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1. Uvod

Cielom predloZenej prace bolo zhodnotenie vyskytu tobamovirusov aich detekcia na
proteomickej urovni v polnych a experimentdlnych podmienkach na modelovej plodine rajéiaka
jedlého pomocou dostupnych imunochemickych a molekuldrnych diagnostickych testov pocas
rieSenia projektu APVV-14-0055 ,Efektivna diagnostika virusov ohrozujiucich produkciu rajciaka
jedlého na Slovensku®”.

Aktudlnost prace vyplyva z rizika nedostatku informacii o virusovych patogénoch z rodu
Tobamovirus cirkulujicich na Uzemi Slovenska na rajéiakoch, redlnej hrozby introdukcie novych
patotypov/kmeriov tobamovirusov, vysokej molekuldrnej variability tobamovirusov a z toho
vyplyvajucej nedostatocnej polyvalentnosti sucasnych diagnostickych metéd, moZného vyskytu
latentnych alebo zmieSanych infekcii a absencii poznatkov o citlivosti v su€asnosti pestovaného
genofondu k tymto hospodarsky déleZitym virusom.

Tato praca vznikla za financnej podpory projektu APVV-14-0055“ z Agentury na podporu vyskumu a
vyvoja.
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2. Prehlad

Rajciak jedly (Solanum lycopersicum L.) predstavuje vdaka svojim nutri¢cnym vlastnostiam a
vyuzitelnosti pre priemyselné spracovanie ekonomicky atraktivnu pofnohospodarsku plodinu. Na
Slovensku sa v roku 2017 vyprodukovalo priblizne 21,9 tisic ton tejto zeleniny (Definitivna Uroda
polnohospodarskych plodin za rok 2017 za polnohospodarstvo, 2018), pricom ro¢na spotreba na
jedného obyvatela SR je asi 17 kg . Ako v pripade inych polnohospodarskych plodin je pestovanie
rajCiaka vystavené Skodlivym ucinkom spektra fytopatogénov (huby, baktérie, viroidy, virusy).

Virusova infekcia rastlin predstavuje zavazny problém v oblasti pofnohospodarstva. Prakticky
kazdy rastlinny druh pestovany za ucelom potravin a krmiv je nachylny k infekcii aspon jedného z viac
ako 500 znamych rastlinnych virusov. Tieto rastlinné patogény svojou infekciou spdsobuju
ekonomické straty v celej $kdle plodin, tym Ze zniZuji vynosy a negativne ovplyviiuju kvalitu urody.
Déraz sa kladie na rastlinné virusy infikujuce vyznamné, polnohospodarske plodiny (napriklad virus
mozaiky rajciaka, virus mozaiky tabaku). Avsak aj divoko rastuce rastliny predstavuju Siroky zoznam
hostitelskych systémov pre virusy. Existuje mnoho prostriedkov, ¢i uz klasické, Slachtitelské alebo
moderné metdédy génového inZinierstva. Pomocou nich, je moZiné tieto fytopatogény vcasne
monitorovat resp. Uplne inhibovat, ¢im sa zabezpeli ochrana rastliny pred jeho napadnutim.
Podstatou procesov pri Slachtitelskych metdédach je ziskanie populdcie geneticky modifikovanych
jedincov, ktory poskytuju nielen vysoku kvalitu Urody, ale aj odolnost voci chorobam. Pri metddach
na molekuldrno - biologickej urovni ide o véasnu diagnostiku rastlinnych virusov napadajucich
plodiny, resp. zabezpecenie stavu rezistencie rastliny, kedy je rastlina odolna voci infekcii virusom.
Mnoho prac a experimentov sa v dnesnej dobe venuje Studiu génov rezistencie daného virusu. Tato
cesta sa vSak pri niektorych patotypoch preukdzala ako neucinna, v dosledku len docasnej ochrany
rastliny ako aj lahkej prekonatelnosti prestupu virusu do rastliny. Z toho dévodu sa metédy génového
inZinierstva stali Gcinnym prostriedkom a zabezpedili tak, v istom zmysle prakticky neexistujici
efektivny sp6sob chemicke] pesticidnej ochrany. Medzi metddy molekularno - biologické patria
imunochemické metédy (ELISA, Western - blotting, Dot immunoblotting assay a Tissue
immunoblotting assay ) a metddy zaloZzené na analyze nukleovych kyselin (RT - PCR).

2.1 Sucasny stav rieSenej problematiky

Existencia rastlinnych virusov spdsobuje obrovské straty vo vynosoch a kvalite plodin na
celom svete. Napriklad virus sp6sobujuci skvrnité vadnutie rajciaka (TSWV) infikujuci rajciak jedly,
spbsobuje straty odhadované do vysky jednej miliardy americkych dolarov ro¢ne (Webster a kol.,
2004). Straty sp6sobené virusom mozaiky rajciaka jedlého (ToMV) dostupna literatira vsak
neuvadza. ToMV sa povaZzuje za najrozsirenejsi virus napadajuci rajciak jedly, moZzno jeho straty
niekolkokrat znasobit oproti stratdm spOsobenym TSWV. Genetickd variabilita a pokrocily vyvoj
populdcie patogénov vyvoldva Coraz vacsiu snahu v rozvoji Specifickych diagnostickych nastrojov.
Vzbudzuje tiez prisnejSie kritéria pre kontrolu infikovanych rastlin a ich potencidlnych prenasacov.
Rastlinné RNA virusy maju velky potencidl pre vyvoj a prispésobenie sa danym podmienkam,
vzhladom kich rychlej replikacii, pocetnosti a vysokej miere mutacii (Rangel a kol., 2011). Geneticka
variacia vyvoland mutaciami mobze byt obmedzend, alebo formovanad prirodnym vyberom,
genetickym driftom a genetickym tokom (Moya a kol., 2004). Scholthof a kol. (2011) publikovali
rebri¢ek 10 rastlinnych virusov, ktoré su vyznamné z hladiska ekonomického a vedeckého. Zoznam
obsahuje rastlinné virusy v ur¢enom poradi: (1) Virus mozaiky tabaku (Tobacco mosaic virus); (2)
Virus sposobujuci Skvrnité vadnutie rajéiaka (Tomato spotted wilt virus); (3) Virus Zltej kuceravosti
listov rajciaka (Tomato yellow leaf curl virus); (4) Virus mozaiky uhorky (Cucumber mosaic virus); (5)
Virus zemiaka Y (Potato virus Y); (6) Virus mozaiky karfiolu (Cauliflower mosaic virus); (7) Africky virus
mozaiky manioku (African cassava mosaic virus); (8) Sarka sliviek (Plum pox virus); (9) Virus mozaiky
stoklasu obilného (Brome mosaic virus); (10) Virus zemiaka X (Potato virus X).



2.2 Rastlinné virusy

Rastlinné virusy su oznacované ako infekéné, patogény ktoré su prilis malé, aby mohli byt
pozorované pod svetelnym mikroskopom. Napriek svojej velkosti dokazu vyvolavat priznaky veduce
k ochoreniu resp. usmrteniu rastlin. Najjednoduchsie virusy sa skladaju z nukleovych kyselin
obalenych proteinovym obalom. Okrem toho su niektoré virusové castice obalené vonkajSou
membranou obsahujicou lipidy a proteiny. Ako je to v pripade inych mikroorganizmov, aj rastlinné
virusy nesu svoju genetickd informdciu v nukleovej kyseline, ktoru typicky tvoria tri alebo viac
proteinov. Vsetky virusy su obligatne, tzn. zavislé na bunkovej masinérii ich hostitelov, pricom mimo
nich su neaktivne. Maju schopnost infikovat prakticky vsetky druhy pestovanych a volne rasticich
rastlin. AvSak hostitelsky rozsah méze byt pre jednotlivé typy rozliény, bud velmi Siroky alebo zas
velmi Uzky. Nachylnost alebo rezistencia rastlinnych druhov aodréd na virusy je urcena
predovsetkym rastlinnym genotypom. Prirodzene, rastliny maju aktivne aj pasivne prostriedky na
zabranenie infekcie virusom. Pasivna obrana nastava v dosledku rastliny produkovat jeden alebo
viacero hostitelskych faktorov, potrebnych pre rozmnoZovanie a Sirenie virusu v hostitelovi. Na
druhej strane, aktivna obrana zahffia detekciu a ni¢enie buniek infikovanych virusom, vzhlfadom
k funkcii Specifickych génov rezistencie v rastline. Za normalnych okolnosti gény rezistencie su
aktivne iba proti konkrétnemu virusu. Okrem toho rastliny maju vSeobecny obranny systém, ktory je
analogicky s imunitnym systémom zvierat (Gergerich a Dolja, 2006).

V zavislosti na konkrétnej kombindcii virusu a hostitela, ako aj na podmienkach prostredia, sa
reakcia rastliny kinfekcii mdze pohybovat vrozmedzi od bezpriznakového stavu az k zavaznym
ochoreniam a smrti. Hoci je virus schopny sa replikovat v hostitelskom systéme, nie vidy sa musi
spravat patogénne. Patogenéza nastava vtedy, ked virusova infekcia narusuje fyziolégiu hostitela, ¢o
spbésobuje vyvojové abnormality a dalSie fenotypové prejavy, ktoré su povaziované za symptémy
choroby (Pallas a Garcia, 2011; Culver a Padmanabhan, 2007). V niektorych pripadoch sa tieto
priznaky prejavuju ako nekrotické alebo chlorotické skvrny zvané miestne |ézie, vyvijajlice sa v mieste
infekcie. Vo vacsine pripadov sa virusy Siria po celej rastline, a tym spdsobuji systémovu infekciu
(Gergerich a Dolja, 2006). Pociatky Studia virusov sa datuju od roku 1890 a to objavom akutneho
infekéného agensu v tabaku prejavujuceho sa Skvrnami na listoch. Virus mozaiky tabaku (TMV) bol
prvy charakterizovany virus patriaci do skupiny tobamovirusov. Predstavoval precedens pre virusy
ako pbvodca ochorenia rastlin (Beijerinck, 1898). PovaZuje sa za vyznamny rastlinny patogén schopny
napadat asi 200 druhov rastlin vratane rajciaka jedlého, uhorky siatej a okrasnych kvetov. Stal sa tak
naj$tudovanej$im virusom a modelovym organizmom pre vedecky vyskum. Dal$im ¢lenom skupiny
Tobamovirusov je taktiez dobre preskimany virus mozaiky rajciaka (ToMV), ktory bol povazovany za
patotyp TMV napadajuci rajiak Ich vzajomna homologicka podobnost nukleotidovej sekvencie RNA
predstavuje priblizne 80% (He a kol., 2012).

2.3 Tobamovirusy

Tvoria skupinu rastlinnych ,alpha — like” virusov patriacich do rodiny Virgaviridae (Lartey
a kol., 1996). Tieto virusy infikuju jednokli¢nolistové a dvojklicnolistové rastliny vratane mnohych
dolezitych plodin ako su paradajky a papriky, ¢o ma za nasledok zniZzenu produkciu (Ishibashi a kol.,
2012). Rod Tobamovirusov obsahuje viac ako 30 druhov virusov vratane ToMV a TMV. Ich vyhodou
je replikacia s vysokou ucéinnostou. Napriklad pocas jedného dria dokazu vytvorit ~ 106 kopii RNA,
ktoré su produkované vbunkdch tabaku z niekolkych molekul rodi¢ovského gendmu. Vytazok
nahromadenych viriénov TMV predstavuje viac ako 1 g na 100 g Cerstvych listov tabaku infikovanych
TMV pocas niekolkych dni jednoduchym mechanickym ockovanim (Harrison a Wilson, 1999;
Scholthof, 2004).

2.3.1 Molekularna charakteristika Tobamovirusov
Virién charakterizujuci tento rod predstavuje tycinkovity tvar o dizke priblizne 300 nm a
priemere 18 nm. Vo svojom gendme nesie linedrne, pozitivne (+) RNA vlakno o ditke ~ 6400



nukleotidov a obsahuje tiez ~ 2130 képii obalového proteinu (CP) (Obrazok ¢.1) (Ishibashi a Ishikawa,
2016).

CP protein

Genomova RNA

Obrazok ¢€.1: Charakteristicky virion tycCinkovitého tvaru rodu Tobamovirusov, obsahujuci
jednovlaknovu (+) RNA (~ 6400 nukleotidov) a obalovy protein (~2130 kopii)

(cit. 1: http://viralzone.expasy.org/all_by_species/51.html, 2016 — 29 — 12).

Produktom priameho prekladu gendmovej RNA su proteiny 126K a 183K, ktoré sa podielaju
na replikacii virusovej RNA (Ishibashi a kol., 2012; Ishikawa a kol., 1986; Dorokhov a kol., 1994).
VIdkno proteinu 126K je na 5" konci chranené tzv. ciapkou (cap), preto ma na tomto RNA konci
naviazanu metyltransferdzovd doménu, stcastou vliakna je aj helikdzovda doména. DIhsi replikacny
polypeptid 183K, obsahuje navySe C - termindlnu doménu zndmu ako RNA — dependentnda RNA
polymeréza. Okrem replikacnej funkcie sa vysSie uvedené proteiny vyznacuju schopnostou viazat sa
s malymi dvojvlaknovymi RNA, ¢im potlacaju ,, timenie RNA molekul” (RNA silencing) (Lartey a kol.,
1996; Kubota a kol. 2003; Kurihara a kol. 2007; Mérai a kol. 2006; Csorba a kol. 2007). Zaujimavou
vlastnostou 126K a 183K replikaénych proteinov je, ze neobsahuju transmembranové oblasti a preto
existuju bud'v rozpustenej forme alebo vo forme naviazanej na membranu (Hagiwara a kol. 2003).

Systémova infekcia rastlinnym virusom zahffia replikdciu povodne infikovanych buniek,
s naslednym lokalnym pohybom virusu z bunky do bunky prostrednictvom plazmodeziem (Ding a kol,
1992; Lucas a kol., 1993). Je dobre zndme, Ze vacsina rastlinnych virusov kdduje jeden alebo viac
proteinov, ktoré sa nazyvaju pohybové proteiny (MPS). Tie s povazované za klicové proteiny pri
prenose virusu medzi bunkami (Tamai a Meshi, 2001). Aj skupina Tobamovirusov ma vo svojom
gendme obsiahnuty pohybovy protein (30K) spolu s dalsim, obalovym (CP) 17,5K proteinom. Vznikaju
v procese prekladu jednotlivych subgenémovych mRNA a suU postradatelné pre replikdciu RNA
(Obrazok ¢. 2) (Ishibashi a kol., 2012; Ishikawa a kol., 1986; Dorokhov a kol., 1994).

o— 130K sk | mp H P —

Replication proteins

Obrazok €.2: Schématické zobrazenie gendmu tobamovirusov. Proteiny 130K a 180K predstavuju
replikacné proteiny, zatial ¢o MP a CP reprezentuju pohybové a obalové proteiny (Ishibashi a kol.,
2012).

Plazmodezmy predstavuju systém kanalikov umoziujucich medzibunkovy pohyb rastlinnych
virusov. Nevyhnutna je vsak ich Gprava, v désledku prestupu virusu. Sihrne mozno konstatovat, Ze
stanovené funkcné charakteristiky pohybového (30K) proteinu su nasledovné (Lucas, 2016):

. Naviazanie jednovldknovej RNA nesSpecifickym spdsobom, pre vytvorenie stabilného
ribunukleoproteinového komplexu.
. Indukcia pre zvacésenie limitujucej velkosti (SEL) plazmodeziem, pre prestup pomerne velkych

virionov tobamovirusov.



. Samotné sprostredkovanie prechodu virusu z bunky do bunky na kratke vzdialenosti.

V polovici Stadia infekcie nadobudaju pohybové proteiny nepravidelny, agregdtovity tvar vo
vnutri infikovanych buniek, pricom siu zapojené do endoplazmatického retikula (ER) a neskoér
asociuju s mikrotubulami a mikrofilamentami (Padgett akol., 1996; Mclean akol., 1995). To
potvrdzuje hypotézu, zZe aj cytoskelet hostitelskej bunky ma velky vplyv pri transporte virusu
(Zambryski, 1995; Carrington akol. 1996). Lokalizicia MP proteinu s membranami
endoplazmatického retikula je v sulade s vysledkami niekolkych sStudii a naznacuje, Ze membrany ER
posobia ako miesta virusovej replikacie a syntézy proteinov virusu (Asurmendi a kol., 2004; Heinlein
a kol., 1998; Noueiry a Ahlquist, 2003). Pocas infekcie, membrany ER agreguju za vzniku inklazii, ktoré
potom funguju ako virusové replikacné komplexy, ktoré obsahujd vRNA ( virusovd RNA) bez replikazy
a MP proteinu (Heinlein a kol., 1998; Reichel a Beachy, 1998; Asurmendi a kol., 2004; Mas a Beachy,
1999). Hoci sa zdd Ze agregaty ER, by mali byt v korelacii s pritomnym MP proteinom, akumulacia
tychto proteinov v inklUziach nie je nutna pre replikaciu a pohyb vVRNA (Mas a Beachy, 1999; Reichel a
Beachy, 1998; Heinlein a kol., 1998; Boyko a kol., 2000). Avsak, dokaz o ulohe virusovej replikazy
v pohybe z bunky do bunky naznacuje, Ze procesy virusovej replikdcie a pohybu su funkéne spojené
(Hirashima a Watanabe, 2003; Knapp a kol., 2005; Knapp a kol., 2001).

