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I) Cíl metodiky 
 
 Úvod do problematiky. 
     V České republice je karantenní virus šarky švestky, Plum pox virus (PPV) hospodářsky 
nejškodlivějším rostlinným virem, který téměř zlikvidoval pěstování švestky domácí a vážně 
ohrožuje i pěstování meruněk a broskvoní. Intenzivní výzkum PPV probíhá především ve 
VÚRV Praha-Ruzyně od konce 70.let.. Na úseku výzkumu rezistence byly identifikovány 
zdroje rezistence meruněk a broskvoní k viru šarky švestky. Byla vyhodnocena rezistence 
odrůd meruňky Harlayne a Betinka k různým kmenům PPV. V případě meruněk, slivoní a 
broskvoní byly v ČR zjištěny odrůdy se zvýšenou rezistencí k šarce. Byla ověřována 
dědičnost rezistence meruněk k PPV a ve spolupráci s americkými molekulárními genetiky 
byly poprvé identifikovány specifické molekulární markery rezistence. 
      V České republice ani v zahraničí neexistují kvalitní odrůdy švestky, rezistentní k šarce, 
které by nahradily odrůdu Domácí švestky.Klasické šlechtění ovocných dřevin resp. švesky 
na rezistenci je časově náročné a může trvat desítky let. V současné době se v zahraničí stále 
více rozšiřuje získávání odrůd s transgenní rezistencí. Americkým a francouzským 
molekulárním virologům se podařilo získat švestku s transgenní rezistencí k PPV. První testy 
transgenní Prunus domestica L. klon C5 provedené v Rumunsku potvrdily její rezistenci k 
PPV. Trvanlivost relativní rezistence Prunus domestica L., klon C5 byla polním pokusem v 
Polsku potvrzena. Využívání geneticky modifikovaných organismů, především transgenních 
odrůd s rezistencí ke škodlivým činitelům se ve světě stále rozšiřuje. V Evropě je rozšíření 
transgenních odrůd minimální, což je způsobeno nedostatečnou informovaností obyvatelstva a 
negativní propagací některých rádoby ekologických hnutí a skupin, kdy je zpochybňována 
zdravotní nezávadnost potravin pocházejících z transgenních rostlin. Hlavním argumentem k 
vyvracení neopodstatněných obav a pochybností mohou být právě příklady USA, Austrálie a 
Japonska a skutečnost srovnatelného zdravotního stavu jejich obyvatel a obyvatel Evropy. 
Dosud nikdy a nikde nebyl věrohodně prokázán negativní vliv transgenních rostlin na zdraví 
člověka. Získání, ověřování a pěstování odrůd rostlin s transgenní rezistencí eliminuje škody 
způsobované hospodářsky významnými patogeny a zejména nízkou kvalitu produkce 
nemocných a k chorobám a škůdcům náchylných rostlin. Ověřování rezistence švestky 
Prunus domestica L., klon C5 k viru šarky švestky a dalším dvěma virům způsobujícím 
pseudošarku je prvním polním pokusem s geneticky modifikovanou vytrvalou ovocnou 
kulturou v České republice. 
  
Podmínky a založení pokusu ověřování rezistence transgenní švestky, klon C5 k virům. 
      Zkoušení a pěstování transgenních rostlin a odrůd je v České republice od roku 2001 
upraveno zákonem č.133/00 Sb. "O nakládání s geneticky modifikovanými organismy a 
produkty". V souladu s tímto zákonem bylo ve VÚRV Praha-Ruzyně v roce 2001 započato s 
dlouholetým komplexním výzkumem rezistence a ověřováním vhodnosti pěstování transgenní 
švestky domácí s genem kapsidu viru šarky švestky v podmínkách trvalého vysokého tlaku 
inokula včetně směsných infekcí s dalšími hospodářsky významnými viry. Dr. Scorza dodal z 
USA koncem roku 2001 rouby transgenní švestky. V roce 2001 byly vysazeny viruprosté 
podnože St. Julien, na které byla zjara 2002, v technickém izolátu naroubována transgenní 
švestka domácí, klon C5. Jednoletí šlechtěnci transgenní švestky domácí byli v srpnu 2002 
inokulováni virem šarky švestky, kmen PPV-Rec, a kombinacemi PPV-Rec s virem zakrslosti 
slivoně (PDV) a virem chlorotické skvrnitosti jabloně (ACLSV) očkováním, použitím oček z 
roubů peckovin infikovaných uvedenými viry. Na jaře roku 2003 byla založena polní výsadba 
pokusu ověřování rezistence geneticky modifikované švestky, klon C5 k virům. 
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Vlastní cíl pokusu a předkládané metodiky. 
 
