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)] Cil metodiky

Uvod do problematiky.

V Ceské republice je karantenni virus Sarky $vestky, Plum pox virus (PPV) hospodaisky
nejskodlivéjsim rostlinnym virem, ktery téméf zlikvidoval péstovani Svestky domaci a vazné
ohrozuje 1 pé€stovani merun¢k a broskvoni. Intenzivni vyzkum PPV probiha pfedevsim ve
VURYV Praha-Ruzyné od konce 70.let.. Na tiseku vyzkumu rezistence byly identifikovany
zdroje rezistence merunék a broskvoni k viru Sarky Svestky. Byla vyhodnocena rezistence
odriid meruniky Harlayne a Betinka k riznym kmentim PPV. V pfipad¢ merunék, slivoni a
broskvoni byly v CR zjistény odriidy se zvysenou rezistenci k arce. Byla ovéfovana
dédicnost rezistence merunc¢k k PPV a ve spolupraci s americkymi molekularnimi genetiky
byly poprvé identifikovany specifické molekularni markery rezistence.

V Ceské republice ani v zahrani¢i neexistuji kvalitni odraidy $vestky, rezistentni k 3arce,
které by nahradily odridu Domaéci §vestky.Klasické Slechténi ovocnych dievin resp. Svesky
na rezistenci je ¢asoveé naro¢né a mize trvat desitky let. V soucasné dob¢ se v zahranici stale
vice rozsifuje ziskavani odrad s transgenni rezistenci. Americkym a francouzskym
molekularnim virologtim se podaftilo ziskat Svestku s transgenni rezistenci k PPV. Prvni testy
transgenni Prunus domestica L. klon C5 provedené v Rumunsku potvrdily jeji rezistenci k
PPV. Trvanlivost relativni rezistence Prunus domestica L., klon C5 byla polnim pokusem v
Polsku potvrzena. VyuZzivani geneticky modifikovanych organismd, pfedevsim transgennich
odrid s rezistenci ke Skodlivym Cinitelim se ve svéte stale rozsifuje. V Evropé je rozsiteni
transgennich odrid minimélni, coz je zplisobeno nedostatecnou informovanosti obyvatelstva a
negativni propagaci nékterych radoby ekologickych hnuti a skupin, kdy je zpochybnovana
zdravotni nezdvadnost potravin pochazejicich z transgennich rostlin. Hlavnim argumentem k
vyvraceni neopodstatnénych obav a pochybnosti mohou byt pravé ptiklady USA, Australie a
Japonska a skute¢nost srovnatelného zdravotniho stavu jejich obyvatel a obyvatel Evropy.
Dosud nikdy a nikde nebyl vérohodn¢ prokazan negativni vliv transgennich rostlin na zdravi
cloveka. Ziskani, ovéfovani a péstovani odrad rostlin s transgenni rezistenci eliminuje Skody
zpusobované hospodaisky vyznamnymi patogeny a zejména nizkou kvalitu produkce
nemocnych a k chorobdm a Skidctim nachylnych rostlin. Ovétovani rezistence Svestky
Prunus domestica L., klon C5 k viru Sarky $vestky a dal$im dvéma virim zpasobujicim
pseudosarku je prvnim polnim pokusem s geneticky modifikovanou vytrvalou ovocnou
kulturou v Ceské republice.

Podminky a zaloZeni pokusu ovérovani rezistence transgenni Svestky, klon C5 k viraum.

Zkouseni a péstovani transgennich rostlin a odrid je v Ceské republice od roku 2001
upraveno zékonem ¢€.133/00 Sb. "O nakladéani s geneticky modifikovanymi organismy a
produkty". V souladu s timto zdkonem bylo ve VURV Praha-Ruzyné v roce 2001 zapocato s
dlouholetym komplexnim vyzkumem rezistence a ovéfovanim vhodnosti péstovani transgenni
Svestky domaci s genem kapsidu viru Sarky Svestky v podminkach trvalého vysokého tlaku
inokula vcetn¢ smésnych infekci s dalSimi hospodatsky vyznamnymi viry. Dr. Scorza dodal z
USA koncem roku 2001 rouby transgenni Svestky. V roce 2001 byly vysazeny viruprosté
podnoze St. Julien, na které byla zjara 2002, v technickém izolatu naroubovéna transgenni
Svestka domaci, klon C5. Jednoleti slechténci transgenni Svestky domaci byli v srpnu 2002
inokulovani virem Sarky Svestky, kmen PPV-Rec, a kombinacemi PPV-Rec s virem zakrslosti
slivon¢ (PDV) a virem chlorotické skvrnitosti jabloné (ACLSV) ofkovanim, pouzitim ocek z
roubtll peckovin infikovanych uvedenymi viry. Na jafe roku 2003 byla zaloZena polni vysadba
pokusu ovétovani rezistence geneticky modifikované Svestky, klon C5 k viram.
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Vlastni cil pokusu a predkladané metodiky.

Cilem feseni a predkladané metodiky bylo ovérovani rezistence a vhodnosti péstovani
transgenni Svestky Prunus domestica L., klon C5 s genem kapsidu viru Sarky $vestky (PPV)
v podminkach vysokého tlaku inokula viru Sarky $vestky, kmen PPV-Rec a smésného
inokula, kdy pro smésné infekce byly vybrany dva nejSkodlivéjsi z dalSich virt infikujicich
Svestku, virus zakrslosti slivon¢ (PDV) a virus chlorotické skvrnitosti jabloné¢ (ACLSV), které
zpusobuji ptiznaky pseudosarky. Podobny vyzkum nebyl dosud nikde provadén. Piedkladana
metodika obsahuje metodicky postup zalozeni pokusu, péstovani rostlin v pokusném sadu a
vyhodnoceni rezistence klonu C5 k infekci PPV a kombinacim s dalS$imi dvéma viry, ACLSV
a PDV. Predkladana metodika bude slouzit k dalSimu hodnoceni, k rozhodovacim fizenim na
MZe, MZP a UKZUZ a k dalsim pokustim s geneticky modifikovanymi vytrvalymi
zemédéelskymi kulturami.