Vadsina Studii a pozorovani zaoberajucich sa intracelularnych pohybom rastlinnych virusov
poukazuje na spojenie pohybového proteinu tobamovirusov a mikrotubulami (Heinlein a kol., 1995;
McLean akol., 1995; Padgett akol.,, 1996). V skutoénosti, pohybovy protein 30K sa silno viaZe
s mikrotubulami, a dokonca obsahuje motivy charakteristické pre tubulin (Boyko a kol., 2000).
Nedavne prace naznacuju, ze dynamika mikrotubulov v pociatocnej faze infekcie moze riadit pohyb
MP proteinu, pripadne spojitost virusovej RNA s plazmodezmami (Boyko a kol., 2007; Brandner
a kol., 2008; Ouko a kol., 2010; Sambade a kol., 2008). Lucas (2006), vo svojej praci popisuje, Ze
virusové Castice maju tendenciu pretrvavat vo vnutri bunky ako modifikované plazmodezmy a zrelé,
funkéné sitkovice floému. Dokazal tiez, Ze rastlinné virusy premiestfiuju svoj geneticky materidl medzi
bunkami, v tzv. ,encapsidovej” forme, ktord je chranena obalovym proteinom. Vo vSeobecnosti, maju
obalové proteiny funkciu ochrany virusového gendmu pred degradaciou pocas ich replikacie v
infikovanej rastline. V poslednych desatrociach bolo dokazané, Ze v zavislosti od virusu méze byt CP
protein zapojeny takmer v kazdom kroku cyklu virusovej infekcie, vratane presunu virusu do
rastlinnej bunky, oddelenia virusovych castic, prekladu virusovej RNA, replikacie gendmu, pohybu
v rastline a aktivacie alebo potlacenia hostitel'skej obrany (Bol, 2008).

2.3.2 Zivotny cyklus Tobamovirusov

Replikdcia Tobamovirusov prebieha v cytoplazme hostitelskej bunky. Postupnost krokov
pocas cyklu replikacie je nasledovna (Ishibashi a Ishikawa, 2016):
1. Penetrdcia virusu do hostitelskej bunky.
2. Uvolnenie virusovej genémovej RNA do cytoplazmy hostitela.
3. Proces transldcie vVRNA v zmysle produkcie dvoch proteinov nevyhnutnych pre dalSiu syntézu RNA.
4. Samotna syntéza dvojvldknovej RNA podla jednovldknového (+) vldkna RNA, slGZiaceho ako
templat.
5. Syntéza novej gendmovej RNA na zaklade (-) vlakna RNA ako templatu. Prebieha tiez syntéza
subgendmovych molekul RNA, ktoré kéduju MP a CP proteiny.
6. Vytvorenie novych virusovych castic.
7. Sirenie sa z bunky do bunky hostitela prostrednictvom plazmodeziem.
8. Mechanicky prenos na dalSieho hostitela.

2.4 Virus mozaiky rajciaka jedlého

Z taxonomického hladiska sa zaraduje do skupiny Tobamovirusov patriacich do rodiny
Virgaviridae. To znamen3, Ze vyssSie uvedené charakteristiky gendmovej a viriénovej struktury, ako aj
replikdcie Tobamovirusov su charakteristické aj pre ToMV. AvSak pocet nukleotidov je rozdielny,
gendm ToMV obsahuje 6384 nukleotidov. Tento druh virusu je vysoko infekény, dosahuje vysoké
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koncentracie vo vsetkych infikovanych tkanivach. Ma tendenciu prezivat v rastlinnych zvyskoch po
dobu neurcitd. Jeho hostitelsky systém je velmi Siroky, vratane mnohych polnohospodarskych plodin
a burin, z ktorych vietky mozu sluzit ako zdroj inokula (Bajet a kol., 2016). Patri medzi ekonomicky
dolezité virusy, ktoré svojou infekciou spdsobuju mierne az zavazné roc¢né straty (Chitra a kol., 1999).
leho prirodzenym hostitelom je rajéiak jedly (Solanum lycopersicum), dalej to mdzu byt rastliny
z Celade [ulkovitych (Solanaceae), kapustovitych (Brassicaceae), a mrlikovitych (Chenopodiaceae)
(Adkins a kol., 2003).

V roku 2011 sa Rangel a kol. vo svojej praci zaoberali analyzou genetickej Struktury obalovych
proteinov ToMV vo vztahu k jeho geografickému rozlozeniu. Svetova populacia ToMV bola rozdelend
do Siestich geografickych podskupin: Eurdpa (Spanielsko a Nemecko), Juind Amerika (Brazilia),
vychodna Azia (Cina, Kérea, Taiwan a Malajzia), Stredna Azia (Kazachstan a Iran), Severnd Amerika
(USA) a Gronsko. Na zaklade pristupovych Cisel (dostupnych z databazy GenBank) obalovych
proteinov ToMV bol pomocou programu CLUSTAL W vygenerovany fylogeneticky strom (Obrazok 3).

China (1): AJ417701
Iran (1): HQ593625

Fran (2): HQ593627, HQ593624
China (3): AJ011934, AJ132845, Z98201; Germany (1): AJ429083
LSpain (9): JF810434, 25, 36, JN381931, 34, 35, 36, 43, 44

Brazil (1): AM411432 ToMV Klaster I
Greenland (5), USA (5), Malaysia (1): AF067229-AF67241
Brazil (1): AM411428
~ China (2): GQ280794, DQ661035

I~ Taiwan (1):AY383730

|__ Spain (1): JF810439

Spain (2):JF810437-JF810338; Korea (2): EU885417, HM623426;
China (1): FN985165 Iran (1): HQ593626; Brazil (1): DQ230836
Brazil (1): AY063743; Spain (8): JF810425, JN381931,34,35,36,43,44

88 China (1): AY313136
hina (1): FN985165
71 Kazakhstan (3): AJ243571, AJ310339, Z92909
— razil (3): AM411426,7,9
Germany (3): AJ428084-6 USA (1): AF067242 /

— Brazil (1): AM411431 ] ToMV Klaster IT

Brazil (1): AM411425
. —
96| i—Bmml (1): AF411922 ToMV Klaster III 0.05
Brazil (1): AM411430

TMV (1): Vo1408 ] TMV Klaster

‘[VSpain (9): JF810426-JF810433, JN381939 \

Obrazok 3: Fylogeneticky strom 75 izolatov obalovych proteinov virusu mozaiky rajc¢iaka vratane 1
izolatu virusu mozaiky tabaku (TMV Klaster). Pri jednotlivych izolatdch je zobrazeny ich pocet, miesto
geografickej polohy a pristupové Cislo dostupné v nukleotidovej databaze GenBank. Miera
nukleotidovej diverzity je vyjadrena useckou o hodnote 0,05 ¢o zodpoveda 5 odliSnym nukleotidom
v Useku o pocte 100 nukleotidov (Rangel a kol., 2011).

Analyzovanych bolo celkom 75 ToMV izolatov. Z toho bolo 29 izolatov ziskanych z paprik a
paradajok pestovanych na réznych poliach Spanielskej provincie (Almeria, Barcelona, Leon, Murcia,
Valencia, Vizcaya, and Zaragoza). ZvySnych 46 ekvivalentnych sekvencii ToMV bolo izolovanych
z roznych plodin (rajéiak jedly, paprika rocna, fulfok baklazanovy, orgovan obycajny, ¢erveny smrek)
a zvodnych zdrojov (jazera a topiaci sa lad). Vysledkom fylogenetickej analyzy boli 3 klastre. Klastre
II.a lll. boli zloZené zizoldtov ToMV pochadzajucich len z Brazilie, kde izolaty patriace do klastra
I. pochadzali z Brazilie azo zvySnych krajin sveta. Na zaklade genetickej podobnosti obalovych
proteinov bol teda ToMV rozdeleny do troch réznych genotypov. Skutocnost, Ze rozdiel medzi
nukleotidovymi sekvenciami izoldtov ToMV zo samotnej Brazilie ako aj zo zvySnych krajin sveta bol
nizky, naznacuje Ze prave Juznd Amerika resp. Brazilia moze byt povodcom ToMV. Predpoklada sa, Ze
genotyp ToMV s pévodom Brazilie sa neskoér Siril do zvysnych krajin sveta (Rangel a kol., 2011).



2.4.1 Ochorenia sposobené virusom mozaiky rajciaka jedlého

Priznaky ochorenia si zna¢ne ovplyvnené teplotou, dizkou dia, intenzitou svetla, vekom
rastliny, intenzitou virusu a kultivarom rajciaka jedlého. Tieto typy priznakov mézu byt takto Siroko
zoskupené (Bajet a kol., 2016):

° Listova Skvrnitost viditelnd ako svetld atmavsia zelend mozaika, niekedy s narusenim
mladSich listov. Tato reakcia byva najcastejSie v lete, na rastlindch pestovanych v sklenikoch. V
zimnom obdobi, s nizkou intenzitou svetla ateplotou nizSou ako 20°C, su rastliny casto silne
zakrpatené v niektorych pripadoch dochadza aj k malému ,mramorovateniu” (Obrazok 4). Rastliny su
menej Zivotaschopné a vynos plodov klesa o 3 aZ 23%.

° Nekrdza stonky, stopky listu alebo plodov. Na stonkach sa &asto vytvéraju tmavé pozdiine
pruny  ordznych  dizkach. Plody moziu  vykazovat  nerovhomerné  sfarbenie a
nerovnomerné dozrievanie s vnutornym zhnednutim stien (Obrazok 5). NavySe, mbZu na priereze
oplodia obsahovat velké, prepadnuté, nekrotické |ézie (Obrazok 6).

Obrazok 4: Zakrpatené a poskrucané listy po infekcii virusom mozaiky rajciaka (Bajet a kol., 2016).

Obrazok 5: Porovnanie sfarbenia zdravého a infikovaného rajciaka jedlého virusom mozaiky rajciaka (
na pravo) (Bajet a kol., 2016).

Obrazok 6: Zhnednuté nekrotické lézie na priereze oplodia raj¢iaka jedlého (Cerkauskas,2005).
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Infekcia ToMV, ktord ma za nasledok vyssie uvedené symptédmy si vyzaduje Coraz vacsiu
pozornost. Mnoho vyskumov zaoberajlcich sa touto problematikou stavia na vcasnej detekcii ich
pritomnosti a moznosti pretrvavania v podmienkach, ktoré im to umozniuju.

3. Diagnostické metody

Pre detekciu a identifikaciu rastlinnych patogénov moézu byt pouzité rézne metddy, priame aj
nepriame. Pri nepriamych metdédach sa identifikdcia konkrétneho virusu uskutocnuje
prostrednictvom nasledovnych parametrov: morfologické zmeny, zmeny teploty, zmeny rychlosti
transpiracie a zachytavanie uvolnenych, prchavych a organickych zlGzenin z napadnutych rastlin. Na
druhej strane priama detekcia zahffia molekularno - biologické metddy, ktoré mozu byt pouZité na
vysoko selektivnu analyzu (high - throughput), kedy je potrebné analyzovat velké mnoZstvo vzoriek.
V tychto metddach su fytopatogény spbsobujlice ochorenia rastlin priamo detekované a poskytuju
tak presnu identifikdciu choroby/patogénu (Fang a Ramasamy, 2015). Vyzaduju si komplexné
vybavenie a niektoré z nich su ¢asovo narocné. Avsak intenzivne Usilie na mnohych miestach je na
ceste k zlepSeniu a zjednoduseniu technik molekularnej detekcie. Medzi metddy priame, sérologické,
zaloZzené na baze protilatok patri hlavne ELISA (Enzyme linked ImmunoSorbent assay). Ide o metddu
relativne jednoduchd, s ¢iasto¢nou automatizaciou avhodnu pre testovanie virusov v Sirokom
meradle. Medzi metddy priame, zaloZzené na analyze nukleovych kyselin, patri najma polymerdzova
retazovd reakcia (PCR). Tuto skupinu metdd tvoria navySe metddy zalozené na hybridizaénych
technikach (Southern blotting, Northern blotting) a sekvenacnych technikach (Sekvenovanie podla
Sangera) (Sevik a Tohumcu, 2011).

3.1 Imunochemické metody

Vadsina imunochemickych detekénych systémov vyuZivanych na identifikaciu virusov, su
zaloZené na vlastnostiach obalového proteinu virusu. Obalovy protein (CP) virusu méze obsahovat
niekolko epitopov, ktoré tvoria vymedzenu ¢ast molekuly CP. Ide o oligopeptidové fragmenty zlozené
zaminokyselin (15 - 20), ktoré maju potencidl antigénovych determinantov. Princip
imunochemickych metéd spociva vo vyuZivani Specifickych protildtok pripravenych imunizaciou
experimentalnych zvierat, ktoré reaguju na injektované antigény. Na vyvolanie imunitnej reakcie
zvierata sa pouzivaju epitopy s najvys$sim koeficientom antigenicity (Goulter a Randles, 1997). El -
Araby akol. (2009); Sun akol. (2001) opisuju vo svojej praci, ze pouzitim Specifickej protilatky
vyvinutej vodi cielovému virusu je mozné detekovat mnohé virusy vratane Citrus tristeza virus (CTV),
Virusu spbsobujliceho zvinutost listov zemiaka, Virusu zemiaka X a Virusu zemiaka Y. Tieto testy sa na
zaklade fazy delia na kvapalné a pevné. V prvom pripade oba antigény a protilatky reaguju v roztoku
a tvoria tak viditelna zrazeninu (precipitinovy alebo mikroprecipitinovy test, gélové difuzne testy). V
druhom pripade na pevnej faze su testy vykondvané na pevnom povrchu (mikrotitraéna platnicka
alebo nitrocelulédzovd membrana), pricom reakcia antigén - protildtka je vizualizovana pomocou
vhodného detekéného systému ako je protilatka znacend enzymom. Vacsina rastlinnych virusov sa
povaZuje za ucinné antigény, ktoré pri umelom vstreknuti do vhodného stavovca (krdlik, mys),
stimuluju produkciu Specifickych protilatok (Lima a kol., 2012). Pri vyvoji serologicko - diagnostickych
testov sa pouzivaju dva typy protilatok t.j. polyklondlne a monoklonalne, ktoré su pripravované podla
roznych protokolov (Souiri a kol., 2014).

. Polyklondlne protilatky

Najcastejsou volbou zvierata pre produkciu polyklondlnych protildtok si prave kraliky. Lahko sa
s nimi manipuluje, dobre reaguju na rastlinné virusové antigény a produkuju dostatocné mnozstvo
antiséra s vysokym titrom. Navyse, su charakteristické svojim bohatym vyberom sekundarnych ,anti-
rabbit IgG protilatok” (Souiri a kol., 2014). Pri pouZiti polyklonalnych protilatok zohravaju délezitu
Ulohu dva aspekty, ich kvalita avariabilita. V mnohych pripadoch tieto protilatky obsahuju
kontaminujuce protilatky voci rastlinnému hostitelovi. Vysledkom reakcie so zlozkami hostitelskej
rastliny su nespecifické reakcie. Aby sa minimalizoval takyto typ reakcii, hostitel'ské proteiny mozu
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byt pre - adsorbované preinkubdciou antiséra s extraktom zo zdravej rastliny eSte pred pouzitim
v teste ELISA. Druhym atribdtom je variabilita medzi odliSnymi druhmi antiséra a to v dosledku
antigénnych rozdielov v odozve medzi zvieratom (Naidu a Hughes, 2001). Standardny protokol
pripravy Specifického antiséra zahfia tyZzdenné ockovanie s purifikovanym virusovym izolatom. Po 4 -
6 tyzdnoch su sérové frakcie krvi obsahujice protilatky oddelené. Na imunizaciu kralikov
s rastlinnymi virusmi bolo pouzitych niekolko postupov, vratane intravendznej a intramuskuldrnej
injektaze. Predpoklada sa, Ze intravendzna cesta mdze byt najleps$im rieSenim pre malé imunogénne
Castice. PretozZe sa Siria po celom tele, mézu byt lahko vychytané lymfatickymi bunkami. Polyklonalne
antiséra su nespecifické a obsahuju protilatky proti vSetkym dostupnym epitopom na antigén. Tato
moznost je uzitona hlavne, ak povaha antigénu nie je zndma atak sa prejavi nizSou citlivostou
kzmenam v zlozeni antigénu. AvSak viacndsobna detekcia toho istého antigénu polyklondlnou
protilatkou, vdaka tvorbe imunokomplexu protilatky s viacerymi epitopmi toho istého antigénu, sa
prejavi silnejsim finalnym detekénym signdlom (Souiri a kol., 2014).

. Monoklondlne protilatky
Monoklondlne protilatky su imunoglobuliny odvodené z jedného klonu aktivovanych B - lymfocytov,
resp. plazmatickych buniek. Reaguju len s tym epitopom, voci ktorému boli vyrobené (Little a kol.,
2000). Monoklonalne protilatky predstavuju pre séroldgiu prevratnejSiu metdédu nez je metdda
polyklonalnych protilatok. Ich zakladnym principom je, Ze antigény a to aj tie najjednoduchsie, ako su
virusy, pdsobia na réznych antigénnych miestach. Casto stimuluji imunitné proliferacie v niekolkych
zvieracich klonoch produkovanim protilatky B lymfocytov, z ktorych kazdy zodpoveda konkrétnemu
antigénnemu vzoru. A teda dochadza k zvySeniu in vitro lymfocytnych klonov metdédou vytvdrajicou
protilatky Specifické pre jeden antigénny vzor. Nevyhodou je, Ze in vitro proliferacia u B lymfocytov je
Casovo obmedzena. A preto by po zhromazdeni kmernovych buniek B lymfocytov zo sleziny mysi,
ktoré boli dostato¢ne imunizované, malo dojst k zlGéeniu s nadorovymi bunkami. Vysledkom je teda
vytvorenie klonov, ktoré su ziskané z jedinej bunky tychto "hybridémov". Takéto klony je moiné
skladovat pri nizkej teplote v kvapalnom dusiku alebo v proliferathom kultivachom médiu, v ktorom
dochadza k vypustaniu ich monoklonalnych protilatok. V procese vyberu hybridomasy sa sérologické
testy pouzivaju na vyhladanie klonu, ktory ma najvacsiu reaktivitu na antigén. Cielom tychto testov je
ziskanie protilatok (Souiri a kol., 2014).

Za jednoduchy a rychly sposob imunoanalyzy pre detekciu a kvantifikaciu
imunoglobulinovych proteinov v supernatante hybridomovej kultiry, kedy musi byt testovany velky
pocet vzoriek, sa povaZzuje tzv. Dot immunobinding assay (Sulimenko a Draber, 2004).