     Cílem řešení a předkládané metodiky bylo ověřování rezistence a vhodnosti pěstování 
transgenní švestky Prunus domestica L., klon C5 s genem kapsidu  viru šarky švestky (PPV) 
v podmínkách vysokého tlaku inokula viru šarky švestky, kmen PPV-Rec a směsného 
inokula, kdy pro směsné infekce byly vybrány dva nejškodlivější z dalších virů infikujících 
švestku, virus zakrslosti slivoně (PDV) a virus chlorotické skvrnitosti jabloně (ACLSV), které 
způsobují příznaky pseudošarky. Podobný výzkum nebyl dosud nikde prováděn. Předkládaná 
metodika obsahuje metodický postup založení pokusu, pěstování rostlin v pokusném sadu a 
vyhodnocení rezistence klonu C5 k infekci PPV a kombinacím s dalšími dvěma viry, ACLSV 
a PDV. Předkládaná metodika bude sloužit k dalšímu hodnocení, k rozhodovacím řízením na 
MZe, MŽP a ÚKZÚZ a k dalším pokusům s geneticky modifikovanými vytrvalými 
zemědělskými kulturami. 
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     II) Vlastní popis metodiky 
 
Příprava transgenních rostlin švestky – očkování na viruprostou podnož 
      
     K přípravě geneticky modifikovanýchrostlin švestky domácí, Prunus domestica L., klon 
C5, dále jen klon C5, s rezistencí k viru šarky švestky použijeme rouby a očka geneticky 
modifikovaných rostlin klonu C5 a naroubujeme, nebo naočkujeme je na viruprosté podnože 
s dobrou afinitou. V našem pokusu jsme použili podnož St. Julien. Pro jednu pokusnou 
kombinaci připravíme ca deset, nejméně však pět rostlin, přičemž jako kontrola slouží stejný  
Počet zdravých, neinfikovaných rostlin. Roubování stromů provádíme zjara, očkování 
v srpnu, v technické izolaci. V našem pokusu jsme použili 11 rostlin pro každou z pěti 
kombinací, klonem C5 bylo naroubováno 55 podnoží St. Julien. 
 
Inokulace transgenních rostlin švestky očky z roubů infikovaných PPV-Rec, ACLSV, 
PDV. 
 
     Jednoleté šlechtěnce geneticky modifikovaného klonu C5 pěstované v technickém izolátu 
inokulujeme v srpnu očkováním jednotlivými viry, resp. očky pocházejícími ze stromů 
infikovaných v našem případě rekombinantním kmenem viru šarky švestky (PPV-Rec), virem 
zakrslosti slivoně, Prune dwarf virus (PDV), a virem chlorotické skvrnitosti jabloně, Apple 
chlorotic leafspot virus (ACLSV). Zdroje infekce je nutno udržovat v technické izolaci tak, 
aby příslušný strom byl infikován pouze jedním virem, na rezistenci k němuž budeme 
příslušnou skupinu rostlin zkoušet. K očkování použijeme vyzrálá očka zelených roubů z  
rostlin (stromů) infikovaných příslušným virem. Na jeden zkoušený strom použijeme dvě 
infikovaná očka, abychom dosáhli pokud možno 100 % infikovaných stromů. V případě 
kombinovaných infekcí použijeme vždy dvě očka infikovaná jedním virem a kombinace 
očkujeme v předem stanoveném pořadí od báze kmínku směrem k vrcholu rostliny tak, 
abychom věděli jakým virem bylo příslušné rostoucí očko infikováno.  
     V našem pokusu bylo získáno pět kombinací stromů klonu C5 infikovaných PPV-Rec, 
PPV-Rec + ACLSV, PPV-Rec + PDV, PPV-Rec + ACLSV + PDV, a zdravá neinfikovaná 
kontrola. 
 
Založení polní výsadby a uspořádání pokusu 
 
     Na jaře dalšího roku zkontrolujeme uchycení a rašení oček infikovaných PPV-Rec, 
ACLSV a PDV a založíme polní výsadbu pokusných stromů. Stromy infikované v technické 
izolaci vysadíme v prostorové izolaci, jednotlivé kombinace (Obr. 1) PPV-Rec, PPV-Rec + 
ACLSV, PPV-Rec + PDV, PPV-Rec + ACLSV + PDV a zdravé kontrolní stromy (Obr. 2) do 
řad v běžném sponu. Očka infikovaná jednotlivými viry necháme růst a rostoucí výhony, 
které jsou netransgenní částí stromů každoročně zkracujeme tak, aby nebránily růstu 
geneticky modifikované části stromů. Polní výsadbu umístíme v prostorové izolaci tak, aby 
byla do vzdálenosti 1000 m obklopena travním porostem, obilninami, případně dalšími 
zemědělskými kulturami s výjimkou hostitelských rostlin jednotlivých virů. 
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Obr. 1. Řady stromů švestky P. domestica L., klon C5 infikovaných kombinacemi virů. 
 

 
 
Obr. 2. Zdravé kontrolní stromy švestky P. domestica L., klon C5. 
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Ošetřování výsadby, řez stromů 
 
     Polní výsadbu rostlin švestky P. domestica L., klon C5 s transgenní rezistencí k viru šarky 
švestky udržujeme v optimálním stavu, chráněnou před chorobami a škůdci. Výsadbu rostlin  
klonu C5, varianty infikované PPV-Rec, PPV-Rec + ACLSV, PPV-Rec + PDV, PPV-Rec +  
ACLSV + PDV, udržujeme průběžně po celou dobu trvání pokusu. Každoročně provádíme  
zimní a letní řez stromů, přihnojování minerálními hnojivy, okopávání a odplevelování kolem 
stromů, kultivaci mezi řadami stromů před zatravněním, sekání travního porostu mezi řadami 
stromů po zatravnění pokusu, doplňkovou zálivku v obdobích sucha, ochranu proti okusu 
zvěří a proti hraboši polnímu, postřiky proti mšicím a dalším savým a žravým škůdcům, 
v době květu postřik proti pilatce švestkové, ruční opylování květů, neboť klon C5 je 
cizosprašný. Pro opylení použijeme směs pylů třech různých odrůd švestky. 
 