IT) Vlastni popis metodiky

Piiprava transgennich rostlin Svestky — o¢kovani na viruprostou podnoz

K ptipravé geneticky modifikovanychrostlin §vestky doméaci, Prunus domestica L., klon
C5, déle jen klon C5, s rezistenci k viru Sarky Svestky pouZijeme rouby a ocka geneticky
modifikovanych rostlin klonu C5 a naroubujeme, nebo nao¢kujeme je na viruprosté podnoze
s dobrou afinitou. V naSem pokusu jsme pouZili podnoz St. Julien. Pro jednu pokusnou
kombinaci pfipravime ca deset, nejmén¢ vSak pét rostlin, picemz jako kontrola slouzi stejny
Pocet zdravych, neinfikovanych rostlin. Roubovani stromi provadime zjara, ockovani
v srpnu, v technické izolaci. V nasem pokusu jsme pouzili 11 rostlin pro kazdou z péti
kombinaci, klonem CS5 bylo naroubovano 55 podnozi St. Julien.

Inokulace transgennich rostlin Svestky oc¢ky z roubii infikovanych PPV-Rec, ACLSV,
PDV.

Jednoleté Slechténce geneticky modifikovaného klonu C5 péstované v technickém izolatu
inokulujeme v srpnu ockovéanim jednotlivymi viry, resp. ocky pochdzejicimi ze stromu
infikovanych v naSem pfipad¢ rekombinantnim kmenem viru Sarky Svestky (PPV-Rec), virem
zakrslosti slivong, Prune dwarf virus (PDV), a virem chlorotické skvrnitosti jabloné, Apple
chlorotic leafspot virus (ACLSV). Zdroje infekce je nutno udrzovat v technické izolaci tak,
aby pfislusny strom byl infikovan pouze jednim virem, na rezistenci k némuz budeme
prislusnou skupinu rostlin zkouset. K o¢kovani pouzijeme vyzrala ocka zelenych roubti z
rostlin (stromil) infikovanych pfislusnym virem. Na jeden zkouSeny strom pouzijeme dvé
infikovana ocka, abychom dosahli pokud mozno 100 % infikovanych stromt. V ptipadé
kombinovanych infekei pouzijeme vzdy dvé ocka infikovana jednim virem a kombinace
oc¢kujeme v predem stanoveném potradi od baze kminku smérem k vrcholu rostliny tak,
abychom védéli jakym virem bylo ptislusné rostouci ocko infikovéno.

V nasem pokusu bylo ziskdno pét kombinaci stromi klonu C5 infikovanych PPV-Rec,
PPV-Rec + ACLSV, PPV-Rec + PDV, PPV-Rec + ACLSV + PDV, a zdrava neinfikovana
kontrola.

ZaloZeni polni vysadby a usporadani pokusu

Na jate dal$iho roku zkontrolujeme uchyceni a raSeni o¢ek infikovanych PPV-Rec,
ACLSV a PDV a zaloZime polni vysadbu pokusnych stromil. Stromy infikované v technické
izolaci vysadime v prostorové izolaci, jednotlivé kombinace (Obr. 1) PPV-Rec, PPV-Rec +
ACLSV, PPV-Rec + PDV, PPV-Rec + ACLSV + PDV a zdravé kontrolni stromy (Obr. 2) do
fad v bézném sponu. Ocka infikovana jednotlivymi viry nechame rust a rostouci vyhony,
které jsou netransgenni ¢asti stromil kazdoro¢né zkracujeme tak, aby nebranily ristu
geneticky modifikované ¢asti stromi. Polni vysadbu umistime v prostorové izolaci tak, aby
byla do vzdalenosti 1000 m obklopena travnim porostem, obilninami, pfipadné dal§imi
zemé&delskymi kulturami s vyjimkou hostitelskych rostlin jednotlivych virg.



Obr. 2. Zdravé kontrolni stromy Svestky P. domestica L., klon C5.
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OSetrovani vysadby, fez stromi

Polni vysadbu rostlin $vestky P. domestica L., klon C5 s transgenni rezistenci k viru Sarky
Svestky udrZzujeme v optiméalnim stavu, chranénou pted chorobami a Skidci. Vysadbu rostlin
klonu C5, varianty infikované PPV-Rec, PPV-Rec + ACLSV, PPV-Rec + PDV, PPV-Rec +
ACLSV + PDV, udrzujeme pribézné po celou dobu trvani pokusu. Kazdoro¢né provadime
zimni a letni fez stromu, ptihnojovani mineralnimi hnojivy, okopavani a odplevelovani kolem
stroml, kultivaci mezi fadami stromt pfed zatravnénim, sekani travniho porostu mezi fadami
stromi po zatravnéni pokusu, dopliikovou zalivku v obdobich sucha, ochranu proti okusu
zvéti a proti hrabosi polnimu, postiiky proti msicim a dal§im savym a Zravym Skadctm,

v dobé kvétu postrik proti pilatce Svestkové, ruéni opylovani kvéti, nebot’ klon C5 je
cizosprasny. Pro opyleni pouzijeme smés pyli tiech riznych odrid Svestky.

