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SOLUTII TAMPON CONJUGAT CU O COMPOZITIE MODIFICATA UTILIZATE PENTRL O
METODA RAPIDA DE TESTARE IN PRECULTURA A INFECTHLOR VIROTICE ILA ZARTOFILIL
PENTRU SAMANTA

In sistemul de producere a cartofului pentru samanta este necesara testarea unui nNUMAr mere
de plante, pentru principalele virusuri ale cartofului (X.S, M, Y. A si rasuciri frunzelo-) si deci, un
consum mare de reactivi $i respectiv un volum urias de muncd Prin adaptarea .nei metode nrai
rentabile din punct de vedere economic comparativ cu cele folosite in prezent pe jlan national, s-ar
putea scidea pretul ridicat al analizelor la testarea virotica a materialului de planta: la cartof

Pani in prezent, pentru certificarea cartofului pentru samanta s-a utilizat la testare doar sic
extras din frunzele plantelor crescute in serd, plante obtinute din coltii tuberculilor la care s-a
efectuat intreruperea artificiald a repausului vegetativ. Desi metoda este aplicatd pe scard larza
pentru testarea materialului clonal si In programele de certificare a cartofului pentru saranta, ea are
si dezavantaje legate in special de durata completa a testului §i consurnul de energic.

Testarea tuberculilor in precultura, utilizind tehnica ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) se impune ca o necesitate stringentd in cadrul complexului de masur
fitotehnice si fitosanitare aplicate pentru obtinerea unui material cu un grad c¢ét mai redus de
infectii virotice, ocupand un loc important in sistemele nationale de producere si certificare a
cartofului pentru samanta. Siguranta testului depinde de numerosi factori, unul dintre cei mai
importanti fiind modul de prelevare a probei, respectiv partea din planta care este utiizatd pentru
testare . In cadrul ceretdrilor noastre, probele au fost prelevate in trei moduri: din frunze plantelor
si din tuberculi (fie direct din tuberculi, fie din coltii tuberculilor. in cazul intreruperii pe cale
naturala a repausului vegetativ).

Mentionam ca pentru testarea materialului clonal in perioada 2007-2011, sucul ne¢cesar
pentru testarea virusurilor X,S,Y,A si M a fost prelevat din coltii tuberculilor iar pentru PLRV
probele au fost extrase direct din tubercul (intrerupere repaus vegetativ pe cale naturala), metoda
fiind aplicata pentru prima data in tara noastra.

La testul ELISA din tuberculi si colti, etapele diferite in cazul cercetarilor noastre fatd de
metoda clasica (din frunze) au fost: pregitirea tuberculilor, modul de prelevare si distribuire a
extractului (shema 1).

MODIFICARI iN TEHNICA DE ANALIZA

1. PRELEVAREA PROBELOR
1. Prelevarea sucului (pregitirea tuberculilor, modul de prelevare si distribuire a extractului)
Pentru prelevarea provelor, se poate utiliza orice organ al plantei, dar trebuie sa se tina seama

de faptul ca
-distributia virusului in planta depinde foarte mult de:

- varsta (starea fiziologica a plantei)

- virus -atacul virotic este diferit intre diferitele parti ale aceleiasi plante
-atacul virotic este diferit in interiorul aceluiasi organ. Astfel. pot fi zone infectate si zorie
neinfectate in acelasi tubercul
-intervalul de timp intre momentul infectiei si momentul determinarii, deoarece duratele de timpi
pentru migrarea virusului difera intre diferitele organe ale plantei
-prelevarea sucului este hotaratoare pentru siguranta de testare a infectiilor virotice, mai ales in
cazul unor virusuri care nu pot fi eliberate si identificate ulterior decat daca se realizeaza o
distrugere mecanica a tesutului (nu numai o simpla presare).

1.1. Prelevarea sucului din frunze

Materialul vegetal (in general cate 4 frunze recoltate de la 4 plante obtinute din ochiurile
apicale prelevate de pe tuberculi, tratate cu solutie de giberelina - 3ml/10] apa si plantate) se
preseaza intr-o presa cu valturi, sucul se prinde intr-o fiola si se dilueaza in proportie de 1:3 cu
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solutie tampon de extractie. Din aceasta fiola, sucul diluat este transferat automat (multipipeta
SUMAL AD96) pe microplacile de polistiren captusite in prealabil cu anticorpii specifici.