Hodnocení příznaků na listech stromů transgenní švestky inokulované PPV-Rec a 
kombinacemi s ACLSV a PDV. 
 
     Příznaky na stromech transgenní švestky klonu C5 hodnotíme minimálně po čtyři 
vegetační sezóny. Příznaky na listech infikovanýchi kontrolních stromů hodnotíme během 
vegetačního období od května do září v měsíčních intervalechtak, abychom zjistili začínající 
příznaky  a jejich vývoj, změny intenzity příznaků, případně jejich vymizení koncem 
vegetačního období. Při hodnocení příznaků, které jsou zpravidla v podobě mírných 
ojedinělých difuzních skvrn na starších listech (Obr. 3) a listech v blízkostí infikovaných 
roubů netransgenních částí stromů, a mohou se vyskytnout jen na několika málo listech, je 
třeba se soustředit na tyto partie stromů. Na mladších a vrcholových listech jsme příznaky 
PPV nikdy nezjistili. Intenzitu příznaků PPV na listech klonu C5 porovnáváme s intenzitou 
příznaků na netransgenních výhonech infikovaných jednotlivými viry. 
     Příznaky na stromech transgenní švestky inokulovaných třemi kombinacemi virů byly 
hodnoceny po šest vegetačních sezón 2003-2008. Na listech klonu C5 jsme nikdy 
nepozorovali žádné příznaky virů ACLSV a PDV. Rovněž listy netransgenních výhonů 
vyrůstajících z oček infikovaných ACLSV, nebo PDV byl bez jakýchkoli příznaků těchto 
virů. Přítomnost ACLSV i PDV však byla v listech těchto výhonů pomocí ELISA prokázána. 
Naopak ve druhém vegetačním období se na listech těchto výhonů objevily silné příznaky 
PPV, virus se do těchto výhonů přes transgenní část stromu systémově rozšířil. Příznaky PPV 
a jejich intenzita na listech všech zkoušených kombinací, tj. PPV-Rec, PPV-Rec + ACLSV, 
PPV Rec + PDV i PPV-Rec + ACLSV + PDV byly stejné. Projev a intenzita příznaků PPV 
nebyly přítomností dalších virů ovlivněny. 
Druhý rok po inokulaci PPV-Rec se objevily mírné příznaky šarky na bazálních listech. 
Přítomnost viru byla potvrzena DAS-ELISA, ISEM a RT-PCR. Od třetího do šestého roku po 
inokulaci tyto příznaky dále slábly (Obr. 4), nebo nebyly vůbec zjištěny, klesala i relativní 
koncentrace PPV v listech, zatímco na listech výhonů vyrůstajících z netransgenních 
infikovaných oček použitých jako inokulum přetrvávají silné příznaky šarky(Obr. 5,6) a je 
v nich přítomna vysoká koncentrace viru. V listech některých stromů již není možno PPV 
pomocí ELISA prokázat a tyto stromy byly v letech 2007-2008 bez jakýchkoli příznaků 
šarky. Stejné výsledky byly překvapivě získány i v případě směsných infekcí PPV s PDV a 
ACLSV, včetně varianty infikované třemi viry PPV-Rec + PDV + ACLSV. Další dva viry 
nezpůsobují na listech stromů žádné příznaky, i když přítomnost ACLSV byla v listech 
prokázána pomocí ELISA i RT-PCR. Naproti tomu přítomnost PDV nebyla pomocí ELISA 
zjištěna a výsledky RT-PCR byly nejisté. 
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Obr. 3. Mírné difuzní skvrny způsobené PPV na listu klonu C5 druhý rok po inokulaci. 
 
 

 
 
Obr. 4. Velmi mírné 2 difuzní skvrny na listu klonu C5 pátý rok po inokulaci. 



 
 
Obr. 5. Silné žluté skvrny a kroužky na listu netransgenního výhonu, 2. rok po inokulaci PPV. 
 

 
 
Obr. 6. Silné žluté skvrny a kroužky na listu netransgenního výhonu, 5. rok po inokulaci PPV. 



Sérologické hodnocení přítomnosti  PPV, ACLSV a PDV pomocí DAS-ELISA. 
 
     Sérologické stanovení jednotlivých virů provádíme pomocí DAS-ELISA postupem podle 
Clark a Adams (1977) s použitím komerčních kitů pro detekci PPV, ACLSV a PDV, ke 
kterým je přiložen podrobný metodický postup provedení imunoenzymatického testu, proto 
ho neuvádíme. Stanovení virů PPV-Rec, ACLSV a PDV pomocí ELISA provádíme v měsíci 
červnu po čtyři vegetační období, tedy jednou během vegetačního období. V případě 
nejasných výsledků, nebo po zmizení příznaků je třeba test opakovat. Pro sérologický test 
odebíráme listy s příznky PPV, v případě, že příznaky PPV nejsou přítomny a pro stanovení 
ACLSV a PDV odebíráme starší, spodní listy na výhonech. Pro každé stanovení odebíráme 
minimálně čtyři listy z různých částí koruny stromu. 
      Příznaky na stromech transgenní švestky inokulovaných třemi kombinacemi virů byly 
hodnoceny po šest vegetačních sezón 2003-2008, stejně tak jako stanovení virů PPV-Rec 
(rekvalif. PPV-M), ACLSV a PDV pomocí ELISA. Dosažené výsledky sérologického 
stanovení virů jsou prezentovány a diskutovány v části hodnocení příznaků na listech 
v souvislosti s projevem příznaků PPV-Rec, ACLSV a PDV. 
 
