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Sada pro detekci viri SMYEY, SCV, SVBY, SMoV a SPV-1 v biologickém materialu

Oblast techniky
Reseni se tyka sady primerii a sond pro PCR detekci vir Strawberry mild yellow edge virus

(SMYEYV), Strawberry crinkle virus (SCV), Strawberry vein banding virus (SVBV), Strawberry
mottle virus (SMoV) a Strawberry polerovirus-1 (SPV-1) v biologickém materialu.

Dosavadni stav techniky

Jahody patii mezi velmi vyhleddvané ovoce a v Ceské republice ma jejich péstovani dlouholetou
tradici. Pro uspesnou produkci této komodity je proto nezbytné sledovat zdravotni stav nejen
produkénich vysadeb, ale zejména rozmnozovaciho materialu, nebot’ jahodnikové plochy jsou
obménovany po tfech az ¢tyfech letech produkce.

Mezi hlavni pfiCiny sniZzeni vynost patii choroby jahodniku, které jsou zptisobeny viry, a to:
Virové okrajové zloutnuti listd jahodniku, ptivodce: Strawberry mild yellow edge virus
(SMYEYV); Virova kadetavost jahodniku, plvodce: Strawberry crinkle virus (SCV); Virové
lemovani zilek jahodniku, piivodce: Strawberry vein banding virus (SVBV); a Virova strakatost
jahodniku, ptvodce: Strawberry mottle virus (SMoV). VSechny vySe uvedené viry se primarné
prenasi msicemi (Chaetosiphon spp.) a vegetativnim mnozenim rostlinného materialu. Nedavno
byl popsadn novy virus nazvany Strawberry polerovirus 1 (SPV-1), ktery se v komplexu
s ostatnimi viry téz podili na virovém chfadnuti jahodniku (Xiang Y, 2015). Uvadi se, Ze se ztraty
na vynosech mohou pohybovat od 30 % u infekei zpisobenych jednim virem az do 80 %, kdy se
jedna o mnohocetné infekce vyse uvedenymi viry (Thompson JR, 2003).

Vzhledem k tomu, Ze neexistuje pro virové choroby zadna ucinna 1écba, je jedinym moznym
zpusobem ochrany rostlin jahodnikid preventivni ochrana, ktera spociva v pouzivani bezvir6zniho
rozmnozovaciho materialu, potlaceni vyskytu prenasect a v€asna a presna diagnostika, pokud jiz
dojde k infekei.

V soucasnosti se k detekci prislusnych virt pouzivaji metody PCR, a to jak v klasickém
uspotfadani s detekci amplikon pomoci gelové elektroforézy, tak i real-time PCR. Nevyhodou
téchto pristupti je nutnost provadeét separatni detekce pro jednotlivé viry, coz analyzu prodluzuje
a prodrazuje. Re$enim mize byt navrh multiplexniho PCR systému. Multiplexni PCR detekci
virt SMYEV, SCV, SVBV a SMoV navrhl Thompson JR (2003). Metoda vSak neni zalozena na
principu real-time PCR a pro odliSeni jednotlivych virt vyuziva rozdilné délky pfislusnych PCR
amplikond od 219 bp pro SMoV po 422 bp pro SVBV. Z tohoto piistupu téz plynou limitace
detekce, ktera neni kvantitativni, vzhledem k odliSnym délkam jednotlivych fragmentd se lisi
ucinnosti detekce jednotlivych virli a je méné senzitivni (uvadény detek¢ni limit maximalné do
fedéni 1/200, pro virus SMYEV az 1/500). Navic tato metoda nefesi soucasnou detekci viru
SPV-I.

Nevyhodou vSech uvedenych piistupti je tedy nemoznost provadét soucasnou kvalitativni nebo

kvantitativni detekci vira SMYEV, SCV, SVBV, SMoV a SPV-1 vjedné reakci a nutnost
provadét separatni PCR reakce pro kazdy virus zvlast’, coz analyzu prodluzuje a prodrazuje.

Podstata technického feSeni

Nedostatky dle soucasného stavu techniky — nemoznost provadét soucasnou kvalitativni nebo
kvantitativni detekci virda SMYEYV, SCV, SVBYV, SMoV a SPV-1 a nutnost provadét individualni
PCR reakce pro detekcei jednotlivych virti — odstraiiuje sada primert a sond pro PCR detekei virt
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SMYEYV, SCV, SVBYV, SMoV a SPV-1 v biologickém materidlu podle technického feseni, jehoz
podstata spociva v tom, Ze obsahuje primery a zna¢ené hybridizaéni sondy, jejichz sekvence jsou

SEQ ID NO. 1: CCCTCCTGACGTACACAACAACTG (Forward primer 1)
SEQ ID NO. 2: TACTCTAGTYGCCATCGAGGTACAGTGC (Sonda 1)

SEQ ID NO.
SEQ ID NO.
SEQ ID NO.
SEQ ID NO.
SEQ ID NO.
SEQ ID NO.
SEQ ID NO.
SEQ ID NO.
SEQ ID NO.
SEQ ID NO.
SEQ ID NO.
SEQ ID NO.
SEQ ID NO.
SEQ ID NO.
SEQ ID NO.

SEQ ID NO

3: CCGTGAGGGAGGAGAATACGC (Reverse primer 1)

4: ACAGTRTGCGCTTTAGAGGTTGTT (Forward primer 2)

5: TCTCAATAY GATTGTACATACCGCAT (Sonda 2)

6: TCTCAATACGATTGCACATATCGCAT (Sonda 3)

7: ACCTGATTATCTCCCATYCCCATT (Reverse primer 2)

8: ACTTGATTATCCCCCATCCCCA (Reverse primer 3)

9: AATATCTGTCTTTACTTGATSATGAACTTG (Forward primer 3)
10: AGTTACAGGTACTTGTAGCAAAAGARATGA (Sonda 4)
11: CGTCTTCGCTGCTGCTGTAGTC (Reverse primer 4)

12: CATCTTCACTGCTGCTGCTGTAG (Reverse primer 5)

13: GTAGGACACCGGCTCTTGGYAGT (Forward primer 4)
14: ACAGGWGGCACTGTTTACAGTGTTCC (Sonda 5)

15: TTGGRTCGTCACCTGAYCTCG (Reverse primer 6)

16: CAACTGGGGTCGTACACTCGC (Forward primer 5)

17: ACCTACCCTGAACTCGCCGAACA (Sonda 6)

. 18: GGCCAGCCGAATCCTTTGAC (Reverse primer 7),

kde hybridizacni sondy jsou vhodné oznaceny pro jejich soucasnou detekci v prubéhu PCR
reakce,

pficemz pro PCR detekci viru SMYEV obsahuje sada primery a znacenou hybridiza¢ni sondu,
jejichz sekvence jsou

SEQ ID NO. 1: CCCTCCTGACGTACACAACAACTG (Forward primer 1)

SEQ ID NO. 2: TACTCTAGTYGCCATCGAGGTACAGTGC (Sonda 1)

SEQ ID NO. 3: CCGTGAGGGAGGAGAATACGC (Reverse primer 1),

pro PCR detekci viru SCV obsahuje sada primery a znac¢ené hybridizacni sondy, jejichz sekvence
jsou

SEQ ID NO. 4: ACAGTRTGCGCTTTAGAGGTTGTT (Forward primer 2)

SEQ ID NO. 5: TCTCAATAY GATTGTACATACCGCAT (Sonda 2)