3.1.1 ELISA (Enzyme linked ImmunoSorbent assay)

Prvotna publikacia suvisiaca s touto metddou bola uverejnena v roku 1977 (Clark a Adams).
Predstavovala prelom vo virusovej diagnostike a ohlasovala novu éru testovacich metdd a technolégii
(Boonham a kol., 2014). ELISA je heterogénna imunoanalyza uskutocfiovana na pevnej faze, zvycajne
v mikroplatnic¢kach tvorenych bud’ polystyrénom alebo polyvinylchloridom. Ma schopnost detekovat
virusové cCastice vo velmi nizkych koncentrdcidch. Vzhfadom k jej prisposobivosti a vysokej citlivosti sa
pouziva na indexovanie velkych poctov vzoriek v relativne kratkom ¢asovom obdobi (Naidu a Hughes,
2001). Avsak, tiez ma niekolko uskali, ktoré obmedzuju jej poutzitie z hladiska univerzéalnosti. Po prvé,
ELISA a jej rozne typy si vyZaduju vysoko kvalitné antiséra, aby umoznili citlivé a Specifické vazby na
virusové antigény. Princip tejto techniky je zaloZeny na interakcii antigénov virusu s rozpoznatelnou
$pecifickou protilatkou (IgG), v suvislosti s kalorimetrickymi vlastnostami. Pri vyrobe takéhoto
antiséra je nutna Cistota obalovych proteinov resp. epitopov obalovych proteinoch. Napriek mnohym
technologickym pokrokom, sa tdto metdda stdle povaZzuje za neSpecificki. V dosledku toho sa
ukutocnuje v Specializovanych laboratéridch. Nevyhody ELISY sU v ostrom kontraste k metédam
zalozenym na analyze nukleovych kyselin. Tie predstavuju menej narocné postupy zaloZené na
vSeobecnych molekularnych principoch, s ¢im suvisi aj nizsia nakladovost procesu a vybavenost
laboratdria. Po druhé, ELISA sa pouZiva ako diagnosticky nastroj na posudenie fytosanitarneho stavu
rastliny na Ucely karantény alebo certifikacie virusu, ktord je neoddelitelnou sucéastou indexacie
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patogénu. Ztoho dbévodu je niekedy nutna diagnostika réznych skupin patogénov (virusovych,
bakterialnych a hubovych) vjednej plodine. Nevyhodou ELISY pri tomto type skriningu je jej
postradatelnost flexibility a kompatibility, ktora je nevyhnutnou stcastou niektorych molekularnych
metdd. Po tretie, metdda ELISA sice detekuje virusové antigény, no jej pouZitie nie je vhodné pri
identifikaii Specifickych virusovych druhov/kmeriov. Dévodom je antisérum, ktorému chyba
schopnost rozlisit kmene virusov, ktoré st Uzko spojené no maju zretelny fenotyp. Deje sa tak
Castokrat preto, Ze kmen urcujuci znak sa neodraza v obalovom proteine virusu (napr. PVY patriaci do
rodu Potyvirus a rodiny Potyviridae). Dal$ou pri¢inou mdze byt vysoka konzervativnost CP proteinov
v niektorych rodoch (napr. rod Begomovirus, rodina Geminiviridae) (Boonham a kol., 2014).

Na rozdiel od niektorych inych sérologickych testov, princip techniky ELISA pozostdva
z detekcie antigén - protilatka, interakciou s enzymom, ktory indukuje farebnu reakciu. Aj ked boli
vyvinuté roézne varianty tejto metddy, priama anepriama ELISA sa najCastejSie pouZivaju pri
diagnostike ochoreni rastlinnymi virusmi. Medzi dalSie modifikacie ELISA patria: Triple Antibody
Sandwich (TAS - ELISA), Protein A - Sandwich (PAS - ELISA) a Immune Precipitation ELISA (IP - ELISA)
(Lima a kol., 2012).

Priama ELISA

Vo svojej podstate vyuZiva dve protildtky a preto sa oznacuje tieZz ako ,double antibody
sandwich” (DAS - ELISA). Je vysoko S3pecifickd, ¢o zabezpeluje pouZitim detekcnej protilatky
s naviazanym enzymom (konjugatom). Typickym enzymom je alkalickd fosfatdza. Na zaklade
pouzitého konjugdtu, DAS - ELISA umoZiuje detekciu a meranie koncentrdcie antigénu vo vzorke.
Prvym krokom pri uskutocneni tejto metddy je adsorpcia Specifickej protilatky daného virusu na
jamky mikroplatnicky. Po inkubacii sa nenaviazané protildtky odstrania premyvanim pomocou pufra.
Nasledne su pridané vzorky, ktoré maju byt testované vzhladom na virusovy antigén. Ako pozitivne
kontroly sa pouzivaju vytazky zo zndmych napadnutych rastlin, na druhej strane ako negativne
kontroly vytazky zo zdravych rastlin. Tym sa zabezpedi nielen porovnanie hodnot absorbancie, ale
aj spravna interpretdcia vysledkov. Po inkubdcii a premyti sa priddva sekunddrna protilatka
konjugovand s enzymom. Tento komplex priamo reaguje s antigénom, ktory je naviazany na
mikroplatni¢ke. Mikroplatnitka sa opat premyje a prida sa bezfarebny substrat (p -nitrofenylfosfat)
(Obrazok 7). Pozitivna reakcia sa prejavuje zltym sfarbenim, v désledku posobenia enzymu (alkalicka
fosfataza) na substrat. Negativna reakcia sa preukazuje bezfarebne. Kolorimetrické zmeny su merané
v ELISA citacke, s pouzitim filtra s vinovou dizkou 405 nm (Lima a kol., 2012; Aydin, 2015).

Substrate
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Obrazok 7: Schématické znazornenie principu priamej metddy ELISA. Specifickd protilatka je
naviazana na steny mikroplatnicky. Po inkubdcii, ktord prebieha bud 2 hodiny pri izbovej teplote,
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alebo cez noc pri teplote 4 2C, su nenaviazané protilatky premyvanim s pufrom odstranené. Pridanim
vzorky sa vytvdra vdzba medzi protildtkou aantigénom. Nasledne sa pridd druhad protilatka
s naviazanym enzymom (alkalickd fosfatdza), ktora sa viaZze na antigén. Pridanim substratu (p -
nitrofenylfosfat) ajeho reakciou so Specifickym enzymom naviazanym na protilatku dochadza
k farebnej zmene reakcie (Thaitrong a kol., 2013).

Hoci mda ELISA obmedzené pouzitie z hladiska univerzalnosti, jej aplikacia nasla uplatnenie aj
pri diagnostike ToMV. V roku 2009 sa Silva a kol. vo svojom experimente zaoberali detekciou ToMV
na semendch paradajok, ktoré boli umelo infikované. Extrakt pouZity pri ockovani zdravych semien
paradajok povodne pochadzal z listov Tabaku virginskeho (Nicotiana tabacum) infikovaného ToMV.
Ziskanim pozitivnych vysledkov z testu DAS - ELISA pre pritomnost ToMV virusu potvrdili svoje
predpoklady o spravne zvolenej serologickej metdde.

Nepriama ELISA

Inym nazvom PTA - ELISA (Plate - trapped antigen). Tato technika bola vyvinuta v roku 1978
vyuzivani neznacenych primarnych protilatok, ktoré su v interakcii so sekundarnymi, znac¢enymi
protilatkami (Obrazok 8). Z toho dévodu si PTA - ELISA vyZaduje produkciu protilatok v dvoch réznych
ZivocisSnych druhoch. Pre uskutoCnenie testu nepriamej metédy ELISA je nutné pouiitie
univerzalneho konjugatu IgG, ktory moze byt pouzity s protilatkami vSetkych druhov rastlinnych
virusov. Univerzdlny konjugdt resp. sekunddrna protildtka rozpozndva svojou Fab doménou
vSeobecnu Fc doménu primdrnej protilatky, pricom ma konjugovany reportérovy znak, najcastejsie
enzym (peroxidaza, alkalicka fosfataza), alebo chemicky marker (radioaktivny izotop, fluorescencnu
latku). Pokial su protilatky proti virusovym antigénom produkované u kralikov, tak ,anti - kralicie”
protilatky 1gG su produkované vinom druhu zvierata (mysi alebo kozy) (Lima a kol., 2012; Aydin,
2015).

bed Lo lad B8

Virus antigen Y Virus IgG Virus IgG conjugate g Substrate

Obrazok 8: Schématické znazornenie principu nepriamej metddy ELISA. V prvom kroku dochadza k
zachyteniu virusového antigénu na mikroplatni¢ku. V druhom kroku, sa pridana neznacend protilatka
(1gG), viaze s antigénom. V tretom kroku, sa pridanym konjugatom (znadend, sekundarna protilatka
ziskand ziného Zivoéisneho druhu ako primdrna protilatka), vytvara spojenie s neznadenou
protildtkou. Za pomoci pridaného substrdtu ajeho interakcii s konjugatom dochadza k farebnej
zmene (Lima a kol., 2012).

Praktické vyuzZitie nepriamej ELISA opisuju Oliveira akol., (2000). Vo svojej praci
demonstrovali sérologickd odlisSnost medzi virusmi patriacimi do rovnakého rodu Potyvirus.
Pozorované boli rastlinné izolaty obsahujuice nasledovné typy virusov: virus spésobujuci kruzkovitost
listov papdje (Papaya ringspot virus, PRSV - W) infikujici vodné meldny, virus mozaiky vodného
meldna (Watermelon mosaic virus, WMV) a virus Zltej mozaiky cukety (Zucchini yellow mosaic virus,
ZYMV). Skimanim sa zistilo, Ze WMV a ZYMV predstavujud vyraznd, vzajomnu podobnost, no s istymi
rozdielmi. Prave tie sa stali zdujmom pre detekciu pomocou metddy PTA - ELISA. Ich analyza prebehla
vo vztahu vzajomnej absorpcie s homologickymi a heterologickymi Specifickymi antisérami WMV
aZYMV.

Na zaklade postupu, v ktorom su virusové antigény aplikované na membrany, sa mozu
metddy delit do dalsich troch skupin. Sthrnne ich mozno nazvat ,imunoblotovacie” techniky. Medzi
ne patria nasledovné metody:

11



3.2 Dot immunoblotting assay (DIBA)

Metdda velmi podobnd k ELISA. Zakladnym rozdielom medzi DIBA a ELISA je vyuZivanie
membrany namiesto mikrotitracnej platicky, ktord sldZzi na nanesenie rastlinného extraktu
z diagnostického materidlu. DalSou odli$nostou je aplikdcia principovo rozdielne fungujicich
substratov. Pri ELISA sa vyuzivaju substraty, ktoré podliehaju rozkladu v désledku poésobenia
konjugatu, ¢o sa navonok prejavuje ako farebna zmena. Na druhej strane DIBA vyuziva chromogénne
substraty. Hydrolyza tychto substratov ma za nasledok vznik farebnej zrazeniny v reakénom mieste
na membrane. Chemoluminiscen¢né substraty, ktoré emituju svetlo, po hydrolyze mdzu byt pouzité
a detekované svetelnym signalom s réntgenovym filmom ako radioaktivne znacené sondy (Naidu
a Hughes, 2001).

3.3 Tissue immunoblotting assay (TIBA)

Predstavuje obdobnu metddu k predchadzajucej blotovacej metdde DIBA. Je charakteristicka
svojou jednoduchostou, nevyzaduje zlozitl pripravu vzorky alebo extrakciu. Poskytuje informacie
o distribucii virusov v rastlinnych tkanivach. Jej princip spoliva v naneseni malych ¢&asti infikovaného
rastlinného materialu (stonky, listy, korene, hltizy) priamo na nylénovd membranu alebo papier
z celulézy. Detekcia prebieha rovnako ako pri DIBA (Hu a kol., 1997; Lin a kol., 1990; Hsu a Lawson,
1991; Polston a kol., 1991).

Nevyhodami DIBA a TIBA su mozné nespecifické interferencie komponentov s membranou,
¢im vznikaju falosné signaly. Hlavny déraz sa vsak kladie na ich citlivost, jednoduchost a relativne
kratku dobu, potrebnu k testovaniu velkého poctu rastlinnych vzoriek. NajvdaéSou vyhodou je, Ze
membrany obsahujlce testované vzorky mozu byt zaslané na dalSie spracovanie v tej danej krajine
resp. v inej krajine (Naidu a Hughes, 2001).

3.4 Western blot

Tato , blotovacia” technika sa zvy¢ajne pouziva na charakterizaciu virusovych proteinov (CP),
neZ na ich detekciu. Umoziuje teda identifikaciu Specifickych proteinov zo zlozitej zmesi proteinov
extrahovanych z buniek infikovanych rastlin. Analyzou Western blottingu je mozné stanovit vlastnosti
virusového proteinu nielen na imunochemickej trovni, ale aj molekuldrnej urovni. Prave preto je tato
metdda presnejsia a viac vyuzivanejSia oproti metédam DIBA a TIBA. Na jej uskutocnenie su potrebné
3 zakladné kroky, pricom posledné dva su zaloZené na rovnakom principe ako predchadzajice
opisané metddy. V prvom kroku dochddza k separacii virusovych proteinov v polyakrylamidovom
gély, na zdklade molekulovej hmotnosti pomocou elektroforézy. V druhom kroku dochadza k prenosu
separovanych proteinov na nitrocelulézovu alebo nylénovid membranu. Treti krok slizi na vizualizaciu
cielového proteinu pomocou primarnej a sekundarnej protilatky. Na zvysenie citlivosti sa pouzivaju
rozne systémy oznacovania protilatok, vratane chemiluminiscenénych. Taktiez sa uplatiiuje systém
tzv. avidin - peroxidaza alebo avidin - fosfataza, pri ktorom sa vyuZiva biotin modifikujuci interakciu.
Naviazanim avidinu na biotin, dochadza k vzniku avidin - biotinového mostiku, ktory je schopny
pripojit peroxidazu/fosfatazu k interagujicim latkam. Po pridani vhodného substratu dochacha k
vizualizacii interakcie (Mahmood a Yang, 2012; Lima a kol., 2012).

3.5 Metddy zalozené na analyze nukleovych kyselin

Metddy zaloZené na analyze nukleovych kyselin si charakteristické svojou citlivostou,
$pecifickostou a univerzdlnostou. NajéastejSie pouzivané molekuldrne techniky su jednak
molekularna hybridizacia a potom polymerazova retazova reakcia. V porovnani s imunochemickymi
metddami, poskytuju niekolko vyhod (Lopez a kol., 2008). Nakolko su sérologické metddy zaloZzené
na imunochemickych vlastnostiach proteinov virusu, ich analyzy sa nesustreduju na celkovy virusovy
gendm. Existuju pripady, kde je aplikdcia imunologickych postupov obmedzend, napriklad pri detekcii
viroidov a satelitnych virusovych RNA. Na druhej strane molekularne metédy umoznuju Studium
genetickych vztahov (Kumar, 2009). Nanajvys umoziuju detekciu cielovej molekuly v komplexnej
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zmesi, zatial' o pri sérologickych testoch su vysledky ¢asto nepresné. Dosledkom je vznik faloSnych
detekénych signdlov. Charakterizacia virusov na molekularnej Urovni sa dosahuje detekciou z celkovej
nukleovej kyseliny. Nasledne sa amplifikuju, bud Uplné, alebo Cciastocné gendmové sekvencie
pomocou PCR. PCR sa stala prednostnou technikou pre vacsinu aplikacii v oblasti rastlinnych virusov,
pretoze umoznuje detekciu virusov vo velmi nizkych titroch (Ndunguru a kol., 2005). Skuto¢nost, ze
rozne varianty PCR (hlavne RT - PCR) zvySuju presnost detekcie a diagnostiky, tym umozniuje
rozsirenie vedomosti o ekolégiu a populac¢ni dynamiku mnohych rastlinnych (Kumar, 2009 ).

3.5.1 Polymerazova retazova reakcia (Polymerase chain reaction)

Polymerazova retazova reakcia je technika, ktora sa stala zakladom vsetkych diagnostickych
metdd vztiahnutych na detekciu rastlinnych virusov. UmozZiuje amplifikdciu resp. tvorbu velkého
poctu identickych képii poZzadovanej sekvencie DNA v malej reakénej skimavke. Kli¢ovym enzymom
pri syntéze vybranej sekvencie DNA je termostabilna DNA polymerdza. Pred samotnym zaciatkom
PCR reakcie je délezity navrh dvoch sad oligonukleotidov (priamy a spatny primer), ktoré zabezpecuju
ohrani¢enie vybraného useku DNA. Pocet naamplifikovanych cielovych sekvencii sa exponencidlne
virusov st RNA virusy je potrebné pri uskutocneni tejto metddy vyuzit enzym reverzna transkriptaza.
V tomto pripade hovorime o modifikacii PCR zvanej ako RT - PCR (reverzno - transkriptazova PCR)
(Lopez a kol., 2008; Webster a kol., 2004). Ulohou reverznej transkriptazy (RNA - dependentnej DNA
polymerazy) je prevedenie vyizolovanej virusovej mRNA na komplementarnu DNA (cDNA). Pre
syntézu cDNA sa pouZivaju neSpecifické sekvencie primerov, kedy ide o zmes nahodnych hexamérov
alebo oligo - dT primerov. Zndme su aj Specifické sekvencie primerov, ktoré si komplementarne
k sekvencii daného génu (Obrazok 9). Nahodné hexaméry su zmesov vSetkych moznych kombinacii
Siestich nukleotidovych sekvencii, ktoré mozno pripojit ndahodne k mRNA. NajéastejSie sa pre iniciaciu
syntézy cDNA vyuzivaju oligo - dT primery, ktoré si komplementarne k poly - A chvostu molekul
mRNA. Sekvencne Specifické primery si obmedzené, pretoZe su navrhnuté tak, aby sa selektivne
viazali na mRNA (Nikiforova a Nikiforov, 2011).

MAMNS E—— A ANAA )

|

Revarsa transcription

[ I |
Ganea specific priming Oligo(dT) priming Random hexamer priming

e A ARG A —— A AN, —— AAAAA,
-—. - TTT - NE‘_ Nﬂ - NE
[ l |

v

cOMNA

‘

PCR amplification

Obrazok 9: Schématické zobrazenie principu reverznej transkripcie. Pri prevadzani mRNA na cDNA,
mozu byt pouZité bud nespecifické primery: najcastejsie oligo - dT primery a ndhodné hexaméry N,
alebo genovo Specifické primery (Nikiforova a Nikiforov, 2011).