1.2.Prelevarea sucului din colti

Daca tuberculii nu sunt incoltiti, acestia se pastreazal-2 saptamani (in functie de soi) intr-o
incinta in care temperatura este mentinuta la 22-24°C

Dupa ce marimea coltilor este de aporximativ 0,5-3cm se preleveaza cate un colt din zona
apicala sau ombilicala (in functie de virus) de pe fiecare tubercul, se introduc ir pungi sterile, se
zdrobesc manual. In fiecare punga se adauga cu ajutorul unei pipete de dispersie cate 3 ml de
tampon de extractie. Probele se omogenizeaza apoi cu ajutorul unui aparat MiniMax. dupa care
sucul diluat este transferat manual pe microplaci.

1.3.Prelevarea sucului din tuberculi

Aceasta este etapa care necesita cea mai parte din timpul afectat acestuj test. Locul optim
pentru extractia sucului este baza ochiului apical pentru majoritatea virusurilor cu exceptia
virusului rasucirii frunzelor (PLRV). Burghiul aparatului reuseste sa patrunda in acest fel atat in
stratul de periderm, in maduva cat si in tesuturile vaselor conducatoare (floem, xilem) ale
tubercului. De aceea. in acest fel se pot detecta toate virusurile. Atentie insa la virusul PLRV care
se determina cu siguranta doar in partea ombilicala

Sucul extras este diluat automat cu tampon de extractie, in functie de programul de dilutie
ales si este pipetat direct in alveolele microplacilor.

2. Avantajele si dezavantajelor noilor tehnici de prelevarea probelor

2.1.Testul ELISA cu extract prelevat direct din tuberculi

Pentru testul ELISA direct din tuberculi, sucul de planta a fost extras, diluat si distribuit
direct in placi utilizdnd un burghiu dentar modificat $i un sistem automat de absorbtie, dilutie si
repartizare a amestecului de solutie tampon de extractie si extract vegetal

Testarea ELISA cu prelevarea probelor direct din tuberculi a fost mai rapida, implicand o
perioadd mai scurta comparativ cu testul din frunze, dar a avut si unele dezavantaje si anume:

- o detectare satisfacatoare a virusurilor PVY si PVA se face numai daca tuberculii s-au

respectat conditiile de temperaturd si umiditate necesare pentru o incoltire corespunzatoare

si pentru evitarea deshidratérii tuberculilor;

- randament mai redus datoritd modului de extractie si de umplere a microplacilor (extractia

probei din tubercul necesitd mai mult timp comparativ cu cea realizaté din frunze, cu presa

electricd);

- o detectabilitate ceva mai redusd a testului in cazul nerespectarii conditiilor de pregitire a

tuberculilor inainte de testare.

2.2. Testul ELISA cu extract prelevat din colti (intreruperea naturala a repausului

vegetativ)

Testul ELISA din colti se poate face in timpul perioadei de depozitare, utilizand tuberculi
incoltiti pe cale naturala. Coltii prelevati in pungi de plastic sunt zdrobiti si omogenizati cu solutie
de tampon de extractie, dupé care probele sunt pipetate manual in placi.

Printre avantajele metodei din colti amintim:

- se reduc costurile necesare pentru cresterea plantelor in sere;

- se pastreazd intact materialul testat deoarece starea fiziologica a tuberculilor nu este

afectatd nici in timpul si nici dupa prelevarea probelor.

Prelevarea probelor din colti implicad urmatoarele dezavantaje:

- detectarea virusului rasucirii frunzelor (PLRV) este posibila doar daca maruntirea tesutului

vegetal este realizatd corespunzitor (avand in vedere localizarea virusului in floem, prin

sistemul de prelevare a probelor este posibil uneori ca membrana celulelor conducatoare sa
nu fie distrusa si in consecintd, virusul sd nu ajunga in extractul pentru testare);

- randament ceva mai redus, datorat in principal modului de prelevare a probei.