SEQ ID NO. 6: TCTCAATACGATTGCACATATCGCAT (Sonda 3)

SEQ ID NO. 7: ACCTGATTATCTCCCATYCCCATT (Reverse primer 2)

SEQ ID NO. 8: ACTTGATTATCCCCCATCCCCA (Reverse primer 3),
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pro PCR detekci viru SVBV obsahuje sada primery a znacenou hybridiza¢ni sondu, jejichz
sekvence jsou

SEQ ID NO. 9: AATATCTGTCTTTACTTGATSATGAACTTG (Forward primer 3)
SEQ ID NO. 10: AGTTACAGGTACTTGTAGCAAAAGARATGA (Sonda 4)

SEQ ID NO. 11: CGTCTTCGCTGCTGCTGTAGTC (Reverse primer 4)

SEQ ID NO. 12: CATCTTCACTGCTGCTGCTGTAG (Reverse primer 5),

pro PCR detekci viru SMoV obsahuje sada primery a znacenou hybridizac¢ni sondu, jejichz
sekvence jsou

SEQ ID NO. 13: GTAGGACACCGGCTCTTGGYAGT (Forward primer 4)
SEQ ID NO. 14: ACAGGWGGCACTGTTTACAGTGTTCC (Sonda 5)
SEQ ID NO. 15: TTGGRTCGTCACCTGAYCTCG (Reverse primer 6),

a pro PCR detekci viru SPV-1 obsahuje sada primery a znacenou hybridiza¢ni sondu, jejichz
sekvence jsou

SEQ ID NO. 16: CAACTGGGGTCGTACACTCGC (Forward primer 5)
SEQ ID NO. 17: ACCTACCCTGAACTCGCCGAACA (Sonda 6)
SEQ ID NO. 18: GGCCAGCCGAATCCTTTGAC (Reverse primer 7).

Vyse uvedené sady primer a sond jsou vhodné pro soucasnou nebo individualni kvalitativni
nebo kvantitativni detekci vira SMYEV, SCV, SVBV, SMoV a SPV-1 v biologickém materialu
s vysokou specificitou metodou zalozenou na metodé PCR. Metodou PCR se rozumi klasické
uspotadani PCR reakce s detekci amplikoni pomoci gelové elektroforézy nebo digitalni PCR
nebo real-time PCR vyuzivajici k detekci interkala¢ni barviva nebo riizné znacené hybridiza¢ni
sondy podle technického feSeni a dal$i varianty metody PCR znamé odbornikovi v oboru. Ve
vyhodném provedeni technického feseni je PCR produkt detekovan v realném Case pomoci real-
time PCR, a jest¢ vyhodnéji pomoci znacenych hybridiza¢nich sond. V jedné PCR reakci je tak
mozné stanovit konkrétni virus zvyse uvedenych vird, ktery je zodpovédny za vznik
onemocnéni.

Hybridiza¢ni sondy mohou byt pro ucely jejich detekce znaceny fluorescencné, radioaktivné,
neradioaktivné nebo dal§imi zplsoby zndmymi odbornikovi v oboru. Ve vyhodném provedeni
technického feseni jsou hybridiza¢ni sondy pro detekci jednotlivych virti znaceny fluorescenéné,
a jesté vyhodnéji pomoci odlisnych fluoroforid pro jednotlivé viry, coz umoznuje jejich souc¢asnou
detekci v jedné PCR reakci.

Névrh sad primert a hybridiza¢nich sond podle technického feSeni pro detekci virai SMYEV,
SCV, SVBV, SMoV a SPV-1 byl proveden v n¢kolika krocich: 1) Analyza sekvenci dostupnych
izolatd téchto virti; 2) Porovnani specificity detekce téchto izolatd s primery z dosavadniho stavu
techniky; 3) Navrh sad primerti a hybridiza¢nich sond pro detekci virat SMYEV, SCV, SVBY,
SMoV a SPV-1.

Detekce virat SMYEV, SCV, SVBYV, SMoV a SPV-1 miize byt dle provedeni technického feSeni
provedena v jakémkoliv rostlinném materialu, s vyhodou je rostlinnym materialem list.

Prvnim krokem detekce virt SMYEV, SCV, SVBYV, SMoV a SPV-1 v rostlinném materialu je
izolace celkové RNA a jeji ptepis na cDNA pomoci RNA-dependentni DNA polymerazy a sady
nahodnych primeri metodami zndmymi v oboru.
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Vytvofena cDNA je nasledné analyzovana na piitomnost nukleové kyseliny virt SMYEV, SCV,
SVBYV, SMoV a SPV-1 metodou PCR sadami primert a hybridiza¢nich sond podle technického
feSeni.

Ptiklady provedeni technického feSeni jsou zde uvedeny pouze pro ilustraci a zadnym zptisobem
neomezuji rozsah této piihlasky, ktera je vymezena pfipojenym narokem a podrobné popsana
v popisu technického feseni. Odbornik v oboru bude schopen ucinit rizné modifikace pouzitého
zpisobu PCR auvedenych primert tak, aby nedoSlo ke snizeni specificity PCR detekce.
Modifikaci primerti se rozumi zejména zkraceni nebo prodlouzeni na 3° a/nebo 5° konci nebo
zaména nukleotidil nebo kombinace téchto modifikaci, které zachovéavaji alespont 80% identitu
k uvedenym sekvencim.

Priklady uskutecnéni technického feSeni

Priklad 1: Navrh sekvenci primerd a sond

Sekvence ruznych izolatd viri SMYEV, SCV, SVBV, SMoV a SPV-1 byly ziskany z databdze
sekvenci GenBank. Pro analyzu variability sekvenci byla pouzita metoda multiple alignment
v programu ClustalW. Specificita primerti byla stanovena jejich namapovanim na uspofadané
sekvence a zhodnocenim konzervovanosti cilovych tseki. Pro navrzeni sad primera
a hybridizacnich sond byly pouzity konzervované oblasti genomu virl vykazujici nejvyssi
sekvenéni homologii napfi¢ vSemi izolaty.

Primery a hybridiza¢ni sondy byly navrzeny pomoci programu Vector NTI Advance (Tabulka 1).

Tabulka 1. Pfehled primert a sond pro detekci viri SMYEYV, SCV, SVBV, SMoV a SPV1.

Referenc¢ni Sekvencg
sekvence (Dle IUPAC: Y zastupuje C nebq T; R
SEQ ID NO. Popis Virus zastupuje A nebo G; S zastupuje G
GenBank:
. nebo C;
pozice W zastupuje A nebo T)
SEQ ID NO. Forward SMY [NC_003794: CCCTCCTGACGTACACAACAACT
1 primer 1 EV  27-50 G
SEQ ID NO.[Sonda 1 SMY [NC 003794: TACTCTAGTYGCCATCGAGGTAC
2 EV |Y=T AGTGC
62-89
KR350471: Y=C
67-94

SEQ ID NO. Reverse primer SMY [NC_003794: CCGTGAGGGAGGAGAATACGC
3 1 EV  94-114

SEQ ID NO. [Forward SCV [MH129615: R=A |ACAGTRTGCGCTTTAGAGGTTGT
4 primer 2 9850-9873 T

