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1. Vyznam rajciaka jedlého

Rajciak jedly (Solanum lycopersicum L.) patri medzi polnohospodarske plodiny pestované
a konzumované fudmi na celom svete (Friedman, 2013). Jeho plody su vSeobecne obltubené
na konzumadciu za surova aj v tepelne upravenych pokrmoch, naviac obsahuju fytochemikalie
dolezité pre zdravd vyzivu (fenolové zluceniny, karotenoidy, vitaminy, glykoalkaloidy)
a prospesné pri prevencii réznych degenerativnych poruch (Chaudhary a kol., 2018).

Predpokladd sa, 7e raj¢iaky pochddzaju z Gpati And. Pestovanie Zltych raj¢iakov podobnej
velkosti ako dnesné je doloZené v strednej Amerike uz okolo roku 700 n.l. Domestikacia
rajCiakov zacala v Mexiku (Peralta a Spooner, 2007). V Eurdpe boli prvykrat pestované v roku
1544 ako okrasné rastliny (v tom case boli povazované za toxické), az neskor boli pouzivané
na konzum. S rozvojom polnohospoddrstva a vyuzivanim progresivnych agrotechnickych
postupov (zavlazovanie, vyuZivanie agrochemikalii) sa zvysSila produkcia rajciakov po celom
svete. V devatdesiatych rokoch 20. storocia vdaka pokrokom v biotechnolégiach a pomocou
genetickych modifikacii ziskali rajéiaky lepsiu farbu, chut, a taktiez sa zacala zlepsSovat ich
skladovatelnost a priaznivy obsah Zivin (Saavedra a kol., 2017).

V roku 2017 celosvetova produkcia rajc¢iakov dosiahla 170,8 miliéna ton. Poprednym
producentom rajéiakov je Cina s priblizne 30% podielom celkovej produkcie, nasleduju India a
USA. V Eurdpskej unii tvorili rajéiaky v roku 2014 23 % celkovej produkcie Cerstvej zeleniny. Z
toho bola viac ako polovica raj¢iakov produkovanych v Spanielsku, Taliansku a Polsku.
Celosvetovy vyvoz rajciakov v roku 2017 dosiahol 88 miliard USD (FAOSTAT, 2017). Na
Slovensku je priblizne 700 ha registrovanych pléch osadenych rajc¢iakom, k éomu treba
pripocitat plochy ich ¢astého pestovania v zahradach.

Rajciaky su pestované najcastejSie v polnych podmienkach, kde je ich rast ovplyviiovany
klimatickymi zmenami, v poslednej dobe sa vsak velka c¢ast produkcie prestuva do krytych
sklenikovych priestorov, kde sa negativne vplyvy pocasia eliminuju. V sklenikovych
podmienkach je taktiez mozné zabezpecit vyssiu kvalitu plodiny pre spotrebitela, najma s
ohladom na ich vyZivové parametre, velkost, chut a farbu. Optimalna denna teplota na
pestovanie v skleniku je 21 az 27°C, zatial ¢o no¢nd optimalna teplota sa pohybuje medzi 16
az 17°C. Ak teplota klesne pod 15°C, mbzu sa vyskytnat priznaky nedostatku Zivin, pretoze
rastliny nemozu pri nizSich teplotach absorbovat niektoré mineraly (napr. zvinenie listov
nasledkom nedostatku fosforu). Literatira uvadza ako optimalnu relativnu vlhkost pre
sklenikové rajciaky 60-70 %. Optimalny rozsah pH pre Zivny roztok je 5,6-5,8 (Snyder, 1995).

Konzumdcia raj¢iakov ma pozitivne ucinky na ludské zdravie. SU zndme protizapalové, anti-
genotoxické, protimutagénne, antiproliferacné a chemopreventivne ucinky (Rafi a kol., 2007;
Scolastici a kol., 2007). Karotenoidy (lykopén) a vitaminy (kyselina askorbova a tokoferol)
v rajCiakoch maju vyznam pri zniZovani oxidaéného stresu a minimalizacii rizika rakoviny
a kardiovaskularnych choréb (Sesso a kol., 2004). Lykopén a iné bioaktivne latky sposobuju
zastavenie bunkového cyklu a inhibuju rast mnohych nadorovych bunkovych linii. Viaceré
Studie in vitro ukazali ochranné ucinky lykopénu ziskaného z rajéiakov proti roznym druhom
nadorovych ochoreni, ako aj vplyv na znizenie celkového cholesterolu (Gloria a kol., 2014;
Levy a kol., 1995; Palozza a kol., 2010). Oxidacna modulacia lipoproteinov s nizkou hustotou
(LDL) ma velky vyznam pri ochrane proti ateroskleréze a kardiovaskularnym chorobam.




Spotreba paradajok nepriamoumerne koreluje s rizikom zapalovych poruch ako je
ateroskleréza (Hazewindus a kol., 2014).

Fenolické zluceniny pritomné v rajciakoch zahfnaju fenolové kyseliny (kofein, chlorogénne,
sinapické, p-kumarické a ferulové kyseliny) a flavonoidy (kvercetin, rutin, kemferol a
naringenin). Akumuldcia flavonoidov v plodoch sa zvysuje pocas ich dozrievania. Kvercetin a
kyselina chlorogénova su najviac zastupené flavonoidy v rajciakoch (Sharma a kol., 2017).
MnozZstvo aktivnych antioxidantov bolo vdaka Specifickym postupom vacsie pri priemyselne
vyrabanej raj¢inovej stave nezZ v pripade domaceho pretlaku (Tomas a kol., 2017).

Rajciaky su povaZzované za bohaty zdroj vitaminu C, plody obsahuju aj vitaminy A, B, E. Studie
odhalili, Ze obsah vitaminu C sa najskor v priebehu dozrievania zvySuje, ndsledne pri
prezrievani mierne klesd (Marti a kol., 2018). Zo skupiny vitaminov B je pritomny tiamin,
niacin, vitamin B6 a folaty. Vitamin E (alfa a beta tokoferol) je pritomny v menSom mnozstve
ako iné vitaminy. Obsah vitaminov v rajc¢iakoch je ovplyvneny typom odrody a dobou zberu
(Watada a kol., 1976).

