Komplexni metodika hodnoceni rezistence GM Svestky, Prunus
domestica L., klon C5 k viru $arky $vestky, kvality plodii
a mozZného prenosu transgenu do rostlin r. Prunus.

Jaroslav Polak, Jiban Kumar, Boris Kr§ka, Petr Kominek, Jana JaroSova

UPLATNENA CERTIFIKOVANA METODIKA

Vyzkumny Gstav rostlinné vyroby v.v.i. Praha-Ruzyné

2014



Autofi: Doc.Ing. Jaroslav Polék, DrSc., Ing. Jiban Kumar, PhD., Prof. Ing. Boris Krska, PhD.,
Ing. Petr Kominek, PhD., Ing. Jana JaroSova

Nézev: Komplexni metodika hodnoceni rezistence GM $vestky, Prunus domestica L., klon C5
k viru Sarky $vestky, kvality plodii a mozného pienosu transgenu do rostlin r. Prunus.

Vydal: Vyzkumny Gstav rostlinné vyroby v.v.i., Praha-Ruzyné, Drnovska 507, 161 06 Praha 6
Vyslo v roce: 2014
Vydano bez jazykové Upravy.

Kontakt na vedouciho autorského kolektivu: polak@vurv.cz

Odborny oponent: Ing. Petr Svoboda, CSc, Chmelafsky institut s.r.o., Kadanska 2525,
438 46 Zatec.

Oponent ze statni spravy: Ing. Michal Hnizdil, odbor rostlinnych komodit, Ministerstvo
zemedélstvi

Autofi fotografii: Doc. Ing. Jaroslav Polak, DrSc., titulni strana, obr. 1 — 6.
M. Duchacova, obr.7.

Ing. Jana JaroSova, obr. 8, 9.
Ing. Petr Kominek, PhD., obr. 10, 11

Fotografie na iivodni strané: Polni vysadba geneticky modifikované Svestky Prunus
domestica L., klon C5 (cv. "Honey Sweet") v roce 2010.

Metodika vznikla za finanéni podpory Ministerstva zemédélstvi Ceské republiky a je vystupem
feSeni projektu NAZV QI 101A123.

© Vyzkumny Gstav rostlinné vyroby v.v.i., Praha-Ruzyné, 2014

ISBN: 978-80-7427-158-8


mailto:polak@vurv.cz

I) Cil metodiky
Uvod do problematiky.

Vyzkum GM svestky Prunus domestica L., klon C5, uvolnéné v USA vroce 2011
k neomezenému péstovani v¢. konzumace plodu jako odriada ,HoneySweet‘, zapocal ve
Vyzkumném Ustavu rostlinné vyroby v roce 2001. Na jaie roku 2003 byla ve VURV v.v.i. Praha-
Ruzyné zalozena polni pokusna vysadba této GM/Biotech Svestky a kazdorocné probihalo jeji
hodnoceni. Mezinarodni organizace pro komercionalizaci GM plodin — International Service for
the Acquisition of Agri-biotech Applications (ISAAA) doporucuje pouzivat pro geneticky
modifikované¢ plodiny (GM) spiSe nazev biotechnologické plodiny (Biotech), protoze u
neinformované vetejnosti navozuje prvni nazev obavy, které jsou ovSem zcela neopodstatnéné.
ISAA vydava kazdoro¢né nékolika set strankovou odbornou publikaci ,,Global status of
commercialized Biotech/GM crops®, vjejimz nazvu jsou obé& zkratky jako synonyma.
Obdobnym zplsobem postupujeme v této certifikované metodice a pouzivame stiidavé obé
synonyma. V roce 2009 byla vydana prvni certifikovand metodika zahrnujici hodnoceni pfiznak
na listech stromti Biotech Svestky béhem Sesti let, do roku 2008 a diagnostické postupy stanoveni
zkoumanych vir pomoci ELISA, ISEM a RT-PCR. V uvedeném obdobi stromy jesté nekvetly a
nemély plody. Tato prvni metodika obsahuje i postup zjistovani rizika rekombinaci mezi PPV-
Rec a homolognim transkriptem ve Svestce "HoneySweet’, tehdy jesté klon CS5. Predkladana
~Komplexni metodika...” prezentuje metodické postupy a vysledky za uvedené obdobi a dalsi
léta hodnoceni 2009-2014. Zcela nové jsou kapitoly hodnoceni kvality plodd S$vestky
"HoneySweet” (Prof. B. KrSka ve spolupraci s Doc. J. Poldkem) i hodnoceni pfiznakii PPV na
plodech (J. Poldk) a hodnoceni mozného pienosu transgenu do rostlin rodu Prunus (Ing. P.
Kominek, PhD.).
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Karantenni virus Sarky $vestky, Plum pox virus (PPV) je v CR nejskodlivéjsim virem
ovocnych dfevin, ktery v 60. a 70. Iétech 20. stoleti devastoval vysadby Svestek a koncem stoleti
vazné poskodil i sady merun€k a broskvoni. Tuto situaci charakterizuje i skutecnost, ze likérky
produkujici slivovici jest¢ zaCatkem 21. stoleti dovazely 95% suroviny, Svestek, prevazné
Z Rumunska. Intenzivni vyzkum problematiky PPV je realizovan od 70. let pfedevSim ve
Vyzkumném Ustavu rostlinné vyroby v.v.i., Praha-Ruzyné. Byla vyhodnocena rezistence desitek
odrid peckovin k PPV a zjistény odriidy se zvySenou rezistenci merunék, slivoni a broskvoni
k PPV. Byla prokazana imunita odrudy meruniky Harlayne k fad¢ izolath a kmenti PPV a ve
spolupréci se Slechtiteli merunék a broskvoni ze Zahradnické fakulty Lednice, Mendelu Brno
otestovany desitky kiiZencl na rezistenci k PPV. Z n¢kterych kiiZzenci vznikly nové odrudy
s vysokou rezistenci k PPV, napf. odrida merunky "Betinka’. Byla ovéfovana dédi¢nost Plum
pox virus markery rezistence.

Dosud vsak neexistuji kvalitni odrady Svestky, rezistentni k Sarce, které by mohly nahradit
vysoce kvalitni, ale k PPV siln¢ nachylnou odriidu ‘Domaci Svestka’. Klasické Slechténi na



rezistenci je Casové narocné, muze trvat desitky let, a nemusi byt uspesné, nebot’ rezistence je
zalozena multigenné, a také se dosud nikomu nepodafilo ziskat rezistentni odridu Svestky
s kvalitou §vestek nachylnych k PPV, jako jsou ‘Domaci §vestka’ (CR), "'Pozegaca’ (Jugoslavie),
‘Bystricka” (Rumunsko), ‘Hauszwetske” (Némecko). V poslednich dvaceti letech se v zahrani¢i
roz§ifuje vyuzivani transgenni (GM) rezistence. Princip genetické modifikace rostlin je obdobou
imunizace zvifat a lidi proti infek¢énim chorobam. Podobn¢ jako dité po aplikaci vakciny ziska
odolnost proti viru nesStovic, rostlina po vlozeni ¢asti virového proteinu do genomu ziska
odolnost proti rostlinnému viru, v daném ptipad¢ Plum pox viru. Jednd se o novou, velmi
prospésnou technologii, ktera je bohuzel, dnes jiz jen v Evropé vétSinou spole¢nosti z neznalosti,
nebo z politickych nebo aktivistickych divodu ignorovana. V ostatnich svétadilech, ve
vyspélych i1 rozvojovych statech je na obrovském vzestupu. v soucasnosti se GM odriidy rostlin
péstuji na 180 milionech ha zemédé€lské pudy, véetné ovocnych druhi a zeleniny, z toho je ca
45% péstovano v prumyslové vyspélych statech a ca 55% v rozvojovych statech. V USA se tyto
odrady péstuji na vice nez 70 milionech ha. V zaostalé Evropé je to méné nez 140tis. ha (0,08%),
a to pouze GM kukufice, prevazné ve Spanélsku, v CR je to ca 2.5tis. ha. Ziskani, ovéfovani a
pestovani odrid rostlin s transgenni rezistenci eliminuje Skody zplsobované hospodaisky
vyznamnymi patogeny a zejména nizkou kvalitu produkce nemocnych a k chorobam a $kidctim
nachylnych rostlin. Ovéfovani rezistence Svestky Prunus domestica L., klon C5 Kk viru Sarky
Svestky a dal$im dvéma virim zpusobujicim pseudosarku je prvnim polnim pokusem s geneticky
modifikovanou vytrvalou ovocnou kulturou v Ceské republice. Vyzkum GM $vestky Prunus
domestica L., klon C5, v roce 2011 uvolnény v USA k neomezenému péstovani v¢. konzumace
plodii jako odriida "HoneySweet” zapodal ve VURV v.v.i. Praha - Ruzyné v roce 2001. Na jaie
roku 2003 byla zaloZena polni vysadba pokusu ovétovani rezistence GM Svestky, klon C5 k PPV
a dal$im hospodarsky vyznamnym viram. Prvni metodika hodnoceni rezistence GM Svestky byla
vypracovana na zakladé osmiletych vysledkid hodnoceni. Vzhledem k tomu, Ze pokusny sad
musel byt zalozen, s ohledem na zakonné podminky ve vétrné poloze ruzynského letiste,
nevhodné pro péstovani ovocnych kultur, a v zimnim obdobi 2005 byl mlady sad poSkozen
okusem zv¢ti, doSlo k opozdéni faze plodnosti, takze do prvni metodiky nemohlo byt zatazeno
hodnoceni kvality plodd. Vedle toho Ministerstvo zivotniho prostfedi natidilo v roce 2008
ovéfovat moznost preneseni transgenu z rostlin GM do rostlin r. Prunus vyskytujicich se v okoli
pokusu. V roce 2009 byla vydéana certifikovand metodika ,,Metodika hodnoceni rezistence
transgenni $vestky, Prunus domestica L., klon C5 Kk viru Sarky $vestky a ke smé€snym infekcim
s dal$imi viry“ hodnotici rezistenci polni vysadby stromtt GM k PPV. Byl popsan metodicky
postup hodnoceni pfiznaki na listech stromi GM inokulovanych PPV-Rec a kombinacemi
s ACLSV a PDV, sérologického stanoveni PPV, ACLSV a PDV pomoci ELISA, stanoveni
relativni koncentrace PPV v listech pomoci semikvantitativni DAS-ELISA (titr viru),
elektronmikroskopického stanoveni pfitomnosti intaktnich castic PPV v listech stromd Bitech
Svestky, molekularni stanoveni PPV, ACLSV a PDV v listech stromi GM pomoci RT-PCR a
hodnoceni rizika rekombinaci mezi PPV-Rec a homolognim transgennim transkriptem
v rostlinach Biotech. V roce 2010 bylo zahajeno feSeni vyzkumného projektu NAZV QI