Vzniknutad cDNA v procese reverznej transkripcie moze byt pouZitd pre amplifikaciu v PCR rovnako
ako iné molekuly DNA.
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Nasledovna postupnost krokov je vsulade s klasickou PCR azahffia (Makkouk a Kumari, 2006;
McCartney a kol., 2003) (Obrazok 10):

1. Denaturacia 2 - vlaknovej DNA pri teplote 94°C, ¢im sa ziska 1 - vldknova DNA. Komplementarne
vlakna DNA sa rozpletaju v dosledku zaniku vodikovych (H - H) vazieb medzi nimi.

2. Aneldcia primerov za zniZenia teploty na 55 - 65°C. Primery sa komplementdrne viazu na obidve
DNA vlakna.

3. Elongacia za zvySenia teploty na 72°C. V tomto kroku dochadza k syntéze obidvoch vliaken DNA
v smere 5> 3‘. Syntézu zabezpecuje DNA polymerdza z volnych deoxyribonukleozidtrifosfatov.
Uvedné tri kroky sa mdzu cyklicky opakovat prostrednictvom automatického zariadenia zvaného
Termocykler. Vysledkom je velky pocet kopii fragmentov DNA, ktoré boli ohrani¢ené navrhnutymi
primermi (Lorenz, 2012).
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Obrazok 10: Schématické znazornenie priebehu metddy PCR. V prvoku kroku dochadza k denaturdcii
DNA (94°C). Nasledne nastava proces aneldcie (55 - 65°C), kde nadizajnované primery na zdklade
komplementarity k DNA vlaknu, ohranicia vybrany usek DNA vlakna. V poslednom kroku dochadza
k syntéze cielového Useku DNA (72°C) pomocou DNA polymerazy (Kumar, 2009). Celkovy proces
amplifacie vybraného fragmentu DNA trva 35 - 40 minut (Nikiforova a Nikiforov, 2011).

Suhrne mozno vyjadrit, Ze pre spravny priebeh PCR reakcie je nevyhnutna pritomnost tychto zloZiek
v reakénom prostredi (Rahman a kol., 2013):

. templatova DNA (cDNA)

. 2 sady oligonukleotidov

. termostabilnd DNA - polymeraza

° deoxyribonukleozidtrifosfaty (dNTP-dATP, dGTP, dCTP, dTTP)
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o timivy roztok (Mg?*)

Zasadnym krokom este pred samotnym priebehom PCR je navrh primerov, pri ktorych je nutné
dodrziavat nasledovné pravidla (Kumar, 2009; Lorenz, 2012 ):

. Dizka v rozsahu 15 - 30 bazovych parov (bp).

. Obsah guaninovych a cytozinovych parov (G + C) by mal by v rozsahu 40 - 60 %.

. Primery nesmu byt navzajom komplementarne, v désledku vzniku tzv. primer - diméry.

. Teplota topenia (Tm) obidvoch primerov by mala byt priblizne rovnakd, s maximalnym

rozdielom < 5°C.

Separacia vzniknutych amplikédnov v procese PCR sa uskuto¢fiuje prostrednictvom elektroforézy.
Jednotlivé DNA fragmenty su separované na zaklade ich relativnej molekulovej velkosti a velkosti
naboja. Elektroforetické zariadenie podla zvoleného média mozno rozdelit na (Izzo a kol., 2006):

. Horizontalnu elektroforézu, ktora ako nosné médium vyuZiva agardzu.

. Vertikalnu elektroforézu, ktora ako separatné médium vyuZiva polyakrylamidovy gél
v pritomnosti dodecylsiranu sodného (SDS - PAGE).

Vizualizacia produktov PCR sa moze realizovat dvoma sp6sobmi (Garibyan a Avashia, 2013):

. PouZitim chemickych farbiv. Naj¢astejSie sa pouziva interkalacné farbivo Ethidium bromid
(EtBr).
. Oznacenim primerov s fluorescenénymi farbivami. Medzi takéto farbiva patri napriklad: 6-

karboxy-fluorescein (FAM) a hexachloro-6-karboxy-fluorescein (HEX).

Technika RT - PCR ma v praxi pre detekciu rastlinnych patogénov, vdaka svojej vysokej citlivosti
a spolahlivosti, omnoho vacsie vyuzitie ako imunochemické metédy. V roku 1993, Wylie a kol.,
pouzitim metddy RT - PCR identifikovali pritomnost tobamovirusu (Cucumber mosaic virus )
v infekénom semene Lupiny Uzkolistej.

Medzi dalSie modifikacie PCR patria:

3.5.1.1 Real - time PCR

Metdda RT - PCR vyuZiva hlavné principy konvencnej PCR, pricom detekuje a kvantifikuje
produkty PCR v redlnom Case pocas priebehu reakcie. (Nikiforova a Nikiforov, 2011; McCartney a kol.,
2003; Ruiz - Ruiz akol., 2009). Z toho dbvodu je mozné ju vyuzit na dva typy analyz. Prvy typ
poskytuje monitorovanie poctu naamplifikovanych kdpii DNA fragmentov, kedy ide uz o kvantitativnu
RT - PCR (gRT - PCR). Druhy typ zodpoveda vyssie uvedenej RT - PCR, ¢im umozZzniuje studium expresie
génov po spojeni s reverznou transkripciou. Vyhodou PCR v redlnom case je, Ze umoziuje skrining
virusovych fytopatogénov aj pri nizkych koncentrdcidch. NavysSe zniZuje Cas detekcie potrebny na
diagnostiku virusu, s ¢im suvisi aj mensie riziko kontaminacie (Lopez a kol., 2008).

gRT - PCR umoZiiuje meranie produktov vytvorenych pocas kazdého cyklu PCR procesu, ktoré su
priamo Umerné mnozstvu templdtu pred zaciatkom procesu PCR. Detekcia produktov sa uskutociuje
na zaklade troch principov, ktoré vyuZzivaju (Ginzinger, 2002; Krypuy a kol., 2006; Lopez a kol., 2008):

. Nespecifické fluorescencné latky. V principe ide o farbiva ako napriklad: SYBR Green | dye,
SYTO 9, EvaGreen alebo LC Green, inkorporujuce sa do Struktury DNA ako produktu PCR.

. Specifické, fluorescenéne znacené préby (TagMan préby).

. Hairpin (vldsenkové) préby, ktoré su charakteristické svojou priestorovou Strukturou.
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dRT - PCR zaloZena na detekcii produktov pomocou specifickej DNA TagMan préby

Specifické sekvenéné DNA préby vyuzivané na detekciu DNA fragmentov v gRT - PCR, mozu
byt rozdelené do dvoch skupin. Kemisii fluorescencie dochadza bud po hybridizacii proby
s komplementarnou DNA sekvenciou alebo po hydrolyze préby. TagMan préba vyuZiva princip
detekcie zalozeny na hydrolyze préby. Je charakteristicka tym, Zze na 5 - konci obsahuje
fluorescencne znaceny reportér a na 3‘ - konci zhasac fluorescencie. Ich vzajomna fyzickd blizkost
vyrazne ovplyvriuje fluorescenciu, tym Ze zhaSsa¢ moze zabrarovat fluorescencii emitovanej
reportérom. Emisia fluorescencie nastdva v procese 53 exonukledzovej aktivity DNA polymerazy,
kedy dochadza k odstiepeniu reportéra z 5 - konca préby (Obrazok 11). Odstiepenim reportérovej
molekuly z prislusnej sondy v kazdom cykle qRT - PCR, pri ktorom sa proporcionalne zvysuje aj
mnoZstvo amplikdnov, vedie kzvySeniu intenzity fluorescencie. Nasledne dochadza ku
kvantitativnemu vyhodnoteniu (Heid a kol., 1996; Arya a kol., 2005).
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Obrazok 11: Schématické zobrazenie gRT - PCR zaloZenej na detekcii produktov pomocou TagMan
proby. Po denaturacii vldkna DNA v PCR reakcii dochdadza ku anelacii primeru a Specifickej TagMan
proby na zdklade komplementarity. Po hybridizacii, dochadza k odstraneniu reportérovej molekuly z
5 - konca TagMan préby pomocou 5‘—3 exonukledzovej aktivity DNA polymerazy. Takto odtranend
reportérovd molekula umoZzniuje emisiu fluorescencie (Arya a kol., 2005).

Specificitu amplikénov gRT - PCR je mozné dokdzat na zéklade ich anelagnej teploty (Tm)
a molekularnej velkosti produktu pomocou kontrolnej elektroforetickej separacie.

3.5.2 Hybridizacia nukleovych kyselin

In situ hybridizacia (ISH), predstavuje sihrnny nazov pre techniky, ktoré lokalizuju a detekuju
génové transkripty v eukaryotickych bunkach, pricom vyuZivaju Specificky znacené proby. Na
detekciu sa vyuZivaju, bud radioaktivne (izotop fosforu 32P) alebo neradioaktivne (digoxigénové
znacenie, fluoroscencne, chromogénne) znacené sondy. Na zdklade znacenych sénd maju tieto
techniky aj svoje Specifické nazvy, fluorescencna in situ hybridizacia (FISH), alebo chromogénna in
situ hybridizacia (CISH) (Nozhat a Hedayati, 2015). Hybridizadcia sa mézZe uskutocnit na udrovni
DNA/DNA, RNA/RNA alebo kombinacii DNA/RNA. VyuZiva dve zdkladne vlastnosti vlakna DNA alebo
RNA ato schopnost denaturovat arenaturovat. Princip teda spociva v hybridizacii (vzdjomnom
spojeni sa) dvoch denaturovanych vidken DNA/ RNA na zédklade komplementarity. Vysledkom je novo
vzniknuta 2 - vldknova DNA/RNA, ktorad obsahuje jedno pévodné, analyzované vldkno a druhé vldkno
pridané pocas hybridizacnej reakcie vo forme prdby. Samotny proces hybridizacie sa uskutocnuje na
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pevnom nosici, membrane. Na zaklade detekcie cielenej molekuly (nukleovych kyselin) je mozné
molekularnu hybridizaciu rozdelit na (Barbu, 2007):

° Southern blotting, kde dochadza k identifikacii DNA sekvencii za pouzitia DNA alebo RNA
sond.

° Northern blotting, kde dochadza k identifikacii RNA sekvencii za pouZitia DNA alebo RNA
sond.

° Western blotting, kde dochadza k identifikacii proteinovych sekvencii pouZitim Specifickych
protilatok.

Techniky ISH nasli uplatnenie aj pri detekcii Specifickych RNA a DNA sekvencii izolovanych
z rastlinnych virusov a baktérii. Priestorova lokalizacia a vizualizacia virusov a baktérii v priebehu
infekéného procesu je zasadny krok, ktory dopifia profil expresie v reakcii na rézne podnety. Analyza
tasopriestorovej infekcie prostrednictvom technik ISH, doplia molekuldrno - biologické experimenty
zamerané na pochopenie interakcii s bunkovymi zlozkami (Kliot a kol., 2014; Jensen, 2014).

Northern blotting

Z hladiska genomickej Struktdry a samotného taxonomického zaradenia virusu mozaiky raj¢iaka ide
o RNA virus, preto sa pre jeho detekciu vyuZiva Northern blotting. Metdda zahffia nasledovné kroky:
(Obrazok 12) (Barbu, 2007; Streit a kol., 2009):

. Izolacia a extrakcia RNA. Pred samotnou extrakciou prebieha proces homogenizicie za
pomoci komercne dostupnych cinidiel (TRIzol). Extakcia sa uskutocriuje pomocou koncentrovaného
roztoku fenolu. Vyextrahovana RNA sa oddeli (horna faza) od spodnej fazy. Ziskana zrazenina RNA sa
premyva alkoholom.

. Elektroforetickd separdcia v pritomnosti agarozového gélu a elektroforetického pufru.

. Transfer, prenos separovanych molekdl RNA na pevny nosi¢ (nitrocelulézovy filter alebo
nylénovd membranu). Kovalentnym naviazanim na hybridizaénd membranu dochadza k presnému
odtlac¢eniu separovanych fragmentov RNA v géli. Blotting méze byt bud kapilarny alebo vakuovy. Na
konci tohto kroku je velmi doélezité zabezpecit dobré naviazanie fragmentov RNA na pevnud matricu.
To sa zabezpecuje najma vystavenim membrany proti UV Ziareniu.

. Hybridizacia jednovlaknovych RNA fragmentov s komplementdarnou radioaktivne alebo
neradioaktivne znacenou sondou. NajcastejSie vyuZivanou sondou je radioaktivne znacena sonda,
ktora vznika v procese tzv. ,nick - translacie”. DNA polymerdza svojou 5'->3‘ exonukledzovou
aktivitou najskor odstraniuje nukleotidy a potom ich polymerdzovou aktivitou zabudovava. Medzi
nimi sa nachadza aj radioaktivny znaceny (a-32P - dNTP) nukleotid. Po jeho zabudovani do retazca
vznika radioaktivne znacena sonda.

. Odmyvanie nehybridizovanych fragmentov znacenej sondy z membrany. Chemické znacenie
sondy si vyZaduje inkubdciu membrdny s vhodnym reakénym cinidlom alebo substratom, ktory ma za
nasledok emisiu svetla detekovatelnd prislusSnym detektorom. Rontgenové filmy ziskané
z radioaktivnej alebo chemiluminiscencnej reakcie mozu byt potom dalej analyzované pocitacovym
denzitometrickym softvérom. Ten vyhodnoti mnoZstvo analyzovanej, kvantifikovanej RNA, ktora je
pritomna sa hybridizacnej membrane.
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Obrazok 12: Schématické zobrazenie priebehu techniky Northern blotting. Po extrakcii RNA za
pomoci cinidila (TRIzol) dochadza k elektroferetickej separdcii. Separované fragmenty RNA sa
prendsaju na hybridizovani membrdnu vo forme 1 vldknovej RNA. Nasledne dochadza k hybridizacii

- vldknovej pévodnej RNA so znacenou probou. V poslednom kroku dochadza k premyvaniu
membrany od nehybridizovanych fragmentov a vizualizacii s vhodnym detekénym zariadenim (Wang
a Yang, 2010).

In situ hybridizacné techniky su v principe podobné ,blotovacim” technikdm (DIBA, TIBA), ktoré vsak
na detekciu nepouzZivaju znacené proby, ale Specifické protilatky. Z toho dovodu su casovo
narocnejsie a niektoré z nich si obmedzené na pracu s modelovymi organizmami.
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4. Ciele prace

1. Porovnanie aminokyselinovych sekvencii obalovych proteinov jednotlivych dostupnych patotypov
ToMV.

2. Umeld infekcia ToMV patotypom (PV - 0135) charakteristickym pre nase klimatické pasmo.

3. Molekuldrna charakterizacia obalového proteinu patotypu PV - 0135 ToMV virusu a urcenie
antigenicity jednotlivych domén.

4. Optimalizacia riadenia polyklondlnej protilatky zaloZzena na detekcii zmesi synteticky pripravenych
epitopov Epi 1 + Epi 2.

5. Stanovenie pritomnosti CP ToMV PV - 0135 v infikovanych genotypoch (Salus, Niki, Oskar)
prostrednictvom imunochemickych analyz (DAS - ELISA, Western blotting).
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5. Material a metédy
5.1 Chemikalie

5.1.1 Zlozenie roztokov pouzivanych pri umelej infekcii ToMV PV - 0135

1. Norit pufor s nasledovnym zloZenim:

° 0,05M Na/K (PO4)3, pufor s pH 7.0

. 1mM kyselina etyléndiamintetraoctovd, 5mM DIECA,
. 5mM kyselina tioglykolova

2. Sterilnd deionizovana H,0:

° 1 ml dietylpyrokarbonat (DEPC)

° 100 ml H,0

Zlozenie roztokov pouzivanych priizolacii proteinov z infikovanych odréod rajciaka jedlého

1. Pracovny roztok so zloZzenim:

. 990 ul P - PER" Reagent A obsahujici pufor na baze kyseliny 4 - (2-hydroxyetyl) -1 -
piperazinetansulfénovej (HEPES), pH =7

. 10 ul P - PER” Reagent B obsahujuci proteinovy stabilizator

. 750 pl P - PER® Reagent C obsahujuci organicky extrakény roztok

ZlozZenie roztokov pouzivanych pri merani koncentracie proteinov pomocou PierceTM BCA Protein
Assay Kit (Thermo ScientificTM, USA)

1. BCA Reagent A (500 ml reagentu A ) s obsahom:

. uhli¢itanu sodného, hydrogenuhlic¢itanu sodného, kyseliny bicinchoninovej a vinanu
draselného v 0,1 M hydroxide sodnom)
2. BCA Reagent A (25 ml reagentu B ) s obsahom:

. 4% siranu mednatého
3. Skiimavky so standardom albuminu (2 mg/ml) obsahujtce:

. hovadzi sérovy albumin (BSA) vo fyziologickom roztoku a 0,05% azide sodnom - zdsobny roztok

Zlozenie roztokov pouZivanych pri optimalizacii riadenia polyklonalnej protilatky a pri teste DAS -
ELISA komercnymi protilatkami (Bioreba, DSMZ) a nami navrhnutou portilatkou

1. Riediaci pufor s nasledovnym zloZenim:

[ ] 50 mM N82C03
o 50 Mm NaHCOs3
o 0,02 % NaNs

° pH 9,6

2. PBS - Tween roztok s nasledovnym zloZenim:

. 10 mM fosfatovy timivy roztok (KH2PO4/NazHPO,)
. 140 mM NaCl

° 3 mM KCl

° 0, 05 % Tween 20
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3.Extrakény pufor so zloZzenim:

. 10 Mm fosfatovy timivy roztok (KH,PO4/NA;HPO,)
° 140 mM NaCl

° 3 mM KClI

° 0,05% Tween 20

° 2% PVP (polyvinylpyrrolidén)

4.TImivy roztok so zloZzenim:

. 10 mM fosfatovy timivy roztok (KH,PO4/Na>HPO,)
140 mM NaCl

3 mM KClI

0,05% Tween 20

2% PVP

0,2% vajickovy albumin (Sigma Aldrich - 5253)

Zlozenie roztokov pouzivanych pri separacii proteinovych lyzatov pomocou SDS - PAGE aich
analyze metédou Western blotting

1. ZloZenie a priprava nandsacieho pufru:

4 ml 10% SDS

1,2 ml 1 M Tris - HCI (pH 6,8)

1 ml 10% B - merkaptoetanol

0,002 g 0,02% bromfenolovd modra
2 ml 20% glycerol

1,8 ml dH,0

N

. ZloZenie a pripava 12% separacného polyakrylamidové gélu
8,6 ml sterilna ddH,0
6 ml 40% akrylamid
5 ml Tris (1,5 M, pH 8,8)
200 pl 10% SDS
200 pl Persiran amonny (APS)
20 ul TEMED

3. ZloZenie a priprava APS:
. 0,1 g persiranu aménneho
. 1 ml destilovanej H,0

4. ZloZenie a priprava 5% zahustovacieho polyakrylamidového gélu

) 6,3 ml sterilna ddH,0

° 1,25 ml 40% akrylamid

) 1,25 ml Tris (1,5 M, pH 8,8)
. 100 pl 10% SDS

. 100 pl Persiran aménny

. 10 wl TEMED

5. ZloZenie a priprava 5x Running pufor na objem 1L

. 5g 0,5% (w/v) SDS
° 15g 124 mM Tris
° 72 g 0,96 M glycinu
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Pred pouZzitim zriedit 1 x, t.j. 100 ml zarobeného running pufru a 400 ml ddH,0

6. Zlozenie transferového timivého roztoku

° 29,3 g 39 mM glycinu
° 58,2 g 48 mM Tris

° 0,04% SDS

. 20% metanol

7. ZloZenie a priprava 10 x TBS-Tween (pH = 7,4)

° 87,6 g 1,5 M NacCl
° 12,12 g 100 mM Tris
° 5 ml0,5 % (v/v) Tween 20

8. ZloZenie a priprava blokovacieho reagentu (50 ml):

° 2,5g 5% suseného mlieka
° 48,75 ml roztoku 1x TBS-Tween
. 1,25 ml 2,5% inaktivovaného hovadzieho fetdlneho séra (FBS)

5.2 Pristroje

ELISA reader (BioTek, EL x 800), Vortex (Labnet VX 100), Termoblok (digital dry baths, Labnet
International, Inc), Electronic ultraviolet crosslinker, Centrifuga (Eppendorf centrifuge 5804/ 5804 R),
Trepacka (Incubator Shaker series, New Brunswick™ Innova® 40, Innova® 40/40R), Stopky (Oregon
scientific, eppendorf, Model No. TR 118), MikrovInd rura ETA 7203, Predvazky (Sartorius, BP 310S),
homogenizator (IKA T - 10), HIbokomraziaci box (Innova® - 86°C Ultra-Low Temperature Laboratory
Freezers), Automatické pipety s réznymi objemami (2-20 pl, 20-200 pl, 100-1000 pl, 0,1-2 pl, vyrobca
PZ HTL S.A), Zrkadlovy fotoaparat (Canon EOS 600D), Elektroforeticka aparatura (Miniprotean 3 Cell,
Complete System, BioRad, USA), Zdroj jednosmerného napatia (Consort Mini E132, Sigma Aldrich,
USA).

5.3 Biologicky material

Ako biologicky materiadl pouzity na umeld infekciu odréd rajciaka jedlého (Salus - krickovy,
Niki - kolikovy, Oskar F1 - zvySena odolnost vo¢i ToMV) bol pouZity virus mozaiky rajéiaka, patotyp
PV 0135, ktory je charateristicky pre nase klimatické pasmo. lzolat pochddzal zo zbierky Leibniz
Institute DSMZ - German Collection of Microorganismis and Cell Cultures (Braunschweig, SRN).
Klicence odrod rajciaka jedlého, ktoré boli infikované ToMV PV - 0135 boli poskytnuté spolo¢nostou
Zelseed s.r.o (Horna Poton).

6.1 Metody a postupy

6.1.1 Priprava virusového inokula ToMV PV - 0135 (DSMZ)

Do sterilnej trecej misky sme naliali malé mnoZstvo kvapalného dusika. Nasledne sme do
dusika vloZili lyofilizované, virusom ToMV PV - 0135, infikované listy. Po rozdrveni listovej biomasy na
zeleny prasok sme pridali Norit pufor v objeme 2 ml k 7,4 mg listov (c1 ) a1 ml k6,0 mg listov (c).
Vytvorené homogénne roztoky, v ktorych boli uvolnené virusové castice sme rozalikvétovali pre
nasledovné ucely:

. na spektrofotometrické stanovenie koncentracie celkovej proteinovej frakcie, za pomoci
spektrofotometra NanoDrop,

. na umelu virusovu infekciu odrod rastlin rajciaka jedlého,

. na stanovenie titru DAS - ELISA testom.
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6.1.2 Kultivacia rastlinného materialu

Rastlinné semenad boli vysiate v klasickych 12 cm plastovych nddobdch so substratom, ktory
bol vopred vysterilizovany v Mitcherlichovych nadobach procesom autoklavovania. Rajéiaky jedlé boli
najprv predpestované v skleniku a potom premiestnené do kontrolovanych podmienok rastovej
komory. Kultivacia prebiehala pri nasledovnych podmienkach:

° 16 hodin denny rezim/ 8 hodin no¢ny rezim,
. teplota: 24 - 25°C
. intenzita svetla: 152 pmol m2 s FAR

6.1.3 Presadzanie a umiestnenie rastlin

Odrody rajciaka jedlého boli presadené dnia 6. 2. 2017 do 3 L plastovych nadob, pricom boli
vo vyvinovom $tadiu plne vyvinutého druhého pravého listu (maximalne nelplne vyvinutého tretieho
pravého listu. Nasledne boli rozmiestnené v piatich prepravkach podla planovaného pouzitia
pripraveného virusového inokula ToMV PV - 0135, ktory mal byt aplikovany pri umelej infekcii (c1 = 14,
c2 = |,). Z kazdej testovanej odrody (6, 7, 20) boli v prepravke umiestnené 2 rastliny (Obrazok 13).
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Obrazok 13: Schématické zobrazenie rozmiestenia odrod rajciaka jedlého s s pouZitim virusového
inokula (c1 = I3, c; = 12) na umeld infekciu.

Legenda: 6, 7, 20 - Cisla kédujuce odrodu rajciaka jedlého, ktoré boli vysadené 9.1 a 10.1 2017; 6 - Salus
(Zelseed) krickovy; 7 - Niki Zel F; (Zelseed) kolikovy; 20 - Oskar F1 (Zeelseed), zvy$ena odolnost voli ToMV; |; -
nizSia koncentracia potogénu (resp. OD proteinovej frakcie; I, - vySsSia koncentracia patogénu (resp. OD
proteinovej frakcie); K - kontrolné rastliny.

6.1.4 Postup umelej virusovej infekcie
Kontrolné rastliny

Dva listy kontrolnej rastliny sme poprasili karborundom (zrnitost 200 - 450, Sigma - Aldrich, USA)
a naniesli po 20 pL Norit pufru na kazdy jeden z nich (celkovo 40 pL Norit pufru) (Obrazok 14).
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Ndsledne sme karborundum a Norit pufor zmyli sterilnou deionizovanou H,0, aby sme zabranili
moznému spaleniu listov pufrom. Rastliny sme nechali kultivovat po dobu 30 dni v optimalnych
podmienkach, ktoré su uvedené v kapitole Kultivacia rastlinného materidlu.
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Obrazok 14: Aplikdacia karborunda na listy, za i¢elom mechanického narusenia povrchovych pletiv.
Infikované rastliny

Infekcia (virusom mozaiky rajéiaka jedlého, patotypu PV - 0135) na odrodach rajciaka jedlého
prebehla dfa 12.2.2017.

Infikovanych bolo 24 rastlin z 3 odrod rajciaka jedlého (6,7, 20), t.j. : 2x611;2x6 12, 2x7 11;2%x 7 |y;
2x2013;2x201,.

Infekcia odrdéd rajéiaka jedlého sa uskutocnila prostrednictvom dvoch pripravenych koncentracii
virusového inokula (c; = 1, ¢z = I2). Rovnako ako pri kontrolnych rastlindch, sme obidva listy
pochadzajuce zjednej rastliny poprdsili karborundom. Aplikaciou karborunda sme mechanicky
rozrusili povrchové pletiva listu, ¢im sme ulahcili penetrdciu virusu do vnutornych pletiv. Na jeden list
sme naniesli 20 pL virusového inokula o poZadovanej koncentrdcii, na druhy list taktiez. Po 20
minutach sme rastliny opldchli sterilnou deionizovanou H,0 tak, aby sme zmyli prebyto¢né inokulum
a karborundum. Po inokuldacii sme infikované rastliny kultivovali v optimalnych podmienkach, ktoré
su uvedené vysSie. Pocas kultivacie sme pravidelne sledovali a zaznamenavali charakteristické
symptomy spbsobené infekciou virusu mozaiky rajciaka jedlého PV - 0135 (Obrazok 15).
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Obrazok 15: Infikovana odroda rajciaka jedlého (20 I,) po 6 dni infekcie virusom mozaiky raj¢iaka PV -
0135. Rastlina preukazovala charakteristické symptédmy sposobené umelou infekciou, t.j. listova
Skvrnitost (a).

Planované odbery materialu:

Infikované odrody rajciaka jedlého (6 11,6 |, 7 11, 7 13, 20 11, 20 I3) boli pouZité na tri odbery listovej
biomasy:

. na izolaciu proteinov s naslednou analyzou pomocou DAS - ELISA a Western Blotting.
Kontrolné rastliny (2) z kazdej odrody (6K, 7K, 20K) boli pouZité na rovnaké ucely ako infikované.
Odbery listovej biomasy sa uskutocnilipo 2 h, 4 h 12 h, 24 h, 7 dni, 14 dni umelej infekcii.

Pre overenie spravnej infekcie odrdod rajciaka jedlého a diagnostiku pritomnosti ToMV PV - 0135 bola
zvolend ako prva analyza DAS - ELISA testom. KedZe ide o imunochemicku metddu zaloZenu na
detekcii obalového proteinu virusu, bolo potrebné v prvom kroku navrhnut vhodnu protilatku na
tvorbu imunokumplexu.

6.1.5 Pocitacova molekularno - biologicka analyza ToMV

Na zaklade pristupového cisla obalového proteinu virusu mozaiky rajciaka PV - 0135
(AJ429084) sa v dostupnych databazach GenBank a The UniProt Knowledgebase vyhladali podobné
CP patotypov k patotypu ToMV PV - 0135. Vybranych bolo 16 CP podobnych patotypov s o
najvy$sou homologickou podobnostou. Ziskané sekvencie vo formate FASTA boli uloZené do
textového dokumentu a nasledne nahrané do programu CLC Sequence Viewer 7.7.1, kde sa porovnali
ich aminokyselinové sekvencie (Obrazok 16).
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Obrazok 16: Porovnanie aminokyselinovych sekvencii vybranych, homologicky podobnych CP
patotypov ToMV k patotypu ToMV PV - 0135.
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Prostrednictvom softvéru CLC Main Workbench boli zaminokyselinovych sekvencii patotypov
ToMV, vyhodnotené oligopeptidové sekvencie vykazujlice antigenicitny potencidl. Najvhodnejsi
epitop sa pre tvorbu imunokomplexu dosiahne prienikom vlastnosti (Obrazok 17):

. Specifické zloZenie aminokyselin (cystein, leucin, valin) (Kolaskar a Tongaonkor., 1990)
. z hladiska hydrofilicity pri ktorej plati, ¢im vyssia hydrofilicita, tym nizsia hydrofobicita (Parker
a kol., 1986)
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Obrazok 17: Schématické zobrazenie antigenicitného profilu s vyznacenim navrhnutych epitopov, po
prieniku vlastnosti hydrofilicity a Specifického zloZenia aminokyselin.

Pre obalovy protein ToMV PV - 0135 boli navrhnuté tieto konkrétne oligopeptidy vykazujuce ¢o
najvyssi koeficient antigenicity:

° Epi 1: NH, - RFPGDVYKVYRYNAVLDC - COOH

° Epi 2: NH, - CESMSGLVWTSAPAS - COOH

ZloZenie oligopeptidov vychadzalo z aminokyselinovej sekvencie ToMV PV - 0135 (Obrazok 18). Pre
overenie spravnosti navrhnutia oligopeptidov pred samotnou imuniziciou zvierata (krélika), boli
odoslané komercnej firme Metabion (Nemecko), ktord ich modifikovala pridanim aminokyseliny
cystein, v zmysle zvySenia imunochemickej odozvy krélika.

Strand Stranld Helix Helix 4|° 6|0$tnnd Strand
MSYSITSPSQFVFLSSVWADPIELLNVCTNSLGNQFQTQQARTTVQQQFSEVWKPFPQSTIVRFPGDVYKV

E
T LT T LT e e ey

Strand Strandl;lellx Helix 1?0 Helix lfo 14Io

YML!TALLGTFDTRNRI IEVENQQSPTTAETLDATRRVDDATVAIRSAINNLVNELVRGTGLY |
ﬂﬁﬂﬂfﬁﬂr NONNONnoNN NnmnenonNOO O O N onNOnnononnONN00n0n0T

Helix Strand
NQNTFHESMSGLVWTSAPAS)

Epi 2
ﬂﬂﬁﬂrﬂnmnnﬂﬁﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂ

Obrazok 18: Aminokyselinova sekvencia ToMV PV - 0135 s vyznacenim navrhnutych epitopov (Epi 1,
Epi 2) pomocou softvéru CLC Main Workbench.
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Pre overenie kvality syntetizovanych epitopov (Epi 1 a Epi 2) bola realizovana aj ich analyza
prostrednictvom hmotnostnej spektrometrie s laserovou desorpciou aionizaciou za Ucasti matrice
s preletovym analyzatorom (MALDI - TOF MS) (Obrazok 19). Analyza bola opéat vykonana komerénou
firmou Metabion.
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Obrazok 19: Overenie kvality syntetizovaného epitopu 1 (vlavo), epitopu 2 (vpravo) prostrednictvom
MALDI - TOF MS.

6.1.6 Imunizacia zvierata
Imunizacia bola vykonana na pracovisku uréenom na pracu so Zivymi pokusnymi zvieratami.
Jeho sucastou boli aj vysoko sterilné podmienky pre pripravu protilatok. Pre uskutoénenie imunizacie
kralika boli pracovisku zaslané navrhnuté oligopeptidy, pricom jej priebeh bol nasledovny:
injektaZ 3 mg epitopu (1.den)
injektaZ 3 mg epitopu (21.den)
injektaZ 3 mg epitopu (28.den)
injektaZ 3 mg epitopu (35.den)
injektaZ 3 mg epitopu (42.den)
injektadZ 3 mg epitopu (49.den)
kvantitativny odber krvi - separacia krvného séra
konjugiacia polyklonalnej protilatky s KLH (hemocyanin pochadzajuci z Megathura crenulata)

6.1.7 Optimalizacia riadenia polyklondlnej protilatky zalozena na detekcii
zmesi synteticky pripravenych epitopov Ep1l + Ep2

Pripravenu polyklonalnu protildtku sme nariedili riediacim pufrom v pomere 1:100, 1:300,
1:1000, 1:2500, 1:7500, 1:25000, 1:75000 v zavislosti od koncentracie protilatky. Na platnicku (96
well Nunc Imuno Plates MaxiSorp f 96) sme nechali naviazat 200 pl primarnej protilatky (v uvedenych
riedeniach) a inkubovali sme 4 hodiny pri 30°C. Vyklopenim a zliatim sme odstranili roztok z jamiek.
Nenaviazanu protildtku sme odstranili 2 x premytim jamiek roztokom 1 x PBS - Tween. Po vymyti
jamiek sme naniesli zmes oligopeptidov (Epi 1 + Epi 2, t.j. 10 ug z kazdého) nariedené na objem 200
pl extrakénym pufrom. Mikroplatnicku sme nechali inkubovat cez noc pri 4°C. Po inkubacii sme
reakénu zmes vyklopili a vymyli 3 x 200 ul roztokom 1 x PBS - Tween (kazdu jamku). Nasledne sme
pridali sekundarnu protilatku (Goat anti - Rabbit IgG (H + L), Secondary Antibody, AP conjugate
(Pierce, katalégové cislo 31340). Riedenie sekundarnej protilatky sa pohybovalo v rozsahu 1:2 -
10000. Po zriedeni sekundarnej protilatky timivym roztokom sme platni¢ku nechali inkubovat 2 - 4
hodiny pri 37°C. Reakénd zmes sme vyklopili a vymyli. Kazdd jamku sme premyli 3 x 200 pl roztokom
1 x PBS - Tween. Reakciu sme zastavili pridanim 50 pul 2 N NaOH do kazdej jamky. Zmerali sme
absorbanciu pri 405 nm, Specidlnym spektrofotometrom tzv. ELISA readerom.
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6.1.8 lIzolacia proteinov z infikovanych odrod rajciaka jedlého

Celkové proteiny boli izolované zinfikovanych a kontrolnych odréd rajciaka jedlého,

pomocou P- PER Plant Protein Extraction Kit (kataldgové cislo 89803, Pierce, USA).
Do vopred vysterilizovanej, plastovej eppendorfovej skimavky sme si pripravili pracovny roztok
zmieSanim reagentu A (990 pl) a reagentu B (10 pl). Nasledne sme pridali reagent C (750 pl)
a dostatocne sme roztok zvortexovali, kym sme nedosiahli koloidnu suspenziu. Z dévodu zabranenia
degraddcie proteinov sme k reakénej zmesi pridali inhibitori proteinaz, pricom sme roztok po celd
dobu izolacie drzali na lade.