A
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3. Recomandiri pentru imbunititirea sigurantei de testarc (probe prelevate din

tuberculi)
3.1.Testarea tuberculilor imediat dupa recoltare (doar pentru virusurile PYM, PVX, PVS)
- Propunem pentru diagnosticarea virusurilor X, S, M in tuberculi neincoltiti urmatoarea varianta
de experimentare: tehnica cocktail ELISA cu o preincubare a sucului din tuberculi de 5 ore,
utilizarea unei solutii tampon extractie cu adaus de sulfit de sodiu (0.4%), dilutia extractului vegetal
= 1/5, citirea probelor dupa adaugarea substratului sa se faca dupa o ora. Celelalte etape ale testului
vor fi parcurse conform protocolului stabilit de Clark $i Adams (1987). Utilizadnd aceasta varianta,
s-ar putea evita tratamentele necesare pentru a intrerupe repausul germinativ al tuberculilor, s-ar
putea testa materialul din punct de vedere virotic imediat dupa recoltare, evitdndu-se transmiterea
mecanica a acestor virusuri in timpul manipularii, depozitarii.
- Pentru testarea probelor prelevate din tuberculi neincoltiti, in cazul variantelor de testare cu
preincubarea extractelor vegetale propunem utilizare solutiei tampon de omogenizare cu un
continut suplimentar de sulfit de sodiu 0.4%.
3.2. Depozitarea tuberculi
- Recomanddm ca inainte de intreruperea repausului germinativ a tuberculilor care vor fi testati
prelevand extractul direct din tuberculi, acestia sa fie depozitati cel putin 3 saptamani intr-o camefé
frigorifica, la 4°C, apoi cca o sdptaména la 22-24°C

I1. MODIFICAREA MODALITATII DE INCUBARE A PROBELOR

(TEHNICA COCKTAIL ELISA) (PENTRU PLRYV)
- In vederea maririi randamentului metodei si a reducerii consumului de reactivi s-au facut cercetari
privind modificarea metodei de diagnosticare a infectiei cu PLRV, prin adaugarea concomitenta a
sucului de planta si a conjugatului si incubarea simultana a acestora la 4°C. Astfel, s-a eliminat una
din etapele de spalare a placilor , s-a redus cantitatea de tampon de spalare utilizata. S-a constatat o
marire semnificativa a sensibilitatii si sigurantei testului Pentru aceste teste s-au folosit reactivi de
la doua firme ( Lowe- Germania si Bioreba-Elvetia)
- Pentru diagnosticarea virusului rasucirii frunzelor (PLRV) propunem in cazul tuturor variantelor
de testare (probe prelevate din colti, tuberculi, frunze) tehnica COCTAIL ELISA (incubare
simultani extract vegetal si IgG-conjugat)

IILUTILIZAREA UNOR COMBINATII DE IMUNOGLOBULINE, RESPECTIV
CONJUGATE
CONJUGATE

Pentru virusurile Y $i A se poate folosi metoda cu probe prelevate din colti, iar pentru
celelate virusuri metoda cu extract prelevat direct din tuberculi (dilutie 1/5). Pentru testarea
virusurilor Y si A se foloseste ca tampn de extractie tamponul Mcllvain. Pentru toate testele,
tamponul conjugat poate contine gelatina alimentara in Joc de BSA (albumind bovina).

Toate testarile se fac prin metoda ELISA standard (Clark $i Adams. 1977), insd cu
reducerea cantitatilor de reactivi / alveola la 120 microlitri pentru I1gG §i 100 microlitri pentru
extractul de plante, conjugat Si substrat. Placile se incubeaza timp de 15-21 ore la 5-7°C, iar
stabilirea valorii extinctiei se face la 405nm (E 405). Valoarea limita a extinctiei pentru probele cu
reactie negativa poate fi de max. 0,100.

Se pot utiliza la testarea prin tehnica ELISA, amestecurile de 2 antiseruri, fara sa fie afectata
semnificativ siguranfa de diagnosticare. Singurul dezavantaj al folosirii antiserurilor mixte consta
in aceea cd, in cazul reactiilor pozitive nu se Stie care din cele 2 sau 3 virusuri este prezent. Insa, in
producerea cartofului pentru samanta intereseaza in special dacd planta este sandtoasa sau infectata.
In anumite situatii. cAnd se doreSte a se Sti exact ce virus este implicat, planta sau plantele cu

reactie pozitiva se pot retesta cu seruri simple. Se pot utiliza urmitoarele amestecuri de antiseruri:
PLRV+PVA: PVY+PVM: PVX+PVS.
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INTRERUPEREA NATURALA A REPAUSULUI