101A123 ,, Komplexni vyzkum rezistence transgennich rostlin Prunus domestica L., klon C5 k
viru Sarky Svestky, viru zakrslosti slivon¢ a viru chlorotické skvrnitosti jabloné, identifikace
netransgennich zdroji rezistence slivoné k PPV ve kterém pokraCovalo hodnoceni ptiznakt
PPV na stromech GM Svestky, klon C5 pod stalym a silnym infekénim tlakem PPV a jeho
kombinaci s dalsimi viry, virem zakrslosti slivoné, Prune dwarf virus (PDV) a virem chlorotické
skvrnitosti jabloné, Apple chlorotic leafspot virus (ACLSV), stanoveni virt pomoci ELISA,
ISEM a RT-PCR. Od roku 2010, kdy stromy zacaly plodit, bylo hodnoceni koncentrovano na
hodnoceni kvality plodi a porovnani s kvalitou plodi odrid Svestky "Stanley” a ‘Jojo” a dle
pozadavku Ministerstva zivotniho prostiedi 1 na ovéfovani moznosti pieneseni transgenu
z rostlin GM do rostlin r. Prunus rostoucich v okoli pokusu. Na zakladé ziskanych vysledka
tohoto vyzkumu byla vypracovana piedkladana certifikovana ,,Komplexni metodika hodnoceni
rezistence GM Svestky, Prunus domestica L., klon C5 k viru Sarky $vestky, kvality plodu a
mozného pfenosu transgenu do rostlin r. Prunus®.

Podminky a zaloZeni polni vysadby pro ovéfovani rezistence GM/Biotech Svestky
"HoneySweet” k virim.

Zkouseni a péstovani transgennich rostlin a odrid je v Ceské republice od roku 2001
upraveno zakonem ¢.133/00 Sb. "O nakladani s geneticky modifikovanymi organismy a
produkty”. V souladu s timto zakonem bylo ve VURV Praha-Ruzyné v roce 2001 zapocato s
dlouholetym komplexnim vyzkumem rezistence a ovéfovanim vhodnosti péstovani transgenni
Svestky domadci s genem kapsidu viru Sarky Svestky v podminkach trvalého vysokého tlaku
inokula veetné smésnych infekci s dal§imi hospodaisky 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 domaéci, klon C5. Jednoleti Slechténci transgenni Svestky domadci byli v srpnu 2002
inokulovani virem Sarky Svestky, kmen PPV-Rec, a kombinacemi PPV-Rec s virem zakrslosti
slivoné¢ (PDV) a virem chlorotické skvrnitosti jabloné¢ (ACLSV) o€kovanim, pouzitim ocek z
roubll peckovin infikovanych uvedenymi viry. Na jafe roku 2003 byla zaloZena polni vysadba
pokusu ovéfovani rezistence geneticky modifikované $vestky, klon C5 k viram. Polni pokus byl
zalozen v souladu s povolenim a rozhodnutim Ministerstva Zivotniho prostfedi. VURV v.v.i. ma
k provozovani pokusné polni vysadby povoleni MZP 68730/ENV/06 a dal§i rozhodnuti
41538/ENV/09 o rozsifeni pokusu. Povoleni vysadby bylo prodlouzeno dal§im rozhodnutim
MZP 96892/ENV/12 do konce roku 2017.

Vlastni cil pokusu a predkladané metodiky.

Cilem feSeni a piedkladané metodiky byl komplexni vyzkum rezistence a vhodnosti péstovani
transgenni Svestky Prunus domestica L., klon C5 s genem kapsidu viru Sarky svestky (PPV) v
podminkach vysokého tlaku inokula viru Sarky Svestky, kmen PPV-Rec a smésného inokula, kdy
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zakrslosti slivoné¢ (PDV) a virus chlorotické skvrnitosti jabloné (ACLSV), které zptisobuji
piiznaky pseudosarky. Podobny vyzkum, kdy vedle PPV byly zkoumény i smésné infekce se
dvéma dal$imi hospodatsky vyznamnymi viry, PDV a ACLSV, nebyl dosud nikde provadén.
Predklddand metodika obsahuje metodicky postup zalozeni pokusu, péstovani rostlin
v pokusném sadu a vyhodnoceni rezistence Bitech S$vestky kinfekci PPV a kombinacim
s dalSimi dvéma viry, ACLSV a PDV. Predkladana metodika bude slouzit k dalSimu hodnocenti,
k rozhodovacim fizenim na MZe, MZP a UKZUZ a kdal§im pokusim s geneticky
modifikovanymi vytrvalymi zemédélskymi kulturami. Bude vyuzita i v souvislosti se
skute¢nosti, ze Mezindrodnim vyzkumnym tymem pro Svestku "HoneySweet” bylo na jeho
jednani ve VURV v.v.i. Praha v roce 2011 rozhodnuto, ze VURV v.v.i. pod4d EFSA a Evropské
unii zadost o uvolnéni Svestky "HoneySweet™ k péstovani a konzumaci plodi. S piitomnymi
zastupci MZe bylo dohodnuto, Ze Zadost bude podana prostfednictvim MZe. Mezinarodni
koordinaci ptipravy navrhu byl tymem pro tuto $vestku povéten Doc. Ing. Jaroslav Polék, DrSc.

Il) Vlastni popis metodiky
Priprava transgennich rostlin §vestky — o¢kovani na viruprostou podnoz

K piipravé geneticky modifikovanych rostlin §vestky domaci, Prunus domestica L., klon C5,
dale jen GM/Biotech, srezistenci k viru Sarky $vestky pouzijeme rouby a ocka geneticky
modifikovanych rostlin GM §vestek a naroubujeme, nebo naockujeme je na viruprosté podnoze
sdobrou afinitou. V nasem pokusu jsme pouzili podnoz St. Julien. Pro jednu pokusnou
kombinaci pfipravime ca deset, nejméné vSak pét rostlin, pficemz jako kontrola slouzi stejny
pocet zdravych, neinfikovanych rostlin. Roubovani stromil provadime zjara, ockovani v srpnu,
v technické izolaci. V naSem pokusu jsme pouzili 11 rostlin pro kazdou z péti kombinaci,
klonem C5 bylo naroubovano 55 podnozi St. Julien. Pokus byl v roce 2011 rozsifen o 5 rostlin
ockovanych pouze PDV a 5 rostlin o¢kovanych pouze ACLSV.

Inokulace transgennich rostlin Svestky ocky z roubi infikovanych PPV-Rec, ACLSV, PDV.

Jednoleté Slechténce geneticky modifikované GM §vestky péstované v technickém izoléatu
inokulujeme v srpnu  ockovanim jednotlivymi viry, resp. ocky pochdzejicimi ze stromui
infikovanych v nasem piipad¢ rekombinantnim kmenem viru Sarky Svestky (PPV-Rec), virem
zakrslosti slivon¢, Prune dwarf virus (PDV), a virem chlorotické skvrnitosti jablong, 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 piislusnou
skupinu rostlin zkouset. K o¢kovani pouZzijeme vyzrald ocka zelenych roubtli z rostlin (stromi)
infikovanych pfisluSnym virem. Na jeden zkouSeny strom pouZijeme dvé¢ infikovand ocka,
abychom dosahli pokud mozno 100 % infikovanych stromt. V ptipadé kombinovanych infekci
pouzijeme vzdy dvé ocka infikovana jednim virem a kombinace ockujeme v pfedem stanoveném



potadi od baze kminku smérem k vrcholu rostliny tak, abychom védé€li jakym virem bylo
ptislusné rostouci ocko infikovano.

V nasem pokusu je sedm kombinaci strom klonu C5 infikovanych PPV-Rec, PDV, ACLSV,
PPV-Rec + ACLSV, PPV-Rec + PDV, PPV-Rec + ACLSV + PDV, a zdrava neinfikovana
kontrola. Pokus byl rozsiten o dvé kombinace, stromy inokulované jednotlivymi viry, PDV a
ACLSV, na celkem sedm kombinaci.

ZalozZeni polni vysadby a usporadani pokusu

Na jate dalSiho roku zkontrolujeme uchyceni a raseni o¢ek infikovanych PPV-Rec, ACLSV a
PDV a zalozime polni vysadbu pokusnych stromt (Obr. 1). Stromy infikované v technické
izolaci vysadime v prostoroveé izolaci, jednotlivé kombinace PPV-Rec, PPV-D, PPV-ACLSV,
PPV-Rec + ACLSV, PPV-Rec + PDV, PPV-Rec + ACLSV + PDV a zdravé kontrolni stromy
(Obr. 2) do tad v bézném sponu. Ocka infikovana jednotlivymi viry nechame rust a rostouci
vyhony, které jsou netransgenni ¢asti stromu kazdoro¢né zkracujeme tak, aby nebranily ristu
geneticky modifikované ¢asti stromut. Polni vysadbu umistime v prostorové izolaci tak, aby byla
do vzdalenosti 1000 m obklopena travnim porostem, obilninami, ptipadné ochrannym pasem
jinych druhti peckovin.

