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Detection of PVY, PVM and PVS in potato plants
by DAS-ELISA in combined samples from 5 plants

Wykrywanie PVY, PVM i PVS w roslinach ziemniaka
testem DAS-ELISA w prébach ztozonych z 5 roslin

Stawomir Wrdbel

Summary

The aim of this study was to determine the capability of detecting viruses in combined potato plant samples using a single DAS-
ELISA (double-antibody sandwich — enzyme linked immunosorbent assay) test. Only after a positive virus detection, an additional test
was done for each plant individually. In three series of investigations a total of 1350 potato plants infected with PVY (Potato virus Y),
PVM (Potato virus M) and PVS (Potato virus S) were evaluated. The same plants were diagnosed both in combined samples and each
plant separately. It was found a convergence of 94-100% for PVY, 83—100% for PVM and 100% for PVS. More than half positive results
of virus detection in combined samples were the cases in which only one plant among five tested was infected with virus which was
easily detected due to high sensitivity of used reagents. The use of combined samples allowed to reduce the cost of DAS-ELISA tests
only at low values of infection — maximal to 20%.
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Streszczenie

Celem badan byto okreslenie mozliwosci wykrywania wiruséw testem DAS-ELISA (double-antibody sandwich — enzyme linked
immunosorbent assay) w prébach zbiorczych roslin ziemniaka. Po stwierdzeniu pozytywnego wyniku przeprowadzano dodatkowg
ocene dla kazdej rosliny z osobna. W trzech seriach badan ocenie poddano 1350 roslin ziemniaka porazonych wirusami: PVY (Potato
virus Y), PVM (Potato virus M) i PVS (Potato virus S). Te same rosliny testowano w prébach zbiorczych, jak i w pojedynczych.
Stwierdzono 94-100% zbieznos$¢ wynikéw dla PVY, 83-100% dla PVM i 100% dla PVS. Ponad potowe pozytywnych wynikéw dla préb
zbiorczych stanowity przypadki, w ktérych tylko jedna roslina wsréd pieciu testowanych byta porazona wirusem, mimo to z tatwoscia
byt on wykrywany, co $wiadczy o wysokiej czutosci uzytych przeciwciat. Zastosowanie préb zbiorczych pozwala istotnie ograniczyé
koszty testow DAS-ELISA, ale jedynie przy niskich wartosciach porazenia — maksymalnie do 20%.
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Wstep / Introduction

Test ELISA (enzyme linked immunosorbent assay)
pomimo, ze opracowany zostal 35 lat temu (Clark i Adams
1977) stanowi nadal dostatecznie wiarygodna i czula
technike w diagnostyce wirusow roslinnych i jest rutynowo
stosowany przez jednostki naukowe oraz Panstwowa
Inspekcje Ochrony Roslin i Nasiennictwa w badaniach
weryfikacyjnych materiatdw nasiennych. Pomimo pow-
szechnego wykorzystywania testu ELISA nie jest on tania
technikg diagnostyczna. Nadal poszukiwane sa mozliwos$ci
obnizenia kosztow badan bez pogorszenia ich jakoSci.
Jednym ze sposobow jest mozliwos¢ wykrywania wirusow
bezposrednio w bulwach ziemniaka (Fox i wsp. 2005;
Treder 1 wsp. 2009). Metoda ta pozwala na pominigcie
bardzo kosztownego etapu, jakim jest wykonywanie tzw.
proby oczkowej. Z kolei modyfikacje samej procedury
DAS-ELISA (double-antipody sandwich — enzyme linked
immunosorbent assay) poprzez ulepszanie sktadu buforow
(Singh 1 Somerville 1992; Badarau i wsp. 2009, 2010),
zastosowanie metody koktajlowej (Kaniewski i Thomas
1988; Singh i Somerville 1992; Treder i wsp. 2004) lub
stosowanie multipleks ELISA na rézne wirusy (Grimm
i Daniel 1984) poprawiaty w badaniach czulo$¢ testu oraz
skracaly czas jego wykonania. Inna mozliwoscia jest
zastosowanie czulszych, ale i drozszych technik np. RT-
PCR (reverse transcription polymerase chain reaction)
i testowanie w jednej probie, soku z 10, a nawet 50 roslin
na wirusy i bakterie (Anonymous 2011). Poza istotnym
obnizeniem kosztow tak duza liczba jednocze$nie
ocenianych roslin niesie ryzyko niedoszacowania poten-
cjalnego porazenia.