Hodnoceni priznaki na listech stromu transgenni Svestky inokulované PPV-Rec a
kombinacemi s ACLSV a PDV.

Pfiznaky na stromech transgenni §vestky klonu C5 hodnotime minimalné po Ctyfi
vegetacni sezOny. Piiznaky na listech infikovanychi kontrolnich strom® hodnotime béhem
vegetacniho obdobi od kvétna do zafi v mési¢nich intervalechtak, abychom zjistili za¢inajici
priznaky a jejich vyvoj, zmény intenzity piiznaki, ptipadné jejich vymizeni koncem
vegetacniho obdobi. Pii hodnoceni ptiznak, které jsou zpravidla v podob€ mirnych
ojedinélych difuznich skvrn na starSich listech (Obr. 3) a listech v blizkosti infikovanych
roubll netransgennich ¢asti stromd, a mohou se vyskytnout jen na nékolika malo listech, je
tteba se soustiedit na tyto partie stromti. Na mladsich a vrcholovych listech jsme ptiznaky
PPV nikdy nezjistili. Intenzitu ptiznakt PPV na listech klonu C5 porovnavame s intenzitou
piiznakil na netransgennich vyhonech infikovanych jednotlivymi viry.

Pfiznaky na stromech transgenni §vestky inokulovanych tfemi kombinacemi virti byly
hodnoceny po Sest vegetacnich sezon 2003-2008. Na listech klonu C5 jsme nikdy
nepozorovali Zadné pfiznaky virt ACLSV a PDV. Rovnéz listy netransgennich vyhonti
vyristajicich z ocek infikovanych ACLSV, nebo PDV byl bez jakychkoli ptiznak téchto
virt.. Pfitomnost ACLSV i PDV vsak byla v listech téchto vyhont pomoci ELISA prokazana.
Naopak ve druhém vegetacnim obdobi se na listech téchto vyhonii objevily silné ptiznaky
PPV, virus se do téchto vyhontl pfes transgenni ¢ast stromu systémové rozsifil. Pfiznaky PPV
a jejich intenzita na listech vSech zkousenych kombinaci, tj. PPV-Rec, PPV-Rec + ACLSV,
PPV Rec + PDV i PPV-Rec + ACLSV + PDV byly stejné. Projev a intenzita ptiznaki PPV
nebyly pfitomnosti dalSich virt ovlivnény.

Druhy rok po inokulaci PPV-Rec se objevily mirné ptiznaky Sarky na bazalnich listech.
Ptitomnost viru byla potvrzena DAS-ELISA, ISEM a RT-PCR. Od ttetiho do Sestého roku po
inokulaci tyto pfiznaky déle slably (Obr. 4), nebo nebyly viibec zjistény, klesala i relativni
koncentrace PPV v listech, zatimco na listech vyhont vyristajicich z netransgennich
infikovanych ocek pouzitych jako inokulum pfetrvéavaji silné pfiznaky Sarky(Obr. 5,6) a je
v nich pfitomna vysoka koncentrace viru. V listech nékterych stromt jiz neni mozno PPV
pomoci ELISA prokézat a tyto stromy byly v letech 2007-2008 bez jakychkoli ptiznaki
Sarky. Stejné vysledky byly ptekvapivée ziskany i v ptipadé smésnych infekci PPV s PDV a
ACLSV, v¢etn¢ varianty infikované ttemi viry PPV-Rec + PDV + ACLSV. Dalsi dva viry
nezpusobuji na listech stromil Zadné ptiznaky, 1 kdyz ptitomnost ACLSV byla v listech
prokézana pomoci ELISA i RT-PCR. Naproti tomu pfitomnost PDV nebyla pomoci ELISA
zjisténa a vysledky RT-PCR byly nejisté.



Obr. 3. Mirné difuzni skvrny zplisobené PPV na listu klonu C5 druhy rok po inokulaci.

Obr. 4. Velmi mirné 2 difuzni skvrny na listu klonu C5 paty rok po inokulaci.



Obr. 6. Silné Zluté skvrny a krouzky na listu netransgenniho vyhonu, 5. rok po inokulaci PPV.



Sérologické hodnoceni pritomnosti PPV, ACLSV a PDV pomoci DAS-ELISA.

Sérologické stanoveni jednotlivych vird provadime pomoci DAS-ELISA postupem podle
Clark a Adams (1977) s pouzitim komer¢nich kitl pro detekci PPV, ACLSV a PDV, ke
kterym je ptilozen podrobny metodicky postup provedeni imunoenzymatického testu, proto
ho neuvadime. Stanoveni vird PPV-Rec, ACLSV a PDV pomoci ELISA provadime v mésici
cervnu po Ctyfi vegetacni obdobi, tedy jednou béhem vegetacniho obdobi. V piipadé
nejasnych vysledkl, nebo po zmizeni ptiznakd je tfeba test opakovat. Pro sérologicky test
odebirame listy s ptiznky PPV, v ptipad¢, ze ptiznaky PPV nejsou pfitomny a pro stanoveni
ACLSV a PDV odebirame stars$i, spodni listy na vyhonech. Pro kazdé stanoveni odebirame
minimalné ¢tyfi listy z riznych ¢asti koruny stromu.

Ptiznaky na stromech transgenni Svestky inokulovanych tfemi kombinacemi virt byly
hodnoceny po Sest vegetacnich sezon 2003-2008, stejné tak jako stanoveni vird PPV-Rec
(rekvalif. PPV-M), ACLSV a PDV pomoci ELISA. Dosazené vysledky sérologického
stanoveni virdl jsou prezentovany a diskutovany v ¢asti hodnoceni ptiznaki na listech
v souvislosti s projevem piiznaki PPV-Rec, ACLSV a PDV.

