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Metodika vznikla za finan¢nej podpory MP SR a je vystupom rieSenia rezortnej ulohy
vyskumu a vyvoja na roky 2010 — 2012 rieSenej v ramci ,,Nového modelu vedy a vyskumu
Vrezorte  Ministerstva  pédohospoddrstva SR“ : AGROBIOTECHNOLOGIE
A MOLEKULARNA DIAGNOSTIKA OCHORENI VYBRANYCH HOSPODARSKY
VYZNAMNYCH PLODIN (AGROBIOVIR)

Imunochemicka detekcia tobamovirusov v paprike ro¢nej a v rajéiaku jedlom.

Predmetom metodiky je zavedenie imunochemickej metody DAS ELISA pre detekciu
tobamovirusov TMV a TOMV vV paprike ro¢nej a raj¢iaku jedlom na Slovensku, nakol’ko tieto
virusy spdsobuji zna¢né ekonomické straty. Metdda je zalozend na detekcii virusov pomocou
polyklonalnych protilatok Specifickych k antigénu virusu, na ktory sa navédzuju protilatky
S enzymom vyvolavajicim farebnt reakciu so substratom. Aplik4dcia metodiky predpoklada
zédkladné vybavenie imunochemického laboratéria. Specifickd a véasna detekcia virusov
umozni u¢innu aplikdciu ochrannych opatreni a tym pozitivne ovplyvni vynos papriky a
raj¢iaka. Detekcia TMV a ToMV tiez umozni lepSie hodnotenie odrod papriky a rajciaka v

odrodovych skuskach a pri Sachteni papriky a raj¢iaka na rezistenciu voci tobamovirusom.

Metodika je ur€end organom Statnej spravy, Slachtitel'skym organizaciam

a pol'nohospodarskej praxi.

Literarny prehl’ad

Podiel pestovanej plodovej zeleniny na Slovensku tvori 39% celkovej produkcie
pestovanej zeleniny (Statisicky trad SR, 2006). Paprika roéna (Capsicum annuum L.) a
rajCiak jedly (Solanum lycopersicum L.) patria z hl'adiska agrotechniky a hospodarskeho
vyznamu ku strategickym zelenindam na Slovensku aj inde vo svete. Prostredie, v ktorom
rastliny Ziji je charakterizované urcitymi vonkaj$imi podmienkami, ktoré¢ st pre ich rast,
vyvo] arozmnozovanie priaznivé, alebo nepriaznivé. Nepriaznivy vplyv vonkajSieho
prostredia mdze spomal'ovat’ Zivotné funkcie rastlin, poskodzovat’ ich jednotlivé organy, ¢o
V krajnom pripade vedie k odumretiu rastliny. Jednym velmi doélezitym faktorom
ovplyviujicim zivotné pochody papriky a raj¢iaka je napadnutie virusmi rodu Tobamovirus.

Tobamovirusy patria medzi najrozsirenejSie virusy na celom svete, nakol’ko maju vel'a
hostitel'ov, su prenosné mechanicky a mnohé aj semenami, prezivaja v pdde, zvyskoch rastlin
atd’..Vyznacuji sa mimoriadne vysokou infekénost'ou a odolnost’ou voci vonkajsim vplyvom.
Napadaji vSetky druhy celade Solanaceae. Priznaky ochorenia sa zacinaju prejavovat
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zosvetlenim zil listov. Neskor sa vytvaraju zlté Skvrny na listovej Cepeli, takze listy
nadobudaju zIté zafarbenie. Intenzita zltnutia listov variruje od bledej az po citrénovu farbu.
Typickymi symptomami ochorenia st mozaiky, uktorych sa striedaji zelené, ZzIté
a chlorotické oblasti, ktoré sa zafarbuju dohneda a nastava nekroza. Napadnuté rastliny
zaostavaju v raste, su slabsie olisten¢, deformuji sa. Kvety vytvorené pocas chlorotického
Stddia z vicSej Casti opadévaju. Vytvorené plody sa vyvijaji pomalSie, deformuji sa.
Rastliny postupne odumierajq.