MH129616: R=G

0861-9884
SEQ ID NO.[Sonda 2 SCV  MH129615: Y=T TCTCAATAY GATTGTACATACCGC
S 0877-9902 AT

AY331387: Y=C

1408-1433
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SEQ ID NO.|Sonda 3 SCV [MHI129616: TCTCAATACGATTGCACATATCGC
6 0888-9913 AT
SEQ ID NO. Reverse primer SCV  [MH129615: Y=T |ACCTGATTATCTCCCATYCCCATT
7 2 9903-9926

MH129616: Y=C

9914-9937
SEQ ID NO. Reverse primer SCV |AY331387: ACTTGATTATCCCCCATCCCCA
8 3 1436-1457
SEQ ID NO. Forward SVBV NC _001725: AATATCTGTCTTTACTTGATSATG
9 primer 3 S=C AACTTG

1960-1989

KX950840: S=G

163-192
SEQ ID NO.|Sonda 4 SVBV NC 001725: AGTTACAGGTACTTGTAGCAAAA
10 R=G GARATGA

2008-2037

KX950840: R=A

211-240
SEQ ID NO.[Reverse primer SVBV NC 001725: CGTCTTCGCTGCTGCTGTAGTC
11 4 2040-2061
SEQ ID NO.[Reverse primer [SVBV [KX950840: CATCTTCACTGCTGCTGCTGTAG
12 S 245-267
SEQ ID NO.|Forward SMoV [NC _003445: GTAGGACACCGGCTCTTGGYAGT
13 primer 4 Y=T

6264-6286

KU200457: Y=C

5553-5575
SEQ ID NO.|Sonda 5 SMoV INC _003445: ACAGGWGGCACTGTTTACAGTG
14 W=A TTCC

6328-6353

KU200457: W=T

5617-5642
SEQ ID NO. Reverse primer SMoV [NC 003445: TTGGRTCGTCACCTGAYCTCG
15 6 R=A,

Y=T

6357-6377

KU200457:

R=G,

Y=C

5646-5666
SEQ ID NO. Forward SPV-1NC 025435: CAACTGGGGTCGTACACTCGC
16 primer 5 2255-2275
SEQ ID NO.[Sonda 6 SPV-1|NC _025435: ACCTACCCTGAACTCGCCGAACA
17 2280-2302
SEQ ID NO. Reverse primer [SPV-1|NC 025435: GGCCAGCCGAATCCTTTGAC
18 7 2304-2323
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Priklad 2: Simplexova kvalitativni detekce viru SMYEV v biologickém materialu metodou PCR
v klasickém uspotadani

Pro detekci viru SMYEV byla z infikovanych rostlin izolovana celkova RNA pomoci soupravy
Ribospin™ Plant (GeneAll). Izolovana RNA byla pouzita pro piipravu c¢cDNA s vyuzitim
nahodnych primerd (Roche) a M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen). Piipravend cDNA
byla pouzita jako templat pro PCR reakci s nasledujicimi reakénimi podminkami: 2 pul cDNA; 1x
PCR Blue reakéni pufr (Top-Bio); 2,5 mM MgCly; 200 uM dNTP kazdy; 1U Combi Taq DNA
polymeraza (Top-Bio); 500 nM primery kazdy. V reakci byly pouzity tyto primery:

SEQ ID NO. 1: CCCTCCTGACGTACACAACAACTG (Forward primer 1)
SEQ ID NO. 3: CCGTGAGGGAGGAGAATACGC (Reverse primer 1).

PCR amplifikace probihala v PCR cykleru C1000 (Biorad) s nasledujicim teplotnim profilem:
94 °C/5 minut; 40x cyklovani 94 °C/20 s, 58 °C/20 s, 72 °C/20 s.

Po ukonceni reakce byly vysledné PCR amplikony analyzovany elektroforeticky na 4%
agarozovém gelu. U pozitivnich vzorkli na ptitomnost viru SMYEV byl identifikovan prouzek
o velikosti 88 bp.

Pozitivni nalezy ziskané pomoci PCR byly ovéteny pfimym sekvenovanim PCR amplikonti
a porovnanim jejich sekvence s databazi sekvenci. Ve vSech ptipadech byl potvrzen vyskyt viru
SMYEV.

Priklad 3: Simplexova kvalitativni detekce viru SCV v biologickém materidlu metodou PCR
v klasickém uspotadani

Pro detekci viru SCV byla z infikovanych rostlin izolovana celkovda RNA pomoci soupravy
Ribospin™ Plant (GeneAll). Izolovana RNA byla pouzita pro piipravu c¢cDNA s vyuzitim
nahodnych primerti (Roche) a M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen). Pripravena cDNA
byla pouzita jako templat pro PCR reakci s nasledujicimi reakénimi podminkami: 2 ul cDNA; 1x
PCR Blue reakéni pufr (Top-Bio); 2,5 mM MgCly; 200 uM dNTP kazdy; 1U Combi Taq DNA
polymeraza (Top-Bio); 500 nM primery kazdy. V reakci byly pouzity tyto primery:

SEQ ID NO. 4: ACAGTRTGCGCTTTAGAGGTTGTT (Forward primer 2)
SEQ ID NO. 7: ACCTGATTATCTCCCATYCCCATT (Reverse primer 2)
SEQ ID NO. 8: ACTTGATTATCCCCCATCCCCA (Reverse primer 3).

PCR amplifikace probihala v PCR cykleru C1000 (Biorad) s nasledujicim teplotnim profilem:
94 °C/5 minut; 40x cyklovani 94 °C/20 s, 58 °C/20 s, 72 °C/20 s.

Po ukonceni reakce byly vysledné PCR amplikony analyzovény elektroforeticky na 4%
agarozovém gelu. U pozitivnich vzorkd na piitomnost viru SCV byl identifikovan prouzek
o velikosti 77 bp.

Pozitivni nalezy ziskané pomoci PCR byly ovéfeny pfimym sekvenovanim PCR amplikont
a porovnanim jejich sekvence s databazi sekvenci. Ve vSech ptipadech byl potvrzen vyskyt viru
SCV.
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Priklad 4: Simplexova kvalitativni detekce viru SVBV v biologickém materialu metodou PCR
v klasickém uspotadani

Pro detekci viru SVBV byla z infikovanych rostlin izolovana celkova RNA pomoci soupravy
Ribospin™ Plant (GeneAll). Izolovana RNA byla pouzita pro piipravu c¢cDNA s vyuzitim
nahodnych primertt (Roche) a M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen). Pfipravena cDNA
byla pouzita jako templat pro PCR reakci s nasledujicimi reakénimi podminkami: 2 pul cDNA; 1x
PCR Blue reakéni pufr (Top-Bio); 2,5 mM MgCly; 200 uM dNTP kazdy; 1U Combi Taq DNA
polymeraza (Top-Bio); 500 nM primery kazdy. V reakci byly pouzity tyto primery:

SEQ ID NO. 9: AATATCTGTCTTTACTTGATSATGAACTTG (Forward primer 3)
SEQ ID NO. 11: CGTCTTCGCTGCTGCTGTAGTC (Reverse primer 4)
SEQ ID NO. 12: CATCTTCACTGCTGCTGCTGTAG (Reverse primer 5).

PCR amplifikace probihala v PCR cykleru C1000 (Biorad) s nésledujicim teplotnim profilem:
94 °C/5 minut; 40x cyklovani 94 °C/20 s, 58 °C/20 s, 72 °C/20 s.

Po ukonceni reakce byly vysledné PCR amplikony analyzovény elektroforeticky na 4%
agarozovém gelu. U pozitivnich vzorki na pfitomnost viru SVBV byl identifikovan prouzek
o velikosti 102 bp.

