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Uvod

Negativny vplyv rastlinnych virusov na celosvetova
pol'nohospodarsku produkciu je vSeobecne znamy fakt a
hladanie efektivnych prostriedkov na zmiernenie, C¢i
zamedzenie S$irenia virusovych nakaz, bud’ klasickymi
Slachtitel'skymi, alebo modernymi metédami génového
inZinierstva prispel k vytvoreniu rezistentnych odrdd
mnohych  pol'nohospodarsky  vyznamnych plodin.
Vyuzitie modernych metdd biologického vyskumu vo
fytopatologii  zjednodusuje a zefektiviiuje boj proti
Sirokému spektru patogénov, vratane rastlinnych virusov,
boj s virusovymi fytopatogénmi sa opiera o tradi¢né
metddy fytopatologie, akymi st dodrziavanie prisnych
karanténnych opatreni, eradikdcia infekénych agens,
rotacia plodin a vyuzivanie certifikovaného rastlinného
materidlu. Diagnostika virusovych ochoreni rastlin
predstavuje v procese ochrany rastlin vyznamny
prispevok. Vizuélne zhodnotenie vonkajSich symptémov,
tak nahradzaju sofistikované metddy zaloZené na analyze
charakteristickych ~ biomakromolekul a  vlastnosti
cielovych virusov.

Cieleny boj voci rastlinnym patogénom je
dolezity najmé z hl'adiska zachovania kvality a kvantity
pol'nohospodarskych vynosov.

Tobamovirusy s vyznamnou  skupinou
rastlinnych virusov s vysokym potencidlom patogenicity.
Virus mozaiky raj¢iaka patri medzi najvyznamnejSich
predstavitel'ovi tejto skupiny.



Literarny prehlad

RASTLINNE VIRUSY

Rastlinné virusy st nukleoproteinovymi ¢asticami, ktoré
nic su schopné samostatnej replikacie. Na svoju
reprodukcu vyuzivaju podobne ako vSetky ostatné virusy
metabolizmus hostitel'skej bunky. Rastlinné virusy sa
vyskytuju v prirodzenych ekosystémoch zahfiajucich
vodu, pddu a ovzdusie (Filhart a kol. 1998; Castello a
kol. 1999). Predstavuji najmensie fytopatogény (obr.1).
Prvym popisanym virusom bol rastlinny virus mozaiky
tabaku(TMV), patriaci do skupiny tobamovirusov.
V roku 1892 Dmitri Ivanowski dokazal Sirenie virusu
z infikovanych rastlin. Ivanowski spolocne s Mayerom
svojimi pozorovaniami koncom 80-tych a zaciatkom 90-
tych rokov 19. storofia zacali novu éru Stadia
HfltrovateI'nych Castic spdsobujucich ochorenie tabaku,
ktoré nie su baktériami, ale tzv. contagium vivum
fluidum®, ktoré boli neskdr oznaéené ako virusy (Creager
a kol. 1999). TMV sa stal najstudovanejSim virusom
a modelovym objektom pri Stadiu inych rastlinnych
virusov. Franklina akol. (1956) odhalili kvartérnu
Spiralovita Struktaru virionu TMV s dutinou vo vnutri,
charakteristickll pre celt skupinu tobamovirusov. Prvym
kompletne osekvenovanym genémom virusu bol genom
TMV, patotyp Ul (Goelet a kol. 1982). Jeho porovnanim
s d’alSimi nukleotidovymi sekvenciami inych patotypov
TMYV bol odhaleny striktne organizovany genom TMV.
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Obr.1 Velkosti a tvary jednotlivych fytopatogénnych
organizmov vo vztahu k rastlinnej bunke (Rietz a Parker
2007)

TAXONOMICKA CHARAKTERISTIKA
TOBAMOVIRUSOV

Tobamovirusy st vyznamnou skupinou fytopatogénov
patriacich do novej rodiny rastlinnych virusov
Virgaviridae. Nazov skupiny je odvodeny od latinského
virga, ¢o vpreklade znamena tyCinka a indikuje
morfologiu jej zastupcov. Okrem tobamovirusov tato
rodina zahfiia dalSich péat skupin: furovirusy,
hordeivirusy, pecluvirusy, pomovirusy a tobravirusy
(Adams a kol. 2009). Spolo¢nymi ¢rtami virusov su:



1. pritomnost’ “alpha-like* replika¢nych proteinov a

teda ich prislusnost’
k skupine alfavirusov (Koonin a Dolja, 1993; Goldbach
a de Haan 1994),
2. organizdcia genému do linedrneho pozitivneho

vlakna (+) RNA st-RNA podobnou Struktirou na 3'-
konci a s metylovanym 5'-koncom RNA

3. tyCinkovité viriony s centralnym ‘‘kandlom’ s
vel'kost'ou v priemere 20-25 nm

4. obalové proteiny o vel'kosti 19-24 kDa (Obr. 2).

CP protein
l Genomova RNA
| £‘ s g:' & s “ ‘.;‘ s Q‘ §‘§ , ~ ;{\3}
g % ’i 6 i i c € 'i“ i “'{ :“ Lo

Obr.2 Charakteristicky virion zastupcov ¢el'ade
Virgaviridae
(cit.1:
http://viralzone.expasy.org/all_by species/51.html,15.11.
2011)

Podla  pritomnosti  proteinov,  potrebnych
K transportu  virusu zbunky do bunky hostitela,
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rozdel'ujeme skupinu Virgaviridae na podskupiny
“TGB‘“ a ““30K‘‘. Skratka “TGB“ je odvodena od
“triple gene block® a “30K* od velkosti proteinu (30
kDa). Okrem par vynimiek, vSetky genémy alfavirusov
maju rovnaké Strukturdlne usporiadanie jednotlivych
domén do Styroch otvorenych ¢itacich ramcov (ORFs)
V tomto poradi: metyltransferaza, helikdza, RNA-zavisla
RNA polymerdza, gén pre “30K* protein, gén pre
obalovy protein (CP) a pri TGB skupine blok troch génov
pre syntézu “TGB proteinu®“. Sekvencie pre syntézu
proteinov bohatych na cystein sii v genéme jednotlivych
skupin alfavirusov rozmiestnené nepravidelne (obr.3)
(Adams akol. 2009). Jednotlivé génové sekvencie st
usporiadané¢ bud’ nepreruSene za sebou (tobamovirusy),
alebo st rozdelené do viacerych oddelenych gendmovych
segmentov (ostatné skupiny). Tobamovirusy patria do
skupiny “30K*“ spolu s tobravirusmi a furovirusmi.
Charakteristickym znakom tejto podskupiny je celkova
Strukturalna a sekvenénd pribuznost ich obalovych
proteinov (Gibbs 1999). Specifikom tobamovirusov je, Ze
ako jediné zo skupiny Virgaviridae maji v genome na 3'-
konci

t-RNA-podobnu §truktiru aminoacylovanu histidinom.
Percentualne zastipenie jednotlivych biopolymérov
podielajucich sa na stavbe virionu tobamovirusov
predstavuje 5% nukleovych kyselin a 95% proteinov.
Lipidy absentuju z toho dovodu, Ze virion tobamovirusov
nie je obaleny lipidickou schrankou. Tato skupina
rastlinnych virusov zahfna viacero znamych zéstupcov.
Skupina obsahuje 25 druhov (cit. 2:
http://ictvonline.org/virusTaxonomy. asp ?version =2009,
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23.1.2012). Povodné clenenie rodu Tobamovirus na
jednotlivé druhy bolo zalozené na aminokyselinovom
zlozeni ich CP proteinov (Tsugita 1962). Vdbec
najznamejSimi predstavitelmi rodu si virus mozaiky
tabaku (TMV) a jemu fylogeneticky najpribuznejsi virus
mozaiky rajc¢iaku (ToMV) (obr. 4).
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Hordeivirus ]"ﬁ H'l oy I R [cl o .@w
Pecluvirus [T AD R u _l:%g.w
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Obr.3 Gendémova Struktura jednotlivych rodov ¢el'ade
Virgaviridae (Adams a kol. 2009)
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Tobamovirus

Obr.4 Fylogeneticky strom aminokyselinovych sekvencii
CP proteinov rodov ¢el'ade Virgaviridae (Adams a kol.
2009)