Elektronmikroskopické stanovení přítomnosti intaktních částic PPV v listech transgenní 
švestky.   
 
     Elektronmikroskopickým stanovením intaktních částic PPV ověřujeme přítomnost viru 
v listech geneticky modifikovaných rostlin klonu C5. Pro stanovení přítomnosti vláknitých 
částic PPV je nejvhodnější použít metodu imunosorbční elektronové mikroskopie (ISEM). 
Elektronmikroskopické sítky potáhneme formwarovou membránou (4% roztok formwaru 
v chloroformu). Sítky pouhlíkujeme v pokovovacím přístroji za vysokého vakua. Potom sítky 
položíme pouhlíkovanou stranou na kapku antiséra proti PPV zředěného 1:2000, resp. na 
hodnotu titru použitého antiséra po dobu 150 minut.. Sítky z kapky antiséra odebereme, 
přebytečné antisérum odsajeme, opláchneme několika kapkami 0.1 M Hepes pufru pH 7.0 a 
necháme zaschnout. Potom na sítku umístíme kapku homogenátu (0.5 g listů + 4.5 ml Hepes 
pufru) získaného z listů testovaného stromu s příznaky PPV, případně z listu bez příznaků, 
pokud se listy s příznaky PPV na testovaném stromu nevyskytují. Po 120 minutách kapku 
homogenátu odsajeme, opláchneme několika kapkami deionizované vody, povrch sítky 
nacháme zaschnout a preparát kontrastujeme 4% roztokem fosfowolframové kyseliny pH 7.2 
(vodný roztok) tak, že sítku položíme na 15 až 20 sek na kapku roztoku. Po zaschnutí sítky 
prohlížíme v elektronovém mikroskopu. Přítomnost vláknitých PPV částic je potvzena 
dekorací protilátek. Negativně barvené (světlé) částice virujsou po celé délceobaleny 
(dekorovány) tmavou vrstvou specifických protilátek (Obr. 7). Tímto specifickým 
elektronmikroskopickým testem prokážeme, že se skutečně jedná o vláknité částice viru šarky 
švestky. Pokud by se jednalo o přítomnost jiného vláknitého viru (např. ACLSV), částice by 
zůstaly světlé a tenké (ca 13 nm), bez tmavé dekorace specifickými protilátkami. 
     Přítomnost kompletních vláknitých částic PPV jsme prokázali ve všech letech hodnocení, 
avšak pouze v listech s příznaky PPV. Částice byly stejné jako v listech netransgenních 
výhonů se silnými příznaky PPV. Částice PPV jsme v listech geneticky modifikovaného 
klonu C5 nácházeli je ojediněle a díky tomu, že byly specifickými protilátkami z homogenátu 
adsorbovány.  
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Obr.7. Dekorované částice PPV v listech transgenní švestky, klon C5 infikované PPV-Rec. 
 
 
Stanovení relativní koncentrace PPV v listech transgenní švestky pomocí 
semikvantitativní DAS-ELISA (stanovení titru viru) 
 
     Stanovením relativní koncentrace PPV zjišťujeme nízkou koncentraci viru v listech 
geneticky modifikovaných stromů ve srovnání s náchylnými, netransgenními částmi stromu, 
pokles koncentrace viru během vegetačního období, a v průběhu lettrvání pokusu. 
     Relativní koncentraci PPV-Rec, nebo jiného kmenu PPV stanovíme pomocí 
semikvantitativní DAS-ELISA ve vzorcích připravených homogenizací listů klonu C5 
s příznaky viru. Vzorek čtyř listů z různých větví stromu homogenizujeme v poměru 1 g listů 
a 9 ml fyziologického roztoku pufrovaného fosfátem na pH 7.2 s přídavkem 0.05% Tween 20, 
0.2% polyvinylpyrrolidonu a 0.2% vaječného albminu. Další ředění vzorků 1:2, 1:4, 1:8, atd. 
provedemetýmž pufrem. Vedle komerční pozitivní kontroly použijeme vzorky listů z výhonů 
PPV infikovaných oček jako druhou pozitivní kontrolu. Relativní koncentraci PPV proteinu 
stanovíme jako nejvyšší zředění homogenizovaného vzorku s pozitivní reakcí v DAS-ELISA 
(Albrechtová et al., 1986).  
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     Relativní koncentrace PPV v listech geneticky modifikované P. domestica, klon C5 byla 
ca padesátkrát nižší, než v listech z výhonů vyrostlých z PPV infikovaných oček 
(netransgenní část stromu). Relativní koncentrace PPV v listech klonu C5 klesla během třech 
let hodnocení desetkrát až třicetkrát v souladu s postupnou redukcí příznaků. Koncem srpna 
již nebylo po třech letech možno PPV v listech více než poloviny geneticky modifikovaných 
stromů klonu C5 prokázat. 
 