Osetiovani vysadby, Fez stromu

Polni vysadbu rostlin $vestky P. domestica L., klon C5 s transgenni rezistenci k viru Sarky
Svestky udrzujeme v optimalnim stavu, chranénou pied chorobami a Skidci. Vysadbu rostlin
Biotech, varianty infikované PPV-Rec, PDV, ACLSV, PPV-Rec + ACLSV, PPV-Rec + PDV,
PPV-Rec + ACLSV + PDV, PDV, ACLSV, udrZzujeme prubézné po celou dobu trvani pokusu.
KaZdoro¢né provadime zimni a letni fez strom, pfihnojovani mineralnimi hnojivy, okopavani a
odplevelovani kolem stromu, kultivaci mezi fadami stromi pted zatravnénim, sekani travniho
porostu mezi fadami stromit po zatravnéni pokusu, doplitkovou zalivku v obdobich sucha,
ochranu proti okusu zvéfi a proti hrabosi polnimu, postfiky proti msicim a dal$im savym a
zravym $ktdcim, v dobé kvétu dvakrat postiik proti pilatce Svestkové — na zacatku a ke konci
kveteni, tfikrat postfik proti monilii sp., na zacatku kveteni, ke konci kveteni a po odkvétu.
V dob¢ trvalejSich des§tli je nutno postiik proti monilii opakovat po kazdém ukonceni deste,
nejdéle do 24 hodin. V Cervenci je nutno provést postiik proti moniliéze plodd, které dozravaji
behem meésice srpna. Pokud neni v sadu pfitomna dal§i odriida jako opylovac¢ této Svestky, je
tieba provést rucni opylovani kvétl, nebot Biotech S$vestka je cizosprasnd. Pro opyleni
pouzijeme smés pylit dvou nebo tiech riznych odrid Svestky.



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

Piiznaky na listech stromti Biotech Svestky cv. "HoneySweet” hodnotime v prib&hu
vegetacni sezony. Infikované i kontrolni strom hodnotime béhem vegeta¢niho obdobi od kvétna
do zafi minimalné tiikrat (kvéten/Cerven, Cervenec, konec srpna) tak, abychom zjistili za¢inajici
priznaky a jejich vyvoj, zmény intenzity piiznaki, ptipadné jejich vymizeni koncem vegetacniho
obdobi. Pii hodnoceni ptiznakt, které jsou zpravidla v podobé mirnych ojedinélych difuznich
skvrn na starSich listech (Obr. 3) a listech v blizkosti infikovanych roubi netransgennich ¢asti
stromi, a mohou se vyskytnout jen na né€kolika malo listech, je tfeba se soustiedit na tyto partie
stromd. Na mladSich a vrcholovych listech jsme ptfiznaky PPV nikdy nezjistili. Intenzitu
ptiznaki PPV na listech GM S$vestky porovndvdme s intenzitou pfiznaki na netransgennich
vyhonech infikovanych jednotlivymi viry.

Ptiznaky na listech stromt transgenni Svestky inokulovanych kombinacemi vird byly
hodnoceny dvanact vegetacnich sezon 2003-2014. Na listech GM Svestky jsme nikdy
nepozorovali zadné ptiznaky viri ACLSV a PDV. Rovnéz listy netransgennich vyhont
vyrustajicich z o¢ek infikovanych ACLSV, nebo PDV byly bez jakychkoli ptiznaki téchto virt.
Pritomnost ACLSV i PDV vsak byla v listech téchto vyhoni pomoci ELISA prokazana. Naopak
ve druhém vegeta¢nim obdobi se na listech téchto vyhoni objevily silné ptiznaky PPV, virus se
do téchto vyhont 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 pfiznakli PPV nebyly pfitomnosti
dal$ich vira ovlivnény.

Druhy rok po inokulaci PPV-Rec se objevily mirné ptiznaky Sarky na bazalnich listech stromt
Biotech $vestky cv. "HoneySweet". Od tietiho (2006) do osmého roku po inokulaci tyto mirné
pfiznaky dale slably (Obr. 4), nebo nebyly zjistény viibec a v osmém roce byly jen na nékolika
listech malého poctu stromil jednotlivych kombinaci. Klesala i relativni koncentrace PPV.
Ptitomnost viru byla potvrzena DAS-ELISA, ISEM a RT-PCR. Na listech vyhont vyrustajicich
z netransgennich infikovanych ocek pouzitych jako inokulum pretrvavaji silné pifiznaky Sarky
(Obr. 5, 6) a je v nich pfitomna vysoka koncentrace viru. V listech nékterych stromu, jejichz
pocet v letech 2007 — 2010 kazdoro¢né piibyval, nebyly zjistény zadné piiznaky PPV. V tom
ohledu nebyly ptekvapiveé zadné rozdily mezi variantami PPV-Rec, PPC-Rec + PDV, PPV-Rec
+ ACLSV a PPV-Rec + PDV + ACLSV. Dalsi dva viry nemaji zadny vliv na piiznaky infekce
PPV, PDV ani ACLSV, nezpusobuji na listech stromti zadné pfiznaky, i kdyz pfitomnost
ACLSV byla v listech prokédzana pomoci ELISA i RT-PCR. Naproti tomu piitomnost PDV
nebyla pomoci ELISA zjiténa a vysledky RT-PCR byly nejisté. V letech 2011-2013 jiz nebyly
na listech zadného stromu zjistény jakékoli ptiznaky PPV, i vysledky ELISA stanoveni PPV byly
negativni. V nékterych stromech, resp. listech pokusnych stromi pod silnym a permanentnim
infekénim tlakem jesté byla zjisténa nizka koncentrace PPV pomoci velmi citlivé molekularni
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metody RT-PCR. V roce 2013 byly pies provedené dva postiiky proti moniliovému vadnuti
vSechny stromy Svestky devastujicim zptisobem silné postizeny moniliovou infekei v dob¢ kvetu
a trvalych dest1, fada vétvi odumiela a poSkozené ¢asti musely byt zkraceny fezem. Vyvinulo se
a dozralo jen nékolik malo plodl, na nékterych stromech nebyly plody vibec. V tom sméru
nebyly zadné rozdily mezi kontrolnimi, neinfikovanymi stromy a stromy inokulovanymi PPV-
Rec, PDV, ACLSV, a kombinacemi téchto vird. V roce 2014 se, velmi pravdépodobné
v dusledku tohoto silného poskozeni a oslabeni stromi moniliovou infekci v roce 2013, znovu na
nekterych stromech objevily na nékolika bazalnich listech slabé ptiznaky viru Sarky Svestky (v
rozsahu let 2009-2010) a pfitomnost viru v téchto listech byla prokazana pomoci ELISA a RT-
PCR.

Ptiznaky na plodech infikovanych stromii hodnotime minimaln¢ tfikrat, v poloviné Cervna,
cervence a v dobé dozravani plodl v srpnu. Stromy Biotech Svestky cv. "HoneySweet” zacaly
plodit v neptiznivé navétrné poloze ruzynského letisté az v roce 2010. V tomto roce byly na ca
10% plodt jednotlivych kombinaci permanentniho infekéniho tlaku zjiStény v Cervenci, kdy byly
plody zelené, velmi mirné skvrny, ptiznaky PPV. Pfitomnost nizké koncentrace PPV ve slupce i
duzning plodu byla prokazana pomoci ELISA i RT-PCR. Ve slupce plodii s mirnymi ptiznaky
byla koncentrace viru vys$si, neZ v duznin€ plodd. V plodech bez ptiznakli nebyla pfitomnost
PPV pomoci ELISA prokazéna, podobng, jako v listech. V dobé dozravani ploda a tmavé
modrém vybarveni tyto mirné pfiznaky zmizely a vysledky ELISA ve zralych plodech byly
negativni. V dalsich letech jiz na plodech §vestky cv. "HoneySweet” zadné ptiznaky zjistény
nebyly a vysledky objektivnich testi byly negativni. V roce 2014, po silném poskozeni stromui
moniliovou infekci, a pfesto, Ze se na n€kolika listech n€kterych stromil pod permanentnim
infekénim tlakem objevily znovu mirné ptiznaky PPV, na plodech se Zadné ptiznaky neobjevily.
V nékterych plodech vSak pfitomnost PPV byla prokdzana, jak pomoci ELISA, tak
molekularnim testem RT-PCR.

Hodnoceni kvality plodi stromi GM/Biotech $vestky

Plody byly v souladu s rozhodnutim MZP sklizeny pied plnou zralosti. Plody byly sklizeny
z pokusné vysadby VURV v.v.i. Praha-Ruzyné po jednotlivych stromech a kombinacich. Plody
z kazdého stromu byly spocitdny a zvazeny. Z kazdého vzorku kombinace smichanych plodu
byly odebrany plody na provedeni testi ELISA a RT-PCR. Po tficeti plodech bylo odebrano a
pfedano na Zahradnickou fakultu Lednice, MENDELU v Brn¢ k provedeni hodnoceni kvality
plodl, a porovnani kvality s kvalitou plod z kontrolnich, neinokulovanych stromia a kvalitou
plodi standardnich odrid "Stanley” a, nebo "Jojo” (Obr.7).

Z pohledu kvality plodi byly hodnoceny vnéj$i a vnitini pomologické znaky, které byly
ptevzaty z metodik UPOV Species Code: PRUNU_DOM, Adopted on 06/11/2003 a
modifikované interni metodiky pro hodnoceni merunék ve stani¢ni zkousce (Vachtin, 1991 a kol).



a) vné&jsi znaky

Vyrovnanost ploda (1-9 b), atraktivnost — vzhled (1-9 b), hmotnost ploda (g), vySka plodu
(mm), Sitka plodu (mm), tloustka plodu (mm), tloustka duzniny (mm), tvar plodu (1-7), barva
plodu zékladni (1-9), barva plodu kryci (1-7), praskani ploda (1-9), pevnost duzniny (1-9).

b) vnitini znaky

Barva duzniny (1-9), chut’ duzniny (1-9), odluditelnost (1-9), refraktometricka susina (%),
hmotnost pecky (g), podil pecky k plodu (%), chut’ jadra (H, SH, S).