Odobraty, infikovany list vybranych odréd rajciaka jedlého sme najprv namocili do tekutého
dusika. KedZe rastlinné bunky obsahuju pevné bunkové steny avysoké mnoistvo vody, ich
vymrazenim kvapalnym dusikom sme ziskali homogendt, ktory sme potom umiestnili do
polypropylénového sacku. Na mechanické rozdrevnie listu vo vnutri sacku sme pouZili kladivko, ktoré
sme jemne pritldcali na povrch vonkajsej strany sacku. Pridali sme pracovny roztok tak, aby sme
ziskali homogénnu zmes. Vyslednu zmes obsahujlcu virusové ¢astice sme zo sacku odpipetovali do
vopred vysterilizovanej eppendorfovej skimavky. Pre dosiahnutie rozdelenia organickej a vodnej fazy
sme zmes centrifugovali 5 minat pri 5000 x g. Koncentraciu proteinov sme zmeriali
spektrofotometricky, pomocou BCA protein assay kit (katatégové Cislo: 23225, Pierce, USA).

6.1.9 Meranie koncentracie proteinov pomocou BCA protein assay kit
V prvom kroku bolo potrebné zriedit vzorky a pripravit reagencie:

° BCA ,working reagent” (WR) - bolo pripravenych 12000 ul (WR) zmieSanim 1176 pl BCA
reagentu A a 24 ul BCA reagentu B v pomere (50: 1).
. Vzorky proteinovych lyzatov - bolo zriedenych 20 vzoriek v pomere 1:9, t.j. 10 ml vzorky a 90

ml H,0. Vzorky boli zriedené 10x.

Pre vypocet koncentracii z nameranych absorbancii vzoriek (proteinové lyzaty), bol pripraveny rad
$tandardov hoviadzieho sérového albuminu (BSA). Standardy s prislu$nou koncentraciou boli
pripravené podla nasledujucej Tabulky 1.

Tabulka 1: Priprava Standardov albuminu (BSA) pre stanovenie koncentracie bielkovin
z proteinovych lyzatov.

. Objem destilovanej . WISIefj r.‘é
Standard vody [ul] Objem BSA [ul] koncentracia BSA
[mg/ml]
A 0 300 zdsobného roztoku 2000
B 125 375 zésobného roztoku 1500
C 325 325 zdsobného roztoku 1000
D 175 175 zo Standardu B 750
E 325 325 zo Standardu C 500
F 325 325 zo Standardu E 250
G 325 325 zo Standardu F 125
H 400 100 zo Standardu G 25
I 400 0 0
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Pracovny postup:

° Do jednotlivych jamiek mikrotitracnej platnicky bolo napipetovanych po 25 ul Standardov
s prislusnou koncentraciou, vratane nulového standardu (blank) a nariedenych vzoriek.

. Nasledne bolo do vsetkych jamiek pridanych 200 ul WR.

° Mikrotitracna platni¢ka bola premiesand na trepacke (30 sekund) a inkubovana 30 minut pri
teplote 37° C.

. Po inkubdcii a ochladeni platnicky na izbovu teplotu, bola zmerana absorbancia Standardov

a vzoriek pri vinovej dizke 562 nm.

Ziskanim hodn6t absorbancii, boli z krivky linedrnej regresie vypocitané koncentrdcie vzoriek, ktoré
boli pouzité pri prepocte hmotnosti jednotlivych proteinovych lyzatov. Vychadzali sme z hmotnosti
25 pg celkovych proteinov na jamku.

6.1.10 Stanovenie pritomnosti kapsidového proteinu ToMV PV - 0135

pomocou imunodetekcie DAS - ELISA
A. Stanovenie pritomnosti ToMV PV - 0135 pomocou:

. komercne dodanej protilatky (DAS - ELISA kit AS - 0104 against Tomato mosaic virus, Leibniz -
Institut DSMZ - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (Nemecko)
. komercne dodanej protilatky (DAS - ELISA Tomato mosaic virus compele kit, katalégové Cislo:

152 672, Bioreba AG (Svajciarsko)

Zaslané protokoly na uskutocnenie DAS - ELISA testu pomocou komercéne dodanych protilatok boli
v sulade s protokolom, ktorym sme postupovali aj pri optimalizacii riadenia polyklondlnej protilatky
zaloZzenej na detekcii zmesi synteticky pripravenych epitopov Epi 1 + Epi 2. Komercné polyklondlne
protilatky (Bioreba, DSMZ) sme nariadili v pomere 1:1000 podla odporucéani vyrobcov. Hmotnosti pre
jednotlivé vzorky boli vypocitané v kapitole Meranie koncentracie proteinov pomocou BCA protein
assay kit.

ZloZenie vzoriek na mikroplatnic¢ke bolo nasledovné (Tabulka 2):

° N. K = negativha kontrola - virusové inokulum ToMV PV - 0135 (DSZM) (Si1) zriedené
pracovnym roztokom (pouzivany pri izolacii proteinov z infikovanych odréd rajéiaka jedlého),
homogénne roztoky obsahujuce virusové Castice

ToMV - PV 0135 (DSZM) zriedené Norit pufrom v pomere 1:10 (Sz), 1:100 (Ss), proteinové lyzaty
odobraté z kontrolnych, neinfikovanych odréd rajciaka jedlého (6K, 7K, 20K).

. Vzorky = proteinové lyzaty odobraté (2h, 4h, 12h, 24h, 7 dni, 14 dni) po umelej infekcii odrod
rajCiaka jedlého.

. Ab - Bioreba = antibody ( komeréna protilatka od firmy Bioreba), riedenie 1:1000.

. Ab - DSMZ = antibody (komercéna protilatky od firmy DSMZ), riedenie 1:1000.

Tabulka 2: RozloZenie vzoriek, negativnych kontrol (ToMV PV - 0135 (S1), S2(1:10), S5 (1:100), 6K, 7K,
20K) a protilatok (Ab - Bioreba, Ab - DSMZ) na mikrotitracnej platni¢ke pocas testu DAS - ELISA.

1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8 9. 10. 11. 12.
ToMV PV | ToMV PV [ ToMV PV Ab -
A N K 0135 0135 0135 6K TK 20K | 6cy(2h) |20c1(2h) | 6¢cq1(4h) | 20c(4h) | 6c,(12h) | Bioreba
koncentrat | konc.(1:10) | konc.(1:100) (1:1000
B | 20cy(12h) | 6c1(24h) | 20cy(24h) 6c1(7d) 6ca(7d) | Tey(7d) | Tea(7d) | 20c,(7dy | 20c,(7d) | 6c1(14d) | 6c(14d) | Tey(14d)

Tea(14d) | 20cy(14d) | 20cy(14d)
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C. Stanovenie pritomnosti ToMV PV - 0135 nami navrhnutou protilatkou

Postupovalo sa Standardnym postupom, ktory bol realizovany pri optimalizacii riadenia polyklondlnej
protilatky zaloZenej na detekcii zmesi synteticky pripravenych epitopov Epl + Ep2. Protilatku sme
riedili v pomere 1:100. Hmotnosti pre jednotlivé vzorky boli vypocitané v kapitole Meranie
koncentrdcie proteinov pomocou BCA protein assay kit.

ZloZenie vzoriek na platnicke bolo nasledovné (Tabulka 5):

. N. K = negativna kontrola - virusové inokulum ToMV PV - 0135 (DSZM) (Si) zriedené
pracovnym roztokom (pouzivany pri izolacii proteinov zinfikovanych odréd rajciaka jedlého),
homogénne roztoky obsahujuce virusové castice TOMV PV - 0135 (DSZM) zriedené Norit pufrom
vpomere 1:10 (S;), 1:100 (Ss3), proteinové lyzaty odobraté z kontrolnych, neinfikovanych odréd
rajciaka jedlého (6K, 7K, 20K).

. Vzorky = proteinové lyzaty odobraté (2h, 4h, 12h, 24h, 7 dni, 14 dni) po umelej infekcii odrod
rajCiaka jedlého.

. Ab; = antibody 1 ( protilatka 1), nepurifikovana 1 (kralik), riedenie 1:100.

. Ab, = antibody 2 (protilatka 2), nepurifikovana 2 (krélik), riedenie 1:100.

. Pep 1 = oligopeptid 1 (pozitivna kontrola), ktorym bolo imunizované zviera 1. Zasobny roztok
3 mg/ ml (Tabulka 3).

. Pep 2 = oligopeptid 2 (pozitivna kontrola), ktorym bolo imunizované zviera 2. Zasobny roztok

3 mg/ ml (Tabulka 4).

Tabulka 3: Priprava Standardnych roztokov pre oligopeptid 1 ako pozitivnych kontrol pri teste DAS -
ELISA.

standard Pep 1-1 Pep 1-2 Pep 1-3 Pep1-4 |Pep1-5 |Pep1-6
koncentracia 30 3 0,3 0,1 0,03 0,003
[ng/uL]

10 pl na jamku
mikroplatnicky,
zodpoveda x pg
proteinu

300 30 3 1 0,3 0,03

Tabulka 4: Priprava Standardnych roztokov pre oligopeptid 2 ako pozitivnych kontrol pri teste DAS —
ELISA.

Standard Pep 2-1 Pep 2-2 Pep 2-3 Pep 2-4 |Pep 2-5 |Pep 2-6
koncentracia 30 3 0,3 0,1 0,03 0,003
[ne/ul

10 pl na jamku
mikroplatnicky,
zodpoveda x pg
proteinu

300 30 3 1 0,3 3

Tabulka 5: RozloZenie vzoriek, pozitivnych kontrol (Pep 1, Pep 2), negativnych kontrol (ToMV PV -
0135 (S1), S2 (1:10), Ss (1:100), 6K, 7K, 20K) a protilatky (Abi, Ab,) na mikrotitracnej platnicke pocas
testu DAS - ELISA.
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1. 2. 3. 4.

Ln
=
-1

8. 9 10. 11. 12

A | Pepl-l | Pepl2 | Pepl-3 | Pepl-d |Pepl-5|Pepl-6|Pep2-1|Pep2-2|Pep2-3 | Pep2-4 | Pep 2-5 | Pep 2-6

ToMV PV | ToMV PV | ToMV PV

0135 0135 0135 Ab,
Bl NK | i | kon 110y | kone.1:100) 6K 7K 20K | 6c1(2h) |20cy(2h) | 6cy(4h) |20c;(4h) | 6c1(12h) (1:100)
(51) (52) (83)
20c)(12h) | 6c)(24h) | 20c,(24h) | 6cy(Td) | 6cy(7d) | Tea(Td) | Tea(7d) | 20¢,(7d) | 20c,(7d) | 6e,(14d) | 6ey(14d) | Tey(14d)

Tey(14d) 20e,(14d)

H

6.1.11 Postup Western blotting analyzy

Protokol separacie proteinovych lyzatov pomocou SDS - PAGE s naslednou analyzou Western
blotting, bol realizovany v sulade s postupom podla Wan a kol, 2000; Mahmood a Yang, 2012. Na
dokaz pritomnosti obalového proteinu ToMV PV - 0135 bola ako primarna protilatka (anti coat
protein ToMV) pouZzita protilatka Abi, navrhnuta na zdklade nami uréenych epitopov (Epi 1 + Epi 2).

Pracovny postup bol nasledovny:

. V prvom kroku bolo potrebné zostavit si aparatiru na separaciu proteinovych lyzatov.

. Vzorky odrod rajciaka jedlého (Salus, Niki, Oskar) s koncentraciou virusového inokula c; a c;
obsahujuce 50 pg celkovych proteinov, sme denaturovali 5 minut pri 100°C vo vodnom kupeli. Pred
denaturaciou bolo potrebné ku kazdej vzorke pridat 5 x nanasaci pufor o objeme 5 pl.

. Pocas denaturacie vzoriek proteinovych lyzatov sme si pripravili 12% separacny a 5%
zahustovaci polyakrylamidovy gél.

. Elektroforetickli aparatiru obsahujicu separaény a zahustovaci gél sme zaliali 500 ml
roztoku 1x Running pufor.

. Po precisteni jamiek od nespolymerizovaného polyakrylamidu sme vzorky proteinovych
lyzatov (20 uL) naniesli do zahustovacieho 5 % gélu a separovali v 12% separacnom gély za poutzitia
elektroforetického pufru (Laemmmli, 1970).

. Ako marker molekulovej hmotnosti bol pouZity PageRuler ™ Plus prestained protein ladder (
Fermentas, St. Leon - Rot, SRN) TB.
. Elektroforetické delenie prebiehalo 1 hodinu pri 100 V v aparatire Miniprotean 3 Cell,

Complete System (BioRad, USA). Ako zdroj jednosmerného napétia sme pouzili Consort Mini E132
(Sigma Aldrich, USA).

. Po SDS - PAGE, sme gél obsahujuci separované proteiny inkubovali 3x 5 minut v transferovom
timivom roztoku.
. Na analyzu Western blotting sme ako tranfer vyseparovanych proteinov

v polyakrylamidovom gély pouZili nitrocelulé6zovd membranu (Amersham, USA), aparaturu Mini Trans
- Blot Module (BioRad, USA) a zdroj jednosmerného napétia Consort Mini E132 (Sigma Aldrich, USA).
. Elektrotransfer prebiehal najprv 45 minut pri 250 mA, potom 15 mindt pri 350 mA.

. Proteiny naviazané na nitrocelulézovej membrane sme premyli 3x po 2 minaty 1 x TBS-Tween
pri izbovej teplote. Nasledne sme membranu inkubovali v 6 ml blokovacieho reagentu (60 minut,
37°C, 25 RPM).

. Membranu sme opat jemne premyli v roztoku 1 x TBS - Tween.

. Premytu nitrocelulézovi membrdnu sme inkubovali v primarnej protilatke cez noc pri 4°C.
Inkubacia prebiehala v 1/3 blokovacieho reagentu (3 ml); 2/3 1x TBS -Tween (6 ml) a 18 pl primarnej
protilatky (Ab; riedenda v pomere 1:500).
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. Po inkubdcii cez noc, sme membrdnu premyli v 1 x TBS -Tween a inkubovali v sekundarne;j
protilatke 2 hodiny na trepacke pri izbovej teplote. Inkubacia prebiehala v 1/3 blokovacieho reagentu
(3 ml); 2/3 1x TBS-Tween (6 ml) a 3,6 pl sekundarnej protilatky (ECL rabbit IgG, HRP - Linked F (ab),
Fragment from donkey (Amersham, Piscataway, NJ, USA) riedena v pomere 1:2500).

° Po 2 hodinovej inkubacii sme membranu opat premyli 3 x 1 mindtu v TBS - Tween a nasledne
vyfarbovali pomocou substratu Pierce ™ 1- Step Ultra TMB Bloting Solution.

6.1.12 Kvantifikacia vysledkov zanalyz Western blot prostrednictvom
programu Image Studio Lite

. Vysledky zanalyz Western blot boli odfotené prostrednictvom digitalneho zrkadlového
fotoaparatu (Canon EOS 600D) a nahraté vo forme JPG do programu Image Studio Lite.

. Pre lepsiu viditelnost jednotlivych bandov, bolo najprv potrebné upravit kontrastné
podmienky fotiek.

° Nasledne sme rucne, prostrednictvom ,,obdiznikov ohranicili bandy, ktoré zodpovedali
réznym casovym intervalom (2 h, 4 h 12 h, 24 h, 7 dni, 14 dni) odberov po umelej infekcii odréd
rajciaka jedlého (Salus, Niki, Oskar).

. Ohranic¢enim miest zaujmu (bandov) sme ziskali vysledky vo forme signalov, ktoré
reprezentovali celkovu intenzitu bandov.
. Vygenerované signdly pre jednotlivé bandy boli nasledne nahrané do programu Microsoft

Excel, kde boli prepocitané na hodnoty relativnych hustét. Ako Standardy boli pouZité pozitivne
kontroly, ktoré boli su¢astou Western blot analyz.

. Ziskanim hodnét relativnych hustot, sme nasledne vysledky spracovali do podoby stipcovych
grafov. Predpokladali sme, Ze so zvySujicou sa dobou umelej infekcie budd narastat aj hodnoty
relativnych hustét.
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7 Vysledky a diskusia

7.1 Optimalizacia riadenia polyklonalnej protilatky zaloZzena na detekcii zmesi

synteticky pripravenych epitopov Epl + Ep2 v podmienkach ,,in vitro“

V prvej Casti experimentalnej ¢asti Diplomovej prace bola realizovand kontrola navrhnutych
epitov DAS - ELISA testom (Tabulka 6). Ako negativna kontrola a miera Specificity protilatky sliZiaca
na funkénost tvorby imunokomplexov so synteticky navrhnutymi epitopmi bolo zvolené sérum pred
imunizaciou, kde zviera (kralik) nebolo este imunizované nami navrhnutymi oligopeptidmi (Epi 1 a Epi
2). Zaslané séra (pred imunizaciou a po imunizacii) od firmy Metabion pochadzali z dvoch pokusnych
kralikov (zviera 1, zviera 2). Imunizacia bola vykonand na dvoch kralikoch, ato z dévodu zvysenia
efektivity vytazku polyklonélnej protilatky. Z tabulky 6 mozno pozorovat vysledky zaznamenané ELISA
readerom pri vinovej ditke 405 nm. Nanesené mnoistva epitopov (Epi 1 a Epi 2) na jamku
zodpovedali 10 pg kazdého z nich. Hodnoty absorbancii imunizovaného séra (aj pre zviera 1 aj zviera
2) nadobudaju radovo vyssie hodnoty oproti absorbancidm zaznamenanym zo sér pred imunizaciou.
Z toho vyplyva, Ze imunizaciou kralika Specificky nasyntetizovanymi oligopeptidmi, sa podarilo
vyprodukovat efektivnu polyklonélnu protilatku rozpoznavajicu epitopy obalového proteinu ToMV
PV - 0135. Tymto mozno potvrdit spravnost nami navrhnutych oligopeptidov, t.j.: Epi 1: NH; -
RFPGDVYKVYRYNAVLDC - COOH, Epi 2: NH, - CESMSGLVWTSAPAS - COOH

Tabulka 6: Hodnoty absorbancii zaznamenané ELISA readerom pri 405 nm s riedeniami (1:100, 1:300,
1:1000, 1:2500, 1:7500, 1:25000, 1:75000) sér pred imunizaciou a po imunizacii z dvoch pokusnych
kralikov.