Pozitivni nalezy ziskané pomoci PCR byly ovéfeny pfimym sekvenovanim PCR amplikonti
a porovnanim jejich sekvence s databazi sekvenci. Ve vsech ptipadech byl potvrzen vyskyt viru
SVBV.

Priklad 5: Simplexova kvalitativni detekce viru SMoV v biologickém materialu metodou PCR
v klasickém uspotadani

Pro detekci viru SMoV byla z infikovanych rostlin izolovana celkovda RNA pomoci soupravy
Ribospin™ Plant (GeneAll). Izolovana RNA byla pouzita pro piipravu c¢cDNA s vyuzitim
nahodnych primerti (Roche) a M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen). Pripravena cDNA
byla pouzita jako templat pro PCR reakci s nasledujicimi reakénimi podminkami: 2 ul cDNA; 1x
PCR Blue reakéni pufr (Top-Bio); 2,5 mM MgCly; 200 uM dNTP kazdy; 1U Combi Taq DNA
polymeraza (Top-Bio); 500 nM primery kazdy. V reakci byly pouzity tyto primery:

SEQ ID NO. 13: GTAGGACACCGGCTCTTGGYAGT (Forward primer 4)
SEQ ID NO. 15: TTGGRTCGTCACCTGAYCTCG (Reverse primer 6).

PCR amplifikace probihala v PCR cykleru C1000 (Biorad) s nasledujicim teplotnim profilem:
94 °C/5 minut; 40x cyklovani 94 °C/20 s, 58 °C/20 s, 72 °C/20 s.

Po ukonceni reakce byly vysledné PCR amplikony analyzovény elektroforeticky na 4%
agarozovém gelu. U pozitivnich vzorkli na pfitomnost viru SMoV byl identifikovan prouzek
o velikosti 114 bp.

Pozitivni nalezy ziskané pomoci PCR byly ovéfeny pfimym sekvenovanim PCR amplikont
a porovnanim jejich sekvence s databazi sekvenci. Ve vSech ptipadech byl potvrzen vyskyt viru
SMoV.
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Priklad 6: Simplexova kvalitativni detekce viru SPV-1 v biologickém materialu metodou PCR
v klasickém uspotadani

Pro detekci viru SPV-1 byla z infikovanych rostlin izolovana celkovda RNA pomoci soupravy
Ribospin™ Plant (GeneAll). Izolovana RNA byla pouzita pro piipravu c¢cDNA s vyuzitim
nahodnych primerd (Roche) a M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen). Piipravend cDNA
byla pouzita jako templat pro PCR reakci s nasledujicimi reakénimi podminkami: 2 pul cDNA; 1x
PCR Blue reakéni pufr (Top-Bio); 2,5 mM MgCly; 200 uM dNTP kazdy; 1U Combi Taq DNA
polymeraza (Top-Bio); 500 nM primery kazdy. V reakci byly pouzity tyto primery:

SEQ ID NO. 16: CAACTGGGGTCGTACACTCGC (Forward primer 5)
SEQ ID NO. 18: GGCCAGCCGAATCCTTTGAC (Reverse primer 7).

PCR amplifikace probihala v PCR cykleru C1000 (Biorad) s nasledujicim teplotnim profilem:
94 °C/5 minut; 40x cyklovani 94 °C/20 s, 58 °C/20 s, 72 °C/20 s.

Po ukonceni reakce byly vysledné PCR amplikony analyzovédny elektroforeticky na 4%
agarozovém gelu. U pozitivnich vzorkli na pfitomnost viru SPV-1 byl identifikovan prouzek
o velikosti 69 bp.

Pozitivni nalezy ziskané pomoci PCR byly ovéfeny pfimym sekvenovanim PCR amplikonti
a porovnanim jejich sekvence s databazi sekvenci. Ve vSech ptipadech byl potvrzen vyskyt viru
SPV-I.

Ptiklad 7: Simplexova kvalitativni a kvantitativni detekce viru SMYEV v biologickém materialu
metodou real-time PCR

Pro detekci viru SMYEV byla z infikovanych rostlin izolovana celkova RNA pomoci soupravy
Ribospin™ Plant (GeneAll). Izolovana RNA byla pouzita pro piipravu c¢cDNA s vyuzitim
nahodnych primerti (Roche) a M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen). Pripravena cDNA
byla pouzita jako templat pro real-time PCR reakci.

Ve vyhodném provedeni technického feSeni je pro real-time PCR detekci viru SMYEV pouzito
interkalacni barvivo s nasledujicimi reakénimi podminkami: 2 pl cDNA; 1x PCR Blue reakéni
pufr (Top-Bio); 2,5 mM MgCly; 200 uM dNTP kazdy; 1U Combi Taq DNA polymeraza (Top-
Bio); 500 nM primery kazdy; 1x EvaGreen (Biotium). V reakci byly pouZity tyto primery:

SEQ ID NO. 1: CCCTCCTGACGTACACAACAACTG (Forward primer 1)
SEQ ID NO. 3: CCGTGAGGGAGGAGAATACGC (Reverse primer 1).

Real-time PCR reakce probihala v zafizeni Rotor-Gene Q (Qiagen) s nésledujicim teplotnim
profilem: 94 °C/5 minut; 40x cyklovani 94 °C/20s, 58 °C/20s, 72°C/20s, s odectem
fluorescence v HRM kanalu.

Pozitivni nalezy ziskané pomoci real-time PCR byly ovéfeny melting analyzou s uréenim
charakteristické kfivky tani specifickych PCR amplikonii a pfimym sekvenovanim PCR
amplikont a porovnanim jejich sekvence s databazi sekvenci. Ve vSech ptipadech byl potvrzen
vyskyt viru SMYEV.

V jesté vyhodnéjsim provedeni technického fesSeni je pro real-time PCR detekci viru SMYEV
pouzito fluorescencné znacené hybridizacni sondy s nasledujicimi reakénimi podminkami: 2 pl
cDNA; 1x PCR Blue reakéni pufr (Top-Bio); 2,5 mM MgCl,; 200 pM dNTP kazdy; 1U Combi
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Taq DNA polymeraza (Top-Bio); 500 nM primery kazdy; 200 nM sonda. V reakci byly pouzity
tyto primery a sonda:
SEQ ID NO. 1: CCCTCCTGACGTACACAACAACTG (Forward primer 1)

SEQ ID NO. 2: TACTCTAGTYGCCATCGAGGTACAGTGC (Sonda 1)
SEQ ID NO. 3: CCGTGAGGGAGGAGAATACGC (Reverse primer 1).

Real-time PCR reakce probihala v zafizeni Rotor-Gene Q (Qiagen) s nasledujicim teplotnim
profilem: 94 °C/5 minut; 40x cyklovani 94 °C/20s, 58 °C/20s, 72°C/20s, s odectem
fluorescence v prislusném kanalu podle typu znaceni sondy.

Pozitivni nalezy ziskané pomoci real-time PCR byly ovéfeny pfimym sekvenovanim PCR
amplikoni a porovnanim s databazi sekvenci. Ve vSech ptipadech byl potvrzen vyskyt viru
SMYEV.

Ve vyhodném provedeni technického feSeni byla pfitomnost viru SMYEV stanovena
kvantitativn€. Do real-time PCR b&hu byly ptidany ¢tyii standardy SMYEV o znamé koncentraci
v desitkovém fedéni pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky. Kalibra¢ni kiivka byla u pozitivnich vzorki
pouzita pro stanoveni koncentrace viru SMYEV ve vzorku.

