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Okreslenie optymalnego okresu pobierania prob
dla wykrywania BNYVV metoda ELISA
w roslinach buraka pochodzacych z plantacji
podejrzanych o0 wystepowanie rizomanii

Determination of optimal sampling time for detection of BNYVV by ELISA in sugar
beet plants from fields suspected of rhizomania occurrence

Warunki klimatyczne panujace w Polsce zwykle nie sprzyjaja wystapieniu wyraznych objawow
rizomanii na burakach cukrowych porazonych przez wirus nekrotycznego zo6tknigcia nerwow buraka
(Beet necrotic yellow vein virus, BNYVV). W wigkszosci wypadkow jedynym zauwazalnym
symptomem jest stabszy rozwoj porazonych ro§lin oraz zdétknigcie lisci. Czesto zmiany takie
przypisywane s3 innym czynnikom sprawczym, zwykle powigzanym ze zmienno$cia warunkow
glebowych i jej wilgotnoscia. Celem pracy bylo ustalenie optymalnego okresu pobierania prob do
analiz ELISA na obecno$¢ wirusa BNYVV w roslinach buraka pochodzacych z plantacji podejrzanych
0 wystepowanie choroby. Wytypowano sze$¢ plantacji buraka cukrowego w rejonach, w ktérych
wykrywano BNYVV w latach poprzedzajacych wykonanie powyzszych badan. Proby pobierano
w czterech terminach: 111 dekadzie lipca, 11 i III dekadzie sierpnia oraz I dekadzie wrze$nia 2000 roku.
Testowano sok z korzenia, liSci sercowych oraz lisci okotkow zewnetrznych. Uzyto koniugatow
i surowic firmy Bio-Rad. Uzyskane wyniki wykazaty, ze im pozniejszy byt termin pobierania proby na
badanych plantacjach, tym bardziej wzrastalo prawdopodobienstwo wykrycia wirusa w ro$linach.
W kolejnych terminach uzyskano pozytywny wynik testu ELISA dla odpowiednio 65%, 80%, 93%
i 100% pobranych rolin.

Stowa Kkluczowe: burak cukrowy, rizomania, termin pobierania préb

Climatic conditions in Poland are mostly unfavourable for development of characteristic
rhizomania symptoms in sugar beet plants. In most cases, the limited growth and leaf yellowing are the
only symptoms found in plants infected with BNYVV. Such symptoms are often confused with those
caused by poor soil quality or water deficit. The aim of this work was to determine the optimal period
for BNYVV diagnostics in plants originating from the fields suspected of rhizomania infestation.
Samples were taken four times (111 decade of July, Il and 111 decade of August, 1l decade of September
2000) from six fields located near the sites on which the occurrence of BNYVV was recorded in earlier
years. The samples for ELISA were extracts from root, plant heart, and the oldest leaves. Bio-Rad
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products were used in the test. It was found that a frequency of positive readings increased from 65%
in the first term of sampling up to 100% in the last one.