Elektronmikroskopické stanoveni pritomnosti intaktnich ¢astic PPV v listech transgenni
Svestky.

Elektronmikroskopickym stanovenim intaktnich ¢astic PPV ovétujeme piitomnost viru
v listech geneticky modifikovanych rostlin klonu C5. Pro stanoveni ptitomnosti vlaknitych
¢astic PPV je nejvhodnéjsi pouzit metodu imunosorbéni elektronové mikroskopie (ISEM).
Elektronmikroskopické sitky potdhneme formwarovou membranou (4% roztok formwaru
v chloroformu). Sitky pouhlikujeme v pokovovacim pfistroji za vysokého vakua. Potom sitky
polozime pouhlikovanou stranou na kapku antiséra proti PPV zifedéného 1:2000, resp. na
hodnotu titru pouzitého antiséra po dobu 150 minut.. Sitky z kapky antiséra odebereme,
piebyte¢né antisérum odsajeme, oplachneme nckolika kapkami 0.1 M Hepes pufru pH 7.0 a
nechdme zaschnout. Potom na sitku umistime kapku homogenatu (0.5 g listi + 4.5 ml Hepes
pufru) ziskaného z listi testovaného stromu s ptiznaky PPV, ptipadné z listu bez piiznakii,
pokud se listy s pfiznaky PPV na testovaném stromu nevyskytuji. Po 120 minutach kapku
homogenatu odsajeme, oplachneme nékolika kapkami deionizované vody, povrch sitky
nachame zaschnout a preparat kontrastujeme 4% roztokem fosfowolframové kyseliny pH 7.2
(vodny roztok) tak, ze sitku polozime na 15 az 20 sek na kapku roztoku. Po zaschnuti sitky
prohlizime v elektronovém mikroskopu. Pfitomnost vldknitych PPV ¢&astic je potvzena
dekoraci protilatek. Negativné barvené (svétlé) Castice virujsou po celé délceobaleny
(dekorovany) tmavou vrstvou specifickych protilatek (Obr. 7). Timto specifickym
elektronmikroskopickym testem prokazeme, ze se skute¢n¢ jedné o vladknité Castice viru Sarky
Svestky. Pokud by se jednalo o pfitomnost jiného vlaknitého viru (napt. ACLSV), ¢astice by
zustaly svétlé a tenké (ca 13 nm), bez tmavé dekorace specifickymi protilatkami.

Ptitomnost kompletnich vlaknitych ¢astic PPV jsme prokdzali ve vSech letech hodnocenti,
av$ak pouze v listech s ptiznaky PPV. Castice byly stejné jako v listech netransgennich
vyhont se silnymi ptiznaky PPV. Castice PPV jsme v listech geneticky modifikovaného
klonu C5 nachézeli je ojedinéle a diky tomu, Ze byly specifickymi protilatkami z homogenatu
adsorbovany.
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Obr.7. Dekorované ¢astice PPV v listech transgenni Svestky, klon C5 infikované PPV-Rec.

Stanoveni relativni koncentrace PPV v listech transgenni Svestky pomoci
semikvantitativni DAS-ELISA (stanoveni titru viru)

Stanovenim relativni koncentrace PPV zjiSt'ujeme nizkou koncentraci viru v listech
geneticky modifikovanych stromi ve srovnani s nachylnymi, netransgennimi ¢astmi stromu,
pokles koncentrace viru béhem vegeta¢niho obdobi, a v priibchu lettrvani pokusu.

Relativni koncentraci PPV-Rec, nebo jiného kmenu PPV stanovime pomoci
semikvantitativni DAS-ELISA ve vzorcich ptfipravenych homogenizaci listt klonu C5
s ptiznaky viru. Vzorek ¢tyt listli z riznych vétvi stromu homogenizujeme v poméru 1 g listi
a 9 ml fyziologického roztoku pufrovaného fosfatem na pH 7.2 s pfidavkem 0.05% Tween 20,
0.2% polyvinylpyrrolidonu a 0.2% vajecného albminu. Dalsi fedéni vzorku 1:2, 1:4, 1:8, atd.
provedemetymz pufrem. Vedle komer¢ni pozitivni kontroly pouZijeme vzorky listi z vyhont
PPV infikovanych oc¢ek jako druhou pozitivni kontrolu. Relativni koncentraci PPV proteinu
stanovime jako nejvyssi zfedéni homogenizovaného vzorku s pozitivni reakci v DAS-ELISA
(Albrechtova et al., 1986).
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Relativni koncentrace PPV v listech geneticky modifikované P. domestica, klon C5 byla
ca padesatkrat nizsi, nez v listech z vyhont vyrostlych z PPV infikovanych o¢ek
(netransgenni ¢ast stromu). Relativni koncentrace PPV v listech klonu C5 klesla béhem tfech
let hodnoceni desetkrat az tficetkrat v souladu s postupnou redukei pfiznaki. Koncem srpna
jiz nebylo po tiech letech mozno PPV v listech vice nez poloviny geneticky modifikovanych
stromi klonu C5 prokazat.

Stanoveni PPV-Rec, ACLSV a PDV v rostlinach klonu C5 pomoci RT-PCR

Odbér vzorku

Spravny odbér vzorku je dilezity pro uspéSnou detekci. Idedlni ¢as k odbérim je pozdni jaro,
kdy je obvykle koncentrace viru ve stromech vysokd. Odebirdme nejlépe symptomatické
sttedn¢ staré listy, pokud mozno rovnomérné ze Ctyf mist po obvodu koruny a zjednoho
mista stfedu koruny stromu. Odebereme 1-2 g vzorku k homogenizaci. Listy dopravime
v chladu do laboratote, kde je bud’ ihned zpracujeme, nebo uchovavame pii -80°C. Je také
mozno odebirat kliru nebo okvétni platky, pricemz plati stejnd pravidla.