2. Virusové patogény rajciaka

Oficidlnym jazykom taxondmie rastlinnych virusov je angli¢tina, priCom nazvy virusov zvycajne
opisuju niektory z typickych priznakov ochorenia a druh rastliny, z ktorej bol ten-ktory virus
prvykrat izolovany. Z globdlneho hladiska patria medzi najvyznamnejsie virusy ohrozujuce
rajCiak virus Skvrnitého vadnutia rajc¢iaka (Tomato spotted wilt virus), virus Zltej kuceravosti
listov raj¢iaka (Tomato yellow leaf curl virus), virus kri¢kovitej zakrpatenosti raj¢iaka (Tomato
bushy stunt virus), virus kridzkovitosti raj¢iaka (Tomato ringspot virus), virus mozaiky pepina
(Pepino mosaic virus), alebo virus hnedej vraskavosti plodov rajciaka (Tomato brown rugose
fruit virus). Hoci na Slovensku zatial zistené neboli, da sa oc¢akavat, Ze globalne faktory ¢i uz
ekonomického (obchod) alebo ekologického (zmena klimy) charakteru mézu ¢asom spdsobit
rozsSirenie ich vyskytu. Z virusov potencidlne alebo redlne nebezpeénych v sucasnosti pre
raj¢iaky na nasom Gzemi treba spomenut najma:

e Virus Y zemiaka (Potato virus Y, PVY)

e Virus mozaiky uhorky (Cucumber mosaic virus, CMV)
e Virus M zemiaka (Potato virus M, PVYM)

e Virus S zemiaka (Potato virus S, PVS)

e Virus mozaiky raj¢iaka (Tomato mosaic virus, ToMV)

BlizSia charakterizdcia tychto virusov, ako aj Specifikdcia diagnostickych nastrojov na ich
detekciu je prezentovand v nasledujucich kapitolach.




2.1. Virus Y zemiaka

Virus Y zemiaka (PVY) patri do rodu Potyvirus z ¢elade Potyviridae a je typovym predstavitefom
svojho rodu (Shukla a kol., 1994). Je to jeden z najdélezZitejsich rastlinnych virusov, ktoré
negativne ovplyviiuju produkciu zelenin a okopanin.

Virusové Castice (viriony) PVY maju tvar ohybnych vldken dany helikdlnou symetriou. Genédm
je tvoreny jednovldknovou RNA pozitivnej polarity o velkosti priblizne 9,7 kb, na 5" konci ma
naviazany virusovy protein VPg a na 3” konci je polyadenylovana. Gendm obsahuje jeden
otvoreny Citaci ramec, ktory je exprimovany ako velky polyprotein Stiepeny nasledne troma
vlastnymi proteazami na 10 zrelych virusovych proteinov. Jeden dalsSi protein vznika
mechanizmom posunu citacieho ramca. Kapsidovy protein ma velkost asi 35 kDa.

PVY ma Siroku skalu hostitelov, prirodzene infikuje rastliny prinajmensom z deviatich celadi,
vratane papriky (Capsicum spp.), zemiaku (Solanum tuberosum ssp.), tabaku (Nicotiana spp.),
rajCiaku (Solanum lycopersicum), niektoré okrasné rastliny (Dahlia spp., Petunia spp.). PVY
infikuje bezne sa vyskytujuce hostitel'ské buriny, ako je ¢akanka (Cichorium intybus), Salat
kompasovy (Lactuca serriola), pupava lekdrska (Taraxacum officinale), kapsi¢ka pastierska
(Capsella bursa-pastoris), lulok sladkohorky (Solanum dulcamara), [ulok Cierny (Solanum
nigrum) a rézne iné (Datura spp., Physalis spp., Solanum dulcamara, S. nigrum) (Jeffries, 1998;
Kaliciak a Syller, 2009). Okruh experimentalnych hostitelov zahffia 495 druhov zo 72 rodov,
ztoho 287 druhov v 14 rodoch Solanaceae, 28 druhov Amaranthaceae, 25 druhov
Leguminosae, 20 druhov Chenopodiaceae a 11 druhov Compositae (Edwardson a Christie,
1997).

PVY bol prvykrat pozorovany na zemiakoch v roku 1931 (Smith, 1931) ako ¢len skupiny
patogénov spojenych s degenerdciou zemiakov v mnohych oblastiach sveta. Virus je
zodpovedny za pokles vynosov a kvality, pre zamedzenie Sirenia choroby je potrebnd déslednd
kontrola a certifikacia sadbového materidlu (Gray a kol., 2010). Virus je totiz U¢inne prenosny
vegetativne rozmnoZovatelskym materialom (pri zemiakoch hluzy), prirodzenymi prenasa¢mi
su okrem toho r6zne druhy vosSiek. Neperzistentny sposob prenosu (okamzite po kratkom
nadobudacom cicani) takisto staZuje jeho kontrolu (Scholthof a kol., 2011; Karasev a Gray,
2013).

Opatrenia na znizenie strat spdsobené virusovymi infekciami su pomerne nakladné. Hoci
Sirenie virusu moze byt kontrolované niekolkymi metédami, vratane chemickej ochrany pred
virusovymi vektormi, elimindciou infekénych zdrojov a pestovanim novych odréd s vyssou
odolnostou (Kang a kol., 2005), tieto opatrenia nie su vidy dostatocne efektivne. Odolné
kultivary sa povaZzuju za najekonomickejsi a environmentalne prijatelny sposob kontroly
virusového ochorenia zemiakov (Solomon-Blackburn a Barker, 2001).