Ptiblizn¢ 1 den po sklizni byly vizuélni, i chutové znaky hodnoceny podle vySe zminénych
metodik, udaje byly statisticky zpracovany (program STATISTICA9). U znakd hodnocenych
klasifika¢ni deviti bodovou stupnici znamena 9 nejvyssi moznou uroven. U vyrovnanosti plodu
zna¢i 1 — zcela nevyrovnany (tvarové i barevné), 9 — zcela vyrovnany. U atraktivnosti plodu
znamena 1 — neatraktivni, 9 — vysoce atraktivni. Pokud je tvar plodu hodnoceny 1 — protahly, 4 —
kulovity, 9 — opak vejéity. Zakladni barva slupky je hodnocena nasledovné: 1 — zelenavé bila, 2
— zlutavé zelena, 3 — Zluta, 4 — oranzové¢ zlutd, 5 — purpurové fialova, 6 — fialové modra, 7 —
tmaveé modra. Barva duzniny byla hodnocena nésledovné: 1-2 — bélava, 3-4 — zlutavé zelena, 5-6
— Zluta, 7-8 — oranzova, 9 — Cervena. U pevnosti duzniny zna¢i 1 — mékka, 9 — velmi pevna.
Chut'ova stranka plodu mtize byt posouzena jako 1 — extrémné Spatna, 3 — Spatnd, 5 — pfijatelna,
7 — dobrd, 9 — vynikajici.

¢) Titrovatelné kyseliny (g.kg™)

Acidimetricky byl déle stanoven celkovy obsah titrovatelnych kyselin v odridach. Stanoveni
probéhlo na zakladé metodiky: Stanoveni obsahu veskerych kyselin. Zjisténé udaje byly v zavéru
vztazeny na 1 kg duzniny ploda dle néasledujiciho vzorce:

mgy
Mkp = Mz,

- 1000

(11 Y mnozstvi kyselin obsaZenych ve vzorku (g)
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Sérologické hodnoceni pritomnosti PPV, ACLSV a PDV pomoci DAS-ELISA.

Sérologické stanoveni jednotlivych vir provadime pomoci DAS-ELISA postupem podle
Clark a Adams (1977) s pouzitim komer¢nich kit pro detekci PPV, ACLSV a PDV, ke kterym
je pfilozen podrobny metodicky postup provedeni imunoenzymatického testu, proto ho
neuvadime. Stanoveni vira PPV-Rec, ACLSV a PDV pomoci ELISA v listech provadime
Vv mésici ¢ervnu, tedy jednou béhem vegetaéniho obdobi. Stanoveni PPV v plodech provadime
ve slupce a duznin€ plodu v obdobi pfed dozravanim plodl, koncem cervence, nebo zacatkem
srpna, podle vyvoje vegetace v tom kterém roce. V ptipad¢ nejasnych vysledki, nebo po zmizeni
ptiznaku je tieba test opakovat. Pro sérologicky test odebirame listy a plody s pfiznaky PPV,
Vv ptipadé€, ze ptiznaky PPV nejsou pfitomny a pro stanoveni ACLSV a PDV odebirame starsi,
spodni listy na vyhonech a plody v niz8ich partiich stromi, blize k infek¢nimu roubu, zdroji
permanentni PPV infekce. Pro kazdé stanoveni odebirame minimalné ¢tyfi listy z riznych ¢asti
koruny stromu.

Ptiznaky na stromech transgenni Svestky inokulovanych tfemi kombinacemi virQ byly
hodnoceny po dvanact vegetacnich sezon 2003-2014, stejn¢ tak jako stanoveni virt PPV-Rec
(rekvalif. PPV-M), ACLSV a PDV pomoci ELISA. Dosazené vysledky sérologického stanoveni
virli jsou prezentovany a diskutovany v ¢asti hodnoceni piiznakd na listech a v souvislosti
S projevem ptiznakiti PPV-Rec, ACLSV a PDV.

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

Elektronmikroskopickym stanovenim intaktnich ¢astic PPV ovéfujeme pfitomnost viru
vV listech geneticky modifikovanych rostlin klonu C5. Pro stanoveni pfitomnosti vlaknitych ¢astic
PPV je nejvhodnéjsi pouzit metodu imunosorb¢ni 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 ziedéného 1:2000, resp. na
hodnotu titru pouzitého antiséra po dobu 150 minut. Sitky z kapky antiséra odebereme,
pfebytecné antisérum odsajeme, oplachneme nékolika kapkami 0.1 M Hepes pufru pH 7.0 a
nechame zaschnout. Potom na sitku umistime kapku homogenatu (0.5 g listd + 4.5 ml Hepes
pufru) ziskaného z listi testovaného stromu s ptiznaky PPV, pfipadné z listu bez pfiznakt, pokud
se listy s priznaky PPV na testovaném stromu nevyskytuji. Po 120 minutach kapku homogenatu
odsajeme, oplachneme nékolika kapkami deionizované vody, povrch sitky nechdme zaschnout a
preparat kontrastujeme 4% roztokem fosfowolframoveé kyseliny pH 7.2 (vodny roztok) tak, ze
sitku polozime na 15 az 20 sek na kapku roztoku. Po zaschnuti sitky prohlizime v elektronovem
mikroskopu. Pfitomnost vldknitych PPV (Castic je potvrzena dekoraci protilatek. Negativné
barvené (svétlé) castice viru jsou po celé délce obaleny (dekorovany) tmavou vrstvou

11



specifickych protilatek (Obr. 8). Timto specifickym elektronmikroskopickym testem prokazeme,
ze se skute¢né jednd o vlaknité Castice viru Sarky Svestky. Pokud by se jednalo o pfitomnost
jiného vlaknitého viru (napt. ACLSV), ¢astice by ziistaly svétlé a tenké (ca 13 nm), bez tmavé
dekorace specifickymi protilatkami.

Obr. 8. Dekorované ¢astice PPV v listech Biotech $vestky cv. "HoneySweet” infikované
PPV-Rec.

Piitomnost kompletnich vlaknitych ¢astic PPV jsme prokazali v letech hodnoceni, kdy se
vyskytly pfiznaky na listech, a pouze v listech s pfiznaky PPV. V listech bez pfiznakd viru
nebyly intaktni ¢astice PPV zjistény. Céstice byly stejné jako v listech netransgennich vyhont se
silnymi piiznaky PPV. Castice PPV jsme v listech geneticky modifikovaného klonu GM $vestky
nachazeli jen ojedinéle a diky tomu, ze byly specifickymi protilatkami z homogenatu
adsorbovany.

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

Stanovenim relativni koncentrace PPV zjist'ujeme nizkou koncentraci viru v listech geneticky

modifikovanych strom ve srovnani s nachylnymi, netransgennimi ¢astmi stromu, pokles
koncentrace viru béhem vegetacniho obdobi, a v pribéhu let trvani pokusu.
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Relativni koncentraci PPV-Rec, nebo jiného kmenu PPV stanovime pomoci semikvantitativni
DAS-ELISA ve vzorcich piipravenych homogenizaci listi Biotech Svestky S pfiznaky viru.
Vzorek &tyf listd z rtiznych vétvi stromu homogenizujeme vpoméru 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% vaje¢ného albuminu. Dalsi fedéni vzorku 1:2, 1:4, 1:8, atd.
provedeme tymz pufrem. Vedle komercéni pozitivni kontroly pouzijeme vzorky listd z vyhonii
PPV infikovanych oc¢ek jako druhou pozitivni kontrolu. Relativni koncentraci PPV proteinu
stanovime jako nejvysSi zfedéni homogenizovaného vzorku s pozitivni reakci v DAS-ELISA
(Albrechtové et al., 1986).

Relativni koncentrace PPV v listech geneticky modifikované P. domestica, klon C5 byla ca
padesatkrat nizsi, nez v listech z vyhont vyrostlych z PPV infikovanych oc¢ek (netransgenni ¢ast
stromu). Relativni koncentrace PPV v listech klonu C5 klesla béhem let hodnoceni (2006-2010)
desetkrat az padesatkrat v souladu s postupnou redukci ptiznakd. V letech 2011-2013 pak
dosahla nulové hodnoty. Koncem srpna jiz nebylo po tfech letech mozno PPV v listech vice nez
poloviny geneticky modifikovanych stromti GM §vestky prokazat.

Stanoveni PPV-Rec, ACLSV a PDV v rostlinach GM $vestky pomoci RT-PCR
Odbér vzorku

Spravny odbér vzorku je dulezity pro uspésnou detekci. Idedlni Cas k odbérim je pozdni jaro,
kdy je obvykle koncentrace viru ve stromech vysoka. Odebirdme nejlépe symptomatické stiedné
staré listy, pokud mozno rovnomérmné ze ¢ty mist po obvodu koruny a z jednoho mista stiedu
koruny stromu. Odebereme 1-2 g vzorku pro homogenizaci. Listy dopravime v chladu do
laboratote, kde je bud’ ihned zpracujeme, nebo uchovavame pii -80°C. Je také mozno odebirat
kiiru nebo okvétni platky, pfi¢emz plati stejna pravidla.

Izolace RNA

Dalsim dulezitym 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 polysacharidii, které maji inhibujici vlastnosti (Nassuth et al., 2000). Tyto
latky tvofi chemické vazby s nukleovymi kyselinami i proteiny pii homogenizaci vzorku.
Pfitomnost inhibitorti poté ovlivituje aktivitu reversni transkriptdzy anebo polymerdzy a tim i
spolehlivost celé reakce. Vysledek mize byt tedy negativni, ackoli je virus v pletivu pfitomen
(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 agar6zovém gelu. Pti spektrofotometrickém méfeni se
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vzorek nejprve nafedi destilovanou vodou, obvykle 1:9 (RNA:H,0). Mé&fi se pii vinovych
délkach 260, 230 a 280 nm. To umozni hodnoceni ¢istoty vzorku, o¢ekavané poméry 260/280 a
260/230 jsou 2.0 pro RNA. Pomér absorbci 260/280 mensi nez 1.75 svéd¢i pro obsah
kontaminujicich bilkovin. Absorbce pfi 230 nm znaéi nelistoty, jako jsou karbohydraty,
fenolické sloucCeniny, aromatické slozky. Pti vypoctu koncentrace optickd hustota 1 odpovida
ptiblizné 40 ng/ul pro RNA. Vypoctena koncentrace by se ,,méla* pohybovat mezi 200 - 1000
ng/pul. Tyto hodnoty slouzi pouze k orientacnimu odhadu cistoty a koncentrace RNA, hodnoty,
které ndm umozni utvrdit se v kone¢ném vysledku RT-PCR (napt. v piipadé 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, Ze v daném vzorku virus opravdu
neni).