Priklad 8: Simplexova kvalitativni a kvantitativni detekce viru SCV v biologickém materialu
metodou real-time PCR

Pro detekci viru SCV byla z infikovanych rostlin izolovana celkovd RNA pomoci soupravy
Ribospin™ Plant (GeneAll). Izolovana RNA byla pouzita pro piipravu c¢cDNA s vyuzitim
nahodnych primerti (Roche) a M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen). Pripravena cDNA
byla pouzita jako templat pro real-time PCR reakci.

Ve vyhodném provedeni technického feSeni je pro real-time PCR detekci viru SCV pouzito
interkalacni barvivo s nasledujicimi reakénimi podminkami: 2 pl cDNA; 1x PCR Blue reakéni
pufr (Top-Bio); 2,5 mM MgCly; 200 uM dNTP kazdy; 1U Combi Taq DNA polymeréaza (Top-
Bio); 500 nM primery kazdy; 1x EvaGreen (Biotium). V reakci byly pouzity tyto primery:

SEQ ID NO. 4: ACAGTRTGCGCTTTAGAGGTTGTT (Forward primer 2)
SEQ ID NO. 7: ACCTGATTATCTCCCATYCCCATT (Reverse primer 2)
SEQ ID NO. 8: ACTTGATTATCCCCCATCCCCA (Reverse primer 3).

Real-time PCR reakce probihala v zafizeni Rotor-Gene Q (Qiagen) s nasledujicim teplotnim
profilem: 94 °C/5 minut; 40x cyklovani 94 °C/20s, 58 °C/20s, 72°C/20s, s odectem
fluorescence v HRM kanalu.

Pozitivni nalezy ziskané pomoci real-time PCR byly ovéfeny melting analyzou s uréenim
charakteristické kfivky tani specifickych PCR amplikonii a pfimym sekvenovanim PCR
amplikond a porovnanim jejich sekvence s databazi sekvenci. Ve vSech ptipadech byl potvrzen
vyskyt viru SCV.

V jesté vyhodnéjsim provedeni technického feseni je pro real-time PCR detekci viru SCV pouzito
stejné fluorescenéné znacenych hybridizacnich sond s nasledujicimi reakénimi podminkami: 2 pl
cDNA; 1x PCR Blue reak¢ni pufr (Top-Bio); 2,5 mM MgCl,; 200 pM dNTP kazdy; 1U Combi
Taq DNA polymeraza (Top-Bio); 500 nM primery kazdy; 200 nM kazda sonda. V reakci byly
pouzity tyto primery a sondy:

SEQ ID NO. 4: ACAGTRTGCGCTTTAGAGGTTGTT (Forward primer 2)
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SEQ ID NO. 5: TCTCAATAY GATTGTACATACCGCAT (Sonda 2)

SEQ ID NO. 6: TCTCAATACGATTGCACATATCGCAT (Sonda 3)

SEQ ID NO. 7: ACCTGATTATCTCCCATYCCCATT (Reverse primer 2)
SEQ ID NO. 8: ACTTGATTATCCCCCATCCCCA (Reverse primer 3).

Real-time PCR reakce probihala v zafizeni Rotor-Gene Q (Qiagen) s nasledujicim teplotnim
profilem: 94 °C/5 minut; 40x cyklovani 94 °C/20s, 58 °C/20s, 72°C/20s, s odectem
fluorescence v prisluSném kanalu podle typu znaceni sond.

Pozitivni nalezy ziskané pomoci real-time PCR byly ovéfeny piimym sekvenovanim PCR
amplikond a porovnanim s databazi sekvenci. Ve vSech ptipadech byl potvrzen vyskyt viru SCV.

Ve vyhodném provedeni technického feSeni byla pritomnost viru SCV stanovena kvantitativng.
Do real-time PCR béhu byly pfidany Ctyfi standardy SCV o znamé koncentraci v desitkovém
fedéni pro sestrojeni kalibracni kiivky. Kalibracni kiivka byla u pozitivnich vzorkli pouzita pro
stanoveni koncentrace viru SCV ve vzorku.

Priklad 9: Simplexova kvalitativni a kvantitativni detekce viru SVBV v biologickém materialu
metodou real-time PCR

Pro detekci viru SVBV byla z infikovanych rostlin izolovdna celkovd RNA pomoci soupravy
Ribospin™ Plant (GeneAll). Izolovana RNA byla pouzita pro pfipravu cDNA s vyuZitim
nahodnych primerti (Roche) a M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen). Pripravena cDNA
byla pouzita jako templat pro real-time PCR reakci.

Ve vyhodném provedeni technického feseni je pro real-time PCR detekci viru SVBV pouzZito
interkalacni barvivo s nasledujicimi reakénimi podminkami: 2 pl cDNA; 1x PCR Blue reakéni
pufr (Top-Bio); 2,5 mM MgCly; 200 uM dNTP kazdy; 1U Combi Taq DNA polymeraza (Top-
Bio); 500 nM primery kazdy; 1x EvaGreen (Biotium). V reakci byly pouzity tyto primery:

SEQ ID NO. 9: AATATCTGTCTTTACTTGATSATGAACTTG (Forward primer 3)

SEQ ID NO. 11: CGTCTTCGCTGCTGCTGTAGTC (Reverse primer 4)

SEQ ID NO. 12: CATCTTCACTGCTGCTGCTGTAG (Reverse primer 5).

Real-time PCR reakce probihala v zafizeni Rotor-Gene Q (Qiagen) s nasledujicim teplotnim

profilem: 94 °C/5 minut; 40x cyklovani 94 °C/20s, 58 °C/20s, 72°C/20s, s odectem
fluorescence v HRM kanalu.

Pozitivni nalezy ziskané pomoci real-time PCR byly ovéfeny melting analyzou s uréenim
charakteristické kfivky tani specifickych PCR amplikond a pfimym sekvenovanim PCR
amplikond a porovnanim jejich sekvence s databdzi sekvenci. Ve vSech ptipadech byl potvrzen
vyskyt viru SVBV.

V jesté vyhodnéjSim provedeni technického feseni je pro real-time PCR detekci viru SVBV
pouzito fluorescenéné znacené hybridizacni sondy s nasledujicimi reakénimi podminkami: 2 pl
cDNA; 1x PCR Blue reakéni pufr (Top-Bio); 2,5 mM MgCl,; 200 pM dNTP kazdy; 1U Combi
Taq DNA polymeraza (Top-Bio); 500 nM primery kazdy; 200 nM sonda. V reakci byly pouzity
tyto primery a sonda:

SEQ ID NO. 9: AATATCTGTCTTTACTTGATSATGAACTTG (Forward primer 3)
SEQ ID NO. 10: AGTTACAGGTACTTGTAGCAAAAGARATGA (Sonda 4)

-11 -



10

15

20

25

30

35

40

45

50

Cz 32879 U1

SEQ ID NO. 11: CGTCTTCGCTGCTGCTGTAGTC (Reverse primer 4)
SEQ ID NO. 12: CATCTTCACTGCTGCTGCTGTAG (Reverse primer 5).

Real-time PCR reakce probihala v zafizeni Rotor-Gene Q (Qiagen) s nasledujicim teplotnim
profilem: 94 °C/5 minut; 40x cyklovani 94 °C/20s, 58 °C/20s, 72°C/20s, s odectem
fluorescence v prislusném kanalu podle typu znaceni sondy.