~

TESTUL DIN
FRUNZE

l

TESTUL DIRECT
DIN TUBERCUL

N

TESTUL DIN
COLTI

incoltire tuberculi
20-22°C
34 stiptimfni

incoltire tuberculi
min.3 siptimani la 4°C
1 siptiméni la 20-22°C

incoltire tuberculi la 22-
24°C pana ce marimea
coltilor este 0,3-1cm
(aprox. 2-3 sdptimani)

v

Planta‘re in serd

I

Dezvoltare plante
timp de

y - Prelevare suc direct din Prelevare colti din
Prelevare suc din tubercul de langa baza coltilor zona apicala
frunze in tampon apicali, o datii cu dozarea

extractie automati a tamponului de 4
extractie Zdrobirea manuali a
coltilor si omogenizare
cu tampon de extractie

/ ¥
Pipetare AUTOMATA Pipetare Pipetare MANUALA
in micropliici tratate cu MANUALA/ AUTOMATA fn in microplici tratate

anticorpi microplici tratate cu anticorpi cu anticorpi

Testul ELISA

continuarea testului cu etapele urmatoare
(addugare conjugat, adiugare substrat, citire proba)

Figura 1. Pregitirea tuberculilor si prelevarea probelor pentru testul ELISA.

Pentru stabilirea structurii combinatiilor de seruri, este necesar ca in prealabil s se testeze
fiecare provenienfd de antiseruri, privind sensibilitatea Si tipul de aparitie a reactiilor dupa
adaugarea substratului. Aceasta, pentru ca intre virusuri s-au constatat intervale de 2-20 minute
pana la evidentierea vizibila a reactiilor de colorare, diferente ce depind atat de calitatea
antiserurilor, cat $i de concentratia virusurilor.

Utilizarea de seruri mixte pentru identificarea prin tehnica ELISA a infectiilor virotice,
prezintd unele avantaje economice atat privind consumurile de reactivi $i materiale, cat Si privind
randamentul metodei. Astfel, prin folosirea amestecului de 2 antiseruri se reduce cu 50% necesarul

4
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de tampoane pentru spalare, substrat $i diluarea anticorpilor $i conjugatului. precum $i consumul de
microplaci $i de paranitrofenilfosfat; de asemenea, comparativ cu utilizarea serurilor simple, se
obtine practic o dublare a numarului de probe ce pot fi analizate de o echipa/zi, fara sa fie necesara
o dotare suplimentard cu aparatura. In consecinta, prin utilizarea de antiseruri mixte, pentru
depistarea infectiilor virotice la producerea cartofilor pentru sdmanta, se realizeaza o reducere
apreciabild a costurilor testarii prin tehnica ELISA, care in general sunt ridicate.

V1. UTILIZAREA UNOR SOLUTII TAMPON (COMPOZITIE MODIFICATA)

1. Solutii tampon de extractie (omogenizare).Solutia Mcllvain (pentru virusurile PVY, PVA)
Propunem pentru testarea virusurilor Y si A (probe prelevate din frunze) substituirea tamponului de
omogenizare clasic cu solutia tampon Mcllvain Mcllvain (acid citric0.18M, fosfat
monopotasic0,18M, pH=7).  Probabil compozitia solutiei tampon Mcllvain contribuie la
stabilizarea nucleocapsidei virale, ceea ce conduce la o imbunatatire a reactivitatii serologice.
Mentiondm ci acest tampon se foloseste si la obtinerea suspensiel concentrate de virus din plantele
inoculate de Nicotiana tabacum, necesare prepararil de antiseruri pentru potyvirusuri.

2.Solutii tampon conjugat.

Propunem substituirea albuminei serice bovine (BSA) cu gelatiné alimentara

RECOMANDARI pentru determinari de serie:

-Tuberculii destinati pentru testare trebuie sa fie maturizati, suberizati, pentru a nu fi afectati
ulterior de putrezire. Pentru intreruperea reapusului germinativ tuberculii se pastreaza cel putin 3
saptamani la 4°C, apoi 1 sdptaména la 22°C numai respectarea stricta a acestei perioade de incubare
garanteaza reusita, siguranta testului

- In cazul testului din tubercul si din colti pentru diagnosticarea infectiilor cu virusurile PVM, PVX,
PVS prelevarea sucului trebuie sa se faca de la baza coltilor apicali respectiv din coltii apicali ai
tuberculilor (siguranta este maxima)