Molekularna charakteristika tobamovirusov

Gendm tobamovirusov pozostava z molekuly RNA
o velkosti priblizne 6400 nukleotidov, ktord koduje
proteiny o roznej velkosti (130 kDa - 130K protein, 180
kDa — 180K protein, 30 kDa — 30K protein, CP — obalovy
protein) v smere 5'-3'.
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Replikuje sa v cytoplazme  hostitel'skej  bunky
prostrednictvom negativneho
(-) vlakna RNA, ktor¢é je k nej komplementarne. Proteiny
30KaCP sa syntetizuju translaciou prislusnych
subgenémovych (sg) molekal RNA, ktoré¢ sua 3'-
koterminlane s gendmovou RNA. Proteiny 130K a 180
maji  funkciu  tobamovirusovej replikazy ast
exprimované priamo z genémovej RNA a spolu s CP
proteinom sa exprimuju nepretrzite. Naproti tomu protein
30K sa exprimuje docCasne, najméd v skorych Stadiach
infekéného procesu (Palukaitis a Zaitlin, 1986; Watanabe
a kol. 1984). Na zaklade pozorovani sa zistilo, ze pred
replikdciou gendomovej RNA sa exprimuju iba proteiny
130 K a 180 K, existoval predpoklad ich nevyhnutnosti
pri jej replikacii. Na modelovom priklade virusu ToMV
sa vSak zistilo, ze protein 180 K je schopny zastat’ vSetky
funkcie proteinu 130 K. Naopak mutanty s defektnym
génom pre proteinl80 K sa neboli schopné replikacie.
Pre efektivnu replikdciu ToMV RNA je nevyhnutna
vyvazena expresia oboch proteinov (Ishikawa a Okida
2004). Meshi akol. (1987) pripravili delecné mutanty
virusov v génoch koédujucich proteiny 30K a CP. Tento
zasah nemal dopad na schopnost replikacie virusovej
RNA. Pritomnost’ tychto dvoch proteinov je potrebna pri
uspesnom transporte virusu z bunky do bunky, respektive
na dlhsie vzdialenosti (Citovsky a Zambryski 1991). Na
zabezpecenie systematického, medzibunkového Sirenia
na kratke wvzdialenosti je kluCovou molekulou 30
K protein, ktory sa preto oznacuje ako “MP-moving
protein“. Hoci je tobamovirus pomerne velky,
k medzibunkovému transportu vyuziva plazmodezmy.
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Ich sirka je vSak pre pasivny transport viridbnu
tobamovirusu limitujaca (SEL - size exclusion limit -
nedostato¢ny). Funkciou MP proteinu je preto zvysit
SEL plazmodeziem a umoznit’ bezproblémovy transport
virusu(Wolf a kol. 1989). Na transporte virusu sa vSak
najva¢Sou  mierou  podiela  hostitel'ska  bunka
cytoskeletonom, endomembranovym systémom
ainterakciou  virusovych  proteinov s proteinmi
hostitel'skych buniek. Medzibunkovy transport TMV
zabezpecuju mikrofilamenty, zatial ¢o mikrotubuly
asnimi asociované¢ proteiny st pravdepodobne
zodpovedné za degradaciu virusovych MP proteinov
(Gillespie akol. 2002; Kragler akol. 2003). Funkciu
mikrofilamentov pri transporte TMV dokazali aj Liu
akol. (2005), ktori po ich chemickej depolymerizacii
sledovali obmedzenie transportu virusu, nie vSak jeho
akumulaciu v infikovanej bunke. Okrem toho popisali aj
tlohu 130 K proteinu TMV pri transporte virusu pozdiz
mikrofilamentov. Endomembranovy systém
endoplazmatického retikula hostitel'skej bunky je zase
zodpovedny za transport virusovych MP proteinov
k plazmodezmam (Boevink a Oparka 2005). Chen a kol.
(2005) demonstrovali, ze MP protein TMV sa viaze
narastlinny protein kalretikulin, ktory sa prednostne
akumuluje v plazmodezmach (Baluska a kol 1999). Tato
interakcia je dalsim dokazom tspeSnej virusovej
manipuldcie hostitela pre svoju translokaciu naprie¢
pletivami. TMV sa po dosiahnuti vodivych pletiv pasivne
transportuje transpiranym a asimilaénym pridom na
dlhé vzdialenosti (Lartey a kol. 1998). Transport TMV
Z bunky do bunky je naopak procesom aktivnym.
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Zivotny cyklus tobamovirusov (obr.5):

Penetracia virusu do bunky hostitel’a .

. Uvolnenie virusovej molekuly RNA do
cytoplazmy hostitel'skej bunky.

Expresia genomovej (+) RNA hostitel'skym
proteosyntetickym aparatom za produkcie dvoch
proteinov potrebnych pre dalSiu replikdciu
virusovej RNA.

Syntéza jednovlaknovej (-) molekuly RNA na
zaklade genomového vldkna (+) RNA, ktoré sluzi
ako templat .

. Nova gendémova RNA je syntetizovana na
zéklade minus (-) vlakna RNA sluziaceho ako
templat, ako aj subgenémovych molekil RNA,
ktoré koduji MP a CP proteiny.

. Vytvorenie novych virusovych castic.

Sirenie sa zbunky do bunky hostitela
prostrednictvom plazmodeziem.

Mechanicky prenos na d’alSieho hostitel’a.
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mechanicka infekcia
{cez povrchvé rany na
nadzemnej. korefiovej
Casti), bez potreby
vektora
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Obr.5 Zivotny cyklus tobamovirusov (upravené podla
Scholthof a kol. 1993)
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CHARAKTERISTIKA ToMV

ToMV je fytopatogénny druh virusu s celosvetovym
vyskytom, patriaci do rodu Tobamovirus. Povodne bol
povazovany za patotyp TMV napadajici rajciak,
s ktorym ma priblizne 80%-ni homologiu nukleotidovej
sekvencie genomickej RNA. Dnes uz predstavuje
samostatny druh s akronymom ToMV (Lewandowski a
Dawson 1999). Vroku 1909 ho vamerickom
Connecticute po prvy krat izoloval Clinton z raj¢iaka
jedlého (Lycopersicon esculentum Mill.), ktory je jeho
prirodzenym hostitelom. Okrem rajciaka vSak infikuje aj
Siroké spektrum inych rastlinnych druhov, naymé z cel'adi
I'ul’kovitych (Solanaceae) a mriikovitych
(Chenopodiaceae), Patria sem: Capsicum frutescens,
Chenopodium amaranticolor, Chenopodium murale,
Chenopodium quinoa, Datura metel, Lycopersicon
esculentum, Lycopersicon pimpinellifolium, Nicotiana
benthamiana, Nicotiana clevelandii, Nicotiana glutinosa,
Nicotiana megalosiphon, Nicotiana rustica, Nicotiana
tabacum, Petunia x hybrida, Physalis floridana, Physalis
peruviana, Solanum giganteum, Solanum melongena,
Solanum  nigrum. Pre ToMV platia  vSetky,
v predchadzajicich podkapitolach uvedené, zakladné
molekuldrne charakteristiky skupiny tobamovirusov.
Jeho gendm tvori linedrne nesegmentované (+) vlakno
RNA  pozostavajuce  z 6384  nukleotidov  s7-
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metylguanozinovou ¢iapkou na 5'-konci a Struktarou
podobnou t-RNA s aminoacylovanym histidinom na 3'-
konci (Komoda a kol. 2007) (Obr. 6). Po prvy krat
genomickii RNA ToMV izolovali Mandeles a Bruening
(1968). Percentudlny podiel dusikatych baz v nej
zastipenych je: 23% G; 28% A; 19% C; 30% U. ToMV
K svojmu Sireniu v prirodzenom prostredi nepotrebuje
bioticky vektor. Hostitel sa infikuje mechanickym
kontaktom s infekénym rastlinnym materialom, vodou,
podou alebo inym zdrojom virusovych cCastic, cez rany na
povrchu nadzemnej Casti rastlin alebo koreriov (Hollings
a Huttinga. 1976; Pares akol. 1992,1996). Takisto sa
infekcia moéze S§irit semenom (najmi pri rajciaku),
v ktorom virus preziva vac¢Sinou na povrchu osemenia,
zriedkavo v endosperme, no nikdy nie vembryu. Pri
pestovatel'skych pracach nie je neobvykly ani prenos
virusu z kontaminovaného ndradia, ¢i ludskych ruk.
Podobne ako TMV, ToMV je relativne stabilny virus
a dokaze prekonat’ nepriaznivé podmienky. V rastlinnych
zvySkoch preziva po dobu 2 rokov, 22 mesiacov
Vv korenovych zvySkoch rastlin v pdde leziacej tthorom
a1l mesiac vo vlhkej pode (Cerkauskas 2005). Poda,
Vv ktorej po dlht dobu ostali infikované zvysky rastlin, je
potencialnym zdrojom nakazy pre zdravé sadenice. DIhé
obdobia dokéze perzistovat’ aj v sklenikoch.
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L 180K j " Genomova RNA

subgenomova RNA pre 30K protein

subgendmova RNA pre CP protein

Obr.6 Schematicka Struktura genomu ToMV, biele a sivé
ramceky reprezentuju otvorené Citacie ramce, ktoré sa
prekladaju a neprekladaju, v tomto poradi
(upravené podla Ishikawa a Okida 2004)