Integritu izolované RNA je déle dobré zkontrolovat na denaturujicim agar6zovém gelu. Vétsinu
izolované RNA tvoii RNA rostlinna a opét z rostlinné RNA pievlada ribozomalni RNA. Ta se na
gelu rozd¢li na dva silné ,,bandy* - 18s a 28s ribozomdalni RNA, pficemz intenzita bandu 28s by
méla byt u intaktni neporusené RNA pfiblizné¢ dvojnasobnd intenzit¢ 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 potiecbujeme 0,1 ¢ rostlinného pletiva. Vyhodnéjsi je ovSem
homogenizovat vice a z homogenéatu 0,1 g navazit. Vzorky homogenizujeme v tekutém dusiku, u
vzorkli uchovévanych na -80°C dbame na to, aby nedoslo k jejich rozmraZeni, idedln¢ odebirame
z mraziciho boxu po kazdém vzorku zvlast. Vzorek peclivé homogenizujeme V predmrazené
tteci misce.

2. 0,1 g homogenizovaného materidlu navazte do 2 ml plastové sterilni mikrozkumavky.

3. Pridejte 500 pl extrakéniho pufru pfipraveného namichanim lyza¢niho pufru z komeréni
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. Minimaln¢ 30 sekund vortexujte.

5. Nechte inkubovat 5 minut pti 56°C ve vodni lazni.

B) Homogenizace vzorku bez tekutého dusiku
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Bez tekutého dusiku lze homogenizovat pouze listy Cerstvé. Jeho druhou nevyhodou je, Ze je
pied homogenizaci nutno odvazit 0,2 g, a tedy ztrdcime moznost homogenizovat vétsi mnozstvi
materialu a zvysit tim pravdépodobnost vyskytu viru pravé v daném odebraném materialu.

1.  Pripravte si extrakéni pufr z komeréni soupravy Spectrum™ Plant Total RNA Kit - k pufru
pridejte 2-merkaptoetanol (2-ME) v poméru 10 pl 2-ME na 1 ml extrakéniho pufru. Na jeden
vzorek bude zapotiebi 2 ml takto pfipravené¢ho extrakéniho pufru.

2. 0,2 g rostlinného pletiva vlozte do homogeniza¢niho igelitového pytliku (stejny jako pro
piipravu vzorki na ELISA test).

3. Pridejte 2 ml extrakéniho pufru s pfidavkem 2-merkaptoetanolu
4.  Peclivé homogenizujte.

5. 500 pl homogenatu odeberte do 2 ml mikrozkumavky a nechte inkubovat pii 56°C ve
vodni lazni.

6 Centrifugujte 3 min pfi maximalni rychlosti.

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

7. Centrifugujte 1 min pfi maximalni rychlosti.
8.  Kolonku odstranite, zachovejte supernatant v 2 ml mikrozkumavce.

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

10. Napipetujte 700 pl smési do zachycovaci kolonky (Cervend) ve 2 ml mikrozkumavce.
11. Centrifugujte 1 min pfi maximalni rychlosti.

12.  Supernatant odstraiite.

13. Pfidejte zbytek smési.

14.  Centrifugujte 1 min pfi maximalni rychlosti.

15. Supernatant odstraiite.
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16.  Pridejte 500 ul promyvaciho pufru 1 (Wash Solution 1). Centrifugujte 1 min pfi
maximalni rychlosti.

17. Supernatant odstrarite.

18.  Ptidejte 500 pl promyvaciho pufru 2 (Wash Solution 2). Centrifugujte 30 s pfi maximalni
rychlosti.

19. Supernatant odstrarite.

20.  Jeste jednou piidejte 500 ul promyvaciho pufru 2 (Wash Solution 2). Centrifugujte 30 s pfi
maximalni rychlosti.

21.  Supernatant odstraiite.

22.  Vlozte kolonku do nové zachycovaci 2 ml mikrozkumavky a na sucho centrifugujte po
dobu 1 min pfi maximalni rychlosti.

23. Kolonku piendejte do dalsi 2 ml mikrozkumavky; pfimo na membranu napipetujte 50 pl
elu¢niho roztoku (Elution Solution).

24. Zaviete a nechte 1 minutu stat.

25.  Stocte 1 min pfi maximalni rychlosti. Tim se uvolni RNA.
26. 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 redukei krokt
je snizeno riziko chyby a kontaminace. Pti pouziti kitu QIAGEN OneStep RT-PCR je protokol
nasledujici:

1) 5 ul 5x pufr (kone¢na koncentrace 2.5 mM MgCly), 1 ul dNTPs (konec¢na koncentrace 200
uM kazdy nukleotid), 1 ul Q roztoku, 0.6 pl primeru RecJR a 0.6 ul primeru RecJF (tab. 1) o
koncentraci 10 puM, doplnit RNase a DNase prostou H,O do 23 pul a ptidat 2 ul RNA.

2)  Podminky reakce jsou:
I)  50°C po dobu 30 min (reverzni transkripce);

I1) 95°C po dobu 10 min (aktivace HotStarTaqg polymerazy);
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1) 35 cyklu ve tfech 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 (koneéné prodluzovani) a
V)  10°C uchovéavani.
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. Pii pouziti kitu QIAGEN OneStep RT-PCR je protokol
nasledujici:

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

Tabulka 1. Seznam primer

Primer Sekvence 5’-3’ Tm Target By
RecJR AGCTGGTTGAGTTGTTGCCAC 66°C PPV-Rec

ReclJF AATGATATTGATGATAGCCTTGAC 60°C PPV-Rec

PDVdpR CCT TTAATG AGT CCG T 56°C PDV

PDVdpuF CCG AGT GGA TGC TTC ACG 58°C PDV
AClLantisense 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

2)  Podminky reakce jsou:
VI) 50°C po dobu 30 min (reverzni transkripce);

VII) 95°C po dobu 10 min (aktivace HotStarTaq polymerazy);
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VIII) 35 cykla ve tiech krocich: 94°C po 20 s (denaturace), 56°C po 30 s (dosedani) a 72°C po
dobu 1 min (polymerizace);

IX) 72°C po dobu 10 min (kone¢né prodluzovani) a
X)  10°C uchovéavani.
One-step-RT-PCR pro detekci ACLSV

Z hlediska rychlosti a spolehlivosti je vhodné&jsi pouzivat one-step-RT-PCR, nebot’ redukci krokt
je snizeno riziko chyby a kontaminace. Pii pouziti kitu QITAGEN OneStep RT-PCR je protokol
nasledujici:

6. 5 pl 5x pufr (kone¢né koncentrace 2.5 mM MgCly), 1 ul dNTPs (kone¢na koncentrace 200
MM kazdy nukleotid), 1 ul Q roztok, 0.6 pl primeru PDVdpR a 0.6 ul primeru PDVdpuF (Tab.
1) o koncentraci 10 puM, doplnit RNase a DNase prostou H,O do 23 pl a ptidat 2 ul RNA.

7. Podminky reakce jsou:

X1)  50°C po dobu 30 min (reverzni transkripce);

XI1I)  95°C po dobu 10 min (aktivace HotStarTaq polymerazy);

XI1) 35 cykla ve ttech krocich: 94°C po 20 s (denaturace), 56°C po 30 s (dosedani)

X1V) a72°C po dobu 1 min (polymerizace);

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

XVI) 10°C uchovavani

Vizualizace PCR produkti

Vizualizace PCR produktd probiha za pomoci elektroforetického rozdéleni fragmenti
v agar6zovém gelu (je doporuceno pouziti 1,5 - 2,5 % gelu pro lepsi oddéleni jednotlivych
produktl) s pfedchozim oznacenim DNA za pouZzitim 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 primertt RecJR a RecJF je dlouhy 138 bp;
PDVdpR a PDVdpuF 220 bp a ACLantisense a ACLsense tvoii 706 bp dlouhy produkt ( Obr. 9).
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Obr. 9. Vizualizace RT-PCR produktu. Foto A, vzorky 1 — 6 ACLSV infekce, vzorek 7 zdrava
kontrola, 8) 100bp DNA ladder marker (Fermentas). Foto B, vzorky 2 a 3 PPV-Rec

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

Principem zjist'ovani rizika rekombinaci mezi PPV-Rec a homolognim transgennim transkriptem
je sekvenovani 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, nemé&ly by byt zjiStény zadné vyznamné rozdily v obou ¢astech stromu.

Prvnim krokem je amplifikace daného Useku 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 vhodné;jsi pouzivat one-step-RT-PCR, nebot’ redukci krokt
je snizeno riziko chyby a kontaminace. Pfi pouziti kitu QIAGEN OneStep RT-PCR je protokol
nasledujici:

8. 5 pl 5x pufr (kone¢na koncentrace 2.5 mM MgCl,), 1 ul dNTPs (kone¢na koncentrace 200
MM kazdy nukleotid), 1 ul Q roztok, 0.6 ul primeru PPrecR9736 a 0.6 pl primeru PPrecF9245
(Tab. 1) o koncentraci 10 uM, doplnit RNase a DNase prostou H,O do 23 ul a ptidat 2 ul RNA.
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9.  Podminky reakce jsou:
XVII) 50°C po dobu 30 min (reverzni transkripce);
XVIII) 95°C po dobu 10 min (aktivace HotStarTaq polymerazy);

XIX) 35 cykli ve tiech 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
XXI1) 10°C uchovavani.

Vizualizace PCR produkti:

Vizualizace PCR produkti probiha za pomoci elektroforetického rozdéleni fragmenti
vV agar6zovém gelu (je doporuceno pouziti 1,5 - 2,5 % gelu pro lepsi oddéleni jednotlivych
produktti) s pfedchozim 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 primertt PPrecR9736 a PPrecF9245 tvofi
510 bp dlouhy produkt (Obr. 10).

Obr. 10. RT-PCR produkty ptipravené k sekvenaci. Vzorky 1 — 9 PPV-Rec infekce v transgenni i
netransgenni ¢asti stromu, M) 100bp DNA ladder marker (Fermentas).