Riedenie Zviera 1, sérum ' Zvifara 1, ] Zviera 2, sérum . Zvi'era 2, ]

kruného séra ‘ pfef:l . |mun,|zovane . prefi ‘ |mun’|zovane
imunizaciou sérum imunizaciou sérum
1:100 0,281 3,500 0,199 3,500
1:100 0,281 3,498 0,197 3,500
1:100 0,279 3,495 0,195 3,498
1:300 0,199 2,328 0,195 3,275
1:300 0,200 2,330 0,194 3,270
1:300 0,200 2,327 0,193 3,275
1:1000 0,096 0,992 0,132 2,228
1:1000 0,100 1,077 0,130 2,415
1:1000 0,098 1,032 0,132 2,325
1:2500 0,095 0,470 0,114 1,462
1:2500 0,098 0,470 0,116 1,472
1:2500 0,096 0,472 0,118 1,450
1:7500 0,068 0,204 0,023 0,447
1:7500 0,070 0,205 0,024 0,450
1:7500 0,072 0,206 0,022 0,452

34




1:25000 0,039 0,099 0,008 0,193
1:25000 0,040 0,100 0,007 0,192
1:25000 0,037 0,102 0,008 0,190
1:75000 0,008 0,070 0,001 0,092
1:7500 0,007 0,068 0,001 0,092
1:7500 0,006 0,070 0,002 0,090

ELISA testom sme sucasne popri kontrole funkcnosti protilatky optimalizovali aj jej riedenie.
Pripravenu protilatku sme riedili v pomere 1:100, 1:300, 1:1000, 1:2500, 1:7500, 1:25000, 1:75000.
Ako najvhodnejsie riedenie sa preukazalo riedenie v pomere 1:1000 (Obrazok 20).
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Obrazok 20: Graf zavislosti absorbancii (zaznamenané ELISA readerom pri 405 nm) od riedeni (1:100,
1:300, 1:1000, 1:2500, 1:7500, 1:25000, 1:75000) sér pred imunizaciou a po imunizacii z dvoch
pokusnych kralikov.

Vyber vhodného riedenia sme uvazili na zaklade vysledkov zobrazenych v Tabulke 6. Dal$im
kritériom ovplyviujucim vyber riedenia, bolo zachovanie optimalneho mnoistva protilatky
vztiahnutého na jej pociatocny objem, ktory sme mali k dispozicii.

7.3 Meranie koncentracie proteinov pomocou BCA protein assay kit

Ziskanim hodndt absorbancii nameranych pri vinovej dizke 562 nm bol zostrojeny graf
zavislosti absorbancii (os y) od koncentracii (os x). Po vygenerovani krivky linedrnej regresie boli
vypocitané koncentrdcie vzoriek (Tabulka 7). Nasledne boli vypocitané objemy vzoriek, ktoré boli
pridané do DAS - ELISA testu na jednotlivé jamky (uvaZzovalo sa 25 ug celkovych proteinov na jamku).
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Tabulka 7: Vysledky hmotnosti vzoriek vztiahnutych na koncentracie, ktoré boli prepocitané
z absorbancii ziskanych pre kazdu vzorku pomocou testu DAS - ELISA.

Cas po L. Mnoistvo
Cislo Vzorka umelej | Absorbancia Koncentracia vzorky na
infekcii [We/ut] jamku [ug]
1 6 K - 0,206 7,13 3,51
2 7K - 0,407 14,1 1,77
3 20K - 0,189 6,55 3,82
4 6cC 2h 0,033 1,14 21,93
5 20 ¢ 2h 0,03 1,04 24,04
6 6cCi 4h 0,027 0,94 26,6
7 20 ¢, 4h 0,036 1,25 20
8 6cC 12 h 0,032 1,11 22,52
9 20 ¢ 12 h 0,021 0,73 34,25
10 6cCi 24 h 0,039 1,35 18,52
11 20 ¢, 24 h 0,073 2,52 9,92
12 6cC 7 dni 0,193 6,68 3,74
13 6c 7 dni 0,188 6,51 3,84
14 7c1 7 dni 0,149 5,16 4,84
15 7c¢; 7 dni 0,148 5,13 4,87
16 20cl 7 dni 0,097 3,36 7,44
17 20 c2 7 dni 0,187 6,48 3,86
18 6c¢cl 14 dni 1,189 6,55 3,82
19 6c2 14 dni 0,111 3,84 6,51
20 7cl 14 dni 0,112 3,88 6,44
21 7c2 14 dni 0,155 5,37 4,66
22 20cl 14 dni 0,129 4,47 5,59
23 20 c2 14 dni 0,157 5,44 4,6
Inokulum
24 ToMV PV - - 0,032 1,11 22,52
0135
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ToMV PV -
1

25 0135 , - 0,037 1,28 19,53

koncentrat

(S1)

Po vypocitani mnoZstva danych vzoriek nasledovala analyza DAS - ELISA testom, kde sa
testovala Specificita a miera detekcie medzi proteinovymi lyzatmi a ,nasou” protilatkou s doplnenim
o dalsie dve, komercéne zakupené protilatky (Bioreba, DSMZ).

7.4 Stanovenie pritomnosti kapsidového proteinu ToMV PV - 0135
komerénymi protilatkami (DSMZ, Bioreba) a , naSou protilatkou” pomocou

imunodetekcie DAS - ELISA

Vyhodnotenim vysledkov testu DAS - ELISA na stanovenie pritomnosti TOMV PV - 0135 nami
navrhnutou protilatkou sme zistili, Ze riedenie ,,nasej” protilatky bolo nedostato¢né. Pri DAS - ELISA
teste boli pouzité tieto protilatky s danym riedenim:

° Ab; (1:1000), Ab; ( 1:1000) - nepurifikované
° Abs (1:1000), Ab4 (1:1000) - purifikované cez CNBr - Sepharose column

Protilatky Abs a Abs (purifikované) nevykazovali dokonca Ziadny signal. Hlavnhym faktorom,
ktory ovplyvnil priebeh testu boli Specifické vazby vytvorené medzi proteinovymi lyzatmi
a protildtkou, ¢o malo dalej vplyv na prostredie. Na druhej strane aj samotné prostredie malo vplyv,
a to konkrétne na konformaciu komplexu proteinov medzi ktorymi sa nachadzal aj CP ToMV PV -
0135. Zmenou konformacie nedoslo k rozpoznaniu CP ToMV PV - 0135 ,naSou” protilatkou, ¢o sa
preukazalo hodnotami, ktoré boli nemeratelné. Preto vysledky nie su uvadzané. KedZe bola
optimalizdcia na riedenie polyklondlnej protildtky realizovana za pritomnosti zmesi epitopov (Epi 1
aEpi 2), vtomto pripade prostredie nemalo bezprostrednyny vplyv na celkové vysledky. Rychlost
rozpoznania epitopov danou protildtkou bola vtomto pripade rychlejSia a presnejSia. Z dévodu
neuspesnej detekcie CP ToMV PV - 0135 protilatkou sriedenim 1:1000 vzmesi proteinov
nach&dzajucich sa v proteinovych lyzétoch sa experiment musel opat zopakovat, pricom boli pouzité
len nepurifikované protilatky (Ab; a Aby) s riedenim 1:100 (Tabulka 8).
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Tabulka 8: Vysledky koncentracii CP ToMV PV - 0135 po detekcii nasimi protilatkami (Abi, Ab,) a komerénymi protilatkami (Bioreba, DSMZ) ziskané testom

DAS - ELISA.

Mnoistvo

Mnoistvo

Mnoistvo

oo | ke | umel | Ko | oh g | CPnalamb | cPnajam | CPnaamka | 0L
infekcii jamku [pg] [ng/p.l]l [ng/p.l]z [ng/ul] DSMZ [ng/ul]
1 6K - 7,13 3,51 0 0 0 0
2 7K - 14,1 1,77 0 0 0 0
3 20K - 6,55 3,82 0 0 0 0
4 6c1 2h 1,14 21,93 0 0 0 0
5 201 2h 1,04 24,04 0 0 0 0
6 6c1 4h 0,94 26,60 0 0 0 0
7 201 4h 1,25 20,00 0 0 0 0
8 6cC1 12 h 1,11 22,52 0 0 0 0
9 201 12 h 0,73 34,25 0 0 0 0
10 6 C1 24h 1,35 18,52 0,2 0,21 0 0
11 20c; 24h 2,52 9,92 0,5 0,22 0 0
12 6 C1 7 dni 6,68 3,74 0,17 0,62 0,2 0,59
13 6C 7 dni 6,51 3,84 0,25 0,92 0,4 0,72
14 7c¢ 7 dni 5,16 4,84 0,22 0,45 0,27 0,36
15 7¢ 7 dni 5,13 4,87 0,25 0,48 0,18 0,42
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Pokracovanie Tabulky 8: Vysledky koncentracii CP ToMV PV - 0135 po detekcii nasimi protilatkami (Abs, Ab,) a komerénymi protilatkami (Bioreba, DSMZ)

ziskané testom DAS - ELISA.

. . Mnoistvo Mnoistvo Mnoistvo .
Cas po . . Mnozstvo . . . Mnozstvo CP
., . Koncentracia CP na jamku | CP na jamku | CP na jamku .
Cislo Vzorka umelej [ug/ul] vzorky na pre Ab pre Ab pre Bioreba na jamku pre
infekcii jamku ! 2 DSMZ [ng/pul
jamku el gy | [ng/un | [ng/ui [ng/ull
16 20 ¢, 7 dni 3,36 7,44 0,6 1,13 0,45 0,86
17 20 c; 7 dni 6,48 3,86 0,65 0,62 0,38 0,52
18 6c 14 dni 6,55 3,82 0,58 0,46 0,41 0,5
19 6cC 14 dni 3,84 6,51 0,77 0,68 0,57 0,65
20 7¢C1 14 dni 3,88 6,44 0,6 0,75 0,62 0,61
21 7 ¢ 14 dni 5,37 4,66 0,65 0,72 0,64 0,65
22 20 ¢ 14 dni 4,47 5,59 0,58 0,82 0,65 0,76
23 20 c; 14 dni 5,44 4,60 0,58 0,57 0,45 0,5
24 | mokulum ToMV PV - 1,11 22,52 0,09 0,09 0 0
0135
25 ToMV PV,0135 - 1,28 19,53 0,09 0,09 0 0
koncentrat (S1)
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Z vysledkov (Tabulka 8) mozno pozorovat, Ze prvy signal zaznamenany DAS - ELISA testom bol
meratelny pri vzorke s koncentraciou c¢; (2 ml Norit pufru a 7,4 mg infikovanej listov biomasy)
odobratej 24 hodin po umelej infekcii. Namerané mnoiZstva obalovych proteinov (0,2 ng/ul - Ab;
a 0,21 ng/ul - Ab,) prisldchali protilatkam, ktoré boli navrhnuté nami. Z toho mozno usudit ze ,nasa“
protilatka vykazovala vyssiu mieru detekcie oproti protilatkam komerénym (Bioreba, DSMZ), o je
graficky vyhodnotené na Obrazku 21.

B CP-ToMV/(ng/ul) OUR-
Ab2( 1:100)

B CP-ToMV/(ng/ul)-DSMZ
ELISA kit

®m CP-ToMV/(ng/ul)Bioreba
ELISA kit

Koncentracia [ng/pl]

O D Ad D AD A DD DD DD
G"’&@*’f\f\f\f\f\f\'\b"\b‘\b"\b"\b"\b‘

&

& W

o W &

M)
’\,»Q.»Q

Proteinové lyzaty odobraté po umelej infekcii

Obrazok 21: Grafické zobrazenie vzoriek odobratych 2 h, 4 h 12 h, 24 h, 7 dni, 14 dni po umelej
infekcii s prisldchajucou koncentraciou ktora bola stanovend pomocou testu DAS - ELISA.

Pocas testu bola analyzovana aj rychlost detekcie, ktora bola nasledovna:

. Bioreba > DSMZ > Epi 1 > Epi 2

Hoci bola rychlost detekcie vyssia v pripade komerénych protilatok (Bioreba, DSMZ), na druhej strane
je pravdepodné, Ze miera Specificity oproti nasim protilatkam bola nizsia. Tento fakt sme dokazali
pomocou Western Blotting analyzy s nasou protilatkou (Abs).

7.5 Stanovenie miery Specificity ,,nasej* protilatky na pritomnost kapsidového

proteinu ToMV PV - 0135 pomocou analyzy Western blot

Na overenie Specificity nami navrhnutej protilatky proti CP ToMV PV - 0135 na vybranych
odrodach rajciaka jedlého (Salus, Niki, Oskar ) sme uskutocnili analyzu Western blot. V tomto pripade
Slo o analyzu, kde dochadzalo k Specifickému rozpoznaniu CP ToMV PV - 0135 ,nasou” protilatkou.
Miera detekcie bola urcend Specifickostou navrhnutej protilatky vychadzajucej z konkrétne
navrhnutych aminokyselinovych sekvencii dvoch oligopeptidov (Epi 1 a Epi 2).

Zhodnotenie pritomnosti CP ToMV PV - 0135 mozno uréit na dvoch urovniach, ato
kvalitativnej a kvantitativnej. Z kvalitativneho hladiska sme urdili nielen pritomnost CP ToMV PV -
0135 na nitrocelulézovej membrane, ale aj jeho molekulovi hmotnost vyjadrend v kDa. Kvalitu
detekovaného CP ToMV PV - 0135 sme si overili aj prostrednictvom databazy UniProt, kde bola
uvedend jeho velkost zodpovedajltca 17,8 kDa.

Experimentdlnou realizaciou Western blot analyzy sme potvrdili predpoklad zisteny pri
nespecifickej metéde DAS - ELISA. Kinetika komercénych protildtok (Bioreba, DSMZ) sice bola
rychlejsia, no nakolko je ,,nasa“ protilatka zaloZzena na $pecifickom rozpoznavani CP ToMV PV - 0135,
bola jej kinetika pomalsia. Tento fakt sme usudili z vysledkov zobrazenych na Obrazkoch 22, 23 a 24.
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Obrazok 22: Western blot analyza na overenie Specificity ,,nasej” protilatky (Abi) proti CP ToMV PV -
0135 na krickovej (6 - Salus) odrode raj¢iaka jedlého s pouzitim virusového inokula (c; - vlavo, c; -
vpravo).

Univerzalna legenda k Obrazkom 22, 23 a 24

1. $tandard molekulovej hmotnosti (PageRuler ™ Plus prestained protein ladder, Fermentas, St. Leon - Rot,
SRN, TB).

2. N. K (negativna kontrola) - proteinové lyzaty odobraté z kontrolnych, neinfikovanych odréd rajéiaka jedlého
(Salus, Niki, Oskar ).

3. P. K (pozitivna kontrola) - virusové inokulum ToMV PV - 0135 (DSZM) zriedené pracovnym roztokom
pouzivanym pri izoldcii proteinov z infikovanych odréd rajciaka jedlého (Salus, Niki, Oskar ).

4. Proteinovy lyzat odobraty 2 h po umelej infekcii odréd rajéiaka jedlého (Salus, Niki, Oskar ).

. Proteinovy lyzat odobraty 4 h po umelej infekcii odréd rajéiaka jedlého (Salus, Niki, Oskar ).

. Proteinovy lyzat odobraty 12 h po umelej infekcii odréd rajciaka jedlého (Salus, Niki, Oskar ).

. Proteinovy lyzat odobraty 24 h po umelej infekcii odrod rajciaka jedlého (Salus, Niki, Oskar ).

. Proteinovy lyzat odobraty 7 dni po umelej infekcii odrod rajciaka jedlého (Salus, Niki, Oskar ).

. Proteinovy lyzat odobraty 14 dni po umelej infekcii odréd rajéiaka jedlého (Salus, Niki, Oskar ).
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17,8 kDa

]

Obrazok 23: Western blot analyza na overenie Specificity ,nasej“ protilatky (Ab;) proti CP ToMV PV -
0135 na kolikovej (7 - Niki) odrode rajciaka jedlého s pouzitim virusového inokula (ci1 - vlavo, c; -
vpravo).
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Obrazok 24: Western blot analyza na overenie Specificity ,,nasej” protilatky (Abi) proti CP ToMV PV -
0135 na odrode rajciaka jedlého (20 - Oskar), ktora je charakteristickd zvySenou odolnostou vodi
ToMV, s pouZitim virusového inokula (c; - vlavo, c; - vpravo).

Na Obrézkoch 22, 23 a 24 mbzeme pozorovat bandy zodpovedajice molekulovej hmotnosti
CP ToMV PV - 0135. Transferom $tandardu molekulovej hmotnosti (PageRuler ™ Plus prestained
protein ladder) na nitrocelulézovi membrinu sme potvrdili jeho molekulovd hmotnost
zodpovedajicu 17,8 kDa. Z toho mozno usudit, Zze ,,nasa” protilatka bola navrhnuta tak Specificky, ze
dokazala detekovat pritomnost CP ToMV PV- 0135 v jeho skutocnej velkosti, tak ako je uvadzana aj
databaze UniProt. Specificitu protilatky mozno potvrdit aj z hladiska detekcie CP ToMV PV - 0135
vztiahnutej na rézne Casové intervaly (2 h, 4 h 12 h, 24 h, 7 dni, 14 dni) odberov po umelej infekcii
odréd rajciaka jedlého (6 - kri¢kovy, 7 - kolikovy, 20 - zvy$ena odolnost voéi ToMV). Pritomnost CP
ToMV PV - 0135 bola dokdzand uZ vrannych stadiach umelej infekcie (2 h), pricom bandy
preukazovali jednoznacnu liniu (v oblasti 17 kDa) aZ po neskorsie stadia infekcie (7 dni) pri vSetkych
vzorkdch odréd rajciaka jedlého. Porovnanim vysledkov z analyz DAS - ELISA testov, bola prva
detekcia ,nasSou” protilatkou zaznamend aZ po 24 h. Z hladiska proteomickej uUrovne je preto
Western blot $pecifickejSia metdda ako metdda DAS - ELISA.