Symptémy sposobené ToMV

Symptémy ochorenia spdsobené ToMV sa vyskytuju vo
vSetkych rastovych Stadiach a postihuju vSetky rastlinné
organy. Ide o systémové ochorenie (Matthews 1991).
Jednotlivé prejavy, ktoré mozeme sledovat’ volnym
okom, sa liSia v zavislosti od virulencie infikujiceho
patotypu ToMV, odrody hostitel'a a environmentalnych
podmienok (diika dina, svetelnd intenzita, teplota,
vzdusna vlhkost’). Pri ndchylnych druhoch sa moze po
infekcii vyskytnit’ bud’ celd skala symptomov, alebo aj
ziaden. Vo vSeobecnosti vSak listy infikovanych rastlin
maji bledozelené a tmavozelené Skvrny vytvarajice
mozaiku (Obr. 7). Bezne dochadza k skriicaniu mladych
listov a je zretelny rézny stupen zakrpatenia rastlin.
Tazko postihnuté listy mozu dokonca  svojou
morfolégiou pripominat’ morfoldgiu listu papradi (Obr.
8). Niektor¢ ToMV symptémy na listoch st vel'mi
podobné Gginku fytohorménu 2,4-D. Dal§im moznym
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symptomom st tmavé pasiky na stonkach, listovych
stopkach, listoch alebo plodoch. Postihnuté rastliny maja
obvykle niz$iu nasadu plodov, na ktorych sa tiez
prejavuju Specifické symptomy: hnedé az nekrotické
Skvrny na nezrelych aj zrelych bobuliach (Obr. 9) a
hnednutie oplodia viditeIné na priereze plodom (Obr.
10).

Obr. 7 Charakteristické mozaikovité symptomy na listoch
rajéiaka CERKAUSKAS, R.F. 2005. "Tomato Diseases -
Tomato Mosaic Virus (ToMV).", Asian Vegetable
Research and Development Center Report, AVRDC
Publication 04-609.
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Obr. 8 Poskracané listy pripominajuce morfologiu
papradi

CERKAUSKAS, R.F. 2005. "Tomato Diseases - Tomato
Mosaic Virus (ToMV).", Asian Vegetable Research and
Development Center Report, AVRDC Publication 04-
609. =

Obr. 9 Hnedé Skvrny na bobuliach raj¢iaka
CERKAUSKAS, R.F. 2005. "Tomato Diseases - Tomato
Mosaic Virus (ToMV).", Asian Vegetable Research and
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Development Center Report, AVRDC Publication 04-
609.

Obr. 10 Hnedé 1ézie na priereze oplodim,
CERKAUSKAS, R.F. 2005. "Tomato Diseases - Tomato
Mosaic Virus (ToMV).", Asian Vegetable Research and
Development Center Report, AVRDC Publication 04-
6009.
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MoZnosti ochrany a predchadzanie Sireniu ToMV
infekcie

Napriek modernym metodam vyskumu, vo¢i ToMV stéle
neexistuje efektivny spdsob chemickej pesticidnej
ochrany. Vyskum Vv tejto oblasti samozrejme napreduje
a su k dispozicii r6zne zaujimavé vysledky studii, no ich
vyuzitie v komercnej produkcii je zatial zrdéznych
dovodov limitované. Virusové infekcie rastlin vo
vSeobecnosti nie je mozné chemicky eliminovat’. Z toho
dovodu je potrebné dodrziavat konvenéné zasady
zmiernovania rizika vzniku novej, resp. Sirenia
existujucej infekcie. V pripade pestovania rastlin raj¢iaka
zo semien je nevyhnutné pouZzivat’ iba semend ziskané zo
zdravych rastlin. Pred vysadbou je tiez vhodné ich
povrchovo sterilizovat’ pdsobenim vyssej teploty (70 °C
po dobu 4 dni, alebo 82-85 °C pocas 4 hodin), alebo
dokladnym premytim vo vhodnom sterilizacnom roztoku.
Kvoli perzistencii virusu ToMV Vv pdde je nevyhnutné
dodrziavat minimalne dvojroéni rotaciu vysadby
rajciaka jedlého. Po zbere urody tiez treba zamedzit’
vysadbe ToMV nachylnych druhov hospodarskych
rastlin, ktoré by mohli sluzit' ako rezervoar virusovej
infekcie. Pri spozorovani symptémov a potvrdeni
infekcie je potrebné ihned’ odstranit’ infikované jedince.
atreba pamdtat, Ze infekcia sa Siri mechanicky.
Akykol'vek kontakt infikovanych rastlin so zdravymi je
velkym rizikom (Cerkauskas 2005).
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Vyskum v oblasti antivirusovej ochrany rastlin sa
kontinualne vyvija od zaciatku 20. storo¢ia. V minulosti
sa vyuzivala krizova ochrana sprostredkovana menej
virulentnym kmeniom toho istého virusu. Tento pristup
navrhol v roku 1929 McKinney, ktory dokazal zamedzit’
superinfekcii rastlin tabaku silne virulentnym kmenom
TMV ich predchadzajicou umelou infekciou miernejSim
kmeniom TMV (McKinney 1929, Gadani a kol. 1990).
Principom tohto javu je interakcia genetickych informacii
a proteinov dvoch pribuznych kmenov toho istého druhu
virusu. Ide vSak o pomerne nebezpecnu metddu, pri
ktorej sa ako ochranny prostriedok pouziva infekény
material, ktory moéze pri inych odrodach toho istého
druhu hostitela, ale aj okolitych druhoch rastlin, sposobit’
viac §kod ako 0zitku.

Urcit¢ podobnosti s krizovou ochranou ma
metdda  “rezistencie  sprostredkovanej  obalovym
proteinom virusu“. Nedochadza pri nej ku komplexnej
odpovedi spdsobenej replikaciou a expresiou celého
virusového gendmu ako pri kriZzovej ochrane, pretoZe
Vv hostitel'skej rastline sa exprimuje iba cielenou
transgenézou vneseny gén pre obalovy protein (CP)
(Beachy 1999). V tomto pripade odpada potreba priame;j
virusovej infekcie rastlin vyuZzivana pri krizovej ochrane
a uvedena metdda je ztohto hladiska bezpe€nejsia.
Experimentalne vytvorené genotypy rastlin CP* a CP’
boli nasledne podrobené umelej infekcii TMV. Rastliny
exprimujuce gén pre obalovy protein (CP* variant)
vytvorili menej lokdlnych a systematickych symptémov
ochorenia ako CP" variant. NavySe ELISA metodou v
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nich bolo dokézanych iba 30 % z mnoZstva virusovych
Castic pritomnych v CP” variante (Nelson a kol. 1987).

Mechanizmus kompeticie pribuznych kmenov
virusov je stale nejasny, no najpodstatnej$iu ulohu v nej
zohrava pritomnost’ obalového proteinu miernejSicho
kmena virusu. Ten obaluje molekulu RNA
virulentnejSicho virusu atym zmierfiuje patogenézu
virozy (Zinnen a Fulton 1986). Ako druhé mozné
vysvetlenie  predpokladal Zaitlin (1976) moznu
hybridizaciu molekul RNA oboch virusov braniacu
spravne] replikacii a/alebo translacii nebezpecnejSicho
kmena.

Dal’ou z transgénnych stratégii tvorby rezistencie
rastlin je “replikdzou sprostredkovand rezistencia“.
Modifikovana rastlina obohatend a exprimujlica upraveny
gén kodujuci na RNA-zavislu RNA polymerazu virusu je
schopna inhibovat virusova replikdciu na mieste
inokulacie. Prvykrat bol takyto sposob virusovej
rezistencie popisany pre TMV (Golemboski 1990).