Sekvenovani RT-PCR produktt a jejich analyzy:

Sekvenovani RT-PCR produktt probiha v ptipadé absence sekvenovaciho zatizeni na zakazku u
komercnich firem (napt. 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
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variability sekvence se provadi pomoci pomoci MEGA3 (Kumar et al., 2004). Uroveii
rekombinace sekvence se zjist'uje analyzou pomoci softwaru PHYLPRO (Weiller, 1998).

Vyzkumna studie:

Byly porovnany sekvence rekombinacniho izoldtu PPV z netransgennich casti (podnoz St.
Julien) s PPV sekvence detekované z transgenni ¢asti (GM) rostlin. Analyzy sekvence ukazaly
naprostou identitu sekvenci obou casti rostlin. Nedoslo k rekombinaci mezi transgennim
transkriptem (obalovy protein PPV-D) a inokulovanym PPV-Rec. Vysledkem je zjisténi, ze
neexistuje riziko rekombinaci mezi virem Sarky Svestky a homolognim transgennim transkriptem
v Prunus domestika L.,cv. "HoneySweet".

Hodnoceni moZného pienosu transgenu do rostlin rodu Prunus.
Uvod.

Monitoring okoli mista pokusu suvadénim GM rostlin do zivotniho prosttedi je nafizen
zakonem, detaily jsou specifikovany v Rozhodnuti vydaném Ministerstvem zivotniho prostedi.
Citace zakona:

(9) Osoba, které bylo ud€leno povoleni pro uvadéni do Zivotniho prostiedi, je povinna zajistit
provadéni monitoringu a podavani zprav o jeho vysledcich v souladu s poZzadavky stanovenymi v
povoleni.

§18, odst. 9, Zdkon ¢. 78/2004 Sb. o nakladani s geneticky modifikovanymi organismy a
genetickymi produkty

Rozhodnuti Ministerstva zivotniho prostiedi, na zakladé kterého je monitoring provadén:

(platné Rozhodnuti Ministerstva Zivotniho prostredi ¢.j. 96892/ENV/12 ze dne 13. listopadu
2012)

PoZadavky na monitoring a podavani zprav o jeho vysledcich
Po celé vegetacni obdobi budou sledovany vSechny nestandardni situace a nahlaSeny ptislusnym
ufadim.

Monitoring bude déle provadén 2 roky po skonceni pokusu na misté pokusného uvedeni do
zivotniho prostiedi 1 v okoli péstebnich ploch, veetné nespecifického monitoringu k odhaleni
pfipadnych neocekavanych ucinkt GMO na Zivotni prostfedi. Po skon€eni tohoto obdobi bude
vypracovana zprava o prubéhu a vysledcich monitoringu, tato zprava bude do 60 dnii od
ukonceni monitoringu zaslana Ministerstvu zivotniho prostiedi v pisemné i elektronické podobé.
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Ptipadny unik transgenu do zivotniho prostfedi bude monitorovan jednou mésicn¢ v obdobi
predpokladaného ristu semenacku slivoni, coZz je doba od ¢ervna do srpna. Monitoring bude
provadén do vzdalenosti 1 km, kde nejblize se vyskytuji kiizitelné ptibuzné rostliny. Pokud bude
vzhledem k terénnim podminkam uzndno za vhodné jej rozsitit, pak i dale. Budou vyhledavany
jednoleté semenacky planych slivoni, myrobalanti a trnek a analyzovany prubézné¢ béhem
vegetacniho obdobi. Bude provadén test na gen gus. Pfitomnost transgenu bude rovnéz
kontrolovana pomoci RT- PCR s specifickymi primery pro detekci PPV-D.

Vlastni metodika monitoringu

Pfipadny unik transgenu do okoli je monitorovan piedev§im na zéklad¢ biochemického
stanoveni piitomnosti markerového genu gus (Jefferson et al., 1987), ktery je soucasti transgenu
(Scorza et al., 1994). Gus je zkratka genu pro enzym beta-glucuronidase, pochézejici z bakterie
E. coli. Tento enzym zpracovava bezbarvy substrat na barevny produkt, ¢imZz dochazi
k vizualizaci jeho pfitomnosti ve vzorku.

Nejcastéji pouzivanym substratem pro gus je 5-bromo-4-chloro-3-indolyl glucuronide (X-Gluc).

1. Monitoring SirSiho okoli mista pokusu

Ve vegetacnim obdobi je nutno hodnotit vyskyt kompatibilni vegetace kvetouci ve stejnou dobu
jako GM S§vestka, jednak vyskyt ptipadnych semenackd.

Kveteni

Sledujeme rozkvétani vSech rostlin rodu Prunus v okoli mista pokusu, tedy predevSim
myrobalant. Jakmile jsou myrobalany v plném kvétu, za¢neme sledovat rozkvétani Svestek. To
zacina dle prib&hu vegetace vétSinou v druhé poloviné dubna. GM Svestka kvete relativné brzy
vzhledem k ostatnim §vestkam, prvni kvéty se oteviraji v dobé konce plného kvétu az odkvétani
myrobalant. Zaroven s GM $vestkou nebo jeden den po ni rozkvétaji trnky. 4-6 dni po GM
Svestce rozkvéta odrtida Jojo. Prava $vestka (odriida Domaci velkoplodd) rozkvéta 7 dni po GM
Svestce. Zaznamename si, které rostliny rodu Prunus kvetly zéroven s GM $vestkou. Dokvétajici
myrobaléany neni nutno brét v potaz, protoze byly opyleny diive, nez se oteviely kvéty GM
Svestky. Stejné€ tak neni nutno brat v potaz ty Svestky, které oteviely kvéty 7 dni a pozdéji po GM
Svestce.

Testuji se proto plody Svestek Jojo a plody trnek. U Svestky Jojo, ackoliv je vysazené v tésné
blizkosti GM Svestek, nebyl za 4 roky monitoringu prokazan jediny pfenos transgenu.
Pravdépodobné proto, ze rozkvétd o 4 dny pozdéji nez GM Svestka. V tu dobu jsou sice kvéty
GM svestek jeste oteviené, ale pravdépodobné uz v tu dobu jsou opylené a potencialni opylujici
hmyz nepfitahuji.
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Jedinym piibuznym a tedy i potencialng¢ kiizitelnym druhem, kvetoucim soucasné s GM slivoni v
pokuse na letisti Ruzyné, je plana trnka Prunus spinosa. Vzhledem k odlisné ploidité slivoné,
ktera je hexaploid (2n = 48) a trnky, ktera je tetraploid (2n = 32) (OECD 2002) je vSak moznost
vzniku transgennniho potomstva u planych trnek blizké nule. U trnky jsou vSak popsany i dalsi
pocty chromozomu (2n = 16, 24, 40, 48), takze vzajemnou kompatibilitu se slivoni nelze zcela
vyloudit. Testovani embryi z pecek trnek provadéné v minulych letech na pracovisti odd€leni
virologie VURV v.v.i. neprokazalo pienos transgenniho pylu ani na tohoto hostitele.

U myrobalant a trnek nutno téz vzit v potaz, ze vcela jako hlavni opylovac¢ schopny pfenaset pyl
na vétsi vzdalenost je florokonstantni (napi. Hill et al., 1997), tedy jedinec Iét4 na jeden druh
rostliny tak dlouho, dokud se v pfirod¢ nevyskytuje zdroj hodnotnéjsi. Vcela nikdy nenavstévuje
soucasné dva ¢i vice druhii rostlin. Tj. pokud sbira pyl z jednoho druhu kvétu, tedy v tomto
ptipadé ze Svestky, nesbird zaroven pyl z kvétl jiného rostlinného druhu, tedy z myrobalanu
nebo trnky. Tento fakt dale snizuje pravdépodobnost uspé$ného pienosu pylu z transgennich
slivoni na trnky a myrobaldny. Florokonstantnost je béznou vlastnosti i dalSich opylovaci, jako
jsou napt. ¢meléci (Chittka et al., 1997; Stout et al., 1998).

Jen nizkou miru uspé$ného pienosu GM pylu lze téz ocekavat, pokud by v blizkosti GM slivoni
kvetly ve stejnou dobu jiné odridy slivoni. Podle vysledkli nedavno publikovanych autory GM
slivoné (Scorza et al., 2013) dochazi k pfenosu transgenniho pylu na blizké netransgenni rostliny
slivoni zcela ojedinéle - bylo detekovano pouze 0.31% transgennich embryi slivoni na
nemodifikovanych stromech v okoli z celkového poctu 12 116 testovanych semen.

Pocet detekovanych transgennich embryi jeSt¢ nemusi odpovidat poctu vyklicenych GM
semenacu, protoze je znamo, ze pecky Svestek ,,malokdy rostou* (Anonym, 1936).

Vyskyt semenaci

Vyskyt ptipadnych semenaci sledujeme béhem celého roku v okoli rostlin rodu Prunus v okoli,
tedy myrobalant, trnek a Svestek. Ze vSech rostlin odebirame mladé listy, které laboratorné
analyzujeme na piitomnost gus genu.

Z kazdého odebraneho listu oddélime vzorek velikosti cca 4x4 mm (aby se veSel do jamky
mikrotitracni desky), ktery umistime do jamky mikrotitracni desky. Na kazdou mikrotitracni
desku téz umistime mladé listy odebrané z GM §vestky jako pozitivni kontrolu a mladé listy
Svestek péstovanych mimo oblast s GM $vestkami jako negativni kontrolu.

Po naplnéni mikrotitracnich desek listy napipetujeme do kazdé jamky 100 mikrolitrti roztoku x-
gluc, pfipraveného predem.

Mikrotitra¢ni desky zakryjeme a umistime do 37°C pfes noc.
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Druhy den vylijeme gus roztok a naplnime jamky 70% etanolem pro odstranéni chlorofylu, ktery
piekryva piipadné modré zbarveni zptisobené gus genem. Mikrotitraéni desky opét umistime do
37°C pies noc. Treti den vylijeme etanol, napipetujeme znovu 70% etanol a mikrotitra¢ni desky
opé€t umistime do 37°C pies noc.