Pozitivni nalezy ziskané pomoci real-time PCR byly ovéfeny pifimym sekvenovanim PCR
amplikond a porovnanim s databazi sekvenci. Ve vSech piipadech byl potvrzen vyskyt viru
SVBV.

Ve vyhodném provedeni technického feSeni byla piitomnost viru SVBV stanovena kvantitativng.
Do real-time PCR béhu byly ptidany Ctyfi standardy SVBV o znamé koncentraci v desitkovém
fedéni pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky. Kalibracni kiivka byla u pozitivnich vzorkid pouzita pro
stanoveni koncentrace viru SVBV ve vzorku.

Priklad 10: Simplexova kvalitativni a kvantitativni detekce viru SMoV v biologickém materialu
metodou real-time PCR

Pro detekci viru SMoV byla z infikovanych rostlin izolovana celkovda RNA pomoci soupravy
Ribospin™ Plant (GeneAll). Izolovana RNA byla pouZita pro pifipravu cDNA s vyuZitim
nahodnych primertt (Roche) a M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen). Pfipravend cDNA
byla pouzita jako templat pro real-time PCR reakci.

Ve vyhodném provedeni technického feseni je pro real-time PCR detekci viru SMoV pouzito
interkala¢ni barvivo s nasledujicimi reakénimi podminkami: 2 pl cDNA; 1x PCR Blue reakéni
pufr (Top-Bio); 2,5 mM MgCly; 200 uM dNTP kazdy; 1U Combi Taq DNA polymeraza (Top-
Bio); 500 nM primery kazdy; 1x EvaGreen (Biotium). V reakci byly pouzity tyto primery:

SEQ ID NO. 13: GTAGGACACCGGCTCTTGGYAGT (Forward primer 4)
SEQ ID NO. 15: TTGGRTCGTCACCTGAYCTCG (Reverse primer 6).
Real-time PCR reakce probihala v zafizeni Rotor-Gene Q (Qiagen) s nésledujicim teplotnim

profilem: 94 °C/5 minut; 40x cyklovani 94 °C/20s, 58 °C/20s, 72°C/20s, s odectem
fluorescence v HRM kanélu.

Pozitivni nalezy ziskané pomoci real-time PCR byly ovéfeny melting analyzou s ur¢enim
charakteristické kiivky tani specifickych PCR amplikond a pifimym sekvenovanim PCR
amplikond a porovnanim jejich sekvence s databazi sekvenci. Ve vSech pfipadech byl potvrzen
vyskyt viru SMoV.

V jesté vyhodnéj$im provedeni technického feSeni je pro real-time PCR detekci viru SMoV
pouzito fluorescencné znacené hybridizacni sondy s nasledujicimi reakénimi podminkami: 2 pl
cDNA; 1x PCR Blue reakéni pufr (Top-Bio); 2,5 mM MgCly; 200 uM dNTP kazdy; 1U Combi
Taq DNA polymeraza (Top-Bio); 500 nM primery kazdy; 200 nM sonda. V reakci byly pouzity
tyto primery a sonda:

SEQ ID NO. 13: GTAGGACACCGGCTCTTGGYAGT (Forward primer 4)

SEQ ID NO. 14: ACAGGWGGCACTGTTTACAGTGTTCC (Sonda 5)

SEQ ID NO. 15: TTGGRTCGTCACCTGAYCTCG (Reverse primer 6).
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Real-time PCR reakce probihala v zafizeni Rotor-Gene Q (Qiagen) s nasledujicim teplotnim
profilem: 94 °C/5 minut; 40x cyklovani 94 °C/20s, 58 °C/20s, 72°C/20s, s odetem
fluorescence v prislusném kanalu podle typu znaceni sondy.

Pozitivni nalezy ziskané pomoci real-time PCR byly ovéfeny pfimym sekvenovanim PCR
amplikonli a porovnanim s databazi sekvenci. Ve vSech ptipadech byl potvrzen vyskyt viru
SMoV.

Ve vyhodném provedeni technického feSeni byla pfitomnost viru SMoV stanovena kvantitativne.
Do real-time PCR b¢hu byly pfidany ctyii standardy SMoV o zndmé koncentraci v desitkovém
fedéni pro sestrojeni kalibracni kiivky. Kalibracni kiivka byla u pozitivnich vzorkli pouzita pro
stanoveni koncentrace viru SMoV ve vzorku.

Ptiklad 11: Simplexova kvalitativni a kvantitativni detekce viru SPV-1 v biologickém materialu
metodou real-time PCR

Pro detekci viru SPV-1 byla z infikovanych rostlin izolovdna celkovd RNA pomoci soupravy
Ribospin™ Plant (GeneAll). Izolovana RNA byla pouzita pro piipravu c¢cDNA s vyuzitim
nahodnych primerti (Roche) a M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen). Pfipravena cDNA
byla pouzita jako templat pro real-time PCR reakci.

Ve vyhodném provedeni technického feseni je pro real-time PCR detekci viru SPV-1 pouzito
interkalacni barvivo s nasledujicimi reakénimi podminkami: 2 pl cDNA; 1x PCR Blue reakéni
pufr (Top-Bio); 2,5 mM MgCly; 200 uM dNTP kazdy; 1U Combi Taq DNA polymeraza (Top-
Bio); 500 nM primery kazdy; 1x EvaGreen (Biotium). V reakci byly pouzity tyto primery:

SEQ ID NO. 16: CAACTGGGGTCGTACACTCGC (Forward primer 5)
SEQ ID NO. 18: GGCCAGCCGAATCCTTTGAC (Reverse primer 7).

Real-time PCR reakce probihala v zafizeni Rotor-Gene Q (Qiagen) s nasledujicim teplotnim
profilem: 94 °C/5 minut; 40x cyklovani 94 °C/20s, 58 °C/20s, 72°C/20s, s odectem
fluorescence v HRM kanalu.

Pozitivni nalezy ziskané pomoci real-time PCR byly ovéfeny melting analyzou s uréenim
charakteristické kiivky tani specifickych PCR amplikond a pfimym sekvenovanim PCR
amplikond a porovnanim jejich sekvence s databazi sekvenci. Ve vSech ptipadech byl potvrzen
vyskyt viru SPV-1.

V jesté vyhodnéjSim provedeni technického feSeni je pro real-time PCR detekci viru SPV-1
pouzito fluorescencné znacené hybridizacni sondy s nasledujicimi reakénimi podminkami: 2 pl
cDNA; 1x PCR Blue reakéni pufr (Top-Bio); 2,5 mM MgCl,; 200 pM dNTP kazdy; 1U Combi
Taq DNA polymeraza (Top-Bio); 500 nM primery kazdy; 200 nM sonda. V reakci byly pouzity
tyto primery a sonda:

SEQ ID NO. 16: CAACTGGGGTCGTACACTCGC (Forward primer 5)

SEQ ID NO. 17: ACCTACCCTGAACTCGCCGAACA (Sonda 6)

SEQ ID NO. 18: GGCCAGCCGAATCCTTTGAC (Reverse primer 7).