V porovnani s rezistenciou  sprostredkovanou
obalovym proteinom alebo replikdzou, virusova
rezistencia  modifikovanych rastlin = produkujticich
dysfunkény MP (30 K) protein TMV je omnoho SirSia.
Znamena to, ze efektivnejSie chrani hostitel'a aj pred
taxonomicky menej pribuznymi druhmi virusov
V porovnani s predchadzajucimi dvoma stratégiami (Prins
a kol. 2008). Pri tejto ochrannej stratégii je funkcia MP
proteinu uto¢iaceho virusu, zodpovedného za jeho
lokalny a systematicky transport v pletive, potlacena
dominantne exprimovanym mutantnym MP proteinom
modifikovaného hostitela.
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Najnovsim prispevkom k palete metdéd zvySenia
rezistencie voCi rastlinnym virusom je metoda
“rezistencie  sprostredkovanej molekulami = RNA®.
Dochédza pri nej
k inhibicnej komplementacii virusového genomu s
transkriptom transgénu a ndslednym znemoznenim jeho
expresie (Niu a kol. 2006). Tato metoda je odvodena od
“tlmenia RNA molekul“ (RNA silencing), ktora je
prirodzenym obrannym mechanizmom rastlin a inych
eukaryontov proti cudzim genetickym elementom,
vratane virusov. “Utlmenie” je spdsobené malymi
interferujucimi molekulami RNA (siRNAs), ktoré su
vlastne  derivaty  virusoveho  gendmu  nasledne
upravované hostitel'skou bunkou do podoby siRNA (Qu
akol. 2007). Virusovo S$pecifické molekuly siRNA
vlastne predstavuju charakteristicky znak prirodzene
ziskanej virusovej rezistencie.

Vplyv tobamovirusov na uhlikovy metabolizmus
hostitel’skej rastliny

Virusy vSeobecne vyuzivaji bunky hostitela na
dokoncenie svojho Zzivotného cyklu avo vztahu
K hostitel'skému organizmu su preto obligatnymi
symbiontmi. Pre nachylné rastliny sa vSak pritomnost
takéhoto "symbionta" prejavi vypuknutim ochorenia,
ktoré sprevadzajii charakteristické priznaky. Takyto
vztah  potom  zpohladu  hostitel'skej  rastliny
pomenuvame parazitizmom. Pritomnost’ rozmanitych
vonkajSich ~ symptomov, spOsobenych  virusovymi
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ochoreniami rastlin, sved¢i o tom, Ze nielen navonok, ale
aj vo vnutri rastliny dochadza  k ur¢itym
patofyziologickym javom. Mozaikovit¢ symptomy pri
TMV, ToMV ainych virusoch mozaiky, indikuju
negativny vplyv virusu na fotosynteticky aparat
hostitel'skej rastliny. Malé zily predstavuju vacSinova
Zilnatinu listov a st tvorené roznymi typmi buniek, ktoré
st druhovo $pecifické (Grusak a kol. 1996). Mal¢é zily v
listoch st zodpovedné =za transport fotoasimilatov
Z miesta produkcie na miesto spotreby. Ked'ze tvoria
prevaznu Cast’ listovej zilnatiny, su potencidlnym

miestom virusove;j kolonizacie. Pritomnost’
tobamovirusov v listovom pletive zapricifluje
ultrastrukturalne zmeny infikovanych, najméa

mezofylovych, buniek. Dezintegracia chloroplastov,
ktord sa prejavuje ich napuchnutim, dezintegraciou
tylakoidov, vretenovitymi  granami a zhlukovanim
plastoglobul st typickymi prejavmi zmien v listoch
s mozaikovitymi symptomami (Almasi a kol. 2001). Je
zrejmé, 7e kolonizicia a ultraStrukturdlne zmeny
hostitel'ského pletiva naruSuju prirodzené fyziologické
procesy, ktoré viom prebiehaji. Okrem zmien
Vv ultrastruktire kolonizovanych pletiv, dochadza tiez
k zmenam proteomu chloroplastov. Konkrétne bola
zaznamenand  zniZzend  expresia  fotosyntetickych
proteinov potrebnych pre elektron-transportny retazec
a Calvinov-Bensonov cyklus (Pineda a kol. 2010).
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DIAGNOSTIKA RASTLINNYCH VIRUSOV

Fytopatogénne virusy kazdoro¢ne spdsobujii enormné
Skody pri pestovani dolezitych plodin. Prirodzene sa
preto vyvijaju diagnostické metddy, ktoré dokazu rychlo
a efektivne detegovat’ pritomnost’ virusu v pletivach
hostitel'a a obmedzit® vznik a Sirenie epidémii. Spravna
identifikacia patogénu je v procese ochrany rastlin
najdolezitej$Sim krokom, od ktoré¢ho sa odvijaju nasledné
rieSenia. V beZnej diagnostickej praxi je postacujice vo
vzorke dokazat’ zastupcu skupiny virusov, nie konkrétny
druh. Pre dalSie epidemiologické Stadie, urCovanie
virusovych patotypov a sl'achtenie rezistentnych odrod je
vSak taky dokaz nepostacujuci. V poslednych rokoch sa v
diagnostike virusovych ochoreni aplikuji moderné
metddy. Tieto dokdzu odhalit’ pdvodcu ochorenia So
Specificitou omnoho vys$Sou ako bezne pouzivané
sérologické metddy, ktoré boli vyvinuté na detekciu
virusov (Lievens a kol. 2005). Limitujicim faktorom ich
pouzivania je najmd vysokd financnd a technicka
naro¢nost’, bezné diagnostické laboratdria nie st schopné
tento progres nasledovat’. Legislativne opatrenia v tejto
oblasti tiez nepodporuju zavadzanie novych postupov.
Stanovené diagnostické schémy casto nereflektuji
aktualny stav poznania.

Sérologické metody

Najbeznejsie pouzivanou sérologickou metdodou detekcie
virusovych ochoreni je ELISA (Enzyme linked
immunosorbent assay). Pociatky jej vyuzitia siahaju do
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70 rokov minulého storocia (Clark a Adams 1977). Jej
principom je schopnost’ protilatky rozoznat antigén
virusu (vacSinou obalovy protein). Protilatka je naviazana
na steny platnicky, do ktorej sa ndsledne prida vzorka
(homogenat z diagnostikovaného rastlinného materialu).
Ak vzorka obsahuje virus, tak dojde ktvorbe
imunokomplexu. V d’alsom kroku sa aplikuje sekundarna
protilatka nesuca reportérova molekulu, ktora sa naviaze
na primarnu protilatku. Reportérovou molekulou je
vicsinou enzym rozkladajici substrat za zmeny jeho
farby. Farebnd zmena indikujica pritomnost’ virusu vo
vzorke sa deteguje spektrofotometricky. Kvoli pouzitiu
dvoch protilatok sa tdto metdda nazyva aj DAS-ELISA
(double  antibody sandwich-ELISA). V sucasnosti
pozname viac modifikacii metédy ELISA (indirect-,
coctail-, a iné), no ich spolo¢nou vlastnostou je
enzymom sprostredkovand zmena farby substratu
indikujica mieru pritomnosti patogénu vo vzorke
(Lievens akol. 2005). Je publikovanych mnoho
diagnostickych ELISA protokolov, aj pre virusy z rodu
Tobamovirus. (Sevik a Kose-Tohumcu 2011; Takeuchi
a kol. 2000).

Daldimi  sérologickymi  metédami  detekcie
rastlinnych virusov st TIBA (Tissue-blot immunoassay)
a DIBA (Dot-blot immunoassay). Pri metéde TIBA sa na
nitrocelul6zovy papier alebo nylonovli membranu priamo
nanaSaji malé kusky diagnostikovaného rastlinného
materidlu. Odpada tak izolacia virusu ako pri metode
ELISA. Virus sa nasledne deteguje rozne znaCenymi
protilatkami (Kamenova a Adkins 2004). Metoda DIBA
je principidlne podobnd predchddzajicej blotovace;j
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metode, na membranu sa vSak nandsa homogenat z
diagnostikovaného materialu. Jej pouzite je pri
diagnostike rastlinnych virusov bezné (Powell 1987).
Spomenuté¢ dve blotovacie metédy st velmi rychle a
nenarocné na pristrojové vybavenie, a preto potencialne
pouziteI'né ako alternativa ku konvencnej metéde ELISA.

Metédy zaloZené na analyze nukleovych kyselin

Skupina diagnostickych metéd zaloZzend na analyze
nukleovych kyselin sa v poslednom obdobi rozvijala
najintenzivnejSie. Pretoze vécsina rastlinnych virusov ma
RNA gendém, ich detekcia je realizovand RNA
technikami.