Ochorenia spdsobené¢ tobamovirusmi zapri¢inuju zavazné ekonomické straty
V pestovani papriky ro¢nej a rajéiaka jedlého najmé znizovanim ich trody a kvality. Preto je
velmi dolezitd skord, rychla a presnd diagnostika tohto ochorenia pomocou spolahlivych
metdd. Spravna identifikdcia patogénu je v procese ochrany rastlin najdélezitejSim krokom,
od ktorého sa odvijajii nésledné rieSenia. NajbeznejSie pouZzivanou sérologickou metdédou
detekcie virusovych ochoreni je ELISA (Enzyme linked immunosorbent assay), ktora bola do
rastlinnej virologie uvedena uz v 70-tych rokoch (Clark a Adams, 1977) a stala sa Siroko
vyuzivanou metédou na detekciu a identifikaciu rastlinnych virusov vratane tobamovirusov
(Sevik a Kose-Tohumcu, 2011 a ini). Jej principom je schopnost Specifickej rastlinnej
protilatky rozoznat’ antigén virusu (vdcSinou obalovy protein). Protilatka je naviazand na
steny platnicky, do ktorej sa nasledne pridd vzorka (homogenat z diagnostikovaného
rastlinného materialu). Ak vzorka obsahuje virus, tak dojde k naviazaniu virusového antigénu
na protilatku. V d’alsom kroku sa aplikuje sekundarna protilatka nesuca reportérovi molekulu,
ktora sa naviaze na antigén virusu. Reportérovou molekulou je vicSinou enzym rozkladajici
substrat za zmeny jeho farby. Farebnd zmena indikujuca pritomnost” virusu vo vzorke sa
deteguje spektrofotometricky. Kvoli pouzitiu dvoch protilatok sa tato metdda nazyva aj DAS-
ELISA (double antibody sandwich-ELISA). V stéasnosti pozname viac modifikacii metody
ELISA (indirect-, coctail-, a iné), no ich spolo¢nou vlastnostou je enzymom sprostredkovana
zmena farby substratu indikujica mieru pritomnosti patogénu vo vzorke (Lievens a kol.
2005). Je publikovanych mnoho diagnostickych ELISA protokolov, aj pre virusy z rodu
Tobamovirus (napr. Takeuchi akol. 2000; Sevik a Kose-Tohumcu 2011).Vyhodou tejto
metddy je jej jednoduchost’, nizke nédklady, moznost' testovania vel'kého poctu vzoriek
a ¢iasto¢nd automatizacia (Morrison, 1999). Nevyhodou metédy ELISA je moznost’ krizovej
reakcie medzi jednotlivymi tobamovirusmi a ich antisérami, ako aj niZSia citlivost’ a presnost’.
Preto sa nedavno na detekciu tobamovirusov zacali pouzivat’ aj moderné molekularne metody
ako st RT-PCR (Da Silva a kol., 2008; Prakash, 2011), Multiplex RT-PCR (Kumar a kol.,
2011), RT-LAMP (Yanhua a kol., 2010) ainé, ktorych vyhodou je vysoka Specificita,
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presnost’ a citlivost’, nevyhodou je ¢asto finan¢na a pristrojovd naro¢nost” a komplikovanejsi
postup.

Na Slovensku sa problematike tobamovirusov pri paprike rocnej a raj¢iaku jedlom
zatial’ nevenovala vyraznejsia pozornost’. Cielom metodiky je zavedenie sérologickej metody
DAS-ELISA na detekciu dvoch najcastejSich tobamovirusov - TMV (z angl. tobacco mosaic
virus) a ToOMV (z angl. tomato mosaic virus) Vv rastlinach papriky ro¢nej a raj¢iaka jedlého.
Predkladanad metodika prinasa diagnosticky postup vyuziteny na monitorovanie zdravotného
stavu porastov a osiva papriky a raj¢iaka, ¢o umoznuje pripravit’ zdsahy smerujice k ochrane

porastov, a tiez pri hodnoteni rezistencie genetickych zdrojov v procese Sl'achtenia.

Vliastna metodika

Princip metody

DAS ELISA metdda vyuziva Specifické rastlinné primarne protilatky, ktoré sa naviazu na
povrch mikrotitraénych buniek, kde nésledne navézuji atigén virusu. Pritomnost’ antigénu
virusu je detekované naviazanim konjugétu Specifickych rastlinnych sekundarnych protilatok
s enzymom (alkalickou fosfatazou) na antigén, pricom enzym po pridani substratu enzymu

(pNPP) vyvolava zlté sfarbenie detekovatel'né spektrofotometricky pri 405 nm.

Potrebné technické a materialne vybavenie

—  Trecie misky s tigikmi

— Tekuty dusik — na homogenizaciu rastlinného materialu

— Sktmavky s objemom 15 ml

— ELISA kity firmy Bioreba na detekciu virusov TMV a ToOMV (polyklonalne protilatky
voci izolatu TMV FAL-76 resp. voci izolatu ToOMV Dahlemense)

— Vortex

— Centrifagy s i bez chladenia - separacia molekul na principe odstredive;j sily

— Automatické mikropipety — na presné davkovanie roztokov

— Kaultiva¢né zariadenia s regulaciou teploty a pohybu

— ELISA-Reader - zariadenie na kvantitativne stanovenie imunokomplexov zalozenych
na spektrofotometrickej detekcii

— HIbokomraziace boxy - zariadenia na dlhodobé uskladnenie biologického materialu



Material

Na sérologické testovanie pomocou metddy DAS-ELISA odoberieme listy s priznakmi
ochorenia, resp. bez nich ak na testovanej rastline listy s priznakmi nie si. Priemernt vzorku
pripravime zo Siestich listov odobranych zroznych casti testovanej rastliny do sterilnej

skumavky. Vzorky az do spracovania uchovavame na l'ade, resp. v hlbokomraziacom boxe.