Real-time PCR reakce probihala v zafizeni Rotor-Gene Q (Qiagen) s nasledujicim teplotnim

profilem: 94 °C/5 minut; 40x cyklovani 94 °C/20s, 58 °C/20s, 72°C/20s, s odectem
fluorescence v prislusném kanalu podle typu znaceni sondy.
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Pozitivni nalezy ziskané pomoci real-time PCR byly ovéfeny pfimym sekvenovanim PCR
amplikond a porovnanim s databazi sekvenci. Ve vSech pfipadech byl potvrzen vyskyt viru
SPV-1.

Ve vyhodném provedeni technického feSeni byla pfitomnost viru SPV-1 stanovena kvantitativne.
Do real-time PCR b¢hu byly pfidany ctyti standardy SPV-1 o zndmé koncentraci v desitkovém
fedéni pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky. Kalibracni kifivka byla u pozitivnich vzorkid pouzita pro
stanoveni koncentrace viru SPV-1 ve vzorku.

Priklad 12: Soucasnd multiplexova kvalitativni detekce virt SMYEV, SCV, SVBV, SMoV
a SPV-1 v biologickém materialu metodou PCR v klasickém uspotadéani

Pro soucasnou detekci virat SMYEV, SCV, SVBV, SMoV a SPV-1 byla z infikovanych rostlin
izolovana celkovda RNA pomoci soupravy Ribospin™ Plant (GeneAll). Izolovand RNA byla
pouzita pro pfipravu cDNA s vyuzitim ndhodnych primerG (Roche) a M-MLV Reverse
Transcriptase (Invitrogen). Pfipravena cDNA byla pouzita jako templat pro PCR reakci
s nasledujicimi reakénimi podminkami: 2 ul ¢cDNA; 1x PCR Blue reakéni pufr (Top-Bio);
2,5 mM MgClp; 200 uM dNTP kazdy; 1U Combi Taq DNA polymeraza (Top-Bio); 500 nM
primery kazdy. V reakci byly pouzity tyto primery:

SEQ ID NO.
SEQ ID NO.
SEQ ID NO.
SEQ ID NO.
SEQ ID NO.
SEQ ID NO.
SEQ ID NO.
SEQ ID NO.
SEQ ID NO.
SEQ ID NO.
SEQ ID NO.
SEQ ID NO.

PCR amplifikace probihala v PCR cykleru C1000 (Biorad) s nasledujicim teplotnim profilem:

1: CCCTCCTGACGTACACAACAACTG (Forward primer 1)
3: CCGTGAGGGAGGAGAATACGC (Reverse primer 1)

4: ACAGTRTGCGCTTTAGAGGTTGTT (Forward primer 2)
7: ACCTGATTATCTCCCATYCCCATT (Reverse primer 2)

8: ACTTGATTATCCCCCATCCCCA (Reverse primer 3)

9: AATATCTGTCTTTACTTGATSATGAACTTG (Forward primer 3)
11: CGTCTTCGCTGCTGCTGTAGTC (Reverse primer 4)

12: CATCTTCACTGCTGCTGCTGTAG (Reverse primer 5)
13: GTAGGACACCGGCTCTTGGYAGT (Forward primer 4)
15: TTGGRTCGTCACCTGAYCTCG (Reverse primer 6)

16: CAACTGGGGTCGTACACTCGC (Forward primer 5)

18: GGCCAGCCGAATCCTTTGAC (Reverse primer 7).

94 °C/5 minut; 40x cyklovani 94 °C/20 s, 58 °C/20 s, 72 °C/20 s.

Po ukonceni reakce byly vysledné PCR amplikony analyzovany elektroforeticky na 4%

agarozovém gelu.

U vzorkl pozitivnich na pritomnost viru SMYEV byl identifikovan prouzek o velikosti 88 bp;
u vzorkl pozitivnich na pfitomnost viru SCV byl identifikovan prouzek o velikosti 77 bp;

u vzorkll pozitivnich na piitomnost viru SVBV byl identifikovan prouzek o velikosti 102 bp;
u vzorkdl pozitivnich na pfitomnost viru SMoV byl identifikovan prouzek o velikosti 114 bp;
u vzorkdl pozitivnich na pfitomnost viru SPV-1 byl identifikovan prouzek o velikosti 69 bp.
U vicendsobné pozitivnich vzorki na pfitomnost viri SMYEV, SCV, SVBV, SMoV a SPV-1 byly
identifikovany ptislusné prouzky.

Pozitivni nalezy ziskané pomoci PCR v tomto uspotadani byly porovnany s vysledky ze
simplexovych detekci vira SMYEV, SCV, SVBV, SMoV a SPV-1, kter¢ jiz byly sekvenacné
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ovéieny. Ve vSech pripadech nalezy ze souCasné detekce vSech péti vird v jedné PCR reakci
souhlasily s vysledky ze simplexovych reakci.

Priklad 13: Soucasna multiplexova kvalitativni a kvantitativni detekce virt SMYEYV, SCV, SVBY,
SMoV a SPV-1 v biologickém materialu metodou real-time PCR

Pro detekci virai SMYEYV, SCV, SVBV, SMoV a SPV-1 byla z infikovanych rostlin izolovdna
celkovd RNA pomoci soupravy Ribospin™ Plant (GeneAll). Izolovand RNA byla pouzita pro
pfipravu ¢cDNA s vyuzitim nahodnych primerd (Roche) a M-MLV Reverse Transcriptase
(Invitrogen). Ptipravena cDNA byla pouzita jako templat pro real-time PCR reakci.

Ve vyhodném provedeni technického feSeni je pro real-time PCR detekci virat SMYEV, SCV,
SVBV, SMoV aSPV-1 pouzito odlisné¢ fluorescenéné znacenych hybridiza¢nich sond
specifickych pro pfisluSny virus s nésledujicimi reakénimi podminkami: 2 pl cDNA; 1x PCR
Blue reakéni pufr (Top-Bio); 2,5 mM MgCly; 200 uM dNTP kazdy; 1U Combi Taq DNA
polymeraza (Top-Bio); 500 nM primery kazdy; 200 nM kazdé4 sonda. V reakci byly pouzity tyto
primery a sondy:

SEQ ID NO. 1: CCCTCCTGACGTACACAACAACTG (Forward primer 1)

SEQ ID NO. 2: TACTCTAGTYGCCATCGAGGTACAGTGC (Sonda 1)

SEQ ID NO. 3: CCGTGAGGGAGGAGAATACGC (Reverse primer 1)

SEQ ID NO. 4: ACAGTRTGCGCTTTAGAGGTTGTT (Forward primer 2)

SEQ ID NO. 5: TCTCAATAY GATTGTACATACCGCAT (Sonda 2)

SEQ ID NO. 6: TCTCAATACGATTGCACATATCGCAT (Sonda 3)

SEQ ID NO. 7: ACCTGATTATCTCCCATYCCCATT (Reverse primer 2)

SEQ ID NO. 8: ACTTGATTATCCCCCATCCCCA (Reverse primer 3)

SEQ ID NO. 9: AATATCTGTCTTTACTTGATSATGAACTTG (Forward primer 3)

SEQ ID NO. 10: AGTTACAGGTACTTGTAGCAAAAGARATGA (Sonda 4)

SEQ ID NO. 11: CGTCTTCGCTGCTGCTGTAGTC (Reverse primer 4)

SEQ ID NO. 12: CATCTTCACTGCTGCTGCTGTAG (Reverse primer 5)

SEQ ID NO. 13: GTAGGACACCGGCTCTTGGYAGT (Forward primer 4)

SEQ ID NO. 14: ACAGGWGGCACTGTTTACAGTGTTCC (Sonda 5)

SEQ ID NO. 15: TTGGRTCGTCACCTGAYCTCG (Reverse primer 6)

SEQ ID NO. 16: CAACTGGGGTCGTACACTCGC (Forward primer 5)

SEQ ID NO. 17: ACCTACCCTGAACTCGCCGAACA (Sonda 6)

SEQ ID NO. 18: GGCCAGCCGAATCCTTTGAC (Reverse primer 7).