PVY ma znac¢nu vnutrodruhovu diverzitu. Zndmych je viacero kmenov virusu, pricom
v evoluénej histérii niektorych z nich hrala vyznamnu ulohu homologickd rekombinacia
(Karasev a Gray, 2013). Ide o proces vzdjomne kombinujuci Casti gendmu uz existujucich
foriem virusu, ktory ma vplyv na adaptabilitu patogéna (Karasev a kol.,, 2011). Tradi¢ne
rozoznavame dve hlavné biologické skupiny PVY s odliSnou symptomatoldgiou na zemiakoch
a niektorych liniach tabaku. St to tzv. oby&ajny kmeri (PVY®) a nekroticky kmeri (PVYN). Dalsie
kmene su napr. PVYS, PVYE a PVY? (Karasev a Gray, 2013). Rekombinacia medzi skupinami PVY




viedla k vzniku novych skupin a kmeriov, napr. PVYNT™N, pyyN-Wi pyyN:O ktoré maju tendenciu
rozSirovat sa po celom svete. Detailné molekularne pristupy umoznili charakterizovat a
klasifikovat kmene PVY na zaklade charakteristik gendmu (Lorenzen a kol., 2006; Chikh a kol.,
2010), avsak niekedy bez jasného spojenia s ich biologickymi vlastnostami (Karasev a Gray,
2013). Takato komplexnd variabilita moze komplikovat spravnu identifikaciu izoldtov najma
sérologickymi testami (Tian a kol., 2014).

Na zemiaku sa infekcia prejavuje rézne intenzivnou mozaikou alebo pruhmi na listoch, i
nekrézou. Listy opaddvaju, aZz sa ¢asto vytvori holy vyhonok s olistenou Spi¢kou. Nekrotické
kmene spbsobuju aj nekrotické ochorenie zemiakovych hltiz (Beczner a kol., 1984). PVY je
celosvetovo rozsireny patogén aj pri inych ekonomicky vyznamnych plodinach, ako su paprika,
tabak a rajciak. Na rastlindch papriky (Capsicum spp.), sa infekcia prejavuje miernou
Skvrnitostou listov. Priznaky infekcie PVY na rajciakoch mo6Zu zahfnat zvrasnenie mladych
listov, nekrotické skvrny, mozaiky a ¢asto medziZilové ZIté Skvrny ¢i mramorovanie listov (Abad
a Jord3, 2000). Na plodoch raj¢iaka virus priznaky zvycajne netvori. Zavaznejsie priznaky sa
vyskytuju pri zmieSanych infekciach s inymi virusmi. Zatial' nie su zndme rezistentné odrody
rajc¢iaka, zdrojom génov rezistencie by mohol byt divy rajciak Lycopersicon hirsutum (Legnani
a kol., 1995). Ochrana spociva predovsetkym v eliminacii hmyzich prenasacov virusu
(ochranné textilie, skora sadba mimo hlavnej sezény mnoZenia vosiek a pod.).

2.2. Virus mozaiky uhorky

Virus mozaiky uhorky (CMV), typovy predstavitel rodu Cucumovirus bol prvykrat pozorovany
v roku 1916 ako pbvodca ochorenia uhorky v USA. Odvtedy sa CMV zistil vo vacsine krajin
sveta, prevaine v miernych zénach, ale ¢oraz CastejSie aj v tropickych krajinach. V. mnohych
prieskumoch infekcie rastlinnych virusov je CMV uvadzany ako najrozsirenejsi virus (Ilman a
kol., 1991). V poslednom desatroci bol CMV identifikovany ako pévodca viacerych epidémii
chorbb vratane nekrézy spdsobenej na rajcinach v Taliansku (Gallitelli a kol., 1981),
v Spanielsku (Garcia-Arenal, 1981) av Japonsku (Yoshida a kol., 1984). CMV ma v ramci
rastlinnych virusov najvacsi rozsah prirodzenych hostitelov a pocet identifikovanych
hostitel'skych druhov CMV sa neustdle zvysuje. V sucasnosti je to 775 druhov z 365 rodov z 85
celadi. Redlne Cislo zahfria zrejme viac ako 800 druhov rastlin vratane mnohych burin.

Existuje mnoho kmeriov CMV, liSiacich sa biologickymi vlastnostami (vykazujucich rozdiely
v priznakoch indukovanych v réznych hostitelskych rastlindch). V rdmci CMV rozoznavame tri
podskupiny, IA, IB a ll, pricom divergencia v nukleotidovej sekvencii medzi nimi dosahuje 25 %
(Roossinck a kol., 1999). CMV sa tak preukazal ako vysoko adaptabilny virus, s mimoriadnou
kapacitou pre evolu¢nid zmenu. Z toho dévodu predstavuje hrozbu pre polnohospodarstvo na
celom svete, ale aj idealny model pre studium vyvoja RNA virusov.

Gendm CMV je rozdeleny na tri segmenty jednovlaknovej RNA s pozitivnou polaritou. Kéduje
celkovo pat proteinov. Monocistronickd RNA1 kdéduje protein 1a s metyltransferazovou
a helikdzovou aktivitou esencidlny pre replikaciu virusu (Kadaré a Haenni, 1997; Rozanov a
kol., 1992). RNA2 kéduje proteiny 2a (RNA polymerdaza) a 2b (inhibitor post-transkripéného
zhasania génov) (O'Reilly a Kao, 1998; Ding a kol., 1994; Brigneti a kol., 1998). RNA3 koduje
transportny protein exprimovany z 5" ORF a kapsidovy protein, ktory je vSak exprimovany zo




subgendmovej RNA4. Obidva su potrebné pre pohyb virusu v infikovanej rastline (Canto a kol.,
1997).

S CMV byvaju ¢asto asociované satelitné RNA (satRNA). Su to malé linearne nekddujuce RNA,
replikacne zavislé od CMV (Garcia-Arenal a Palukaitis, 1999). Pritomnost satRNA mébze mat
dramaticky vplyv na symptédmy vyvolané CMV (Yoshida a kol., 1985). V niektorych pripadoch
satRNA moze indukovat v paradajkach apoptdzu, ¢o vedie k systémovej nekrdze aZ pripadne
k uhynutiu rastliny (Xu a Roossinck, 2000).