Izolace RNA

Dal8im dtlezitym krokem pro UspéSnost reakce je izolace kvalitni RNA v dostacujici kvantité
a kvalité. Pletiva dfevitych rostlin, obzvlasté venku rostoucich, obsahuji vys§i mnozstvi
fenolickych slozek a polysacharidl, které maji inhibujici vlastnosti (Nassuth et al., 2000).
Tyto latky tvofi chemické vazby snukleovymi kyselinami i1 proteiny pii homogenizaci
vzorku. Pfitomnost inhibitorti poté ovliviiuje aktivitu reversni transkriptdzy anebo polymerazy
a tim 1 spolehlivost celé reakce. Vysledek miize byt tedy negativni, ackoli je virus v pletivu
ptitomen (Nassuth et al., 2000). Pro naSe ucely se ukazala byt jako velice efektivni izola¢ni
sada od firmy Sigma-Aldrich Spectrum™ Plant Total RNA Kit. Kvalitu izolované¢ RNA je
vhodné zkontrolovat spektrofotometricky a na agarézovém gelu. Pfi spektrofotometrickém
mefeni se vzorek nejprve nafedi destilovanou vodou, obvykle 1:9 (RNA:H,0). M¢&fi se pii
vlnovych délkach 260, 230 a 280 nm. To umozni hodnoceni ¢istoty vzorku, ocekavané
pomeéry 260/280 a 260/230 jsou 2.0 pro RNA. Pomér absorbanci 260/280 mensi nez 1.75
svédci pro obsah kontaminujicich bilkovin. Absorbance pii 230 nm znaci necistoty, jako jsou
karbohydraty, fenolické sloucCeniny, aromatické slozky. Pii vypoctu koncentrace opticka
hustota 1 odpovidd ptiblizné 40 ng/ul pro RNA. Vypoctena koncentrace by se ,méla“
pohybovat mezi 200 - 1000 ng/ul. Tyto hodnoty slouzi pouze k orientacnimu odhadu cistoty
a koncentrace RNA, hodnoty, které ndm umozni utvrdit se v konecném vysledku RT-PCR
(napft. v ptipad¢ izolace RNA o koncentraci 700 ng/ul, pomérim 260/280 a 260/230 rovnym 2
a negativniho vysledku RT-PCR, kdy byl pozitivni vysledek u pozitivni kontroly, mame
jistotu, Zze v daném vzorku virus opravdu neni).

Integritu izolované RNA je dale dobré zkontrolovat na denaturujicim agar6zovém gelu.
VétSinu izolované RNA tvofi RNA rostlinnd a opét z rostlinné RNA pievlada ribozomalni
RNA. Ta se na gelu rozdéli na dva silné ,,bandy* - 18s a 28s ribozomalni RNA, pficemz
intenzita bandu 28s by méla byt u intaktni neporusené RNA pfiblizné¢ dvojnasobna intenzité
bandu 18s. Pokud nesouhlasi pomér 2:1 nebo jsou na gelu viditelné jen ,.Smouhy*, celistvost
RNA byla porusena.

Izolace RNA , kolonkovou metodou* firmy Sigma Aldrich - Spectrum™ Plant Total RNA Kit
A) Homogenizace vzorku za pouziti tekutého dusiku
1. Pro izolaci RNA potiebujeme 0,1 g rostlinného pletiva. Vyhodnéjsi je ovsem
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homogenizovat vice a z homogenatu 0,1 g navazit. Vzorky homogenizujeme v tekutém
dusiku, u vzorkid uchovéavanych na -80°C dbame na to, aby nedoSlo k jejich rozmrazeni,
idealné¢ odebirdme zmraziciho boxu po kazdém vzorku zvlast. Vzorek peclive
homogenizujeme v predmrazené tieci misce.
2. 0,1 g homogenizovaného materialu navazte do 2 ml plastové sterilni mikrozkumavky.
3. Pridejte 500 pl extrakéniho pufru piipraveného namichanim lyzacniho pufru
z komer¢ni soupravy Spectrum™ Plant Total RNA Kit, k némuz byl pfidan 2-
merkaptoetanol (2-ME) v poméru 10 pl 2-ME na 1 ml lyza¢niho pufru.
4. Minimalné 30 sekund vortexujte.
5. Nechte inkubovat 5 minut pti 56°C ve vodni lazni.
6.
B) Homogenizace vzorku bez tekutého dusiku
Bez tekutého dusiku lze homogenizovat pouze listy Cerstvé. Jeho druhou nevyhodou je, Ze je
pfed homogenizaci nutno odvazit 0,2 g, a tedy ztrdcime moznost homogenizovat vétsi
mnozstvi materidlu a zvysit tim pravdépodobnost vyskytu viru pravé v daném odebraném
materialu.
1. Pfipravte si extrakéni pufr z komeréni soupravy Spectrum™ Plant Total RNA Kit -
k pufru ptidejte 2-merkaptoetanol (2-ME) v poméru 10 pl 2-ME na 1 ml extrakéniho
pufru. Na jeden vzorek bude zapotiebi 2 ml takto ptipravené¢ho extrakéniho pufru.
2. 0,2 g rostlinného pletiva vlozte do homogenizacniho igelitového pytliku (stejny jako
pro piipravu vzorkli na ELISA test).