. 
Stanovení PPV-Rec, ACLSV a PDV v rostlinách klonu C5 pomocí RT-PCR 

Odběr vzorku 
Správný odběr vzorku je důležitý pro úspěšnou detekci. Ideální čas k odběrům je pozdní jaro, 
kdy je obvykle koncentrace viru ve stromech vysoká. Odebíráme nejlépe symptomatické 
středně staré listy, pokud možno rovnoměrně ze čtyř míst po obvodu koruny a z jednoho 
místa středu koruny stromu. Odebereme 1-2 g vzorku k homogenizaci. Listy dopravíme 
v chladu do laboratoře, kde je buď ihned zpracujeme, nebo uchováváme při -80°C. Je také 
možno odebírat kůru nebo okvětní plátky, přičemž platí stejná pravidla. 

Izolace RNA 
Dalším důležitým krokem pro úspěšnost reakce je izolace kvalitní RNA v dostačující kvantitě 
a kvalitě. Pletiva dřevitých rostlin, obzvláště venku rostoucích, obsahují vyšší množství 
fenolických složek a polysacharidů, které mají inhibující vlastnosti (Nassuth et al., 2000). 
Tyto látky tvoří chemické vazby s nukleovými kyselinami i proteiny při homogenizaci 
vzorku. Přítomnost inhibitorů poté ovlivňuje aktivitu reversní transkriptázy anebo polymerázy 
a tím i spolehlivost celé reakce. Výsledek může být tedy negativní, ačkoli je virus v pletivu 
přítomen (Nassuth et al., 2000). Pro naše účely se ukázala být jako velice efektivní izolační 
sada od firmy Sigma-Aldrich Spectrum™ Plant Total RNA Kit. Kvalitu izolované RNA je 
vhodné zkontrolovat spektrofotometricky a na agarózovém gelu. Při spektrofotometrickém 
měření se vzorek nejprve naředí destilovanou vodou, obvykle 1:9 (RNA:H2O). Měří se při 
vlnových délkách 260, 230 a 280 nm. To umožní hodnocení čistoty vzorku, očekávané 
poměry 260/280 a 260/230 jsou 2.0 pro RNA. Poměr absorbancí 260/280 menší než 1.75 
svědčí pro obsah kontaminujících bílkovin. Absorbance při 230 nm značí nečistoty, jako jsou 
karbohydráty, fenolické sloučeniny, aromatické složky. Při výpočtu koncentrace optická 
hustota 1 odpovídá přibližně 40 ng/µl pro RNA. Vypočtená koncentrace by se „měla“ 
pohybovat mezi 200 - 1000  ng/µl. Tyto hodnoty slouží pouze k orientačnímu odhadu čistoty 
a koncentrace RNA, hodnoty, které nám umožní utvrdit se v konečném výsledku RT-PCR 
(např. v případě izolace RNA o koncentraci 700 ng/µl, poměrům 260/280 a 260/230 rovným 2 
a negativního výsledku RT-PCR, kdy byl pozitivní výsledek u pozitivní kontroly, máme 
jistotu, že v daném vzorku virus opravdu není).  
Integritu izolované RNA je dále dobré zkontrolovat na denaturujícím agarózovém gelu. 
Většinu izolované RNA tvoří RNA rostlinná a opět z rostlinné RNA převládá ribozomální 
RNA. Ta se na gelu rozdělí na dva silné „bandy“ - 18s a 28s ribozomální RNA, přičemž 
intenzita bandu 28s by měla být u intaktní neporušené RNA přibližně dvojnásobná intenzitě 
bandu 18s. Pokud nesouhlasí poměr 2:1 nebo jsou na gelu viditelné jen „šmouhy“, celistvost 
RNA byla porušena. 
 
Izolace RNA „kolonkovou metodou“ firmy Sigma Aldrich - Spectrum™ Plant Total RNA Kit 
A) Homogenizace vzorku za použití tekutého dusíku 

1. Pro izolaci RNA potřebujeme 0,1 g rostlinného pletiva. Výhodnější je ovšem  
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homogenizovat více a z homogenátu 0,1 g navážit. Vzorky homogenizujeme v tekutém  
dusíku, u vzorků uchovávaných na -80°C dbáme na to, aby nedošlo k jejich rozmražení, 
ideálně odebíráme z mrazicího boxu po každém vzorku zvlášť. Vzorek pečlivě 
homogenizujeme v předmražené třecí misce.  
2. 0,1 g homogenizovaného materiálu navažte do 2 ml plastové sterilní mikrozkumavky. 
3. Přidejte 500 µl extrakčního pufru připraveného namícháním lyzačního pufru 

z komerční soupravy Spectrum™ Plant Total RNA Kit, k němuž byl přidán 2-
merkaptoetanol (2-ME) v poměru 10 µl 2-ME na 1 ml lyzačního pufru. 

4. Minimálně 30 sekund vortexujte. 
5. Nechte inkubovat 5 minut při 56°C ve vodní lázni. 
6.  

B) Homogenizace vzorku bez tekutého dusíku 
Bez tekutého dusíku lze homogenizovat pouze listy čerstvé. Jeho druhou nevýhodou je, že je 
před homogenizací nutno odvážit 0,2 g, a tedy ztrácíme možnost homogenizovat větší 
množství materiálu a zvýšit tím pravděpodobnost výskytu viru právě v daném odebraném 
materiálu.  

1. Připravte si extrakční pufr z komerční soupravy Spectrum™ Plant Total RNA Kit - 
k pufru přidejte 2-merkaptoetanol (2-ME) v poměru 10 µl 2-ME na 1 ml extrakčního 
pufru. Na jeden vzorek bude zapotřebí 2 ml takto připraveného extrakčního pufru. 