CMV je prenasany najmenej 75 druhmi voSiek neperzistentnym sposobom (Palukaitis a kol.,
1992) a pri viacerych hostiteloch je prenosny aj osivom. Priznaky na rastlindch raj¢iaka mozu
byt podobné ako vyvolédva infekcia TOMV — r6zne intenzivne mozaiky na listoch, poruchy rastu
veduce k degeneracii listove]j plochy a transformacii listov do tvaru Uponkov.

= N

Priznaky CMV infekcie na rajciaku cv. Monalbo




2.3.Virus M zemiaka

Virus zemiaka M (PVM) patri do rodu Carlavirus (Celad Betaflexiviridae). VIaknité virusové
Castice (velkost 650-680 nm x 10-12 nm) obsahuju gendm tvoreny jednovldknovou RNA
pozitivnej polarity o velkosti priblizne 8,5 kb s ,,¢iapockou” na 5" konci a polyA chvostom na 3’
konci, ktory obsahuje Sest otvorenych ¢itacich ramcov. Virusova RNA je obalena kapsidovym
proteinom o velkosti 34 kDa (Zavriev a kol., 1991).

PVM je povaZovany za jeden z najrozsirenejsich ekonomicky zavaznych patogénov zemiakov.
MoéZe spobsobit zniZzenie produkcie o 15-45 % a niektoré odrody mozu byt v niektorych
oblastiach az 100% infikované. PVM spdsobuje Skvrny, mozaiku, zvinenie a zvinovanie listov a
zakrpatenie vyhonkov. Tieto priznaky su podobné ako pri infekcii inymi beZznymi virusmi
zemiakov vratane virusu zemiaka S, virusu zemiaka X a beZného kmena PVY°. ZavaZnost
symptémov sa liSi v zavislosti od kombinacie kultivarov zemiakov a izolatov PVM. Vacsina
izoldtov vsak infikuje rastlinu bez priznakov, pripadne mézu vyvolat velmi miernu chlorézu a
skratenie listov. Pokial sa PVM vyskytuje v komplexe s inymi virusmi (najma PVS), symptomy
su zvycajne vyraznejsie.

V infikovanych bunkach sa nachadzaju inkltzie nepravidelného tvaru a vezikuly pozostavajuce
z Casti endoplazmatického retikula, obsahujlce ribozémy a virusové cCastice. Viriony PVM sa
vyskytuju v infikovanych rastlindch aj rozptylené v cytoplazme nezrelych parenchymovych
buniek alebo ako agregaty tvoriace parakrystaly ¢i pasikové telieska (Edwardson a Christie,
1997).

Virus je prenosny vosSkami neperzistentnym spésobom. Paprika (Capsicum annuum a C.
frutescens) je tiez prirodzenym hostiteflom virusu, ako aj viaceré druhy burin vratane Datura
metel, Fumaria officina a Solanum fernandezianum (Valkonen a kol., 1992). Na rajciaku sa
PVM vyskytuje zvy€ajne v komplexe s inymi virusmi (CMV, PVS, PVY). Nedavno bola na
Slovensku zistena na rajciakoch nova, pomerne divergentna forma PVM (Glasa a kol., 2019).

2.4. Virus S zemiaka

Virus zemiaka S (PVS) taxonomicky zaradujeme takisto do rodu Carlavirus. Vlastnosti viriénov
a Struktdra gendmu su teda analogické ako pri PVM. To isté plati o jeho prenosnosti voskami.

PVS patri medzi vyse 30 virusovych patogénov infikujucich zemiaky v celosvetovom meradle.
Na zaklade schopnosti systémove] infekcie (resp. indukcie lokalnych |ézii) zastupcov rodu
Chenopodium rozlidujeme dva kmene PVS, a to PVSC® (ordinary) a PVS* (Andean). Biologické
rozdiely medzi tymito kmenmi su pripisované sekvenénym odliSnostiam ich kapsidového
proteinu a nukleotidy viazuceho 11K proteinu (Foster a Mills, 1992).

Infekcie prevazného mnozstva kultivarov zemiakov sposobené vacsinou izolatov PVS byvaju
bezpriznakové, alebo len s miernymi priznakmi na listoch ako je vraskavitost, tmavnutie
Zilnatiny a hnednutie (bronzovatenie) listov, vynimocne pri citlivych odrodach dochadza
k vyraznejSiemu prejavu infekcie. V pripade zmesnych infekcii s inymi virusmi ako virus
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zemiaku A ¢&i PVY vsak PVS synergisticky zvysuje intenzitu prejavov ochorenia a méze viest
k 10-20% stratam na urode.

Bolo popisanych mnoho izolatov PVS, ale rozdiely vich biologickych vlastnostiach su este
menej vyrazné ako u pribuzného PVM (Kowalska, 1978). Samotny PVS (pokial nie je v zmesi
sinymi virusmi) zvycajne spOsobuje bezpriznakovu infekciu (Manzer a kol., 1978). Na
Slovensku bol PVS zisteny v raj¢iaku na viacerych lokalitdch, iSlo vo vSetkych pripadoch
o izolaty kmena PVSC (Predajnia a kol., 2017).

2.5. Virus mozaiky rajciaka

Virus mozaiky raj¢iaka (ToMV) patri do rodu Tobamovirus a je blizko pribuzny zndmemu virusu
mozaiky tabaku (TMV). Rozsah prirodzenych hostitelov nie je velmi Siroky, ToMV infikuje
viacerych zastupcov [ulkovitych (Solanaceae) a mrlikovitych (Chenopodiaceae). Medzi
ekonomicky vyznamné hostitele patria okrem rajciaka najma paprika, tabak a z okrasnych
rastlin petdnie (Hollings a Huttinga, 1976). ToMV patri medzi virusy, ktorych prenos nie je
sprostredkovany S$pecifickym prendsacom. RozSiruje sa mechanicky cez poranenia
prostrednictvom stavy z infikovanych rastlin, kriticka je teda manudlna aj strojova manipuldcia
s rastlinami pocas vegetativnej fazy. S tymto sposobom prenosu suvisi extrémna stabilita
virusu in vitro. ToMV sa efektivne prendsa aj semenom (ako povrchova kontamindcia osiva),
pricom virus sa da eliminovat chemickym osetrenim osiva (Dombrovsky a Smith, 2017).