3. Pridejte 2 ml extrakéniho pufru s pridavkem 2-merkaptoetanolu
4. Peclivé homogenizujte.
5. 500 pl homogenatu odeberte do 2 ml mikrozkumavky a nechte inkubovat pii 56°C ve

vodni lazni.

6Centrifugujte 3 min pfi maximalni rychlosti.

7. Supernatant (cca 450 pl) odeberte do filtracni kolonky (modrd) ve 2 ml
mikrozkumavce. Dbejte na zachovani neporuseného peletu.

8. Centrifugujte 1 min pfi maximalni rychlosti.

9. Kolonku odstraiite, zachovejte supernatant v 2 ml mikrozkumavce.

10. Pfidejte 500 pl zachycovaciho pufru Binding Solution. Okamzité promichejte pipetou
nejméné 5x nebo jemné zvortexujte. Nestacejte v centrifuze!!!

11. Napipetujte 700 pl smési do zachycovaci kolonky (Cervend) ve 2 ml mikrozkumavce.

12. Centrifugujte 1 min pii maximalni rychlosti.

13. Supernatant odstrarite.

14. Pridejte zbytek smési.

15. Centrifugujte 1 min pfi maximalni rychlosti.

16. Supernatant odstraiite.

17. Ptidejte 500 pl promyvaciho pufru 1 (Wash Solution 1). Centrifugujte 1 min pfi
maximalni rychlosti.

18. Supernatant odstrarite.

19. Pridejte 500 pl promyvaciho pufru 2 (Wash Solution 2). Centrifugujte 30 s pii
maximalni rychlosti.

20. Supernatant odstraiite.

21. Jesté jednou ptidejte 500 pul promyvaciho pufru 2 (Wash Solution 2). Centrifugujte 30
s pfi maximalni rychlosti.

22. Supernatant odstraiite.

23. Vlozte kolonku do nové zachycovaci 2 ml mikrozkumavky a na sucho centrifugujte po
dobu 1 min pfi maximalni rychlosti.
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24. Kolonku piendejte do dal$i 2 ml mikrozkumavky; pfimo na membranu napipetujte 50
ul eluéniho roztoku (Elution Solution).

25. Zaviete a nechte 1 minutu stat.

26. Stocte 1 min pfi maximalni rychlosti. Tim se uvolni RNA.

27. Kolonku odstrante, RNA uchovavejte v -20°C nebo -80°C.

One-step-RT-PCR pro detekci PPV-Rec
Z hlediska rychlosti a spolehlivosti je vhodnéjsi pouZivat one-step-RT-PCR, nebot’ redukci
krokt je snizeno riziko chyby a kontaminace. Pti pouziti kitu QIAGEN OneStep RT-PCR je
protokol nésledujici:
1) 5 pl 5x pufr (kone¢na koncentrace 2.5 mM MgCly), 1 ul dNTPs (kone¢na koncentrace
200 uM kazdy nukleotid), 1 pl Q solution, 0.6 pl primeru RecJR a 0.6 pl primeru
RecJF (tab. 1) o koncentraci 10 uM, doplnit RNase a DNase free H,O do 23 ul a
pridat 2 ul RNA.
2) Podminky reakce jsou:
I) 50°C po dobu 30 min (reverzni transkripce);
IT) 95°C po dobu 10 min (aktivace HotStarTaq polymerazy);
II1) 35 cykla ve tech krocich: 94°C po 20 s (denaturace), 55°C po 30 s (dosedani) a
72°C po dobu 1 min (polymerizace);
IV)72°C po dobu 10 min (kone¢né prodluzovani) a
V) 10°C uchovavani.

One-step-RT-PCR pro detekci PDV

Z hlediska rychlosti a spolehlivosti je vhodnéjsi pouzivat one-step-RT-PCR, nebot’ redukci
krokt je snizeno riziko chyby a kontaminace. Pti pouziti kitu QIAGEN OneStep RT-PCR je
protokol nasledujici:

1) 5 pl 5x pufr (kone¢né koncentrace 2.5 mM MgCl,), 1 ul dNTPs (konecna koncentrace
200 uM kazdy nukleotid), 1 pl Q solution, 0.6 pl primeru PDVdpR a 0.6 pl primeru
PDVdpuF (Tab.1) o koncentraci 10 uM, doplnit RNase a DNase free H,O do 23 ul a
pfidat 2 ul RNA.

2) Podminky reakce jsou:

VI)50°C po dobu 30 min (reverzni transkripce);

VII) 95°C po dobu 10 min (aktivace HotStarTaq polymerazy);

VIII) 35 cyklu ve tfech krocich: 94°C po 20 s (denaturace), 56°C po 30 s (dosedani)
a 72°C po dobu 1 min (polymerizace);

[X)72°C po dobu 10 min (kone¢né prodluzovani) a

X) 10°C uchovavani.

One-step-RT-PCR pro detekci ACLSV

Z hlediska rychlosti a spolehlivosti je vhodnéjsi pouzivat one-step-RT-PCR, nebot’ redukci
krokt je snizeno riziko chyby a kontaminace. Pti pouziti kitu QIAGEN OneStep RT-PCR je
protokol nasledujici:

6. 5 pl 5x pufr (kone¢na koncentrace 2.5 mM MgCl,), 1 ul dNTPs (kone¢na koncentrace
200 uM kazdy nukleotid), 1 pl Q solution, 0.6 pl primeru PDVdpR a 0.6 pl primeru
PDVdpuF (Tab. 1) o koncentraci 10 uM, doplnit RNase a DNase free H,O do 23 ul a
pridat 2 ul RNA.

