M cysteinhydrochloridu, pH 7,0. Podobn#

i v kontrolnim postupu byle destilovend voda nahrazena timto pufrem. ZkouSeli jsme 20 rosf-
lin bramboru infikovanych N-virem bramboru. Ve vS3ech rostlindch jsme virus prokézali zjed-
nodudenym i kontrolnim testem. P¥i zkouSce zdravych rostlin bramboru nedo3lo v ¥d4dném pii-

- padé k aglutinaci.
3. 2jis¥ovént viru skvrnitosti karafiétu v rostlindch karafidtu.

Virus skvrnitosti karafidtu jsme zji3tovali zjedrnodudenym postupem sérodlagnozy \4

rostllnéch Sesti riznych odrid kareflétu.

Z rostlin karafidtu jsme odfizli vyhonek pfibliéné.4 cm dlouhy. Flochu Fezu jsme smo-
¢ili na n&kolik vtePin v kapce destilovené vody, nakédpnuté v jamce podlo¥niho sklf{lks. _
Provedii jsme druhy pri¢ny rez vrcholkem vyhonku, t.j. 4 aZ Eti vrcholovymillisty, a opdt
smo¢ili v kepce, Pridali jsme kapku senzibilizovaného entiséra proti viru skvrnitosti ke~

rafidtu @ trepali 20 minut na tFepadce, P¥{tomnost aglutindtu jsme vyhodnotili vizueln&.

Jako kontrolu jsme pouZili latexovy test, kdy jsme z tého# odﬁiznutého vyhonku vymad-
xali na elektrickém lisu stgvu. Na 1 g rostlinné hmoiy jsme pPidali 5 ml d¥{ve uvedendho
,veronal—fosfétovéhé pufru, pH 5,5. Homogendt jsme odstiedili 10 minut p¥i 8 700 g. Super-
natant jsme z'edili 1:10 destilovanou vodou. Kapku zied&ného supernatantu jsme neképli do
jamky podlo¥nfho sklf&ka, pridali kapku senzibilizovaného antiséra proti viru skvrnitosti

karafidtu, trepali 20 minut na tPepalce a aglutinaci vyhodnotili vizueln&. -

Celkem jsme vyzkouSeli 50 rostlin karafistu. Zjednodu¥enym testem jsme virus proké-

zali ve 48 rostlinéch, kontrolnim testem ve 49 rostlinsdch.

Piredmeét vynélezu

ZpUsob sérodiagnézy rostlinnych vird, s vyuZitim vysoké citiivosti antisér senzibi-
lizovangch latexem vyznelujici se tim, Ze se plocha‘fezu rostliny nebo jejf &ssti Sm&X{
v kapce vody, nebo vodného roztoku pufru, anebq pfimo senzibilizoveného antiséra tek, aby
se virové Zdstice z porandnych bundk e bun¥¥né 3Y4vy na Pezu dostaly do kapky a po inku-

baci s antisérem se dokéZe jejich pr{tomnost vyhodnocenim pf{tomnosti aglutindtu.
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