Celem badan bylo okreslenie mozliwosci wykrywania
wiruséw w probach taczonych (zbiorczych) testem ELISA,
ktore w tym przypadku skladaly si¢ z pigciu roslin
ziemniaka. Po stwierdzeniu pozytywnego wyniku
wykonywano dodatkowa oceng kazdej rosliny oddzielnie.

Materialy i metody / Materials and methods

Badania przeprowadzono w 3 seriach dla PVY i PVM
oraz w jednej serii dla PVS, testujac kazdorazowo po
450 roslin w réznym stopniu porazonych tymi wirusami
(tab. 1). Kazda seria to inna partia materialu. Po 6-8
tygodniach od wysadzenia wycinkéw oczkowych bulw do
doniczek w szklarni, zbierano pojedyncze liScie z pigciu
kolejnych roslin (proba zbiorcza) i wyciskano sok, ktory
nastgpnie analizowano (test DAS-ELISA) na obecno$é
wirusow. Jednoczesnie testowano kazda z roslin oddziel-
nie. Wszystkie li§cie w kazde;j serii zbierano w tym samym
dniu. Do testu ELISA wykorzystano plytki poliestrowe
96 dotkowe F-profil Greiner Bio-One (nr katalogowy:
655101) oraz przeciwciata z firmy Neogen: PVY (poli-
klonalne) — nr katalogowy: 1142-07, PVM (poliklonalne) —
nr katalogowy: 1139-07, PVS (monoklonalne) — nr kata-
logowy: 1043-07. W trakcie testow ELISA stosowano
obnizone z 200 pl do 100 pl objetosci buforéw w stu-
dzienkach. Takie objgtosci buforéw nie pogarszaja jakosci
testow, przy czym zmniejszaja wystgpowanie tzw. reakcji
niespecyficznych, jak np. tta (warto$¢ ekstynkcji dla roslin

zdrowych) oraz dodatkowo istotnie obnizaja koszty
wykonania testu. Do oplaszczania plytek przeciwciatami
stosowano bufor weglanowy zawierajacy w jednym litrze
wody destylowanej: 1,59 g Na,COs;, 2,93 g NaHCO;
10,2g NaN; (pH 7.4). IgG rozcienczano w stosunku
1:1000. Pomigdzy kolejnymi etapami testu ELISA za
kazdym razem ptytki ptukano 3—4-krotnie PBS z 0,05%
Tween 20 (pH 7,4). Sok z lisci rozcienczano w stosunku
1:7 (dwie krople soku na 750 pl buforu) buforem
ekstrakcyjnym, zawierajacym w 1 litrze PBS dodatkowo:
20 g PVP; 0,5 ml Tween 20; 2 g albuminy wolowej i 4 g
Na,SO; (pH 7,4). Ten sam bufor uzywano réwniez do
rozcienczania koniugatu przeciwciat z alkaliczng fosfataza.
Po wyptukaniu z plytek buforu nakladano roztwor
fosforanu p-nitrofenolu (sktad na 1 1 wody: 97 ml
dwuetanoloaminy; 0,2 g MgCl, x 6 H,O i 0,2 g NaN; — pH
9,8). Odczytu absorbancji dokonywano w 405 nm.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Porazenie testowanych roslin wirusami w kazdej z serii
byto bardzo zrdéznicowane (tab. 1). Ro$lin porazonych
PVY bylo najwigcej (2,8-15,7%), natomiast najmniej
PVM (0,7-2,8%). Porazenie PVS wynosito 10,6%. Niski
udzial roslin porazonych w calej partii pozwolil na
zdecydowanie lepsza oceng prob taczonych, ze wzgledu na
bardzo czgste wystgpowanie pojedynczych roslin zainfe-
kowanych wirusem w grupie pigciu jednocze$nie testo-
wanych. W praktyce sytuacja taka powinna wplywaé¢ na
zmniejszenie koncentracji wirusa w soku w probie
zbiorczej, co moze sprawiac¢ trudnosci w jego wykrywaniu
(Treder 1 wsp. 2009). W przeprowadzonych badaniach nie
stwierdzono wyraznego obnizenia poziomu ekstynkcji
w probie zbiorczej w porownaniu do S$redniej dla
pojedynczych roslin (tab. 2). Moze to mie¢ zwiazek ze
stwierdzana do$¢ wysoka koncentracja wiruséw w ros-
linach. Jedynie w III serii dla PVM poziom ekstynkcji
w probie zbiorczej byl 2-3-krotnie nizszy niz dla
pojedynczych roslin. Pomimo tego, w tescie ELISA re-
akcje pozytywne byly bardzo wyrazne na tle ro$lin
zdrowych (reakcja negatywna).