7. Podminky reakce jsou:

X1)50°C po dobu 30 min (reverzni transkripce);
XII) 95°C po dobu 10 min (aktivace HotStarTaq polymerazy);

14



XIIT) 35 cykli ve tiech krocich: 94°C po 20 s (denaturace), 56°C po 30 s (dosedani)

XIV) a72°C po dobu 1 min (polymerizace);
XV) 72°C po dobu 10 min (kone¢né prodluzovani) a
XVI) 10°C uchovavani.

Vizualizace PCR produkt

Vizualizace PCR produktli probihd za pomoci eletroforetického rozdéleni fragmenth
v agardézovém gelu (je doporuceno pouziti 1,5 - 2,5 % gelu pro lepsi oddéleni jednotlivych
produktil) s predchozim oznacenim DNA za pouZitim etidium bromidu, Syber Green, nebo
podobného barviva. 5 ul produktu obarveného barvivem je nanaseno na gel a podstoupeno 3-
9 V/em po dobu 60 - 90 min dle velikosti gelu. Produkt primert RecJR a RecJF je dlouhy 138
bp; PDVdpR a PDVdpuF 220 bp a ACLantisense a ACLsense tvoii 706 bp dlouhy produkt

( Obr. 8).

Tabulka 1. Seznam primeri

Primer Sekvence 5°-3° Th Target By
RecJR AGCTGGTTGAGTTGTTGCCAC 66°C PPV-Rec
RecJF AATGATATTGATGATAGCCTTGAC 60°C PPV-Rec
PDVdpR CCT TTA ATG AGTCCG T 56°C PDV

PDVdpuF CCG AGT GGA TGC TTC ACG 58°C PDV
ACLantisense AAGTCTACAGGCTATTTATTATAAGTCTAA 59°C ACLSV
ACLsense TTCATGGAAAGACAGGGGCAA 58°C ACLSV
PPrecR9736¢ GAGTGAAACACTCGCTACAT 59°C PPV-Rec
PPrecF9245 GGCACATIT CAG TAA CGT GGC 61°C PPV-Rec

Obr. 8. Vizualizace RT-PCR produktii. Foto A, vzorky 1 — 6 ACLSV infekce, vzorek 7
zdrava kontrola, 8) 100bp DNA ladder marker (Fermentas). Foto B, vzorky 2 a3 PPV-Rec



infekce, 1+4) 100bp DNA ladder marker (Fermentas). Foto C, vzorky 3 — 9 PDV infekce,
vzorek 2 zdravé kontrola, 1+M) 100bp DNA ladder marker (Fermentas).

Zjistovani rizika rekombinaci mezi PPV-Rec a homolognim transgennim transkriptem
v P. domestica L., klon C5.

Principem zjiStovani rizika rekombinaci mezi PPV-Rec a homolognim transgennim
transkriptem je osekvenovani daného tuseku viru, ktery byl pouzit k vyvoji transgenu,
z transgenni a netransgenni Casti stromu a nasledné porovnani sekvenci. Pokud je k inokulaci
pouzit pouze jeden izolat viru, nemély by byt zjistény zadné vyznamné rozdily v obou ¢astech
stromu.

Prvnim krokem je tedy amplifikace daného tseku pomoci RT-PCR a primerd, které jsou
specifické pouze pro PPV-Rec a neamplifikuji sekvenci viru PPV-D produkovanou rostlinou
samou. Z hlediska rychlosti a spolehlivosti je vhodnéjs$i pouzivat one-step-RT-PCR, nebot’
redukeci krokti je snizeno riziko chyby a kontaminace. Pfi pouziti kitu QITAGEN OneStep RT-
PCR je protokol nésledujici:

8. 5 ul 5x pufr (kone¢né koncentrace 2.5 mM MgCl,), 1 ul dNTPs (kone¢né koncentrace
200 uM kazdy nukleotid), 1 pl Q solution, 0.6 pl primeru PPrecR9736 a 0.6 pl
primeru PPrecF9245 (Tab. 1) o koncentraci 10 uM, doplnit RNase a DNase free H,O
do 23 pl a ptidat 2 ul RNA.

9. Podminky reakce jsou:

XVII) 50°C po dobu 30 min (reverzni transkripce);

XVII)95°C po dobu 10 min (aktivace HotStarTaq polymerazy);

XIX) 35 cyklu ve tfech krocich: 94°C po 20 s (denaturace), 60°C po 30 s (dosedani)
a 72°C po dobu 1 min (polymerizace);

XX) 72°C po dobu 10 min (kone¢né prodluzovani) a

XXI) 10°C uchovavani.

Vizualizace PCR produkti

Vizualizace PCR produktii probihd za pomoci eletroforetického rozdéleni fragmenta
v agar6zovém gelu (je doporuceno pouziti 1,5 - 2,5 % gelu pro lepsi oddé€leni jednotlivych
produktil) s predchozim oznacenim DNA za pouzitim etidium bromidu, Syber Green, nebo
podobného barviva. 5 pl produktu obarveného barvivem je nanaseno na gel a podstoupeno 3-
9 V/cm po dobu 60 - 90 min dle velikosti gelu. Produkt primerd PPrecR9736 a PPrecF9245
tvoti 510 bp dlouhy produkt (Obr. 9).