Viriénmi su rigidné (neohybné) tycinky s rozmermi asi 300 x 18 nm (Hollings a Huttinga, 1976).
Gendmom je jednovlaknova RNA pozitivnej polarity s velkostou asi 6,5 kb s ¢iapockou na 5
konci a so Struktirou podobnou tRNA na 3" konci. Gendm kdduje dve formy replikacného
proteinu (kratSiu a dlhSiu vdaka potlaceniu termindcie translacie) a dalSie dva produkty
(transportny 30K protein a kapsidovy protein s velkostou 18 kDa), ktoré sa vsak exprimuju zo
subgenomickych RNA (Skulachev a kol., 1999). Typickymi priznakmi su svetlé a tmavé Skvrny
na listoch a rastové anomalie veduce k vzhladu podobnému papradiam. Aj na plodoch sa mé6zu
objavovat ZIté alebo nekrotické skvrny. Kmenova diferencidcia izolatov je zaloZzend najma na
réznej schopnosti prekondvat tri zname gény rezistencie Tm-1, Tm-2a Tm-22, ¢o vsak
nekoreluje s ich sérologickou pribuznostou (Lanfermeijer a kol., 2005).

Porovnanie rastu zdravej (vpravo)
a ToMV-infikovanej rastliny rajciaka
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3. Detekcia

Negativny vplyv rastlinnych virusov na celosvetovu polnohospodarsku produkciu je impulzom
pre hladanie efektivnych prostriedkov na zmiernenie, ¢i zamedzenie Sirenia virusovych nakaz.
Vyuzitie modernych metdd biologického vyskumu v Slachtitelskej a pestovatelskej praxi
zjednodusuje a zefektiviiuje boj proti Sirokému spektru patogénov, vratane rastlinnych
virusov. V stcasnosti sa preto vdaka aplikovanému vyskumu netreba spoliehat len na tradi¢né
metddy fytopatoldgie, akymi su dodrZiavanie prisnych karanténnych opatreni, eradikacia
infekénych agens, rotacia plodin a vyuzivanie certifikovaného rastlinného materidlu. K jednym
z najdoleZitejSich ndstrojov preventivnych opatreni na kontrolu rastlinnych virusov patri rychla
a spolahliva diagnostika.

Spolahliva detekéna metéda musi mat vysoky pomer medzi pozitivnym signdlom a pozadim
(Sumom). Nizky pomer vedie k nespolahlivosti detekcie a v praxi spdsobuje, Ze napr. vyrobca
je poskodeny na certifikacii svojich produktov, alebo naopak, zdkaznik kupi produkt, ktory je
horsej akosti, nez aku ofakava na zdklade certifikatu.

Vo vseobecnosti je usporiadanie kazdej detekénej metddy vidy kompromisom medzi
poZiadavkami na dva urcujice parametre: citlivost a Specificitu. Diagnosticka citlivost je
kvantitativny parameter. Relativnu citlivost uréuje pomer pozitivnych vzoriek zistenych testom
a vSetkych pozitivnych vzoriek. Absolutna citlivost je dand najmensim mnoZstvom
analyzovanych castic/molekul, ktoré je metdéda schopna odhalit. Na druhej strane Specificita
je parametrom kvalitativnym a definuje Sirku spektra molekul (virusov) detekovanych danym
postupom. Vysokd citlivost nesie so sebou riziko faloSne pozitivnych vysledkov, vysoka
Specifita mozZe byt zasa spojena s faloSnou negativitou (Parikh a kol., 2008). Preto je vysoky
stupen citlivosti potrebny v situaciach, kde faloSne negativne vysledky nemézu byt tolerované
a naopak falosne pozitivne vysledky su akceptovatelné (napr. imperativna eradikacia
ochorenia). Vysoky stupen diagnostickej Specificity je zasa potrebny pri testoch, kde falosne
pozitivne vysledky nemozno na rozdiel od falosSne negativnych tolerovat (situacie, ked
pripadné ochorenie mozno kontrolovat bez vacsich ekonomickych strat alebo jeho vyskyt
obmedzit napr. obmenou sadiva a osiva).

Biologické detekéné metddy su zaloZzené na analyze viditelnych Specifickych priznakov na
prirodzenom hostitelovi, resp. na vhodnych experimentalnych indikatorovych (testovacich)
rastlindach. Symptomatologické posudenie infekcie na prirodzenom hostitelovi mbéze byt z
viacerych aspektov nepresné (vplyv abiotickych faktorov na tvorbu priznakov, zmesna alebo
latentna infekcia, fyziologické poskodenia zamenitelné s priznakmi virusovej infekcie a pod.).
Kontrolovana infekcia citlivych testovacich rastlin sa v pripade bylinnych hositelov prejavi
tvorbou lahko rozpoznatelnych lokalnych alebo systémovych priznakov zvycajne 7-14 dni po
inokuldcii virusom (Hull, 2009). Medzi ¢asto pouzivané indikatorové rastliny patria r6zne druhy
tabaku (Nicotiana spp.), mrliku (Chenopodium spp.), uhorka (Cucumis sativum) ainé.
Zavedenie indikatorovych rastlin sice spresnilo symptomatologicky detekciu a je stale
sucastou certifikacnych schém pre viacero virusovych druhov, naraza vsak na problém potreby
nakladnych a Specifickych zariadeni (Specidlne kultivacné miestnosti), vysokej narocnosti na
pracu a takisto nespolahlivosti a nejednoznacnosti interpretacie vysledkov.