RT-PCR

Pri diagnostike RNA virusov sa Standardne vyuziva
metdda RT-PCR. Jej principom je prepis informdcie
uloZzenej v RNA do ¢cDNA, pomocou enzymu reverzna
transkriptdza. Vytvorenda cDNA sa nasledne PCR
reakciou exponencialne amplifikuje,
na vytvorenie dostato¢ného mnozstva DNA, Specifickej
pre konkrétny virus. T4 sa vizualizuje na agar6zovom
géli alebo Specidlnom zariadeni urenom na
semikvantitativnu analyzu (real time PCR). Pre
navrthnutie  primerov  je  nevyhnutné  poznanie
detekovanej sekvencie. Hlavnou vyhodou tejto metody je
jej vysoka citlivost. Pomocou RT-PCR detekcie sa
preukazatelne identifikoval tobamovirus v infekénom
semene (Wylie a kol 1993). Postupom casu sa vyvinuli
rozne modifikacie tejto metoddy, ktoré wvylepsili jej
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vlastnosti pre diagnostické ucely. Medzi jej najCastejSie
vyuzivané aplikécie patria tieto:

multiplex RT-PCR sa vyuziva na detekciu
viacerych druhov virusov, resp. odlisnych
kmenov  toho  isttho  druhu v jednej
polymerazovej reakcii. Princip je rovnaky ako pri
jednoduchej, monospecifickej RT-PCR, len sa do
reakénej zmesi kombinujii viaceré primery
charakteristické pre hl'adané kmene. Dnes je
bezné, Ze hostitel je infikovany viacerymi
patogénmi, atoto je sposob, ako urychlit
a optimalizovat’  diagnosticky  proces.  Pri
tobamovirusoch Jacobi a kol. (1998) vyvinuli
multiplex RT-PCR rozlisujucu TMV a ToMV,
ktore su si fylogeneticky najpribuznejsie.

RT-PCR-RFLP sa podobne ako predchadzajica
metdda pouziva na identifikdciu viacerych,
sérologicky pribuznych kmefiov virusu vo
vzorke. NepouzZivaju sa vSak viaceré pary
primerov ako pri multiplex RT PCR, ale cDNA
molekuly sa amplifikuji s pouzitim jedného
rodovo Specifického paru. Amplikoény sa potom
na zaklade odliSného rozmiestnenia vdzobnych
miest pre restrikéné enzymy postiepia.
Fragmenty sa elektroforeticky separuju a urcia sa
pritomné virusové kmene. Detekciu piatich
sérologicky pribuznych tobamovirusov touto
metddou popisali Letschert a kol. (2002).
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e |C-RT-PCR kombinuje vychytavanie virusovych
Castic  protilitkami  anésledna  RT-PCR
amplifikaciu virusovej RNA. Je vhodné ju pouzit
vtedy, ked’ infikované pletiva obsahuji nizky
titer virusu resp. inhibitory PCR

AmpliDet RNA

Je metdda, ktora kombinuje vyhody metéd NASBA (obr.
11) a Real Time PCR.
NASBA (Nucleic acid sequence based amplification) je
izotermicka amplifikdcia RNA molekul (virusové RNA,
mRNA, rRNA) pri teplote 41 °C, za pouzitia
oligonukleotidovych primerov a enzymov reverzna
transkriptaza, RNaza H a T7 RNA polymeraza (Compton
1991).  Findlnym  produktom  amplifikdcie  su
jednovlaknové molekuly RNA s antisense zmyslom
(opacnou polaritou) pévodnej RNA molekuly, ktoré sa
vizualizuju Specificky znacenymi proébami Northern
blotting analyzou.
(Lanciotti a kol. 2001). NASBA je teda sama o sebe
plnohodnotnou  diagnostickou metddou rastlinnych
virusov. Amplikony sa vSak daju kvantitativne detegovat’
V redlnom case Specidlnymi probami, tzv. molekularnymi
majakmi. Téato aplikdcia sa nazyva AmpliDet RNA
metdda ajej vyuzitie pri diagnostike fytopatogénov sa
taktiez osvedcila (Klerks a kol. 2001, van Beckoven a
kol. 2002)
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Obr.11 Princip metédy NASBA (Lievens a kol. 2005)

Microarrays a macroarrays

Okrem konven¢ného pouzitia metdéd microarrays a
macroarrays na stanovenie hladiny expresie génov, ju
mozno aplikovat’ aj na identifikdciu génov Specifickych
pre fytopatogénne organizmy (Boonham a kol. 2002; Lee
a kol. 2003). Jednovldknové DNA prdoby st pri nich
ireverzibilne naviazané na presne vymedzené miesta
sklicka. Takéto sklicko potom obsahuje vel'ké mnozstvo
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sekvencii komplementarnych k Specifickym sekvenciam
virusovych gendémov, a tym umoznuje v jednom kroku
simultdnne detegovat’” viaceré fytopatogénne druhy
virusov vo vzorke. Virusovda RNA sa izoluje
z infikovaného hostitela a nasledne sa enzymaticky
prepiSe do molekuly cDNA. T4 sa amplifikuje do
potrebného mnozstva aozna¢i radioaktivnou alebo
fluorescen¢nou probou. Znacend cDNA molekula sa
denaturuje a komplementarne naviaze na jednovlaknovu
DNA probu imobilizovanu na mriezke. Fluorescencny
resp. radioaktivny signal na konkrétnom mieste mriezky
dava dokaz o pritomnosti konkrétneho virusu v rastlinne;
vzorke. Tato metdda je vel'mi efektivna, no pre detekciu
rastlinnych virusov este nie si komercne dostupné
sklicka s naviazanymi nukleotidovymi sekvenciami.
V pripade zaujmu o diagnostiku touto metodou je
potrebné si pripravit’ sklicka svojpomocne.

Nepriama diagnostika virusov Specifickymi
protilatkami a probami

Imunolokalizacia a in situ hybridizacia
Imunolokalizacia (IHC) a in situ hybridizacia (ISH) st
dve ekvivalentné techniky, pri ktorych sa kladie doraz na
lokalizaciu virusu v rastlinnom pletive.
Imunolokalizaciou sa deteguju virusové proteiny a in situ
hybridizaciou virusové nukleové kyseliny (Maule a
Havelda 2008).Vyhoda oboch metéd spociva v ich
Specificite k cielovym molekulam. Pri imunolokalizacii
je rozhodujucim krokom schopnost’ rozpoznania
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virusového antigénu primarnou protilaitkou (Herman
2000). RozliSujeme monoklonalne a polyklonélne
protilatky. Monoklonalna protilatka je vysoko Specificka
arozpoznava iba jeden typ epitopu v antigéne. To mdze
byt’ niekedy problémom, pretoze pri fixacii rastlinného
materialu dochadza k prekrytiu niektorych epitopov.
Polyklondlna protilatka rozpoznava viaceré epitopy
antigénu, ¢o rieSi spomenuty problém, avSak zvySuje
riziko neSpecifického naviazania. Pred samotnym
nand$anim protilatok na rastlinny material je potrebné
enzymaticky (pektinazou) obnazit’ antigénoveé
determinanty Vhodny titer a Specificita primarnej
protilatky sa zvy€ajne urcuje metédou ELISA, Western
blotting analyzou a inymi. Na primarnu protilatku sa
V nasledujicom kroku viaze sekundéarna protilatka, ktora
je Specificky fluorescencne, alebo enzymaticky znacena.
Sekundéarna protilatka sa voli podla druhu zvierata,
v ktorom bola protilatka vytvorena. Vysledny signal sa
sleduje fluorescenénym mikroskopom. Pri in situ
hybridizacii sa Specifickd virusovda RNA sekvencia
lokalizuje prostrednictvom jej hybridizacie s antisense
RNA. Pripravena riboproba je znacena bud
fluorescenéne (FISH) resp. digoxigeninom.