Pracovny postup

Z priemernej listovej vzorky odoberieme 0,1 g a homogenizujeme pomocou tekuté¢ho dusika
v sterilnych trecich miskach. Homogenizovany rastlinny material prenesieme do sterilnej
skimavky a inkubujeme za ob¢asného vortexovania S 2 ml extrakéného pufru po dobu 3 h na
l'ade. Nasleduje centrifugacia 5 mintt pri 10000 rpm a 4°C. Supernatant - extrakt pouzijeme
na analyzy (kazdd vzorka v dvoch opakovaniach) podl'a pracovného postupu ELISA kitov

firmy Bioreba na detekciu pritomnosti virusov TMV a ToMV:

1. Specifické rastlinné primarne protilatky (IgG) zriedime 1000x Vv nanaSacom pufri a
pridame 200 pl do kazdej bunky ELISA platni¢ky. Platni¢ku tesne prekryjeme a vlozime ju
do vlhkého boxu. Nasleduje inkubacia pri 4°C cez noc, pocas ktorej dojde k adsorpcii

Specifickych protilatok na povrch mikrotitraénych buniek.

2. Po vyprazdneni buniek bunky premyjeme 3-4 krat premyvacim pufrom, odstranime vsetku
tekutinu vysuSenim platni¢ky na obrusky. Do buniek pridame po 200 ul z extraktu z kazde;j
vzorky — vsetky vzorky nanasame v dvoch opakovaniach. Ako kontroly pouzijeme kontrolu
pozitivhu a negativnu dodané vyrobcom Kitov. Pozitivnu kontrolu pouzijeme neriedenti
ariedenu 1:10, 1:100 a 1:1000. Platnicku tesne prekryjeme a vlozime ju do vlhkého boxu.
Nasleduje ikubacia pri 4°C cez noc, pocas ktorej dojde k naviazaniu antigénu virusu na

rastlinné protilatky.

3. Platnicku premyjeme postupom uvedenym vyssie. Enzymovy konjugat (Specifické rastlinné
sekundarne protilatky s naviazanym enzymom) zriedime 1000x V kojugacnom pufri

a pridame po 200 pl do kazdej bunky. Platnicku tesne prekryjeme a vlozime ju do vlhkého



boxu. Nasleduje inkubacia pri 30°C 5 hodin, pocas ktorej ddjde K spajaniu - naviazaniu

enzymom oznacenych sekundarnych protilatok na antigén virusu.

4. Platnicku premyjeme postupom uvedenym vyssie. Substrat p-nitrofenyl fosfat rozpustime
Vv substratovom pufri (1 mg/ml) a pridame po 200 pl do kazdej bunky. Nasleduje inkubacia pri
izbovej teplote (18-25°C) v tme.

5. Po 30-120 minutach sledujeme reakciu - farebna reakcia indikuje infikované vzorky. Vznik
zItého sfarbenia — absorbanciu hodnotime fotometricky pri 405 nm pomocou zariadenia
ELISA reader.

Hodnotenie vysledkov

Ako pozitivne (dokazana pritomnost’ virusu) hodnotime tie vzorky, ktorych priemerna
absorbancia je vyssia ako 2-nasobok priemernej absorbancie negativnej kontroly (podla
Svoboda a kol.,, 2006). Bolo dokazané, ze hodnoty absorbancie ziskané ELISou su
ovplyviiované rastovou fazou rastlin, pocas ktorej sti vzorky odoberané (Cordoba-Selles a
kol., 2007). Pri niektorych vzorkach moze byt zistena krizova reakcia (vzorky pozitivne na
oba virusy), ktorej moznost’ uvadza aj vyrobca ELISA kitov, nakol'lo virusy TMV a ToMV st
vel'mi podobné svojimi charakteristikami, vratane morfologie, symptomov na hostitel'skych
rastlinach ako aj polyklonalnych protilatok. Protilatky z kitu na stanovenie TMV vykazujt
krizovli reakciu s niektorymi izolatmi ToMV a protilatky z kitu na stanovenie ToMV
vykazuju krizova reakciu s TMV a TMGMV (Tobacco mild green mosaic virus). Krizovej
reakcii mozno predist pouzitim vysoko Specifickej monoklondlnej protilatky proti

konkrétnemu virusu (Durante a kol., 2001; Vinayarani a kol., 2011).

Zaver

Metodika prinasa postup diagnostiky tobamovirusov TMV a ToMV v listoch papriky
ronej a raj¢iaka jedlého pomocou sérologickej DAS-ELISA metody. Stanovovanie
virusovych ochoreni pri zelenine je nevyhnutnostou na urCenie bezvir6znych materidlov
Vv Slachtitel'skom procese ako aj pri zabezpeCovani bezvirozneho osiva. Podla platnych
smernic EU je nevyhnutna realizicia takychto stanoveni, zavedenim tychto metodik sa

zvySuje konkurencieschopnost’ slovenskych sl'achtitel'ov aj v medzinarodnom meradle.
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