Ctvrty den vylijeme etanol a nasleduje vyhodnoceni. listy ze §vestek nesouci gen gus jsou
zbarveny modfe. Viz obr. 11, zbarvené listy. Horni tfi fady jsou listy neobsahujici gen gus. Ve
spodni fad¢ jsou tfi listy modré, z rostliny obsahuji gen gus. Jde o pozitivni kontrolu, GM
Svestku.

2. Monitoring prenosu pylu na kompatibilni rostliny
Detekce gus genu v plodech $vestek a trnek.

Plody $vestek, ptipadné trnek, nashirdme v dob¢ pted tGplnou zralosti, abychom minimalizovali
opad plodl. Sklizime zvlast pecky ze Svestek odriidy Jojo a zvlast z GM Svestek. Tyto Svestky
zraji vétSinou v pribéhu mésice srpna, GM Svestky difive neZ odrlida Jojo. Koncem fijna sklizime
trnky z okoli pokusu s GM $vestkou. Plody vypeckujeme, pecky ulozime v chladu. Jakmile
shromazdime vSechny pecky od jedné odrudy, piikro¢ime k analyze ptitomnosti gus genu.

Pecku rozlouskneme pomoci klesti kombinacek tak, abychom p#ili§ neposkodili jadro, zejména
na jeho Spicce, kde se nachazi embryo. U jadra pak naptiklad nozem oddélime délohy od sebe,
¢imz odhalime samotné embryo. To noZem oddélime od déloh a umistime do jamky na
mikrotitra¢ni desku. Na kazdou mikrotitra¢ni desku umistime 8 embryi z plodt Biotech $vestek
jako pozitivni kontrolu a 4 embrya ze Svestek péstovanych mimo oblast s GM Svestkami jako
negativni kontrolu. Pokud nemame k dispozici embrya z GM S$vestek, pouzijeme maly kousek
mladsiho listu.

Po naplnéni mikrotitraénich desek embryi napipetujeme do kazdé jamky 50 mikrolitrii roztoku x-
gluc, pfipraveného predem.

Mikrotitracni desku zakryjeme a umistime do 37°C ptes noc.

Druhy den nésleduje vyhodnoceni. Embrya nesouci gen gus jsou zbarvena syté¢ modie a doslo téz
k intenzivnimu zmodrani roztoku v jamce. Slabé namodralé zbarveni embryi neni pozitivni
reakce, jde o nespecifitu. Viz obr. 12, mikrotitra¢ni deska s embryi. Pozitivni kontroly jsou ve
vyznaceném sloupci nejvice vlevo. Na zbytku mikrotitra¢ni desky jsou embrya ze Svestek Jojo,
rostouci v tésné blizkosti pokusu s GM $vestkou.
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Obr. 12. Detekce markerového genu gus v embryich semen $vestek pomoci biochemického

barveni, mikrotitra¢ni deska.
Sloupec desky ¢islo 1 - zcela vlevo, ohrani¢eny ernou barvou: embrya z pecek
GM svestky C-5 jako pozitivni kontrola, obsahujici gen gus. Sest embryi z osmi je
zbarveno modfe.
Sloupce desky 2-12: embrya z pecek $vestky Jojo, rostouci v t€sné blizkosti GM
Svestek. Celkem 88 embryi, zadné se nebarvi modie, protoze neobsahuje markerovy
gen gus, tedy ani transgen.

Piiprava roztoku X-gluc:

- do 400 ml kadinky odmétime 150 ml destilované vody

- pfiddme 4 ml 0,5M zasobniho roztoku EDTA (0,744 g na 200 ml vody)

- ptidame 20 ml 1M roztoku NaH,PO, * H,0 (2,76g na 200 ml vody)

- pfidame 0,042 g K4Fe(CN)s * 3 H20

- ptidame 0,200 ml Triton X-100

- michame 10 minut, upravime pH = 7.0

- 100 mg X-Gluc rozpustime ve 2 ml DMSO, ptidame do piipraveného roztoku

- sterilizujeme filtraci

- rozdélime do kyvet po 25 nebo 50 ml, uskladnime v -20°C
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Celkové vyhodnoceni, vysledky a zavéry ziskané z polniho pokusu, vyzkumu rezistence
transgenni Svestky P. domestica L., klon C5 k PPV, ACLSV a PDV.

Dlouholetym hodnocenim pokusného sadu Biotech Svestky cv. "HoneySweet” byly
ziskany vyznamné a komplexni vysledky. Druhy rok po inokulaci PPV-Rec se objevily mirné
piiznaky Sarky na bazalnich listech. Pfitomnost viru byla potvrzena DAS-ELISA, ISEM a RT-
PCR. Od tretitho do Sestého roku po inokulaci tyto piiznaky dale slably, nebo nebyly viibec
zjistény, klesala i relativni koncentrace PPV v listech, zatimco na listech vyhoni vyrastajicich z
netransgennich infikovanych ocek pouzitych jako inokulum pfetrvavaji silné ptiznaky Sarky a je
Vnich pfitomna vysokd koncentrace viru. V listech nékterych stromi jiz neni mozno PPV
prokazat a tyto stromy byly v letech 2007-2010 bez jakychkoli pfiznaku Sarky. V letech 2011-
2013 jiz nebyly na listech Biotech Svestky zjiStény zadné ptiznaky PPV a vysledky ELISA
stanoveni byly negativni. Nizky obsah PPV byl v téchto letech zjistén v bazélnich listech
nékterych stroml pomoci RT-PCR. Stejné vysledky byly piekvapivé ziskany i1 v ptipadé
smésnych infekci PPV s PDV a ACLSV, v¢etné varianty infikované ttemi viry PPV-Rec + PDV
+ ACLSV. Pritomnost obou viril v rostlindch neméla na vznik a intenzitu pfiznakd PPV Zadny
vliv. Relativni koncentrace viru Sarky Svestky klesa v listech stromt se smésnymi infekcemi
obdobné, jako ve stromech infikovanych pouze PPV-Rec. Dalsi dva viry nezptsobuji na listech
stromtl zadné piiznaky, i kdyz ptritomnost ACLSV byla v listech prokédzana pomoci ELISA i RT-
PCR. Naproti tomu pfitomnost PDV nebyla zjist€na. Nebyl pozorovan zadny synergisticky nebo
antagonisticky efekt ACLSV na PPV-Rec, zatimco v ptipadé PDV a PPV-Rec se jednd o
moznou antagonistickou interakci. Velmi mirné ptiznaky PPV na malém pocétu plodi GM
Svestky byly pozorovany jen v prvnim roce plodnosti a tyto pfiznaky v dobé€ zrani a vybarveni
plodii zmizely. Kvalita plodi Biotech Svestky cv. "HoneySweet’ je vysokd, vcetné téch,
pochézejicich ze stroml pod stalym a silnym infekénim tlakem PPV a dalSich virt, PDV,
ACLSV a v fad¢ parametra pred¢i kvalitu kontrolnich odrtid “Stanley” a "Jojo’.

Bylo prokazano, Ze nehrozi riziko rekombinaci mezi transgennim transkriptem (obalovy
protein PPV-D) a inokulovanym PPV-Rec. Nebyl prokazan ptenos transgenu z GM §vestky cv.
"HoneySweet” na zadné rostliny rodu Prunus v okoli pokusu.

Vysledky vyzkumu dosazené pii feSeni projektu byly publikovany v impaktovanych a
recenzovanych védeckych casopisech, viz seznamy publikaci. Probihajici pokus potvrdil
vysokou rezistenci GM rostlin Prunus domestica L., cv. "HoneySweet” k viru Sarky $vestky, ale
i k dal§im vyznamnym virim peckovin, PDV a ACLSV. Moznost infekce Biotech stromt cv.
"HoneySweet” je pouze teoretickd, a v ovocnarské praxi nemozna, nebot’ nikdo nebude stromy
infikovat roubovanim ¢i ockovanim. PPV je na Biotech Svestku cv. "HoneySweet” mSicemi
nepienosny a pii pouziti rezistentni podnoze myrobalan BN4Kr, na kterou je PPV mSicemi takeé
nepienosny, zlstanou tyto stromy po celou dobu zivotnosti sadu Sarky prosté. Tato skutecnost je
radikalnim obratem v ochrané proti karantennimu PPV a bude obrovskym piinosem pro ¢eské
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ovocnare, pokud tato Biotech Svestka bude deregulovédna , a bude moci byt voln¢ péstovana tak,
jako tomu je v USA od roku 2011.

I11)  Srovnani novosti postupii.

»Komplexni metodika hodnoceni rezistence GM S$vestky, Prunus domestica L., klon C5
k viru Sarky Svestky, kvality plodii a mozného ptenosu transgenu do rostlin r. Prunus““ obsahuje
komplexni postup hodnoceni geneticky modifikované trvalé ovocné kultury v Ceské republice,
véetné zjistovani rizika rekombinaci mezi PPV a homolognim transgennim transkriptem v cv.
"HoneySweet” a rizika pfenosu transgenu ze $vestky cv. 'HoneySweet™ na rostliny r. Prunus
v okoli pokusu. Navazuje na ,Metodiku hodnoceni rezistence transgenni Svestky, Prunus
domestica L., klon C5 k viru Sarky $vestky a ke smésnym infekcim s dal§imi viry*, kde postup
hodnoceni rezistence geneticky modifikované slivoné transformované s obalovym proteinem
genu PPV byl vypracovan srovnatelné s postupem hodnoceni rezistence odrid peckovin k viru
Sarky Svestky. Postup zahrnuje hodnoceni listi a plodi vcetné hodnoceni kvality plodi a
srovnani této kvality s péstovanymi kontrolnimi odridami. Postup hodnoceni osahuje vizuelni
hodnoceni piiznaka PPV, PDV, a ACLSV, imunoenzymatické (DAS-ELISA) hodnoceni,
imunosorbéni elektronovou mikroskopii (ISEM), a molekuldrni postup stanoveni vir pomoci
RT-PCR. Hodnoceni rezistence zahrnuje vedle viru Sarky Svestky i dal$i dva hospodatsky
vyznamné viry zpusobujici pseudoSarku, ACLSV a PDV, resp. hodnoceni kombinovanych
infekci PPV s témito viry. Nékolik pouzitych nezavislych metod a postupti hodnoceni rezistence
zarucuje maximalni spolehlivost vysledku. Metodicky postup je moZno pouZit i pro hodnoceni
dalsich geneticky modifikovanych odriid ovocnych druht a jejich rezistence k rostlinnym virim.