Western Blotting analyza

Je analytickd metdda, ktord sa vyuziva na detekciu
Specifickych proteinov v biologickej vzorke (Burnette
1981). Pomocou SDS-PAGE elektroforetickej separacie
sa izolované bielkoviny najprv separuju na zaklade ich
molekulovej hmotnosti. V nasledujucom kroku sa
transferuji na membranu, ktora sa inkubuje s roztokmi
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primarnej a sekundarnej protilatky. Specifickii vizbu
proteinu, primarnej a sekundarnej protilditky mozeme
detegovat’ na zaklade toho, akym sposobom je znaCena
sekundérna protilatka. NajéastejSie detekéné spOsoby su
chemiluminiscencné, fluorescencné alebo radioaktivne.
KedZze virusy su nukleoproteinové castice aza ich
antigenicitu su zodpovedné kapsidové proteiny, touto
metéodou je mozné diagnostikovat aj pritomnost’

konkrétneho virusu VO vzorke.
(Hess 2004).
MATERIAL A METODY
BIOLOGICKY MATERIAL

Ako vychodiskovy materidl pre umelt infekciu rastlin
sme pouzili virus mozaiky raj¢iaka (izolat ToMV PV-
0135) zo zbierky Leibniz Institute DSMZ-German
Collection of Microorganisms and Cell Cultures
(Braunschweig, SRN). Infikovali sa klicence rastlin
rajéiaka jedlého (Lycopersicon esculentum Mill.), ktoré
nam zo svojho Slachtitelského materialu poskytla
spolo¢nost’ Zelseed s.r.0., Horna Poton.

Umela infekcia rastlin
1. Priprava virusového inokula ToMV, PV-0135 (DSMZ)

V sterilnej trecej miske sa homogenizuje inokulum
obsahujtice virus ToMV PV-0135. Po rozdrveni listove;j
biomasy na zeleny prasok (7-10mg) resuspenduje v 2ml
Norit pufru.
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Zlozenie Norit-pufru:
e 0,05M Na/K (POy)s, pufor s pH 7.0
e 1mMEDTA, 5mM DIECA,
e 5mM kyselina tioglykolova

Alikvoty obsahujuce virusové inokulum uskladnime
pri -20°C

Kultivacia rastlinného materialu

Semena ziskané zo spolocnosti Zelseed s.r.o. budeme
vysievat' do klasickych 12 cm plastovych nadob s
vhodnym substratom. Rastliny predpestujeme v skleniku
a potom ich premiestnime do kontrolovanych podmienok
rastove] komory, kde bude kultivacia prebiehat’ pri 16
hodinovej fotoperiode (16 hodin svetlo/8 hodin tma),
teplote 24-25 °C a intenzite svetla 152 pmol m? s FAR
po dobu 30 dni.

Aplikacia virusového inokula

Rastliny ur¢ené na umelt infekciu sa mechanicky
poskodia prostrednictvom karborunda, ¢im sa naruSia
povrchové pletiva listu a tak sa ul’'ah¢i penetracia virusu
Struktur rastliny. Na jeden list sa nanasa 20ul inokula. Po
20 minttach sa rastliny oplachnu sterilnou dH,0 tak, aby
sa zmylo prebyto¢né a karborundum. Po inokuléci sa
rastliny kultivuj a pravidelne sa sleduju Symptomy.
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Infikované rastliny kultivujeme v rastovych komorach pri
16 hodinovej fotoperidode (16 hodin svetlo/8 hodin tma),
teplote 24-25 °C a intenzite svetla 152 pmol m?s™ FAR.

Priprava polyklonilnej protilatky proti obalovému
proteinu (CP)

Softvérova analyza obalovych CP proteinov ToMV

Vo verejne pristupnych databazach GenBank, The
UniProt Knowledgebase (UniProtKB) vyhladame
sekvencie vSetkych publikovanych obalovych (CP)
proteinov roéznych patotypov ToMV. Nasledne stiahneme
ziskané informacie do suboru vo formate FASTA.
Prostrednictvom  softvéru CLC Main Workbench
analyzujeme a vyhodnotime stiahnuty subor sekvencii.
Prostrednictvom  softvéru  uréime  oligopeptidové
sekvencie vykazujlce antigenicitny potencial.
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PV-0127
ToMV-81
ToMV-Korea
ToMV-1-2
ToMV-T-15
ToMV-SH-05
ToMV-L
ToMV-Brazil
ToMV-52
ToMV-L11Y
PV-0135
ToMV-85
ToMV-GB
ToMV-K1
ToMV-K2
ToMV-Korean
PV-0127
ToMV-51
ToMV-Korea
ToMV-1-2
ToMV-T-15
ToMV-SH-05
ToMV-L
ToMV-Brazil
ToMV-82
ToMV-L11Y
PV-0135
ToMV-S5
ToMV-G&
ToMV-K1
ToMV-K2
ToMV-Korean

PV-0127
ToMV-S1
ToMV-Korea
ToMV-1-2
ToMV-T-15
ToMV-SH-05
ToMV-L
ToMV-Brazil
ToMV-52
ToMV-L11Y
PV-0135
ToMV-S5
ToMV-G6
ToMV-K1
ToMV-K2
ToMV-Korean
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Porovnanie vybratych polypetidov obalovych proteinov

ToMV.
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0,02
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-0,02 5

Antigenicity

-0,03 5
-0,04 5
-0,05 -

-0,06 -

-0,07 5

-0,08

-0,09 -

Antigenicitny profil obalového proteinu patotypu PV-
0135 ToMV.

Syntéza ToMV charakteristickych oligopeptidov

Na zéklade softvérovo vyhodnotenych informacii
pripravime dva az tri kratke (15-20 aminokyselinové)
oligopeptidoveé fragmenty, ktoré maji najvyssi koeficient
antigenicity. Tieto fragmenty poslizia na imunizaciu
pokusného zvierata v nasledujicom kroku pripravy
polyklonalnej protilatky.
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Pre obalovy protein patotypu PV-0135 ToMV boli
navrhnuté nasledovné oligopeptidy:

Epi 1:
NH2 - RFPGDVYKVYRYNAVLDC-COOH
Epi 2:

NH2-CESMSGLVWTSAPAS-COOH

Strand Stranld Helix Helix 4|ﬂ 6‘0 Strand Strand

MSYSITSPSQFVFLSSVWADPIELLNVCTNSLGNQFQTQQARTTVQQQFSEVWKPFPQS RFPGDVYKV
E

OO OO o Tﬂﬂﬂl‘ﬁmﬂﬂ

Strand Strandtlelix Helix 1?0 Helix lf" 14|0

mLITALLGTFDTRNRI IEVENQQSPTTAETLDATRRVDDATVAIRSAINNLVNELVRGTGLY

ﬂFﬂ'ﬁﬂl‘lrl'lﬂHrlﬂﬂnﬂnﬂﬂHnnnnmnriﬂnﬂﬂﬂﬂﬂHHHHHHHﬂﬂHFlﬂﬂHﬂﬂﬂﬂnﬂnﬂnﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂnﬂnﬂﬂ

Helix Strand
NQNTFHESMSGLVWTSAPAS|
i

| Eﬂ2 |:||

Epitopy obalového proteinu patotypu PV-0135 ToMV
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Uvedené antigénové determinanty boli modifikované
bud’ na N-konci alebo C-konci peptidu cysteinom, aby
zvysili  svoju antigenicitu, zdévodu Co najvyssej
imunochemickej odozvy boli takto modifikované epitopy
konjugované na ovalbumin, resp. na KLH (keyhole
limpet hemocyanin) protein.

Imunizacia zvierat’a a izolacia protilatky
Tento krok sa vykona na pracovisku, ktoré splia
poziadavky prace so zivymi pokusnymi zvieratami,
ataktiez vysoko sterilné podmienky pre pripravu
protilatok. Pracovisku poskytneme epitopy
oligopeptidov.

Izolacia proteinovych lyzatov z infikovanych rastlin

Z infikovanych a kontrolnych rastlin rajciaka
vyizolujeme celkové proteiny pomocou P-PER Plant
Protein Extraction KIT (kat.¢. 89803, Pierce, USA) ktory
je kompatibilny s enzymatickymi technikami.
Koncentracia proteinov zmeriame spektrofotometricky,
pomocou BCA protein assay kit (kat.c. 23225, Pierce,
USA).

Stanovenie pritomnosti kapsidového proteinu ToMV
pomocou imunodetekcie ELISA testom

1. Pripravent polyklondlnu protildtku nariedime
v pomere 1:10, resp. 1:100, 1:1000 v zavislosti od
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koncentracie protilatky. Primarnu polyklonalnu protilatku
nariedime pufrom nasledovného zlozenia:

e 50 mM Nay,COs
e 50 mM NaHCOs;
e 0,02 % NaN3

e pHO9.6

200 pl primarnej protilatky sa navdzuje na platnicku (96
well Nunc Imuno Plates MaxiSorp 96) bud’ 4 hodiny pri
30°C alebo cez noc pri 4-6°C.