Wsréd stwierdzonych w probach taczonych pozy-
tywnych wynikéw dla PVY, ponad potowe (56-66,7%)
stanowity przypadki, w ktorych tylko jedna roslina wsrod
pigciu testowanych byla porazona wirusem, a skuteczno$¢
wykrycia wirusa byla bardzo wysoka (od 94 do 100%)
(tab. 2). Wartos¢ ekstynkcji zarowno dla pojedynczych
ro$lin z wirusem, jak i w probie zbiorczej byta wysoka —
srednio powyzej 2,0 po 3 godzinach inkubacji.

Dla PVM tylko w dwoch przypadkach w III serii badan
nie udato si¢ wykry¢ w probie zbiorczej porazenia tym
wirusem (tab. 2), co najprawdopodobniej zwiazane bylo
z niska koncentracja wirusa w roslinach. Ponadto, w 80%
przypadkow dla ktorych w probach taczonych stwierdzono
porazenie, tylko jedna na pig¢ testowanych ro$lin byta
porazona wirusem, co tez wptyneto na wyrazne obnizenie
jego koncentracji w soku w probie zbiorczej. Wedhug
Munzerta i wsp. (1981) oraz Wrdbla i Dutki (2010)
koncentracja wirusow w liSciach jest silnie skorelowana
z wiekiem ro$lin, przy czym jest ona rézna dla posz-
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czegblnych wiruséw. Najwigksza koncentracje PVM osia- ~ Watpliwosci budzi jedynie jeden przypadek, w ktorym
ga 0 10-14 dni wcze$niej niz PVY. W probie zbiorczej stwierdzono obecnos¢ PVS, co nie

Na podstawie wynikéw jednej serii badan stwierdzono  zostato potwierdzone przy testowaniu pojedynczych roslin.
100% wykrywalno$¢ PVS w probie zbiorczej (tab. 2).

Tabela 1. Liczba ro$lin ziemniaka porazonych PVY, PVM i PVS
Table 1. Number of potato plants infected with PVY, PVM and PVS

Seria — Serie Roslin badanych — Tested plants PVY PVM PVS
I 450 69 3 -
I 450 71 4 -
I 450 13 13 48

Tabela 2. Porownanie skutecznos$ci wykrywania PVY, PVM i PVS w probach zbiorczych roslin ziemniaka (po 5 roslin) i metoda
tradycyjna (ocena kazdej rosliny)

Table 2. Comparison of the effectiveness of detecting PVY, PVM and PVS in combined samples of potato plants (5 plants together)
and traditional method (assessment of each plant)

Stwierdzone porazenie (liczba ro$lin) Srednia warto$¢ ekstynkcji®
Detected infection (number of plants) Average absorbance
Wirus Seria Zbicznosc wynikéw rosliny zdrowe
. . 5bie zbi ; Results convergence . $li ;
Virus Serie w piLOblembeii?rgzeJ W teécie tradycyjnyl (%] & plants without rlzlsltlsn\};]vﬁl(irjizriI;Zs
sc;mplese in traditional test viruses p
5 r 5 1
I 47 50 94 0,047 0,027 2,352 2,479
PVY 1I 48 50 96 0,087 0,085 2,108 2,257
I 9 9 100 0,007 0,012 1,672 2,159
I 3 3 100 0,036 0,026 2,396 2,500
PVM 1I 3 3 100 0,025 0,027 1,178 1,252
I 10 12 83 0,012 0,008 0,544 1,367
PVS I 25 25 100 0,010 0,015 2,502 1,889