Key words: rhizomania, sampling term, sugar beet
WSTEP

Burak cukrowy jest jedng z wazniejszych roslin uprawianych w wielu regionach $wiata,
szczegblnie w Europie. Intensywnos$¢ jego uprawy powoduje, ze ta roslina jest szczegdlnie
narazona na oddziatywanie szeregu czynnikow chorobotworczych i szkodnikow.
Jednoczesnie specyfika pozyskiwania korzeni jako surowca, ich transportu i przerobu, jest
przyczyng bardzo tatwego rozprzestrzeniania si¢ organizmow szkodliwych zwigzanych ze
srodowiskiem glebowym. Przyktadem takim jest rizomania — choroba wywotywana przez
wirus nekrotycznego zotknigcia nerwow buraka (Beet necrotic yellow vein virus, BNYVV)
przenoszony przez organizm glebowy, Polymyxa betae. Choroba ta w stosunkowo krétkim
czasie rozprzestrzenita sie¢ na wszystkie rejony uprawy buraka cukrowego w Europie
(Richard-Molard, 1998). W Polsce po raz pierwszy wykryto ipotwierdzono jej
wystepowanie pod koniec lat osiemdziesigtych ubiegtego stulecia (Osiniska i in., 1989). Na
przetomie lat 80. i 90. rizomania wyst¢powata sporadycznie i nie stanowita powaznego
zagrozenia dla upraw burakow cukrowych (Jezewska i in. 1991). Wiadomo, Ze czynnikami
sprzyjajacymi rozwojowi choroby sa podwyzszona wilgotnos¢ itemperatura (Asher
i Blunt, 1987), a szczeg6lnie nawadnianie (Tuitert i Hofmeester, 1994). Po6zna infekcja,
spowodowana niekorzystnymi dla aktywno$ci wektora warunkami (przedluzajace sie
wiosng okresy o temperaturach ponizej 20°C) moze spowodowac, ze choroba w ogdle nie
wywota na roslinach objawow makroskopowych (Schéufele, 1983). Z sytuacja taka czesto
mamy do czynienia w Polsce. Buraki cukrowe porazone przez BNYVV wykazujg szereg
objawow chorobowych, z ktorych wiekszo$¢ jest malo specyficzna imoze by¢
spowodowana obecnoscig innych patogenow lub niedoborem sktadnikow pokarmowych
w glebie (Mdiller, 1982). Na polach bez wyraznych objawow choroby trudno jest na
podstawie obserwacji makroskopowych poda¢ przyczyng stabszego wzrostu burakow.
Zwykle przyczyn upatruje si¢ w bledach w nawozeniu, zroznicowaniu podglebia
i wilgotnosci gleby lub tez nie znajduje sie zadnych racjonalnych przestanek, dla ktérych
obserwuje si¢ dang sytuacje na polu. Dopiero odpowiednie testy diagnostyczne,
najpowszechniej stosowany jest test ELISA, pozwalaja na stwierdzenie czy sprawca
takiego stanu rzeczy jest BNYVV — i wywolywana przez niego rizomania.

Celem naszej pracy byto ustalenie optymalnego terminu pobierania prob do badan na
obecno$¢ BNYVV metoda ELISA w roslinach buraka pochodzacych z plantacji
podejrzanych o wystepowanie rizomanii.

MATERIAL I METODY

Wytypowano 6 plantacji buraka cukrowego zlokalizowanych w 3 rejonach, w ktorych
przeprowadzano obserwacje polowe oraz, z ktorych systematycznie pobierano préby: rejon
I — Wielkopolska, 1. okolice Srody Wielkopolskiej; 2. Winnagora
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rejon Il. — Kujawy, 1. Kusowo; 2. Strzelce Gérne.
rejon 1ll. — Pomorze, 1. Kosowo 1; 2. Kosowo 3.
Proby polowe pobierano 4-krotnie w nastepujacych terminach:
T1 — Il dekada lipca Rej. 1 27.07; Rej. 11'i 111 26.07
T2 — 1l dekada sierpnia Rej. 111.08; Rej. 11'i 111 14.08
T3 — 11l dekada sierpnia Rej. 1 31.08; Rej. I1i 111 21.08
T4 — 11 dekada wrzesénia Rej. 1 14.09; Rej. I1i 111 10.00.

We wszystkich terminach z kazdego pola pobierano po 10 roslin buraka z objawami
nieprawidlowego rozwoju. BNYVV wykrywano wedlug metody testu ELISA (Clark
i Adams, 1977), niezaleznie w 3 czeSciach kazdej ro$liny: wliSciach zewnetrznych
(najstarszych) i sercowych (najmtodszych) (Jezewska i Piszczek, 2002) oraz w korzeniu
(w strefie korzonkow bocznych, do 1 cm w glab skorki, w czgséci wierzchotkowe).

Do testoéw uzywano koniugatow i surowic firmy Sanofi Phytodiagnostics (obecnie Bio-
Rad). Za proby pozytywne uwazano takie, w ktérych uzyskiwano wynik pozytywny dla
jednego z prowadzonych testéw, tzn. gdy wirus wykryto w soku zlisci lub korzeni
badanych roslin.

WYNIKI

Obserwacje polowe

Stan roslin w trzech rejonach pobierania prob na poszczegdlnych plantacjach
W kolejnych terminach byl nastepujacy.