2.  Vyklopenim a sucasnym zliatim odstranite roztok
z jamiek. Nenaviazanti protilatku  odstranime  2x
premytim jamiek rozkom 1XPBS — Tween. Vysledny
roztok ma nasledovné zloZenie:

e 10 mM fosfatovy tlmivy roztok

(KH2P04/Na2HPO4)
e 140 mM NaCl
e 3 mM KCI

e 0.05% Tween 20

3. Po vymyti jamiek sa nanesti jednotlivé vzorky,
proteinové lyzaty (s presne stanovenou koncentraciou
proteinov, odporuca sa priblizne rovnaka koncentracia
a celkové mnozstvo proteinu na jamku by malo byt 100
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ug) nariedené na objem 200 pl extrakénym pufrom.
ZloZenie extrakc¢ného pufru:

10 mM fostatovy tlmivy
(KH2PO4/Na2H PO4)

140 mM NaCl

3 mM KCI

0.05% Tween 20

2% PVP(PVP-15 polyvinylpyrrolidone)

Inkubécia prebieha cez noc pri 4°C.

4. Nasleduje vyklopenie avymytie

roztok

reakénej zmesi.

Kazda jamka sa premyje 3x 200 pl roztokom 1xPBS —

Tween.

5. Pridajte sekundarnu protilatku, odpora¢ame Goat anti-
Rabbit IgG (H+L) Secondary Antibody, AP conjugate
(Pierce, kat.c.31340). Samozrejme, druh hostitel'ského
organizmu produkujiceho sekundarnu protilatku musi
byt odliSny od hostitel'ského druhu produkujiceho
primarnu protilatku. Riedenie sekundarnej protilatky sa
pohybuje v rozsahu 1:2 — 10000. Riediacim roztokom je
tlmivy roztok nasledovného zloZenia:

10 mM fostatovy tlmivy
(KH2P04/Na2H PO4)

140 mM NaCl

roztok
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e 3mM KCI

e 0.05% Tween 20

o 2% PVP(PVP-15 polyvinylpyrrolidone)

e 0,2% egg albumin (Sigma A-5253)
Nasleduje inkubécia 2 — 4 hodiny pri 37°C.

6. Nasleduje vyklopenie avymytie reakénej zmesi.
Kazda jamka sa premyje 3x 200 pl roztokom 1xPBS —
Tween

7. Pridajte 100 pl roztoku PNPP((p-nitrophenyl
phosphate disodium salt, Pierce, kat. ¢. 37620) do kazdej
jamky. Platni¢ka sa inkubuje priblizne do sfarbenia
susbstratu, priblizne 30 minut.

8. Reakciu zastavite pridanim 50 pl 2N NaOH do kazdej
jamky.

9. Nasleduje meranie absorbancie pri 405 nm,
S$pecialnym spektrofotometrom tzv. ELISA readerom.

Western blotting analyza
1. Bunkové lyzaty separujeme pomocou SDS-PAGE
a Western blotting analyzu vykoname podl'a Wan
a kol. (2000), s tym rozdielom, ze ako primarna
protilatku pouzijeme anti-coat protein ToMV (na
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2.

3.

zéklade nami navrhnutych epitopov), ktord by
mala rozpoznavat’ obalovy protein ToMV virusu.

Vzorky zhomogenizujeme pomocou kvapalného
dusika a pridame k nim lyticky roztok obsahujuci
(50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 150 mM NacCl, 0.02%
NaNs,

0.1 % SDS, 1 pg.ml™ Aprotinin, 1% Nonidet P-
40, 0.5% deoxycholat sodny,
100 ug.ml'1 PMSF). Homogenaty opracujeme
ultrazvukom pomocou pristroja Sonoplus HD-
2070 (Bandelin, SRN), 5-krat v 2 sekundovych
intervaloch pri 50% vykone pristroja, vzorky sa
rozdelia ~ do  alikvotov. Vo  vzorkach
spektrofotometricky ~ zmeriame  koncentraciu
proteinov pri 562 nm na spektrofotometri Jenway
(Genova, SRN) pomocou BCA, protein assay
(Pierce, USA). Takto pripravené¢ vzorky
nanesieme na polyakrylamidovy gél.

Proteiny separujeme v polyakrylmidovom géli
obsahujucom denatura¢né cinidlo dodecylsulfat
sodny (SDS). Vzorky obsahujice 50 pg
celkovych proteinov denaturujeme 5 minat pri
100°C vo vodnom kupeli. Ku kazdej vzorke pred
denaturdciou priddme nanaSaci pufor, zasobny
roztok 5x nanaSaciecho pufru, ktory ma
nasledovné zlozenie (10% SDS, 1 M Tris-HCI,
pH 6.8, 14,3 M
B-merkaptoetanol, 2 mg.ml™ Bromphenolblue, 6
g/10 ml, 75 ml mocovina).
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4. Vzorky nanesieme do =zahustovaciecho 5%

polykrylamidového gélu a nasledne separujeme
v 10%, alebo 12% polyakrylamidovom géle za
pouzitia elektroforetického pufru
(Laemmli,1970). Elektroforetické delenie
prebehne v aparatire Miniprotean 3  Cell,
Complete System (BioRad, USA), ako zdroj
jednosmerného napétia pouzijeme Consort Mini
E132 (Sigma Aldrich, USA).

. Po SDS-PAGE, gél obsahujuci separované
proteiny budeme inkubovat  3x5 minut
Vv transferovom pufri pH 8,3 (39 mM glycin, 48
mM Tris, 0,037% SDS, 20% metanol). Na
transfer pouZijeme nitrocelul6zovi membranu
(Amersham, USA), aparatira Mini Trans-Blot
Module (BioRad, USA) a zdroj jednosmerného
napétia Consort Mini E132 (Sigma Aldrich,
USA).

. Proteiny naviazané na membrane nechame
inkubovat’ s blokovacim roztokom (5% suSené
mlieko, 2,5% inaktivované fetal calf serum, 97,5
ml roztoku TBS/Tween-20) 30 mintt pri 37 °C za
jemného mieSania. TBS/Tween-20, pH 7,4
(8,76% NacCl, 1,212%, 0,5% Tween-20).

. Pracovnu  koncentracia primarnej protilatky
zoptimalizujeme, odporticame Startovat’ riedenim
1:500. Ako sekundarnu protilatku pouzijeme ECL
Rabbit 1gG, HRP-Linked F(ab"), Fragment (from
donkey) (Amersham, Piscataway, NJ, USA),
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vriedeni 1:4000, ostatné roztoky a detekcia
imunokomplexov vykoname podla (Schaefer a
kol. 2005). Ako marker velkosti molekulovej
hmotnosti pouzijeme PageRuler™Plus prestained
protein ladder (Fermentas, St.Leon-Rot, SRN).

Detekcia kapsidového proteinu virusu mozaiky(PV —
0135 ToMV) prostrednictvom polyklonélnej protilatky

48



Detekcia kapsidového proteinu ToMV (PV-0135)
prostrednictvom western blottingu
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Transkriptomika

Reverzna PCR, Real-time PCR
1. Izolacia celkovej RNA

RNA vyizolujeme z 1g rastlinnych pletiv
prostrednictvom dvoch metodickych postupov,
prvym postupom bude izolacia prostrednictvom
Trizol reagentu (Invitrogen, USA), druhym
postupom bude izoldcia komer¢nym kitom
NucleoSpin RNA Plant (Macherey-Nagel, SRN).

2. Izolacia RNA prostrednictvom Trizol reagentu

Rastlinny material zhomogenizujeme
prostrednictvom kvapalného dusika.
Zhomogenizované pletivo extrahujeme pomocou
Trizol reagentu a chloroformu, po centrifugacii
odoberieme polarnnu fazu obsahujuicu RNA
a precipitujeme ju vychladenym izopropanolom
prostrednictvom  centrifugacie.  Proteinovu
frakciu odstranime precipitaciou 75% etanolom.
RNA sa rozpusti akontaminanty genomovej
DNA  odstranime enzymatickou reakciou
katalyzovanou DNazou 1. Kvalitu RNA
posuidime pomocou gélovej elektroforézy na
zéklade celistvosti ribozomalnych RNA.
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W v s

Kontrola integrity izolovanej totalnej RNA

3. Priprava reverznych transkriptov

Kroztoku RNA priddme enzym reverzna
trasnkriptaza (RNA zavisla DNA polymaraza),
primer oligo dT, dNTP, RN-azové inhibitory,
reakcia prebieha pri  42°C aukonéi sa
denaturaciou enzymu pri 70 °C.