2. 0,2 g rostlinného pletiva vložte do homogenizačního igelitového pytlíku (stejný jako 
pro přípravu vzorků na ELISA test). 

3. Přidejte 2 ml extrakčního pufru s přídavkem 2-merkaptoetanolu 
4. Pečlivě homogenizujte. 
5. 500 µl homogenátu odeberte do 2 ml mikrozkumavky a nechte inkubovat při 56°C ve 

vodní lázni. 
6Centrifugujte 3 min při maximální rychlosti. 
7. Supernatant (cca 450 µl) odeberte do filtrační kolonky (modrá) ve 2 ml 

mikrozkumavce. Dbejte na zachování neporušeného peletu. 
8. Centrifugujte 1 min při maximální rychlosti. 
9. Kolonku odstraňte, zachovejte supernatant v 2 ml mikrozkumavce. 
10. Přidejte 500 µl zachycovacího pufru Binding Solution. Okamžitě promíchejte pipetou 

nejméně 5x nebo jemně zvortexujte. Nestáčejte v centrifuze!!! 
11. Napipetujte 700 µl směsi do  zachycovací kolonky (červená) ve 2 ml mikrozkumavce. 
12. Centrifugujte 1 min při maximální rychlosti. 
13. Supernatant odstraňte. 
14. Přidejte zbytek směsi. 
15. Centrifugujte 1 min při maximální rychlosti. 
16. Supernatant odstraňte. 
17. Přidejte 500 µl promývacího pufru 1 (Wash Solution 1). Centrifugujte 1 min při 

maximální rychlosti. 
18. Supernatant odstraňte. 
19. Přidejte 500 µl promývacího pufru 2 (Wash Solution 2). Centrifugujte 30 s při 

maximální rychlosti. 
20. Supernatant odstraňte. 
21. Ještě jednou přidejte 500 µl promývacího pufru 2 (Wash Solution 2). Centrifugujte 30 

s při maximální rychlosti. 
22. Supernatant odstraňte. 
23. Vložte kolonku do nové zachycovací 2 ml mikrozkumavky a na sucho centrifugujte po 

dobu 1 min při maximální rychlosti. 
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24. Kolonku přendejte do další 2 ml mikrozkumavky; přímo na membránu napipetujte 50 
µl elučního roztoku (Elution Solution). 

25. Zavřete a nechte 1 minutu stát. 
26.  Stočte 1 min při maximální rychlosti. Tím se uvolní RNA. 
27. Kolonku odstraňte, RNA uchovávejte v -20°C nebo -80°C. 

One-step-RT-PCR pro detekci PPV-Rec 
Z hlediska rychlosti a spolehlivosti je vhodnější používat one-step-RT-PCR, neboť redukcí 
kroků je sníženo riziko chyby a kontaminace. Při použití kitu QIAGEN OneStep RT-PCR je 
protokol následující:  

1) 5 µl 5x pufr (konečná koncentrace 2.5 mM MgCl2), 1 µl dNTPs (konečná koncentrace 
200 µM každý nukleotid), 1 µl Q solution, 0.6 µl primeru RecJR a 0.6 µl primeru 
RecJF (tab. 1) o koncentraci 10 µM, doplnit RNase a DNase free H2O do 23 µl a 
přidat 2 µl RNA.  

2) Podmínky reakce jsou:  
I) 50°C po dobu 30 min (reverzní transkripce);  
II) 95°C po dobu 10 min (aktivace HotStarTaq polymerázy);  
III) 35 cyklů ve třech krocích: 94°C po 20 s (denaturace), 55°C po 30 s (dosedání) a 

72°C po dobu 1 min (polymerizace);  
IV) 72°C po dobu 10 min (konečné prodlužování) a  
V) 10°C uchovávání. 

One-step-RT-PCR pro detekci PDV 
Z hlediska rychlosti a spolehlivosti je vhodnější používat one-step-RT-PCR, neboť redukcí 
kroků je sníženo riziko chyby a kontaminace. Při použití kitu QIAGEN OneStep RT-PCR je 
protokol následující:  

1) 5 µl 5x pufr (konečná koncentrace 2.5 mM MgCl2), 1 µl dNTPs (konečná koncentrace 
200 µM každý nukleotid), 1 µl Q solution, 0.6 µl primeru PDVdpR a 0.6 µl primeru 
PDVdpuF (Tab.1) o koncentraci 10 µM, doplnit RNase a DNase free H2O do 23 µl a 
přidat 2 µl RNA.  

2) Podmínky reakce jsou:  
VI) 50°C po dobu 30 min (reverzní transkripce);  
VII) 95°C po dobu 10 min (aktivace HotStarTaq polymerázy);  
VIII) 35 cyklů ve třech krocích: 94°C po 20 s (denaturace), 56°C po 30 s (dosedání) 

a 72°C po dobu 1 min (polymerizace);  
IX) 72°C po dobu 10 min (konečné prodlužování) a  
X) 10°C uchovávání. 

One-step-RT-PCR pro detekci ACLSV 
Z hlediska rychlosti a spolehlivosti je vhodnější používat one-step-RT-PCR, neboť redukcí 
kroků je sníženo riziko chyby a kontaminace. Při použití kitu QIAGEN OneStep RT-PCR je 
protokol následující:  

6. 5 µl 5x pufr (konečná koncentrace 2.5 mM MgCl2), 1 µl dNTPs (konečná koncentrace 
200 µM každý nukleotid), 1 µl Q solution, 0.6 µl primeru PDVdpR a 0.6 µl primeru 
PDVdpuF (Tab. 1) o koncentraci 10 µM, doplnit RNase a DNase free H2O do 23 µl a 
přidat 2 µl RNA.  