Rejon |
— Plantacja w okolicy Srody Wielkopolskiej
T 1 (termin 1) — 27 lipca. Stan ogdlny roslin byt dobry. Nie stwierdzono wyraznych
objawOw porazenia przez wirusy.
T 2 — 11 sierpnia. Stopniowe réznicowanie wygladu roslin, zwtaszcza na brzegach pola
byly widoczne rosliny stabiej rozwinigte. Pojawily si¢ pierwsze objawy porazenia przez
wirusy, nie tylko rizomanii, ale takze mozaiki i zoltaczki.
T 3 — 31 sierpnia. Objawy chorob nasility si¢. Zaobserwowano rosliny z objawami
rizomanii, tzn. przejasnien nerwow lisci.
T 4 — 14 wrzeénia. Obraz plantacji nie ulegt wigkszym zmianom.
— Plantacja w Winnejgorze
T 1 — 27 lipca. Stan og6lny roslin byt dobry. Pojedyncze rosliny wykazywaly objawy
mozaiki i pofatdowan lisci.
T 2 — 11 sierpnia. Liczba ro$lin z objawami powodowanymi przez wirusy ulegla
zwigkszeniu.
T 3 — 31 sierpnia. Wigkszos¢ roslin wykazywata objawy silnego porazenia wirusami, co
sprawilo, ze stan ogolnej uprawy byt raczej staby. Korzenie gléwne byly stabo rozwinigte.
T 4 — 14 wrze$nia. Stan og6lny uprawy byt staby z powodu znacznego udziatu roslin
Z objawami porazenia wirusami.

Rejon 11
— Plantacja w Kusowie — Kujawy
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T 1 — 26 lipca. Stan pola byl bardzo nieréwny, z widocznymi zagl¢bieniami terenu
(wymokliska) i miejscami z silnie ugnieciong gleba. Na tych czeséciach pola stwierdzono
ro$liny wyraznie gorzej rosngce o systemie korzeniowym silnie skroconym, typowym dla
gleby oztej strukturze ipodwyzszonej kwasowosci. Nie zanotowano rdznic
W wybarwieniu lisci.
T 2 — 14 sierpnia. Ogoélny widok pola nie ulegl zmianie. Pojawily si¢ pierwsze
przejasnienia i zotkniecia lisci, obejmujace czgsci wierzchotkowe blaszek liSciowych.
T 3 — 21 sierpnia. Widoczne byto coraz wyrazniejsze zotknigcie blaszek lisciowych od
ich gornych brzegow, zanikajace ku dotowi. Zaobserwowano zmiany ksztattu lisci
sercowych na bardziej wydtuzony oraz z nieznacznym pofatdowaniem blaszek lisciowych.
T 4 — 10 wrzesnia. Obraz byl podobny do obserwowanego poprzednio - wyrazne
z6tknigcie lisci oraz zmiany ksztattu lisci sercowych. Na przekrojach niektorych korzeni
ros§lin ujawnilo si¢ Sciemnienie wigzek przewodzgcych. Korzenie byty twardsze przy
krojeniu.
— Plantacja w Strzelcach Gérnych
T 1 — 26 lipca. Wystepowato zréznicowanie ros§lin na skutek nierdbwnomiernych
wschodow. Czes¢ roslin byta wyraznie stabsza, z objawami niedokarmienia.
T 2 — 14 sierpnia. Zanik zr6znicowania W wielkosci roslin.
T 3 — 21 sierpnia. Obraz plantacji w zasadzie nie ulegt zmianom. Zaobserwowano ro$liny
z duza liczbg korzeni bocznych.
T 4 — 10 wrzesnia. Buraki nie wykazywaty objawow porazenia przez wirusy.