Rutinna diagnostika s adekvatnymi parametrami (citlivost, Specificita, moznosti kvantifikacie
patogéna) je podmienena vyvojom a optimalizaciou spolahlivych detekénych metdd,
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identifikujucich virusy nielen podla biologickych prejavov, ale tiez v kazdom Stadiu a forme ich
interakcie s hostitefom a tiez z aspektu ich genetickej variability. Z hladiska ¢o najpresnejsej
analyzy etioldgie ochorenia je dolezité prejst v oblasti detekcie od vyhodnocovania
symptomov k popisu patogéna. Na Urovni infekénej Castice je to mozné priamym pozorovanim
virusovych patogénov v elektronovom mikroskope. Mikroskopia umoZiuje stanovenie
morfoldgie Castic (napr. vlakna, tycinky, ikozaedralne castice) a je doleZitou doplnkovou
metddou, avsak pre pracnost, nakladnost a mali vypovednd hodnotu je nevhodna pre rutinnt
diagnostiku, obzvlast vacsieho mnoZstva vzoriek.

KedZe virusy sa skladaju z nukleovej kyseliny a proteinového kapsidu, detekéné metddy
mobzZeme rozdelit podla zamerania na analyzu jednej z tychto zloZiek. Vyber detekénych metéd
pre diagnostické ucely je podmieneny druhom diagnostikovaného patogéna a ucelom
diagnostikovania.

Sérologické metddy su zaloZzené na reakcii antigénov bielkovinovej povahy so Specifickymi
protilatkami pripravovanymi imunizdciou laboratérnych zvierat (pripadne dnes uz
syntetizovanych aj pomocou biotechnologickych postupov). PoOvodne pouzivané
imunoprecipitacné metddy maju znacné obmedzenia (nizka citlivost, oomedzena pouzitelnost
vzhladom na Struktdru antigénu). V sucasnosti sa aplikuju predovsetkym rézne varianty testu
ELISA (enzymova imunosorpcna analyza), ktorého principom je imunochemicka interakcia
s jednou zlozkou imobilizovanou na pevnu fdzu ainou zlozkou znacenou kovalentne
naviazanym enzymom katalyzujucim lahko detekovatelnu reakciu (Clark a Adams, 1977).

Prednostou ELISA je jednoduchost, dostupnost komercénych protilatok, moznost
kvantitativneho stanovenia, citlivost, moznost automatizacie, operativnost (da sa robit aj v
polnych podmienkach) a mimoriadna flexibilita (jednotlivé postupy sa daju ,usit na mieru”
podla potreby). K tomu pristupuje aj pomerne mala financna narocnost laboratérneho
vybavenia. Preto si test ELISA dodnes udrzal popredné miesto medzi diagnostickymi
metddami. V sucasnosti sa v rutinnej diagnostike vyuzivaju ako polyklonalne, tak aj
monoklonalne protilatky. Na povrch plastovej mikrotitracnej platnicky, ktora tvori pevnu fazu,
mobzZe byt imobilizovand bud Specificka protilatka, alebo samotny antigén (vzorka). Ako
enzymové znacky sa pouzivaju alkalicka fosfataza, pripadne chrenova peroxidaza, pre ktoré su
dostupné vhodné chromogénne (farbu meniace) substraty. Enzym je konjugovany bud priamo
so Specifickou protilatkou proti analyzovanému antigénu (priama ELISA), alebo s protilatkou
proti tejto protilatke (nepriama ELISA). Vhodnou kombindciou vzajomne interagujucich zloziek
je mozné docielit vyS$siu citlivost aj Specificitu. Najbeznejsie pouzivané formaty su priama DAS-
ELISA alebo nepriama ATA- ¢i PTA-ELISA.

Novsie typy diagnostickych testov su zalozené na Specifickej detekcii a analyze gendmovych
nukleovych kyselin patogénov. Velmi intenzivne sa v diagnostike vyuZiva polymerazova
retazova reakcia (PCR) vyuZivajuca enzym DNA polymerdzu na predlZovanie Specifickych
usekov DNA. Specificita je zabezpeéena ohraniujucimi $tartovacimi miestami, na ktoré sa
viazu kratke syntetické oligonukleotidy (primery). Cyklickym opakovanim striedania tepl6t sa
vdaka dvojvlaknovému charakteru DNA jej mnozstvo v kazdom cykle reakcie zdvojnasobi,
takze vysledkom je geometrickym radom zmnozeny usek DNA medzi primermi, ¢o je mozné
detekovat napr. elektroforézou (Joshi a Deshpande, 2010). Kombinacia PCR s reverznou
transkripciou (RT-PCR) umozZnila priamo diagnostikovat tieZ viroidy a RNA virusy (prevazna
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vacsina rastlinnych virusov ma gendm tvoreny RNA). Citlivost a Specificita metddy sa da dalej
zvysit zavedenim imunovychytavacej techniky (IC-RT-PCR), ktord kombinuje obe analytické
stratégie —imunochemickud a molekularnobiologicku. Pri vyuziti mikrotitracnych platni vyrazne
stupa aj kapacita metédy. PCR dosahuje velmi dobry pomer medzi pozitivnym signalom a
pozadim. Samotna PCR nie je vlastne detek¢nou procedurou, pretoze produkty PCR musia byt
identifikované elektroforézou alebo molekuldrnou hybridizdciou. Vzhladom k citlivosti PCR je
rizikovym faktorom krizova kontaminacia vzoriek, ¢o kladie vysoké naroky na spravnu
laboratérnu prax a podmienky pre vykonavanie testov.

Dal3ou technikou s velkym potencidlom do budtcnosti je izotermalna amplifikacia (LAMP),
ktora sa sice problematickejSie optimalizuje, avSak pri dobrom nastaveni vynika vysokou
citlivostou aj Specifitou, rychlostou a jednoduchou analyzou vysledkov (Notomi a kol., 2015).
V porovnani s ELISA maju amplifikacné techniky porovnatelni pracnost a moZnost
automatizacie, avsak vyrazne vyssiu citlivost (Candresse a kol., 1998).