4. Semikvantitativna polymerdzova retazova
reakcia, real-time PCR
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A. Navrhnutie primerov

Zakladom kazdej PCR areal time PCR je
nevyhnutnd  Stddium avykonanie analyzy
skimanych  sekvencii nukleovych kyselin.
Sekvencia patotypu virusu mozaiky raj¢iaka PV-
0135 je depozitovand v databaze Genbank pod
kédom AJ429084
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/580967
6?report=genbank&log$=nuclalign&blast rank=
2&RID=G8FHDRR801R).

ATGTCTTACTCAATCACTTCTCCATCGCAATT
TGTATTTTGGTCATCTGTATGGGCTGACCCTA
TAGAATTGTTAAATGTTTGTACAAGTTCGTTA
GGTAACCAGTTTCAAACACAGCAAGCAAGAAC
TACTGTTCAACAGCAGTTCAGCGAGGTGTGGA
AACCTTTCCCTCAAAGCACCGTCAGATTTCCT
GGCGATGTTTATAAGGTGTATAGGTATAATGC
AGTTTTAGATCCTCTAATTACCGCGTTGCTGG
GGACTTTCGATACTAGGAATAGAATAATCGAA
GTAGAAAACCAGCAGAGTCCGACAACAGCTGA
AACGTTAGATGCTACCCGCAGGGTAGACGACG
CTACGGTTGCAATCCGGTCTGCTATAAATAAT
TTAGTTAATGAACTAGTAAGAGGTACTGGACT
GTACAATCAGAATACTTTTGAAAGTATGTCTG
GGTTGGTCTGGACCTCTGCACCTGCATCTTAA
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PV-0127-1
PV-0135-1
ToMy-1-2-1
ToMy-51-2
TOMV-T-15-1
ToMv-Korea-1
ToMy-Brazil-1

ToMy-SH-05-1
ToMv-K1-1
ToMv-K2-2

ToMv-Karean-1

PY-D127-1
PY-D135-1

ToMV-L11Y-1
ToMy-55-1
ToMv-SH-05-1
ToMv-K1-1
ToMv-K2-2
ToMv-Karean-1

PY-0127-1
PY-0135-1
ToMy-1-2-1
ToMv-51-2
ToMV-T-15-1
ToMV-Korea-1
ToMV-Brazil-1
ToMv-L-1
ToMV-52-1
ToMV-G&-1
ToMV-L11Y-1
ToMV-55-1
ToMV-SH-05-1
ToMv-K1-1
ToMV-K2-2
ToMV-Korean-1

PY-0127-1
PY-0135-1
ToMV-1-2-1
ToMv-51-2
ToMV-T-15-1
ToMv-Korea-1
ToMV-Brazil-1
ToMv-L-1
ToMV-52-1
TaMV-G6-1
ToMV-L11Y-1
ToMV-55-1
ToMV-5H-05-1
ToMV-K1-1
ToMv-K2-2
ToMv-Korean-1

PV-D127-1
PY-0135-1
ToMy-1-2-1
ToMv-51-2
ToMV-T-15-1
ToMV-Korea-1
ToMV-Brazil-1

Porovnanie vSetkych dostupnych sekvencii
mRNA kodujucich obalovy protein ToMV

Pre tuspeSni analyzu pomocou real time PCR je
nevyhnutné, aby velkost amplifikovaného fragmentu
génu bola vrozsahu 60 — 150 bp. Navrhnite primery
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pomocou dostupnych molekularno —  biologickych
softvérov. Primery pre real-time PCR:
Forward: 5'- CAGATTTCCTGGCGATGTTT-
3
Reverse: 5'- TCGGACTCTGCTGGTTTTCT-3"
Velkost amplikonu: 128 bp
Real time PCR patri medzi finan¢ne naro¢né analyzy,
preto je nevyhnutné overit’ funk¢nost’ navrhnutych
primerov a reakénych podmienok prostrednictvom
klasickej PCR. ZlozZenie reakénej zmesi je nasledovné:

komponent Master Mix for 1 Master Mix for
reaction[uL] Treaction [pL]

Sterile ddH.0O 14,2 99,4

10xPCR buffer 2 14

25mM MgCl, (final 2mM) | 1,2 8,4

Primer Forward- ToMV- 1 7

1F (1:10), 10pmol/uL

Primer Reverse- ToMV- 1 7
1R (1:10), 10pmol/uL

10mM dNTP mix(final 0,4 2,8
0,2mM for each dANTP)

HotStar Taq(5U/uL) 0,2 14
RT 1
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Amplifika¢ny cyklus a reakené teploty:

95°C, 15min [(94°C-30sec,50-62-60sec,72°C-

90sec)x40, 72°C-7min,oc¢akavana vel'kost’ produktu:128 bp

Ako templat sa vyuzila pozitivna kontrola — reverzny
transkript  virusu mozaiky rajciaka, patotyp PV —
0135. Mnozstvo analyzovaného templatu bolo 20 ng.
Mnozstvo templatovej nukleovej kyseliny bolo
merané spektrofotometricky. Na separaciu fragmentov
pouzite 1% agardzovy gél, pri podmienkach 10v/cm

vzdialenosti medzi elektrédami.Vysledkok PCR
overime  prostrednictvom  klasickej  agardzovej
elektroforézy:
Draha 1 ]2 3 4 5 6 7
Vzorka Pozitivna kontrola Ladder
Primer ToMV 10bp
Promega
Annealing | 50 | 51,8 | 53,1 | 54,2 | 56,2 | 59,3 | -
Teplota[°C]
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V uvedenom pripade boli najvhodnejsie
podmienky reakcie pre detekciu fragmentu génu
kédujuceho ToMV v drahe ¢.4.

Metoda sluzi na kvantifikdciu produktov
polymerazovej retazovej reakcie v redlnom case.
Real-time PCR, ktorej zakladom detekcie je
fluorescen¢ny signal produkovany umerne pocas
amplifikacie PCR produktu, poskytuje rychlu
a presni metodu pre determinaciu Specifickych
DNA aRNA sekvencii. Real-time PCR
vykoname na pristroji ABI PRISM® 7000 od
firmy Applied Biosystems pomocou ,SYBR"
Green* farbicky (SYBR"™ Green | Masters Mix).
Pri  optimalizécii  koncentrdcie  primerov
pouzitych v real-time PCR vyskaSame 3 rdzne
koncentracie, a to 50, 500 a 1000 nM primeru na
reakciu. Tieto koncentracie primerov preverime
na kalibranej krivke, kde ako S$tandardy
pouZzijeme rozne mnozstva vstupnej DNA (napr.
2,5; 25; 250; 2500 a 25000 pg). Najvhodnejsia
koncentracia primeru bude s najvysSim
korelatnym koeficientom kalibra¢nej krivky a
spravnost’ vysledkov overime prostrednictvom
disociacnej  krivky.  Amplifikdciu  r6zneho
mnozstva vstupnej DNA overime v agar6zovom
géli. Po ukonceni optimalizacie real-time PCR
reakcie pristipime ku kvantifikidcii nezndmych
vzoriek.
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Zaver

Predstavend metodicka prirucka je ndvodom na dokaz
pritomnosti  rastlinného  virusu na  genomickej,
transkriptomickej a proteomickej urovni. Hoci virus
mozaiky raj¢iaka jedlého patri medzi pomerne dost
prestudované virusy, komeréne dostupna diagnostika je
zalozend na detekcii prostrednictvom rdznych ELISA
testov, ktoré maju nizku Specificitu s vysokym podielom
falosnych signdlov. Prezentovana metodickd prirucka
predstavuje riesenie pre eliminaciu faloSnych vysledkov
a vieryhodnost’ dosiahnutych v ELISA teste je podporena
na transkriptomickej urovni formou real time PCR
reverznych transkriptov ana proteomickej urovni
pomocou vysokoSpecifickej imunodetekcie
prostrednictvom  western  blotting analyzy. Tato
metodicka prirucka moéze sluzit ako algoritmus pre
detekciu akéhokol'vek rastlinného virusu, ktorého
podstata je kodovana na urovni RNA. Tato Stidia vznikla
vd’aka podpore v ramci OP Vyskum a vyvoj pre projekt:
Prenos efektivnych postupov selekcie a identifikacie
rastlin  do  Slachtenia ITMS : 26220220142,
spolufinancovany zo zdrojov  Eurépskeho fondu
regionalneho rozvoja a projektu MP a RR SR 2005 UO
27/050 02 06/050 02 06 a projektu APVV-14-0055.
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