Rejon |11
Plantacja 1 w Kosowie — Pomorze. Na polu, na ktérym prowadzono obserwacje, buraki
nie byty uprawiane od ponad 15 lat.
T 1 — 26 lipca. Na plantacji placowo widoczne byly rosliny nieco wolniej rosnace,
0 mniejszych korzeniach, z li§¢émi o stabszym zielonym wybarwieniu.
T 2 — 14 sierpnia. Roznice w wybarwieniu roslin poglebity sie, obszary ich wyst¢powania
przybraly wyrazisty ksztalt wydtuzonych placow. Na niektorych korzeniach widoczne byty
»brody” korzeniowe.
T 3 — 21 sierpnia. Zétkniecie lisci stwierdzono u wigkszej liczby roélin. Na przekroju
korzeni wigzki przewodzace wyraznie widoczne i stwardniate.
T 4 — 10 wrzes$nia. Niemal na calej powierzchni pola wystgpowaty rosliny pozotkle,
wielko$¢ korzeni byly zroznicowana. Ogélna kondycja roslin byta dobra, wskazujaca na
uzyskanie wysokiego plonu.
— Plantacja 2 w Kosowie
T 1 — 26 lipca. Objawy na roslinach byly podobne do obserwowanych na plantacji 1
w Kosowie, dodatkowo zauwazono pierwsze zmiany pokroju li§ci sercowych.
T 2 — 14 sierpnia. Przeciwnie niz na plantacji 1, nieliczne pozoétkle rosliny obserwowano
jedynie na obrzezu pola.
T 3 — 21 sierpnia. Pojawily si¢ pierwsze wyrazne objawy chorobowe na lisciach;
z6tkniecie wiazek przewodzacych, deformacje blaszek lisciowych (pofaldowania). Na
korzeniach byty widoczne wyrazne brody. Na przekroju korzeni widoczne byty wyrazne
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pociemniale wigzki przewodzace. Rosliny o opisanych objawach rosty pomigdzy roslinami
Z pozoru zdrowymi.

T 4 — 10 wrzeénia. Objawy na plantacji nie ulegly wigkszym zmianom. Zanotowano
wigcej roslin o pozotktych blaszkach lisciowych, ale bez dodatkowych symptomow
chorobowych.

Badania laboratoryjne

Ogoétem przebadano 240 roslin buraka zebranych z wytypowanych 6 plantacji. Przy
uwzglednieniu trzech czgsci rosliny: liScie zewngtrzne, liScie wewngetrzne i korzen, analizie
poddano 720 prob.

Obecnos¢ BNYVV wykryto w 203 roslinach uznajac za porazong przez wirus, gdy
wynik dodatni uzyskano dla dowolnej, testowanej czgéci rosliny. Stanowito to 84,6%
ogolnej liczby badanych roélin. Wyniki dotyczace obecnosci BNYVV w probach
pobranych w czterech terminach z sze$ciu plantacji buraka zamieszczono w tabeli 1.

Tabela 1
Obecno$¢ BNYVYV w roslinach pobranych z szeSciu plantacji buraka w czterech terminach
Presence of BNYVV in sugar beet plants collected from 6 plantations in four terms

Liczba roslin z wykryta obecnoscia BNYVV
Lokalizacja Number o_f plar_wts infected by B_NYVV
Location termin pobierania préb — sampling term
111 dekada lipca Il dekada sierpnia 111 dekada sierpnia 1T dekada wrze$nia
111 decade of July 11 decade of August 111 decade of August | Il decade of September
Sroda Wlkopolska 6 9 10 10
Winnagéra 9 8 9 10
Kusowo 10 8 10 10
Strzelce G. 3 8 10 10
Kosowo | 7 7 7 10
Kosowo Il 4 8 10 10
Ogblem 39 (65%) 48 (80%) 56 (93%) 60 (100%)

Total

Najwyzsza wykrywalno$¢ wirusa uzyskano w ostatnim tescie, tzn. badajac proby roslin
pobrane w najpdzniejszym, wrzeSniowym terminie. Zdecydowanie zbyt wczesny okazat
si¢ pierwszy termin pobierania prob, tzn. trzecia dekada lipca. Obserwowany efekt byt
spowodowany stopniowym wzrostem liczby infekcji zachodzacych w trakcie sezonu
wegetacyjnego. Testy wykazaly rowniez, ze na plantacjach, na ktorych stwierdzano
makroskopowo slabe imato specyficzne objawy choroby (Kusowo, Strzelce Gorne
i Kosowo 1), BNYVV wykryto we wszystkich roslinach pobranych w Il dekadzie
wrzesnia.

WNIOSEK

1. Najwyzszg wykrywalnos¢ BNYVV w roslinach buraka stwierdzono przy pobieraniu
préb w ostatniej dekadzie sierpnia i we wrzesniu.
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