Vyhodou PCR (resp. RT-PCR) je moZnost naslednej sekvenacie amplikonu za ucelom ziskania
poznatkov o genetickej variabilite virusu identifikovaného v jednotlivych vzorkach. Pre
samotnu optimalizaciu PCR je potrebné mat uZ k dispozicii aspon parcidlne sekvenéné data
pre spravny navrh detekénych primerov, mnozZstvo virusovych sekvencii v dostupnych
databazach vsak neustdle rastie. KedZe kazdy konkrétny virus (kmeri/izolat) vplyva na citlivost
a ucinnost detekcie pomocou jednotlivych analytickych technik, tak ¢i tak najspolahlivejSou
metddou pre charakterizaciu izolatu je Ciastocnd alebo Uplnd sekvenacia jeho gendmu
(Candresse a kol., 1998). Takto ziskané genomické Udaje umoznuju okrem zatriedenia izolatu
do kmena aj fylogenetické analyzy a porovnanie ich molekularnych odliSnosti od dovtedy
znamych  ddajov  dostupnych v sekvencénych  databazach, napr. Genbank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/), pripadne vyvodenie zdverov o geografickom
povode a Sireni daného patogéna. S postupnym zavadzanim technik sekvenovania novej
generacie mozno ocakavat uz v najblizSej buducnosti, Ze sekvencna analyza sa stane takisto
Standardnym diagnostickym néstrojom (Barzon a kol., 2013).
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4. Vlastny popis metodiky detekcie virusov rajciaka

4.1 Zber vzoriek

Zber vzoriek sme vykonavali v ¢ase vegetacného obdobia (od konca maja do oktdbra), pricom
koncentracia virusu v rastline sa moéze sezéonne znizit v dosledku vysokych letnych tepl6t.
Intenzita priznakov je zvyCajne najvysSia pocas najintenzivnejSich rastovych faz. Na konci
vegetacného obdobia sa na rajciaku mozu prejavovat fyziologické poruchy, pripadne nasledky
hubovych ochoreni, ktoré komplikuju a skreslujd vizudlne hodnotenie symptdmov. Vzhladom
na to, ze symptodmy virusovej infekcie nemusia byt v pripade vsetkych odrdd rajciakov
jednoznacné alebo dokonca viditelné, odoberané su aj vzorky zrastlin na prvy pohlad
bezpriznakovych. Na testovanie pritomnosti virusovych patogénov sa odoberaju prevaine
listy, ale ako vzorky mézu byt pouZité aj mladé vyhonky, korene alebo plody (Supka). Kvéli
zabezpedeniu reprezentativnej vzorky odoberdme vzorky z roznych casti rastliny (horna aj
dolna etaz) z dovodu moznej nerovnomernej distribucie virusu v rastline. Ziskané vzorky su
nasledne uloZzené do Specidlne znacenych plastovych vreciek a bud' su okamzite spracované,
pripadne kratkodobo uchovavané (1-3 dni pri 4°C) alebo rozdelené na alikvéty a zmrazené na
nizku teplotu (-80°C), pripadne lyofilizované (¢asovo neobmedzené uchovavanie pri 4°C).

4.2. ELISA

Na stanovenie pritomnosti jednotlivych virusov (PVY, CMV, PVS, PVM, ToMV) v rastlinnych
vzorkdch sme pouZili komeréné protilatky, resp. kity (Bioreba) v usporiadani DAS-ELISA
(double antibody sandwich). Aplikovali sme konkrétny postup odporucany dodavatelom. Pri
kazdom teste sme aplikovali pozitivnu a negativnu kontrolu na kazdu platnicku.

i Primarnu protilatku (IgG) zriedenu 1:1000 vazbovym roztokom sme aplikovali do
jamiek mikrotitracnej platnicky (Sarstedt) v objeme 100 pl na jamku. Vazba
(coating) prebiehala pocas 4-hodinovej inkubacie pri teplote 37°C vo vlhkej
komore.

ii. Platnicku sme intenzivne 4-krat premyli premyvacim roztokom.

iii. Rastlinné vzorky sme homogenizovali s extrakénym roztokom v pomere 1:10-1:20.
Po 100 pl homogenatu sme pridali do premytych jamiek platnicky (kazdd vzorka v
duplikate). Inkubacia vzoriek prebiehala pri teplote 4-6°C cez noc.

iv. Platnicku sme intenzivne 4-krat premyli premyvacim roztokom.

V. Sekundarnu (enzymom znacenu) protilatku sme zriedili konjungatovym roztokom
1:1000 a aplikovali do premytych jamiek (100 pl na jamku). Nasledovala inkubacia
pri teplote 37°C pocas 4 hodin.

vi. Platnicku sme intenzivne 4-krat premyli premyvacim roztokom.

vii. Pripravili sme substrat rozpustenim PNPP (para-nitrofenyl-fosfat) v substratovom
roztoku (1 mg/ml). Po aplikacii substratu do jamiek platni¢ky (100 pl na jamku)
reakcia prebiehala v tme pri izbovej teplote (20-25°C). Farebnu reakciu sme
kvantifikovali pomocou spektrofotometra meranim absorbancie pri vinovej dizke
405 nm, a to v ¢asovych intervaloch podla potreby (zvycajne opakovane pocas 30-
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120 mindt). Za pozitivne sme povazovali vzorky s absorbanciou aspon trikrat
vysSou ako hodnoty ziskané pre negativnu kontrolu (vzorky zo zdravych rastlin).

Zlozenie roztokov pouzivanych pri testoch DAS-ELISA:

vazbovy roztok (pH 9,6):
1,59 g NayCOs; 2,93 g NaHCOs; 0,2 g NaNs — rozpustit, upravit pH a doplnit na 1000 ml
destilovanou vodou

premyvaci roztok PBS-T (pH 7,4):
8 g NaCl, 0,2 g KH2PO4, 1,15 g Na;HPO4; 0,2 g KCl; 0,5 ml Tween-20 — rozpustit, upravit pH
a doplnit na 1000 ml destilovanou vodou

vzorkovy roztok (pH 7,4):
20 g PVP-40 (polyvinyl pyrrolidone) — rozpustit v 1000 ml premyvacieho roztoku

konjugatovy roztok (pH 7,4):
2 g hovadzieho sérumalbuminu — rozpustit v 1000 ml vzorkového roztoku