! przynajmniej jedna roslina porazona z grupy pieciu testowanych w probie zbiorczej — at least one infected plant from group of five tested in combined
sample

>po 3 godzinach (PVY, PVM) i 1 godzinie (PVS) inkubacji (A4os) — after 3 hours (PVY, PVM) and 1 hour (PVS) incubation (Asos)

35 — proba zbiorcza (sok z 5 roslin), 1 — test dla pojedynczych roslin — 5 — combined sample (sap from 5 plants), 1 — traditional test for single plants

Tabela 3. Korzysci zastosowania prob zbiorczych na przyktadzie PVY
Table 3. Advantages of using combined samples of potato plants based on PVY

Wyszczegdlnienie Pojedyncze rosliny Proby zbiorcze (5 roslin)
Specification Single plants Combined samples (5 plants)

Liczba badanych roslin
Number of tested plants 1350 1350
Liczba testow do wykonania *
Number of units to will be carried out 1350 270 +3520
Liczba pozytywnych reakcji 153 104
Number of positive reaction
Srednia skuteczn.osc wykr}{wanla wirusa 100% 96.6%
An average efficiency of virus detection
Liczba potrzebnych mikroptytek PS (96 dotkowych) 15 3.8
Number of needed 96 well microplates ’
Szacunkowy koszt badania proby (1,23 PLN/test) 1660.5 9717
Estimated cost of sample (1.23 PLN/unit) ’ ’
Oszczgdno$¢ — Saving 0% —40%

*dodatkowe testy kazdej z 5 roslin, dla ktorych w probie zbiorczej stwierdzono porazenie PVY (107)
additional tests each of 5 plants for which in combined samples infection with PVY was prove (107)
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Tabela 4. Potencjalne oszczedno$ci zastosowania prob zbiorczych dla oceny partii 450 ros$lin w zaleznosci od przewidywanego

porazenia wirusami

Table 4. Potential savings of using combined samples of 450 plants depending on forecasting of virus infection

L. Szacunkowa liczba testow . L.
Porazenie . « Potencjalne oszczednosci
. do wykonania Koszty* — Costs . .
Infection . Potential savings
o Estimate of tests number [PLN] o
(%] - [%0]
to be carried
1-5 90 + 65 190,7 —66
6-10 90 + 125 264,5 -52
11-20 90 + 250 418,2 24
21-30 90 + 370 565,8 +2
>35 90 + 450 664,2 +20

*koszt jednego testu — 1,23 PLN brutto — cost of one unit — 1.23 PLN

Koncentracja PVS w partii ocenianych ro$lin byta bardzo
wysoka, uzyskany wynik w tym jednym przypadku nalezy
traktowac¢ jako blad, ktory w dalszych analizach nie byt
uwzgledniany. Dla okoto 70% przypadkow, w ktorych
w probie zbiorczej stwierdzono porazenie PVS tylko jedna
na kazde pig¢ analizowanych roslin byla porazona tym
wirusem. Zatem pomimo nizszej koncentracji PVS (sok
zro§liny porazonej byt dodatkowo rozcienczony sokiem
z pozostatych czterech zdrowych roslin) wirus byt dobrze

wykrywalny.

Korzysci ekonomiczne / Economical benefits

Zastosowanie prob ztozonych z 5 roslin ziemniaka
w analizie porazenia PVY ocenianego materiatu (1350 ros-
lin) pozwolitoby w praktyce na 40% oszczgdnosci ponie-
sionych kosztow (tab. 3). W przypadku pozostatych
wirusow, ktorych udzial byl znacznie mniejszy niz PVY,
korzysci bylyby jeszcze wigksze. Jedynym minusem jest
konieczno$¢ wykonania powtérnych badan tych ro$lin, dla
ktorych w probie zbiorczej stwierdzono porazenie.

Wraz ze wzrostem, w ocenianej partii, udziatu roslin
porazonych wirusami, rosnie roéwniez liczba dodatkowych
testow do wykonania w przypadku proby zbiorczej.
Oszacowano potencjalne korzysci jego wykorzystania
w zalezno$ci od przewidywanego porazenia materiatu
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