7. Podmínky reakce jsou:  
XI) 50°C po dobu 30 min (reverzní transkripce);  
XII) 95°C po dobu 10 min (aktivace HotStarTaq polymerázy);  
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XIII) 35 cyklů ve třech krocích: 94°C po 20 s (denaturace), 56°C po 30 s (dosedání)  
 
XIV) a 72°C po dobu 1 min (polymerizace);  
XV) 72°C po dobu 10 min (konečné prodlužování) a  
XVI) 10°C uchovávání. 

Vizualizace PCR produktů 
Vizualizace PCR produktů probíhá za pomoci eletroforetického rozdělení fragmentů 
v agarózovém gelu (je doporučeno použití 1,5 - 2,5 % gelu pro lepší oddělení jednotlivých 
produktů) s předchozím označením DNA za použitím etidium bromidu, Syber Green, nebo 
podobného barviva. 5 µl produktu obarveného barvivem je nanášeno na gel a podstoupeno 3-
9 V/cm po dobu 60 - 90 min dle velikosti gelu. Produkt primerů RecJR a RecJF je dlouhý 138 
bp; PDVdpR a PDVdpuF 220 bp a ACLantisense a ACLsense tvoří 706 bp dlouhý produkt  
( Obr. 8).  
 
Tabulka 1. Seznam primerů 
Primer Sekvence 5’-3’ Tm Target By 
RecJR AGCTGGTTGAGTTGTTGCCAC 66°C PPV-Rec  

RecJF AATGATATTGATGATAGCCTTGAC 60°C PPV-Rec  

PDVdpR CCT TTA ATG AGT CCG 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 GGC ACA TTT CAG TAA CGT GGC 61°C PPV-Rec  
 
 

 
Obr. 8. Vizualizace RT-PCR produktů. Foto A, vzorky 1 – 6 ACLSV infekce, vzorek 7 
zdravá kontrola, 8) 100bp DNA ladder marker (Fermentas). Foto B, vzorky 2 a 3  PPV-Rec 



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

Zjišťování rizika rekombinací mezi PPV-Rec a homologním transgenním transkriptem 
v P. domestica L., klon C5.  
 
Principem zjišťování rizika rekombinací mezi PPV-Rec a homologním transgenním 
transkriptem je osekvenování daného úseku viru, který byl použit k vývoji transgenu, 
z transgenní a netransgenní části stromu a následné porovnání sekvencí. Pokud je k inokulaci 
použit pouze jeden izolát viru, neměly by být zjištěny žádné významné rozdíly v obou částech 
stromu.  
Prvním krokem je tedy amplifikace daného úseku pomocí RT-PCR a primerů, které jsou 
specifické pouze pro PPV-Rec a neamplifikují sekvenci viru PPV-D produkovanou rostlinou 
samou. Z hlediska rychlosti a spolehlivosti je vhodnější používat one-step-RT-PCR, neboť 
redukcí kroků je sníženo riziko chyby a kontaminace. Při použití kitu QIAGEN OneStep RT-
PCR je protokol následující:  

8. 5 µl 5x pufr (konečná koncentrace 2.5 mM MgCl2), 1 µl dNTPs (konečná koncentrace 
200 µM každý nukleotid), 1 µl Q solution, 0.6 µl primeru PPrecR9736 a 0.6 µl 
primeru PPrecF9245 (Tab. 1) o koncentraci 10 µM, doplnit RNase a DNase free H2O 
do 23 µl a přidat 2 µl RNA.  

9. Podmínky reakce jsou:  
XVII) 50°C po dobu 30 min (reverzní transkripce);  
XVIII) 95°C po dobu 10 min (aktivace HotStarTaq polymerázy);  
XIX) 35 cyklů ve třech krocích: 94°C po 20 s (denaturace), 60°C po 30 s (dosedání) 

a 72°C po dobu 1 min (polymerizace);  
XX) 72°C po dobu 10 min (konečné prodlužování) a  
XXI) 10°C uchovávání. 

Vizualizace PCR produktů 
Vizualizace PCR produktů probíhá za pomoci eletroforetického rozdělení fragmentů 
v agarózovém gelu (je doporučeno použití 1,5 - 2,5 % gelu pro lepší oddělení jednotlivých 
produktů) s předchozím označením DNA za použitím etidium bromidu, Syber Green, nebo 
podobného barviva. 5 µl produktu obarveného barvivem je nanášeno na gel a podstoupeno 3-
9 V/cm po dobu 60 - 90 min dle velikosti gelu. Produkt primerů PPrecR9736 a PPrecF9245 
tvoří 510 bp dlouhý produkt (Obr. 9).viz. Obrázek č. XX2). 
 