Substratovy roztok (pH 9,8):
97 ml dietanolaminu; 0,2 g NaN3 — rozpustit, upravit pH a doplnit na 1000 ml destilovanou
vodou
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4.3. RT-PCR
4.3.1. Izolacia celkovej RNA

Na izolaciu celkovej RNA zo vzorky sme pouZili komerény kit NucleoSpin RNA Plant (Macherey
Nagel). Pred samotnou izolaciou je potrebné vsetky nastroje vysterilizovat a pracovny stél
vydezinfikovat kvoli pritomnosti RNaz, ktoré by mohli viest k degradacii RNA. Z rovnakého
dovodu pri prdci vidy pouzivame jednorazové laboratérne rukavice. Vzorku o hmotnosti 0,1 g
rozdrvime v trecej miske s pomocou tekutého dusika na jemny prasok. Nasledne rastlinny
material lyzujeme pridanim 350 pl lyzaéného roztoku a 3,5 pl 2-merkaptoetanolu. Tento
lyzacny roztok sluZi aj na okamzitu inaktivaciu RNaz, ktoré su pritomné prakticky vo vsetkych
biologickych materidloch. Princip samotnej izolacie RNA prostrednictvom tohto kitu spociva v
pouziti dvoch centrifugacnych minikoléniek. V prvom kroku je na redukciu viskozity a
precistenie lyzatu pouzita filtracnda minikoldnka. Nasledne je filtrat preneseny na afinitnu
minikoldnku, kde dochddza k naviazaniu RNA na membranu a jej premyvaniu v niekolkych
krokoch. V poslednej ¢asti je precistena RNA eluovand do 40-60 pul vody bez pritomnosti RNaz
a bud’ priamo pouzita na pripravu cDNA alebo uskladnenad pri teplote -80°C.

4.3.2. Priprava komplementarnej DNA (cDNA)

Ako primery pre reverznu transkriptazu sme vyuzivali komer¢ne dodavané ndhodné hexaméry
(Promega) — hexanukleotidy s ndhodnym poradim baz, ¢o umoziuje ich nasadanie na rézne
useky vSetkych molekul nukleovych kyselin pritomnych v reakénej zmesi. Pripravena cDNA je
teda komplexna a vhodna na amplifikaciu réznymi Specifickymi primermi v naslednej PCR a
popisany postup je platny pre analyzu vsetkych RNA virusov.

Zlozenie reakénej zmesi pre reverznu transkripciu na jednu vzorku (vysledny objem 20 ul):
3 ul celkovej RNA (cca 100 ng/ul)
2 ul zmesi primerov (ndhodné hexaméry) (60 pmol/I)

9 ul H20

Zmes inkubujeme v termocykléri pri 70°C 10 min, chladime 5 min pri 0°C a pridame zvysSnu
Cast reakénej zmesi o zloZeni:

4 ul 5x koncentrovaného reakéného roztoku
1 ul dNTP (kazdy o koncentrécii 10 mmol/l)
1 ul AMV reverznej transkriptazy (10 U/pl)

Zmes inkubujeme v termocykléri 1 hodinu pri teplote 37°C.

Takto ziskanu cDNA pouzZivame ihned ako templat pre jednotlivé Specifické PCR alebo ju
uskladriujeme pri teplote -20°C.
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4.3.3. PCR

Zmesi pre PCR zmieSavame vidy v Cistom priestore a nastrojmi (pipetami) uréenymi iba pre
tuto ¢innost, najlepsie v osobitnej miestnosti a pouzivame mikropipetové spicky s filtrom pre
eliminaciu krizovej kontaminacie vzoriek. Popisany postup a zloZenie reakénej zmesi
(s vynimkou pouzitych primerov) boli identické pre vietky testované RNA virusy. Konkrétne
primery a produkty amplifikacie su Specifikované nizsie v tabulke.

ZloZenie reakénej zmesi na jednu vzorku (vysledny objem 25 pl) :

5 ul 5x koncentrovaného reakéného roztoku GoTaq Green
0,5 pul dNTP (kazdy o koncentracii 10 mmol/l)

1 pl forward primer (10 umol/l)

1 pl reverse primer (10 umol/I)

3 ul cDNA (z predchadzajuceho kroku)

0,125 pl GoTaq DNA polymeraza (5 U/ul)

14,375 ul H20

Reakcia prebiehala v termocykléri za nasledovnych podmienok :

Uvodna denaturacia : 95°C, 2 min

40 cyklov (denaturacia: 95°C, 25s
aneldcia primerov: 56°C, 30's
elongacia: 72°C,355)

zavereéna elongdcia: 72°C, 10 min

Produkty amplifikacie sme analyzovali nanesenim 5 pl alikvétu reakénej zmesi na 1%
agarozovy gél a naslednou elektroforézou v roztoku TAE (40 mmol/l Tris-octan, 1 mmol/I
EDTA, pH 8) a dokumentovali pomocou UV transiluminatora.

18



Tabulka — primery pouZité pri PCR detekcii jednotlivych virusov

virus | ndzov primeru | orientdcia |sekvencia velkost
ampliméru

s PVS 7833F forward 5'-AGGCYATGGGATTTCAATGG-3' 553 b
PVS 8386R reverse 5'-TGGTATCACCTCAGTTACTC-3' .

S PVY 9063F forward 5'-CATGGCACATTTCTCAGATG-3' 471 b
PVY 9534R reverse 5'-CAACAACRACAACCCGGCAC-3' P

S PVM d8065F |forward 5'-CTCAATGCCGAGGTCACTG-3' 380 b
PVM d8445R |reverse 5'-TGACTGAAGGTATCACCTC-3' P

_ f d l_ _ 1

o CMV-CPf orwar 5'-TYTCATGGATGCTTCTCCRC-3 870 bp
CMV-CPr reverse 5'-CTGGATGGACAACCCGTTC-3'
ToMV5119F |f d - AGTG-3'

ToMV o orwar 5'-CTTGTTGTGTCCGGTG 347 bp
ToMV5465R | reverse 5'-ATGGGTCCTCCATCGTTCAC-3'
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