Real-time PCR reakce probihala v zafizeni Rotor-Gene Q (Qiagen) s nasledujicim teplotnim

profilem: 94 °C/5 minut; 40x cyklovani 94 °C/20s, 58 °C/20s, 72°C/20s, s odectem
fluorescence v prislusném kanalu podle typu znaceni sondy.

Pozitivni nalezy ziskané pomoci PCR v tomto uspofadani byly porovnany s vysledky ze
simplexovych detekci viri SMYEV, SCV, SVBV, SMoV a SPV-1, které jiz byly sekvenacn¢
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ovéieny. Ve vSech pripadech nalezy ze soucasné detekce vSech péti vird v jedné PCR reakci
souhlasily s vysledky ze simplexovych reakci.

Ve vyhodném provedeni technického feseni byla pfitomnost vira SMYEYV, SCV, SVBV, SMoV
a SPV-1 stanovena kvantitativné. Do real-time PCR béhu byly pfidany Ctyfi standardy SMYEV,
SCV, SVBV, SMoV a SPV-1 o znamé koncentraci v desitkovém fedéni pro sestrojeni kalibracni
ktivky. Koncentrace vira SMYEV, SCV, SVBV, SMoV a SPV-1 u pozitivnich vzorkd byla
stanovena podle piislusné kalibra¢ni ktivky.

Prumyslova vyuzitelnost

Nové navrzené primery a hybridizacni sondy byly optimalizovany pro pouziti v sad¢ pro
soucasnou kvalitativni a kvantitativni detekci virit SMYEV, SCV, SVBYV, SMoV a SPV-1 v jedné
PCR reakci. Nové sady primerd a hybridizacnich sond tedy oproti dosavadnimu stavu techniky
zrychluji, zptestiuji a zlevituji diagnostiku onemocnéni jahodniku, které je zplsobeno viry
SMYEYV, SCV, SVBV, SMoV a SPV-1.
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NAROKY NA OCHRANU

1. Sada primeri a sond pro souc¢asnou PCR detekci vira SMYEYV, SCV, SVBV, SMoV a SPV-1
v biologickém materialu, vyznac€ujici se tim, Ze obsahuje primery a zna¢ené hybridizac¢ni sondy,

jejichz sekvence jsou

SEQ ID NO.
SEQ ID NO.
SEQ ID NO.
SEQ ID NO.
SEQ ID NO.
SEQ ID NO.
SEQ ID NO.
SEQ ID NO.
SEQ ID NO.
SEQ ID NO.
SEQ ID NO.
SEQ ID NO.
SEQ ID NO.
SEQ ID NO.
SEQ ID NO.
SEQ ID NO.
SEQ ID NO.

SEQ ID NO

1: CCCTCCTGACGTACACAACAACTG (Forward primer 1)
2: TACTCTAGTYGCCATCGAGGTACAGTGC (Sonda 1)

3: CCGTGAGGGAGGAGAATACGC (Reverse primer 1)

4: ACAGTRTGCGCTTTAGAGGTTGTT (Forward primer 2)

5: TCTCAATAY GATTGTACATACCGCAT (Sonda 2)

6: TCTCAATACGATTGCACATATCGCAT (Sonda 3)

7: ACCTGATTATCTCCCATYCCCATT (Reverse primer 2)

8: ACTTGATTATCCCCCATCCCCA (Reverse primer 3)

9: AATATCTGTCTTTACTTGATSATGAACTTG (Forward primer 3)
10: AGTTACAGGTACTTGTAGCAAAAGARATGA (Sonda 4)
11: CGTCTTCGCTGCTGCTGTAGTC (Reverse primer 4)

12: CATCTTCACTGCTGCTGCTGTAG (Reverse primer 5)

13: GTAGGACACCGGCTCTTGGYAGT (Forward primer 4)
14: ACAGGWGGCACTGTTTACAGTGTTCC (Sonda 5)

15: TTGGRTCGTCACCTGAYCTCG (Reverse primer 6)

16: CAACTGGGGTCGTACACTCGC (Forward primer 5)

17: ACCTACCCTGAACTCGCCGAACA (Sonda 6)

. 18: GGCCAGCCGAATCCTTTGAC (Reverse primer 7),
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kde hybridiza¢ni sondy jsou oznaceny pro jejich soucasnou detekci v prubéhu PCR reakce,

pricemz pro PCR detekci viru SMYEV obsahuje sada primery a znacenou hybridizac¢ni sondu,
jejichz sekvence jsou

SEQ ID NO. 1: CCCTCCTGACGTACACAACAACTG (Forward primer 1)
SEQ ID NO. 2: TACTCTAGTYGCCATCGAGGTACAGTGC (Sonda 1)
SEQ ID NO. 3: CCGTGAGGGAGGAGAATACGC (Reverse primer 1),

pro PCR detekci viru SCV obsahuje sada primery a znacené hybridizacni sondy, jejichz sekvence
jsou

SEQ ID NO. 4: ACAGTRTGCGCTTTAGAGGTTGTT (Forward primer 2)
SEQ ID NO. 5: TCTCAATAY GATTGTACATACCGCAT (Sonda 2)

SEQ ID NO. 6: TCTCAATACGATTGCACATATCGCAT (Sonda 3)

SEQ ID NO. 7: ACCTGATTATCTCCCATYCCCATT (Reverse primer 2)
SEQ ID NO. 8: ACTTGATTATCCCCCATCCCCA (Reverse primer 3),

pro PCR detekci viru SVBV obsahuje sada primery a znacenou hybridiza¢ni sondu, jejichz
sekvence jsou

SEQ ID NO. 9: AATATCTGTCTTTACTTGATSATGAACTTG (Forward primer 3)
SEQ ID NO. 10: AGTTACAGGTACTTGTAGCAAAAGARATGA (Sonda 4)

SEQ ID NO. 11: CGTCTTCGCTGCTGCTGTAGTC (Reverse primer 4)

SEQ ID NO. 12: CATCTTCACTGCTGCTGCTGTAG (Reverse primer 5),

pro PCR detekci viru SMoV obsahuje sada primery a znac¢enou hybridiza¢ni sondu, jejichz
sekvence jsou

SEQ ID NO. 13: GTAGGACACCGGCTCTTGGYAGT (Forward primer 4)
SEQ ID NO. 14: ACAGGWGGCACTGTTTACAGTGTTCC (Sonda 5)
SEQ ID NO. 15: TTGGRTCGTCACCTGAYCTCG (Reverse primer 6)

a pro PCR detekci viru SPV-1 obsahuje sada primery a znacenou hybridiza¢ni sondu, jejichz
sekvence jsou

SEQ ID NO. 16: CAACTGGGGTCGTACACTCGC (Forward primer 5)

SEQ ID NO. 17: ACCTACCCTGAACTCGCCGAACA (Sonda 6)
SEQ ID NO. 18: GGCCAGCCGAATCCTTTGAC (Reverse primer 7).

-17 -



	Bibliographic_Data
	Description
	Claims