- Pentru identificarea PLRYV se va utiliza doar tehnica Cocktail ELISA cu probe prelevate direct din
tuberculi (de la baza coltilor ombilicali), iar pentru virusurile Y si A ale cartofului. probele vor fi
obligatoriu prelevate din coltii din zona apicala

- Evidentierea sigura a virusurilor cu ajutorul sucului prelevat direct din tuberculi nu se poate face
oricand. Concentratia virusului depinde de momentul infectiei si de starea fiziologica a
tuberculului. Pentru ca multiplicarea virusului are loc in tesuturi aflate in crestere, active asadar din
punct de vedere metabolic, pentru executarea testului este necesara intreruperea repausului
germinativ. Intreruperea naturala a repausului imbunatateste in majoritatea cazurilor detectarea
tuberculilor infectati cu PLRV, evidentierea PVY ramanand dificila si nesigura dacd probele sunt
prelevate direct din tuberculi.

- Pentru identificarea virusurilor Y si A, pentru omogenizarea §1 extractia probelor se poate folosi
solutia tampon Mcllvain (fosfat monopotasic 0,18M + acid citric 0,18M, pH=7), solutie care se
foloseste si la obtinerea suspensiei concentrate de virus din plantele inoculate de Nicotiana
tabacum, necesare prepararii de antiseruri specifice pentru potyvirusuri. Mentiondm ca aceastd
solutie nu contine polivinilpirolidona (reactiv de import).

- La prepararea solutiei tampon necesare pentru diluarea conjugatului, albumina serica bovina
(BSA-provenita din import) poate fi substituitd cu gelatina alimentara din comert

Concluzii

» Prelevarea sucului de frunza asigura cea mai buna evidentiere a infectiilor. concentratia
virusurilor fiind mai ridicata fata de tuberculi si colti

» Testareca ELISA cu prelevarea probelor direct din tuberculi asigura o detectare satisfacatoare

a virusurilor Y si A numai cu conditia utilizarii probelor prelevate din coltii din zona apicala

(tuberculi la care repausul vegetativ a fost interrupt pe cale naturala)

[.a toate soiurile analizate, testarea efectuata cu suc extras din colti de tuberculi a dat

rezultate concludente la toate virusurile.cu exceptia virusului rasucirii frunzelor (PLRV)

5
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~ Incubarea simultana extract planta+conjugat, in cazul virusului rasucirii frunzelor, a condus
la o evidentiere mai sigura a probelor infectate si la reducerea timpului de testare prin
eliminarea unei etape de incubare si spalare.

» Cu exceptia virusurilor Y, A toate celelalte virusuri se pot identifica cu sigurantd imediat
dupa recoltarea tuberculilor prelevarea probelor realizindu-se cu ajutorul extractorului
Sapex, tehnica de analiza fiind cocktail ELISA cu o preincubare a sucului din tuberculi de 5
ore in tampon extractie cu adaos de sulfit de sodiu (0,4%), dilutia extractului vegetal = 1/5.

~ Pentru testarea cartofului pentru saméanta se pot utiliza antiseruri mixte pentru 2 virusuri,
fara ca siguranta testului sa fie afectatd semnificativ. Utilizarea amestecurilor de 2 antiseruri
determina o reducere cu 50% a consumului de reactivi pentru tamponare, substrat Si
microplaci, precum Si o creStere substantiala a numarului probelor ce pot f1 analizate/ciclu
de testare.

~ La prepararea solutiei tampon necesare pentru diluarea conjugatului, albumina serica bovina
(BSA-provenita din import) poate f1 substituita cu gelatind alimentara din comert

Dr.ing. BADARAU CARMEN LILIANA —
oA
Ing. DAMSA FLORENTINA
. - P
Dr. ing. CHIRU SORIN CLAUDIAN "‘")Q'M]
¢

Director general ICDCSZ Brasov
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REVENDICARE DE METODA

Metoda de testare a infectiilor virotice ale cartofului pentru simanta caracterizati prin
utilizarea unor solutii tampon conjugat cu o compozitie modificata fata de cele clasice
(continut de gelatini alimentard 1% in loc de albumini serici bovina 0,2% sau lapte praf
0,2%), prelevarea probelor din tuberculi imediat dupa recoltare (pentru virusurile PVM,
PVX, PVS) sau dupa pistrarea acestora timp de 3 saAptimani la 4°C si 1 siptimani la 22°C
(pentru virusurile PLRV, PVY, PVA)
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