 
 
Obr. 9. RT-PCR produkty připravené k sekvenaci. Vzorky 1 – 9 PPV-Rec infekce 
v transgenní i netransgenní části stromu, M) 100bp DNA ladder marker (Fermentas). 
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Sekvenování RT-PCR produktů a jejich analýzy 
Sekvenování RT-PCR produktů probíhá v případě absence sekvenovacího zařízení na 
zakázku u komerčních firem (např. MACROGEN), poskytujících tuto službu. Získané 
sekvence lze editovat pomoci softwaru SEQUCNCER (Gene Cods Corporation, USA). 
Sekvence pak porovnávají mezi sebou pomoci softwaru CLUSTAL_X (Thomson et al., 
1997). Hodnocení variability sekvence se provádí pomoci pomocí MEGA3 (Kumar et al., 
2004). Úroveň rekombinace sekvence se zijišťuje analýzou pomocí softwaru PHYLPRO 
(Weiller, 1998).   
 
Ukázková studie 
Byly porovnány sekvence rekombinačního izolátu PPV z netransgenních části (podnož St. 
Julien) s PPV sekvence detekované z transgenní části (C5) rostlin. Analýzy sekvence ukázaly 
naprostou identitu sekvencí obou částí rostlin. Zde nedošlo k rekombinaci mezi transgenním 
transkriptem (obalový protein PPV-D) a inokulovaným PPV-Rec.   
 
Celkové vyhodnocení, výsledky a závěry získané z polního pokusu, výzkumu rezistence 
transgenní švestky P. domestica L., klon C5  k PPV, ACLSV a PDV. 
  
          Byly získány významné výsledky. Druhý rok po inokulaci PPV-Rec se objevily mírné 
příznaky šarky na bazálních listech. Přítomnost viru byla potvrzena DAS-ELISA, ISEM a 
RT-PCR. Od třetího do šestého roku po inokulaci tyto příznaky dále slábly, nebo nebyly 
vůbec zjištěny, klesala i relativní koncentrace PPV v listech, zatímco na listech výhonů 
vyrůstajících z netransgenních infikovaných oček použitých jako inokulum přetrvávají silné 
příznaky šarky a je v nich přítomna vysoká koncentrace viru. V listech některých stromů již 
není možno PPV prokázat a tyto stromy byly v letech 2007-2008 bez jakýchkoli příznaků 
šarky. Stejné výsledky byly překvapivě získány i v případě směsných infekcí PPV s PDV a 
ACLSV, včetně varianty infikované třemi viry PPV-Rec + PDV + ACLSV. Relativní 
koncentrace viru šarky švestky klesá v listech stromů se směsnými infekcemi obdobně, jako 
ve stromech infikovaných pouze PPV-Rec. Další dva viry nezpůsobují na listech stromů 
žádné příznaky, i když přítomnost ACLSV byla v listech prokázána pomocí ELISA i RT-
PCR. Naproti tomu přítomnost PDV nebyla zjištěna. Nebyl pozorován žádný synergistický 
nebo antagonistický efekt ACLSV na PPV-Rec, zatímco v případě PDV a PPV-Rec se jedná o 
možnou antagonistickou interakci. 
     Výsledky výzkumu dosažené při řešení projektu byly publikovány v impaktovaném (Polák 
et al., 2008a) a recenzovaném (Polák et al., 2008b) vědeckém časopisu. Probíhající pokus 
potvrdil vysokou relativní rezistenci rostlin Prunus domestica L., klon C5 k viru šarky 
švestky, ale i k dalším významným virům peckovin, PDV a ACLSV. 
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III) Srovnání novosti postupů. 
 
     „Metodika hodnocení rezistence transgenní švestky, Prunus domestica L., klon C5 k viru 
šarky švestky a ke směsným infekcím s dalšími viry“ obsahuje první postup hodnocení 
geneticky modifikované trvalé ovocné kultury v České republice. Jedná se o novou metodiku, 
kde postup hodnocení rezistencegeneticky modifikované slivoně transformované s obalovým 
proteinem genu PPV byl vypracován srovnatelně s postupem hodnocení rezistence odrůd 
peckovin k viru šarky švestky. Do postupu je zahrnuto poze hodnocení rezistence listů rostlin, 
neboť testované stromy nepřinesly během řešení projektu plody. Postup hodnocení osahuje 
vizuelní hodnocení příznaků PPV, PDV, a ACLSV, imunoenzymatické (DAS-ELISA) 
honocení, imunosorbční elektronovou mikroskopii (ISEM), a molekulární postup stanovení 
virů pomocí RT-PCR. Hodnocení rezistence zahrnuje vedle viru šarky švestky i další dva viry 
způsobující pseudošarku, ACLSV a PDV, resp. hodnocení kmbinovaných infekcí PPV 
s těmito viry. Několik použitých použitých nezávislých metod a postupů hodnocení rezistence 
zaručuje maximální spolehlivost výsledku. Metodický postup je možno použít i pro 
hodnocení dalších geneticky modifikovaných odrůd ovocných druhů a jejich rezistence 
k rostlinným virům. 
   
 
 
 
 
 
 

IV) Popis uplatnění certifikované metodiky. 
 
     Certifikovaná metodika je učena pro Ústřední kontrolní a zkušební ústav zemědělský, pro 
Ministerstvo zemědělství, odbor rostlinných komodit, pro Ministerstvo životního prosředí  a 
pro odbornou zemědělskou veřejnost. Bude uplatněna při zkoušení švestky Prunus domestica 
L., klon C5, registrovaný a uvolněný do životního prostředí USA jako cv. Honey Sweet, 
v rámci ÚKZÚZ Brno. Bude využita v rozhodovacích procesech pro uvolnění cv. Honey 
Sweet do životního prostředí v České republice. 
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