Obr. 9. RT-PCR produkty pfipravené k sekvenaci. Vzorky 1 — 9 PPV-Rec infekce
v transgenni i1 netransgenni ¢asti stromu, M) 100bp DNA ladder marker (Fermentas).
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Sekvenovani RT-PCR produkti a jejich analyzy

Sekvenovani RT-PCR produktli probihd v ptipadé¢ absence sekvenovaciho zafizeni na
zakazku u komer¢nich firem (napf. MACROGEN), poskytujicich tuto sluzbu. Ziskané
sekvence lze editovat pomoci softwaru SEQUCNCER (Gene Cods Corporation, USA).
Sekvence pak porovnavaji mezi sebou pomoci softwaru CLUSTAL X (Thomson et al.,
1997). Hodnoceni variability sekvence se provadi pomoci pomoci MEGA3 (Kumar et al.,
2004). Uroveni rekombinace sekvence se zijistuje analyzou pomoci softwaru PHYLPRO
(Weiller, 1998).

Ukézkova studie

Byly porovnany sekvence rekombinacniho izoldtu PPV z netransgennich ¢ésti (podnoz St.
Julien) s PPV sekvence detekované z transgenni ¢asti (C5) rostlin. Analyzy sekvence ukazaly
naprostou identitu sekvenci obou c¢asti rostlin. Zde nedoslo k rekombinaci mezi transgennim
transkriptem (obalovy protein PPV-D) a inokulovanym PPV-Rec.

Celkové vyhodnoceni, vysledky a zavéry ziskané z polniho pokusu, vyzkumu rezistence
transgenni Svestky P. domestica L., klon C5 k PPV, ACLSV a PDV.

Byly ziskany vyznamné vysledky. Druhy rok po inokulaci PPV-Rec se objevily mirné
piiznaky Sarky na bazélnich listech. Pfitomnost viru byla potvrzena DAS-ELISA, ISEM a
RT-PCR. Od tfetiho do Sestého roku po inokulaci tyto ptiznaky déle slably, nebo nebyly
vubec zjistény, klesala i relativni koncentrace PPV v listech, zatimco na listech vyhonii
vyrustajicich z netransgennich infikovanych o¢ek pouzitych jako inokulum ptetrvavaji silné
piiznaky Sarky a je v nich pfitomna vysoka koncentrace viru. V listech nékterych stromu jiz
neni mozno PPV prokazat a tyto stromy byly v letech 2007-2008 bez jakychkoli ptiznaka
Sarky. Stejné vysledky byly ptekvapivée ziskdny i v ptipadé smésnych infekci PPV s PDV a
ACLSV, v¢etn¢ varianty infikované ttemi viry PPV-Rec + PDV + ACLSV. Relativni
koncentrace viru Sarky Svestky klesa v listech stromt se smésnymi infekcemi obdobné, jako
ve stromech infikovanych pouze PPV-Rec. Dalsi dva viry nezptisobuji na listech stromt
z4dné priznaky, 1 kdyZ ptitomnost ACLSV byla v listech prokédzana pomoci ELISA 1 RT-
PCR. Naproti tomu piitomnost PDV nebyla zjiSténa. Nebyl pozorovan zZadny synergisticky
nebo antagonisticky efekt ACLSV na PPV-Rec, zatimco v ptipadé PDV a PPV-Rec se jedna o
moznou antagonistickou interakeci.

Vysledky vyzkumu dosazené pti feseni projektu byly publikovany v impaktovaném (Polak
et al., 2008a) a recenzovaném (Polak et al., 2008b) védeckém Casopisu. Probihajici pokus
potvrdil vysokou relativni rezistenci rostlin Prunus domestica L., klon C5 k viru Sarky
Svestky, ale 1 k dal$im vyznamnym virdm peckovin, PDV a ACLSV.
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III) Srovnani novosti postupi.

,Metodika hodnoceni rezistence transgenni Svestky, Prunus domestica L., klon C5 k viru
Sarky Svestky a ke smésnym infekcim s dal§imi viry* obsahuje prvni postup hodnoceni
geneticky modifikované trvalé ovocné kultury v Ceské republice. Jedna se o novou metodiku,
kde postup hodnoceni rezistencegeneticky modifikované slivoné transformované s obalovym
proteinem genu PPV byl vypracovan srovnatelné s postupem hodnoceni rezistence odriid
peckovin k viru Sarky Svestky. Do postupu je zahrnuto poze hodnoceni rezistence listl rostlin,
nebot’ testované stromy neptinesly béhem feseni projektu plody. Postup hodnoceni osahuje
vizuelni hodnoceni ptiznaki PPV, PDV, a ACLSV, imunoenzymatické (DAS-ELISA)
honoceni, imunosorb¢ni elektronovou mikroskopii (ISEM), a molekularni postup stanoveni
virti pomoci RT-PCR. Hodnoceni rezistence zahrnuje vedle viru Sarky Svestky 1 dalsi dva viry
zpusobujici pseudosarku, ACLSV a PDV, resp. hodnoceni kmbinovanych infekci PPV
s témito viry. Nékolik pouzitych pouzitych nezavislych metod a postupii hodnoceni rezistence
zarucuje maximalni spolehlivost vysledku. Metodicky postup je mozno pouzit i pro
hodnoceni dalSich geneticky modifikovanych odriid ovocnych druhtl a jejich rezistence
k rostlinnym virtim.

IV) Popis uplatnéni certifikované metodiky.

Certifikovana metodika je uéena pro Ustiedni kontrolni a zku$ebni ustav zemédglsky, pro
Ministerstvo zemédélstvi, odbor rostlinnych komodit, pro Ministerstvo Zivotniho prosiedi a
pro odbornou zemédélskou vefejnost. Bude uplatnéna pii zkouseni Svestky Prunus domestica
L., klon C5, registrovany a uvolnény do zivotniho prostfedi USA jako cv. Honey Sweet,

v ramci UKZUZ Brno. Bude vyuzita v rozhodovacich procesech pro uvolnéni cv. Honey
Sweet do Zivotniho prostiedi v Ceské republice.
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