Z teoretickych Uvah je zrejmé, Ze metddy zaloiené na proteomickej Urovni (DAS - ELISA,

Western blotting) umoziuju detekciu virusov v neskorsich fazach infekcie rastlin. Na druhej strane,
metddy zaloZzené na transkriptomickej arovni (RT - PCR), umoZnuju detekciu virusov v rannom Stadiu
infekcie rastlin. Zaujimavym zistenim je, Ze v naSom pripade sme prostrednictvom Western blottu
dokazali pritomnost CP ToMV PV - 0135 uz v rannom $tadiu (2 h po umelej infekcii). Detekcia bola
umoznena hlavne z dévodu ,nasej“ Specificky navrhnutej protilatky. Dolezitym poznatkom suvisiacim
s izolaciou umelo infikovanych proteinov virusom ToMV PV - 0135 z r6znych casti rajciakov jedlych
(korene, listy) je, Ze virus mozaiky rajéiaka, patotyp PV - 0135 je typ virusu, ktory svoje Stadium
latencie preckdva vo forme kompaktnej Castice (virionu) nachddzajlicej sa v cytoplazme. Existuju
virusy, ktoré sa prostrednictvom reverznej transkriptazy zabudovavaju do gendmu hostitela vo forme
DNA. Takyto typ virusov by nebolo mozné zdetekovat v rannom $tadiu infekcie na Grovni proteinov.
Li a kol. (2005) vo svojom c¢lanku uvadzaju vysledky analyzy Western blottu ako dékaz pritomnosti CP
ToMV v infikovanych rastlinach Nicotiana benthamiana. Vybranym biologickym materidlom bol
patotyp virusu ToMV s molekulovou hmotmostou 16,8 kDa. Na detekciu bola pouZita protilatka (anti
- ToMV CP), ktorej konkrétne (Specifické) oligopeptidové zloZenie autori v ¢lanku neuvadzaju. Analyza
CP ToMV z hladiska kvantity prebehla Uspesne, avSak pouzity CP ToMV zodpovedal proteinu, ktory
bol izolovany 7 dni po umelej infekcii rastlin Nicotiana benthamiana. Porovnanim vysledkov s nasou
analyzou Western blot, ktora zahfna detekciu obalovych proteinov odobratych uz po 2 hodinach
umelej infekcie je moZné zhodnotit, Ze navrhnutie protilatky proti konkrétnym epitopom
vykazujucim, ¢o najvyssi antigenicitny potencial, hra klfucovu ulohu pri samotnej kvalite, kvantite
a Case detekcie proteinov po umelej infekcii rastlin.

V dalSom experimente zameranom na detekciu CP ToMV prostrednictvom analyzy Western
blot sa autori Lopez - Gresa akol. (2012), snaZia poukazat na akumulaciu CP ToMV v réznych
Casovych bodoch po inokulacii ToMV (1-5 dni, 7, 9, 11 13 a 16 dni). Predpokladaju, Ze préave
detekciou virusu v roznych casovych intervaloch umelej infekcie spolu s analyzou 32 metabolitov
(vratane organickych kyselin, cukrov, fenylpropanoidov, flavonoidov) NMR spektroskopiou
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v kombinacii s multivariatnou analyzou Udajov, mézu odhalit uUlohu obrannych metabolitov
zapojenych pocas infekcie. Sucastou experimentu bolo aj studium metabolického stavu rajéiakov
jedlych (Solanum lycopersicum cv. Rutgers), ktoré poskytovalo prislusne Udaje pre metabolické
inZinierstvo v zmysle vyssej odolnosti rajciakov voci patogénom.

7.6 Vyhodnotenie vysledkov kvantifikacie z Western blot analyz na vybranych

odrodach rajciakov jednych (Salus, Niki a Oskar)

Urover kvantifikdcie vysledkov (Obrazky 22, 23 a24) pri ktorej plati, e intenzita
zdetekovaného bandu CP ToMV PV - 0135 sa zvySuje s narastajucou dobou umelej infekcie, bola
spracovana prostrednictvom volne dostupného programu Image Studio Lite. Vygenerované vysledky
v podobe relativnych hustot, vztiahnutych na rézne ¢asové intervaly odberov po umelej infekcii su
zobrazené na obrazkoch 25, 26, 27, 28, 29 a 30. Hodnoty relativnych hust6t boli vztiahnuté na
pozitivnu kontrolu, kedy sa jednalo o virusové inokulum ToMV PV - 0135 (DSZM) zriedené pracovnym
roztokom, pouzivanym pri izoldcii proteinov z infikovanych odrod rajciaka jedlého.

Rozdelenim Casovych intervalov umelej infekcie na tzv. ranné stadium umelej infekcie (2 h, 4
h 12 h, 24 h) a neskorsie stadium umelej infekcie (7 dni, 14 dni), mozno pozorovat vyrazne rozdiely
narastu hodnot relativnej hustoty. Z celkového hladiska sme porovnanim vysledkov na obrazkoch 25,
26, 27, 28, 29 a 30 bez ohladu na koncentraciu (ci1 a c;) odréd rajéiaka jedlého potvrdili predpoklad,
pri ktorom plati, Ze s narastajucou dobou umelej infekcie sa zvySuje aj akumuldcia ToMV PV - 0135,
¢o podmienuje intenzitu daného bandu, ktord sme merali.
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Pozitivna 2h 4h 12h 24h Tdni 14dni
kontrola

Casové odbery proteinovych lyzitov po umelej infekcii virusom
mozaiky rajc¢iaka jedlého PV - 0135

Obrazok 25: Grafické vyhodnotenie kvantifikacie analyzy Western blot pre krickovd odrodu rajciaka
jedlého (6 - Salus) s koncentraciou c;.
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Obrazok 26: Grafické vyhodnotenie kvantifikacie analyzy Western blot pre krickovd odrodu rajciaka
jedlého (6 - Salus) s koncentraciou c,.

Hodnoty relativnych hustot reprezentujice odrodu Salus, s ohladom na koncetraciu c¢; ac;
predstavuju najoptimalnejSie vysledky kvantifikacie vztiahnutej na vysSie uvedeny predpoklad. Zo
stipcovych grafov (Obrazok 25 a 26) vyjadrujdcich vypoéitané hodnoty relativnych hustét je viditelny
vyrazny rozdiel medzi akumulaciou TOMV PV - 0135 v rannom $tadiu a neskorSom $tadiu. Rozdielnost
medzi vysledkami vychadzajucimi z jednej odrody mohli byt spdsobené nejednotnou uniformnostou
semien, nakolko boli z kazdej odrody rajéiaka jedlého vysadené 2 klicence. Bezprostredny vplyv na
vysledky kvantifikdcie mala aj samotna koncentracia virusového inokula. Dalej to boli faktory ako
vyber listu na odrode, kde doslo k mechanickému poruseniu s naslednou umelou virusovou infekciou
a mnoizstvo pouzitého karborunda v zmysle ulahcenia penetracie ToMV PV - 0135 do vnutornych
pletiv rajciaka jedlého.
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Casové odbery proteinovych lyzatov po umelej infekcii virusom
mozaiky rajciaka jedlého PV - 0135

Obrazok 27: Grafické vyhodnotenie kvantifikacie analyzy Western blot pre kolikovu odrodu rajéiaka
jedlého (7 - Niki) s koncentraciou c;.
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Trend narastania hodn6t relativnych hustét je pre kazidd odrodu rajciaka jedlého
charakteristicky. Pri¢inou rozdielneho kolisania hodnét, hlavne v ¢asovych odberoch zodpovedajucich
7 a 14 diiom umelej infekcie, boli rozdielne genotypy raj¢iaka jedlého (Salus - krickovy; Niki - kolikovy;
Oskar - deklarovana odolnost voci ToMV) (Obrazok 27, 29 a 30). Dal$imi ovplyvriujicimi faktormi
mohli byt samotné gény rezistencie ako aj spdsob obrany, t.j. systémova a hypersenzitivna.

Hypersenzitivna odpoved predstavuje komplexnud, obrannd odpoved, ktora je analogicka
svrodenym imunitnym systémom vykytujdcim sa u zvierat. Principom hypersenzitivnej reakcie je
programovana bunkova smrt (apoptdza) v miestach infekcie, s u¢elom zamedzenia rozsirovania sa
fytopatogénu. Mechanizmus obrany spociva v detekcii patogénu prostrednictvom génov rezistencie,
ktoré menia membranovy potencidl a iénovu permeabilitu plazmatickej membrany (Orlandi a kol.,
1992). Vysledkom je obmedzenie patogénu na nekrotické lézie, ktoré vznikli odumretim buniek
(apoptozou) (Odjakova a Hadjiivanova, 2001).

Pritomnost hypersenzitivnej odpovede, ako reakcie na akumulaciu CP ToMV PV - 0135
predpokladame aj pri odrodach Niki a Oskar. Nakolko hodnoty relativnych hustoét pri 14 drioch
(Obrazok 27), 7 a 14 dnioch (Obrazok 28), 14 drioch (Obrazok 29) a 14 drioch (Obrazok 30) klesaju, je
pravdepodobné, Ze rastlinné bunky odréd spustili mechanizmus apoptdzy, s ¢im suvisi samotné
zamedzenie rozsirovania sa CP ToMV PV - 0135.

Apoptické prejavy bunky mozino pozorovat intraceluldrne ato prostrednictvom
morfologickych a biochemickych znakov. V nasom pripade, takyto druh analyzy opisujlci priebeh
apoptdézy na rastlinnych bunkach odréd rajcCiaka jedlého pozorovany nebol. Na druhej strane,
fenotypovy prejav rajciakov jedlych uz po 7 diioch umelej infekcie ToMV PV - 0135 jednoznacne
naznacoval stddium rozsiahlej apoptdzy prechddzajlcej do stadia nekrdzy. Takyto proces popisujuci
priebehu bunkovej smrti sa stihrne oznacuje ako tzv. ,,aponekréza” (Formigli a kol., 2000).
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Obrazok 28: Grafické vyhodnotenie kvantifikacie analyzy Western blot pre kolikovu odrodu rajéiaka
jedlého (7 - Niki) s koncentraciou c.
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Obrazok 29: Grafické vyhodnotenie kvantifikdcie analyzy Western blot pre odrodu, ktord je
charakteristicka zvysenou odolnostou voéi ToMV rajciaka jedlého (20 - Oskar) s koncentréciou c;.

Najvacsie rozdiely medzi hodnotami relativnych hustot zodpovedajucim koncentracii ¢; a c;
boli zaznamenané pri odrode Oskar, ktora je deklarovana zvysenou odolnostou voéi ToMV (Obrazok
29 a 30). Faktory vplyvajuce na akumulaciu ToMV PV - 0135, ¢o md za nasledok odlisné hodnoty
relativnych hustét medzi koncentraciami jednej odrody, su popisané vysSie. Z pohladu celkovej
relativnych hustot, bez ohladu na ich zaclenenie do ranného a neskorsieho Stadia umelej infekcie.
Celkovy vysledok kvantifikacie mozno stiahnuit na vlastnost samotnej odrody, pre ktoru je
charakteristicka zvy$enad odolnost vo¢i ToMV. Hoci nevieme vocéi akému konkrétnemu patotypu
ToMV mala odroda Oskar zvySenu odolnost, sa jej ucinok na pritomnost ToMV PV - 0135 do istej
miery prejavil.
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Obrazok 30: Grafické vyhodnotenie kvantifikacie analyzy Western blot pre odrodu, ktord je
charakteristicka zvysenou odolnostou voc¢i ToMV rajciaka jedlého (20 - Oskar) s koncentraciou c,.
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8. Zaver

V experimentdlnej Casti prace bola v prvej faze merani realizovana optimalizacia riedenia
polyklonalnej protilatky zaloZzena na detekcii zmesi synteticky pripravenych epitopov (Epi 1 a Epi 2).
Navrh Specifickych epitopov na rozpoznanie CP ToMV PV - 0135 vychadzal z pocitaCovo molekularno
- biologickej analyzy. Z vysledkov merani (Tabulka 6) zaznamenanych ELISA readerom mozno potvrdit
efektivnost vyprodukovanej protilatky (po imunizacii pokusnych krélikov 1, 2) rozpoznavajlcej
epitopy CP ToMV PV - 0135. Po absolvovani prvej analyzy DAS - ELISA testu, ktory bol zamerany na
vyber vhodného riedenia polyklondlnej protilatky vintervale od 1:100 az 1:25000 sa ako
najvhodnejsie riedenie preukazalo riedenie 1:1000 (Obrazok 20). Vyber riedenia sa vztahoval aj na
mnozZstvo protilatky, ktoré sme mali k dispozicii. V druhej sérii DAS - ELISA testu sme overovali
spravnost ,,nami“ navrhnutej protilatky. Analyza bola realizovana v pritomnosti celkovych rastlinnych
proteinovych lyzatov, kde pravdepodobne dochddzalo kvzniku S3pecifickych vazieb s ,nasou”
protilatkou (Ab; a Ab;), ¢o sa pri riedeni 1:1000 prejavilo nemeratefnymi hodnotami. Priinou je
zrejme kinetika reakcie, lebo vysoka Specificita tvorby imunokomplexov ,,naSou” protilatkou bola
overend Western blotting analyzou. Po zmene riedenia na 1:100 boli hodnoty absorbancii pocas testu
DAS - ELISA meratelné a zaznamenané do tabulky 7. V tretej sérii DAS - ELISA testu sme porovnavali
,nami navrhnutu protilatku s dvoma komeréne zakipenymi protildtkami (Bioreba, DSMZ). Z tabulky 8
je zrejmé, Ze prvy meratelny signdl bol zaznamenany ,nasou” protilatkou a to konkrétne pri vzorke 6
¢ (izolovana 24 hodin po umelej infekcii) s hodnotami 0,2 ng/ul (Abi) a0,21 ng/ul (Ab,). Prvy
meratelny signal zaznamenany komerénymi protildtkami, bol zachyteny aZz po 7 dfioch umelej
infekcie pre vzorku 6 c; s hodnotami 0,2 ng/ul (Bioreba) a 0,59 ng/ul (DSMZ). Sihrne mozno vyjadrit,
Ze porovnanim vysledkov z Tabulky 8 je ,nasa“ protilatka SpecifickejSia, nakolko vykazovala vyssiu
mieru detekcie oproti protilatkam komerénym (Bioreba, DSMZ).

V dalSej Casti prace bola realizovand analyza Western blot, ¢im sa ukoncila proteomicka
uroven stanovenia ToMV PV - 0135. Na analyzu boli pouZité proteinové lyzaty rajciakov jedlych
(Salus, Niki, Oskar), s koncentraciou virusového inokula c; a c; a réznymi ¢asovymi intervalmi (2 h, 4
h, 12 h, 24 h, 7 dni, 14 dni) po umelej infekcii ToMV PV - 0135. Z vysledkov analyz uskutoénenych na
vybranych odrodach raj¢iaka jedlého bolo mozné urdit kvalitativnu a kvantitativnu Groveri CP ToMV
PV - 0135. Kvalitativna Uroven zodpovedala molekulovej hmotnosti CP ToMV PV - 0135, ktora je
v databaze UniProt uvddzana ako 17,8 kDa. Uskuto¢nenim analyz Western blot prostrednictvom
,hasej” protilatky (Abi), sme s prislusnym Standardom velkosti molekulovej hmotnosti dokazali
identickost molekulovej hmotnosti CP ToMV PV - 0135 s hmotnostou uvadzanou v databaze UniProt.
Z obrazkov 22, 23 a 24 je zrejmé, ze navrhnuta protilatka detekovala pritomnost CP ToMV PV - 0135
nielen v neskorsich fazach umelej infekcie (7 a 14 dni), ale aj v pociato¢nych stadidch infekcie (2 h, 4
h) virusom mozaiky rajéiaka. Z experimentalneho hladiska vychadzajuceho z odbornych ¢&lankov je
detekcia ToMV prostrednictvom Western blottu v rannych Stadiach nezvycajna. Ovplyviujldcimi
faktoromi detekcie su hlavne Specificky navrhnutd protilatka, samotny typ virusu, jeho Stadium
latencie a forma akumuldcie v hostitelskom organizme. Pre zabezpecenie Specifickosti pri navrhu
protilatky sme vychadzali z predpokladu, Ze prienikom vlastnosti (Specifické zloZenie aminokyselin
a hladisko hydrofobicity a hydrofilicity) ziskame najvhodnejSie epitopy pre tvorbu imunokomplexu.
Proteomickou Urovriou (DAS - ELISA, Western blotting) sme potvrdili pritomnost ToMV PV - 0135 vo
vybranych odrodach rajciaka jedlého a navySe dokazali vysoku Specificitu ,,nasej” protilatky, ktoru
sme predpokladali uz pri jej navrhu.

Kvantitativnu droven pritomnosti CP ToMV - 0135 na nitrocelulézovej membrane sme
vyhodnocovali prostrednictvom programu Image Studio Lite. Vystupné udaje, t.j. signaly
zodpovedajluce intenzitdm danych bandov, boli prepocitané na hodnoty relativnych hustot. Pre lepsie
porovnanie hodn6t medzi vybranymi odrodami rajéiaka jedlého, boli Udaje spracované do podoby
stipcovych grafov (Obrazok 25 - 30). Pri vyhodnocovani intenzity jednotlivych bandov, ktoré boli na
nitrocelulézovej membrane umiestnené v zavislosti od casového odberu po umelej infekcii (2 h, 4 h,
12 h, 24 h, 7 dni, 14 dni) sme predpokladali, Ze s narastajucou dobou umelej infekcie bude stupat aj
mnozstvo zdetekovaného CP ToMV - 0135. Porovnanim vysledkov a ich rozdelenim do dvoch stadii
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umelej infekcie, t.j. ranné a neskorsie sme usudili, Ze hodnoty relativnych hustét maji tendenciu
vzostupného rastu, ¢im sme potvrdili aj vy$sSie uvedeny predpoklad. NavySe u niektorych odrod
rajciaka jedlého (Niki a Oskar), bol pozorovany klesajuci trend relativnych hustot v neskosich stadiach
(7 dni, 14 dni), ¢o mohlo byt s najvysSou pravdepodobnostou sposobené tzv. aponekrézou.
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