IVV)  Popis uplatnéni certifikované metodiky.

Certifikovana metodika je u¢ena pro Ovocnatskou unii CR a v ni sdruzené podniky, Ustiedni
kontrolni a zkuSebni ustav zemédé€lsky, pro Ministerstvo zemédé€lstvi, odbor rostlinnych
komodit, pro Ministerstvo zivotniho prostiedi a pro odbornou zemédélskou vefejnost. Bude
uplatnéna pii zkousSeni $vestky Prunus domestica L., klon CS5, registrované a uvolnéné do
zivotniho prostiedi USA jako cv. HoneySweet, vramci UKZUZ Brno. Bude vyuZita
Vv rozhodovacich procesech pro uvolnéni cv. HoneySweet do zivotniho prostiedi v Evropské unii
a Ceské republice a nasledné ovocnaii pii péstovani této odriidy §vestky rezistentni k viru Sarky
svestky v Ceské republice.

27



V) Ekonomické aspekty

Komplexni metodika hodnoceni rezistence GM Svestky "HoneySweet” k viru Sarky Svestky
(PPV) piinasi z hlediska ochrany peckovin, jmenovité slivoni a pravych Svestek zasadni
poznatky a vyfeSeni ochrany predmétnych sadi, které do soucasné doby, béhem téméf sto let
znamé existence vysoce Skodlivé choroby Sarky $vestky byly zcela nemyslitelné. PPV je na GM
Svestku "HoneySweet” mSicemi nepfenosny, coz bylo prokdzano a publikovano v zahranici a
potvrzeno v naSem pokusném sadu. Pfi kombinaci této odridy a vSech odrtd kiizenim z ni
vySlechténych (rezistence ma dominantni charakter podminény jednim genem, 50% kiiZenct je
k PPV rezistentnich) s podnozi, na kterou je PPV rovnéz msicemi nepfenosny, zlstanou nové
vysazené sady prosté Sarky po celou dobu jejich existence. Takové podnoze jsme objevili,
nepfenosnost PPV na né€ prokazali a vysledky vyzkumu publikovali v zahrani¢énim
impaktovaném cCasopisu Canadian Journal of Plant Pathology (Poldk a Kominek, 2014). Sady
kvalitnich pravych Svestek jako napf. 'Domaci velkoplodd” jsou rychle Sarkou infikovany a
Skodlivost viru dosahuje vice nez 50% (kvalifikovany odhad), tj. pokud by sad ziistal PPV
prosty, byl by vynos plodii za dobu trvani sadu (20-25 let) minimalné dvakrat vyssi. Znetvotené
plody ztakovych sadi jsou pro velmi S$patnou kvalitu mnohdy zcela neprodejné. Nase
ekonomické hodnoceni vychazi z oficialnich Udaju publikovanych v situa¢nich ovocnaiskych
zpravéach. V Ceské republice se roéné sklizi ca 14.800 tun pravych §vestek z vyméry ca 2000 ha,
tj. 7,4 t/ha, rovna se 7400 kg z hektaru. Primérna realiza¢ni cena ovocnaie péstujiciho Svestky je
9,80 K¢& za jeden kilogram, coZ je 75.520,- K&/ha. Pokud by v CR bylo vysazeno pouze 100 ha
rezistentni Svestky , tj. 5 % soucasné vymeéry, bude primérny rocni ptinos ca 7.500.000,-K¢, a za
20 let trvani sadu az 150.000.000,-K¢. Navratnost nakladi na cely tento vyzkum bude zajisténa
béhem nékolika malo let. Celkovy finan¢ni pfinos pak dosahne ca 150 miliont K¢ minus
naklady na vyzkum. Pfitom kalkulujeme pouze 5 % obménu z celkové vyméry §vestek v CR.
Svestky jsou jedinou ovocnaiskou komoditou, jejiz vyméra v CR kazdoroéné roste, takze neni
obava z poklesu zajmu o tento druh ovoce, ptipocteme-li k tomu i vyrobu slivovice v ¢eskych
likérkach.

Pokud vyzkum a Slechténi rezistentnich odriid z GM S$vestky budou pokracovat, pak by
v budoucnu mohlo dojit k nahrazeni vétSiny, nebo celé péstebni vyméry slivoni a $vestek, a tim
de facto k likvidaci vyskytu karanténniho PPV v ¢eskych sadech. Ro¢ni celkové finanéni
pfinosy pfi zdvojnasobeni vyméry sadl a udrzeni zahradkéiské a drobné produkce by dosahly az
5 miliard K&. Nejedna se o fantazii, ale o reAlnou moZnost. Proto také Ovocnaiska unie CR
uzavira s VURV v.v.i. Praha-Ruzyné pisemnou smlouvu o vyuziti vysledki dosazenych pii
feseni vyzkumného ukolu NAZV QI101A123, jehoz je tato certifikovana metodika hlavnim
vystupem. VSechny dosazené vysledky byly také publikovany v fadé¢ pavodnich védeckych
sdéleni, viz seznam literatury. Ovocnaiska unie CR se také pisemné obratila na Ministerstvo
zemédé€lstvi, NAZV s poZadavkem na feSeni navazného vyzkumného projektu, piedloZeného

v ow

rezistence k PPV z cv. "HoneySweet” do odridy $vestky "Domaci velkoploda’.
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Podékovani: Odpovédny fesitel vyzkumného projektu, jehoz je certifikovana metodika hlavnim
vystupem, v prvni fadé dékuje velmi fundovanym a preciznim techniktim, pani Jitce Pivalové,
VURV v.v.i. Praha-Ruzyné za stanoveni vir pomoci ELISA a relativni koncentrace PPV
pomoci semikvantitativni ELISA, v poslednich dvou letech tuto préci vykonavala Ing. Marcela
Kominkov4, pani Miloslavé Duchacové, VURV v.v.i. za stanoveni intaktnich astic PPV pomoci
imunosorbéni elektronové mikroskopie, a panu Ing. Frantiku Papriteinovi, CSc., VSUO
Holovousy s.r.o. za dodani pylu k opyleni stromti "HoneySweet” v prvnim roce feSeni. Kolektiv
autorti metodiky vyslovuje podékovani slecné Ing. Evé Svobodové za molekularni diagnostiku
vira v letech 2012-2014 podle diive vypracované metodiky, sle¢né Ing. Klafe Gogolkové, ZF
Lednice za ruéni opylovani stromd cv. ‘HoneySweet’, Ing. Jifimu Svobodovi, Ph.D. VURV
v.v.1. za ockovani dosadby GM S$vestky viry PDV a ACLSV, pantim Petru Smutnému a Milanu
Jokesovi, VURV v.v.i. za celoroéni udrzovani a agrotechniku unikatni pokusné vysadby GM
Svestky a pani Miloslavé Duchacové za technické zpracovani vysledki a celé metodiky pro tisk.
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Obr. 1. Rady stromi $vestky P. domestica L., cv. "HoneySweet” infikovanych kombinacemi
virt, 2005.

Obr. 2. Zdravé kontrolni stromy $vestky P. domestica L., cv. "HoneySweet”, 2010.
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Obr. 3. Mirné difuzni skvrny zpisobené PPV na listu cv. "HoneySweet” druhy rok po inokulaci.

Obr. 4. Velmi mirné 2 difuzni skvrny na listu cv. "HoneySweet” paty rok po inokulaci.
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Obr. 6. Silné zluté skvrny a krouzky na listu zdroje infekce, 5. rok po inokulaci PPV.
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Obr. 7. Porovnani plodi $vestky odridy ‘Jojo” (horni fada) a Svestky cv. "HoneySweet” (dolni

fada).

Obr. 11. Detekce markerového genu gus v listech pomoci biochemického barveni.
Horni tii fady - listky trnek z okoli pokusu, neobsahujici gen gus.

Nejsou zbarveny modre.
Spodni fada — listky z GM $vestky C-5 jako pozitivni kontrola, tedy obsahujici gen gus.

Jsou zbarveny modre.



	Jaroslav Polák, Jiban Kumar, Boris Krška, Petr Komínek, Jana Jarošová
	UPLATNĚNÁ CERTIFIKOVANÁ METODIKA
	Výzkumný ústav rostlinné výroby v.v.i. Praha-Ruzyně
	2014
	Úvod do problematiky.
	Vlastní cíl pokusu a předkládané metodiky.
	Příprava transgenních rostlin švestky – očkování na viruprostou podnož
	Inokulace transgenních rostlin švestky očky z roubů infikovaných PPV-Rec, ACLSV, PDV.
	Založení polní výsadby a uspořádání pokusu
	Ošetřování výsadby, řez stromů
	Hodnocení kvality plodů stromů GM/Biotech švestky
	a) vnější znaky
	b) vnitřní znaky
	Barva dužniny (1-9), chuť dužniny (1-9), odlučitelnost (1-9), refraktometrická sušina (%), hmotnost pecky (g), podíl pecky k plodu (%), chuť jádra (H, SH, S).
	Sérologické hodnocení přítomnosti  PPV, ACLSV a PDV pomocí DAS-ELISA.
	Stanovení PPV-Rec, ACLSV a PDV v rostlinách GM švestky pomocí RT-PCR
	Odběr vzorku
	A) Homogenizace vzorku za použití tekutého dusíku
	B) Homogenizace vzorku bez tekutého dusíku
	Hodnocení možného přenosu transgenu do rostlin rodu Prunus.
	Vlastní  metodika monitoringu
	1. Monitoring širšího okolí místa pokusu
	Kvetení
	Výskyt semenáčů
	2. Monitoring přenosu pylu na kompatibilní rostliny
	Detekce gus genu v plodech švestek a trnek.
	Příprava roztoku X-gluc:

