CESKA REPUBLIKA
URAD PRUMYSLOVEHO VLASTNICTVI

OSVEDCENI

0 ZAPISU UZITNEHO VZORU

Utadu préimystového viastnictvi



Utad priimyslového vlastnictvi

zapsal podle § 11 odst. 1 zakona €. 478/1992 Sb., v platném znéni, do rejstfiku

UZITNY VZOR

37208

na technické feSeni uvedené v priloZeném popisu.

V Praze dne: 25.07.2023 Za spravnost:
Jiri Voracek

oddéleni rejstriki

Utad primyslového vlastnictvi v zapisném Fizeni nezjist'uje, zda predmét uZitného vzoru spliiuje podminky
zpusobilosti k ochrané podle § 1 zék. ¢. 478/1992 Sb.



Cislo zapisu: 37208 Datum zapisu: ~ 25.07.2023

Cislo prihlasky: 2023-41098 Datum prihlaseni: 23.06.2023
MPT: Cc12Q1/68 (2018.01)

C12Q 1/6876 (2018.01)

C12Q 1/686 (2018.01)

C12Q 1/6888 (2018.01)
Nazev: Sada pro detekci virti raspberry virus 1 a raspberry virus 2 v

biologickém materialu

Majitel: VYZKUMNY A SLECHTITELSKY USTAV OVOCNARSKY
HOLOVOUSY s.r.o0., Holovousy

Pavodce: RNDr. Radek Cmejla, Ph.D., Vitinéves
Mgr. Lucie Valentova, Ph.D., Dobra Voda u Hofic
Ing. Martina Rejlova, Dvtr Kralové nad Labem

Sekvence nukleotidl / aminokyselin dle ST.26: https://isdv.upv.cz/doc/st26/PUV2023-
41098.xml
SHA-1: d90868cf780288f353d9ec9531b8b7a7f977c8ce

Utad primyslového vlastnictvi v zapisném Fizeni nezjist'uje, zda predmét uZitného vzoru spliiuje podminky
zpusobilosti k ochrané podle § 1 zék. ¢. 478/1992 Sb.



CZ 37208 U1

UZITNY VZOR

(21) Cislo prihlasky: 2023-41098
(19 (22) Prihlaseno: 23.06.2023
I({:EIS’ISSLIKA (47) Zapsano: 25.07.2023

(11) Cislo dokumentu:

37 208

(13) Druh dokumentu: Ul
(51) Int. Cl.:

CI120 1/68
CI120 1/6876
CI120 1/686

CI20 1/6888

(2018.01)
(2018.01)
(2018.01)
(2018.01)

URAD
PRUMYSLOVEHO
VLASTNICTVI
(73)  Majitel: )
VYZKUMNY A SLECHTITELSKY USTAV
OVOCNARSKY HOLOVOUSY s.r.0., Holovousy,
CczZ
(72)  Pavodce:
RNDr. Radek Cmejla, Ph.D., Vitinéves, CZ
Mgr. Lucie Valentova, Ph.D., Dobra Voda u Hofic,
Ccz
Ing. Martina Rejlova, Dviir Kralové nad Labem, CZ
(54) Nazev uzitného vzoru:

Sada pro detekci viri raspberry virus 1 a
raspberry virus 2 v biologickém materialu

Utad priimyslového vlastnictvi v zapisném fizeni nezjistuje, zda predmét uZitného vzoru
spliiuje podminky zptisobilosti k ochrané podle § 1 zak. ¢. 478/1992 Sb.



20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 37208 U1

Sada pro detekci virt raspberry virus 1 a raspberry virus 2 v biologickém materialu

Oblast techniky

Reseni se tyka sady primert a sond pro PCR detekci nové objevenych virti raspberry virus 1 (rod
Enamovirus) a raspberry virus 2 (rod Rubodvirus) metodou PCR v biologickém materialu.

Dosavadni stav techniky

Maliny patii mezi velmi vyhledavané ovoce a v Ceské republice ma jejich péstovani dlouholetou
tradici, at’ jiz mezi zahradkafi tak velkopéstiteli. Pro GspéSnou produkci této komodity je proto
nezbytné sledovat zdravotni stav nejen produkénich vysadeb, ale zejména rozmnozovaciho
materialu.

Maliniky napada mnoho vird, napf. apple mosaic virus (ApMYV), arabis mosaic virus (ArMV),
black raspberry necrosis virus (BRNV), cucumber mosaic virus (CMV), raspberry bushy dwarf
virus (RBDV), raspberry leaf mottle virus (RLMYV), raspberry ringspot virus (RpRSV), raspberry
vein chlorosis virus (RVCV), rubus yellow net virus (RYNYV), strawberry latent ringspot virus
(SLRSV) a tomato black ring virus (TBRV). Viry se vyskytuji velmi ¢asto v komplexu a zptisobuji
onemocnéni maliniku, které vede ke snizeni vynosu.

Moderni metody sekvenovani umoznuji identifikovat nové viry, pro které je tfeba vyvinout
diagnosticky systém, ktery by umoznoval nejen dalsi vyzkum, ale i vyuziti pro rutinni ovéfovani
zdravotniho stavu rostlinného materialu v diagnostickych laboratofich. Pti analyze rostlin maliniku
byly nalezeny nové viry, které byly dle taxonomickych pravidel prozatim pojmenovany jako
raspberry virus 1, ktery je piibuzny s viry rodu Ernamovirus, a raspberry virus 2 ptibuzny s viry
rodu Rubodvirus. Pro tyto viry nebyl dosud vyvinut specificky diagnosticky systém na principu
real-time PCR, ktery by umoznoval jejich souc¢asnou detekci.

Podstata technického feSeni

Kvalitativni nebo kvantitativni detekci virl raspberry virus 1 a raspberry virus 2 v biologickém
materidlu umoziuje sada PCR primerti a sond podle technického feSeni, jehoZ podstata spociva
v tom, ze obsahuje primery a znacené hybridizacni sondy, jejichz sekvence jsou

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

SEQ ID NO. 2: AGCACCAGCATATTGGGAC (Reverse primer 1)

SEQ ID NO. 3: AATTCGAGGATGCGGGTTATGTTG (Sonda 1)

SEQ ID NO. 4: AATTCAATGTTGAAYTGTTTCCAAAAG (Forward primer 2)
SEQ ID NO. 5: CTYACCCTAAAATCAACCACATAAAT (Reverse primer 2)
SEQ ID NO. 6: CCCTCAAGCCATTATGCTGATC (Sonda 2)

SEQ ID NO. 7: CCCTCAAACCGTTGTGTTGATC (Sonda 3),

kde hybridiza¢ni sondy jsou vhodné oznaceny pro jejich souc¢asnou detekci v pritbéhu PCR reakce,

ptfi¢emz pro PCR detekci viru raspberry virus 1 obsahuje sada primery a znacenou hybridizacni
sondu, jejichz sekvence jsou

SEQ ID NO. 1: CTGGCGTACAGAAATCGGG (Forward primer 1)
SEQ ID NO. 2: AGCACCAGCATATTGGGAC (Reverse primer 1)
SEQ ID NO. 3: AATTCGAGGATGCGGGTTATGTTG (Sonda 1),
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apro PCR detekci viru raspberry virus 2 obsahuje sada primery a zna¢ené hybridiza¢ni sondy,
jejichz sekvence jsou

SEQ ID NO. 4: AATTCAATGTTGAAYTGTTTCCAAAAG (Forward primer 2)
SEQ ID NO. 5: CTYACCCTAAAATCAACCACATAAAT (Reverse primer 2)
SEQ ID NO. 6: CCCTCAAGCCATTATGCTGATC (Sonda 2)

SEQ ID NO. 7: CCCTCAAACCGTTGTGTTGATC (Sonda 3).

Vyse uvedené sady primert a sond jsou vhodné pro soucasnou nebo individudlni kvalitativni nebo
kvantitativni detekci vird raspberry virus 1 a raspberry virus 2 v biologickém materialu s vysokou
specificitou metodou zaloZzenou na metodé¢ PCR. Metodou PCR se rozumi klasické uspotadani
PCR reakce s detekci amplikonti pomoci gelové elektroforézy nebo digitalni PCR nebo real-time
PCR vyuzivajici k detekci interkalacni barviva nebo riizné znacené hybridizac¢ni sondy podle
technického tfeSeni a dalsi varianty metody PCR znamé odbornikovi v oboru. Ve vyhodném
provedeni technického feseni je PCR produkt detekovan v realném case pomoci real-time PCR,
a jesté vyhodnéji pomoci znacenych hybridizacnich sond. V jedné PCR reakci je tak mozné
stanovit konkrétni virus z vySe uvedenych virt, ktery je zodpovédny za vznik onemocnéni.

Hybridiza¢ni sondy mohou byt pro ucely jejich detekce znaCeny fluorescencné, radioaktivné,
neradioaktivné nebo dal§imi zplisoby znamymi odbornikovi v oboru. Ve vyhodném provedeni
technického feseni jsou hybridiza¢ni sondy pro detekci jednotlivych virli zna¢eny fluorescenéné,
a jesté vyhodnéji pomoci odlisnych fluoroford pro jednotlivé viry, coz umoziluje jejich souc¢asnou
detekci v jedné PCR reakci.

Néavrh sad primerti a hybridiza¢nich sond podle technického feSeni pro detekci virti raspberry
virus 1 a raspberry virus 2 byl proveden ve dvou krocich: i) Analyza sekvenci vlastnich izolat
téchto virti; i) Navrh sad primerti a hybridizac¢nich sond pro detekci vird raspberry virus 1
a raspberry virus 2.

Detekce vird raspberry virus 1 a raspberry virus 2 mize byt dle provedeni technického feseni
provedena v jakémkoliv rostlinném materialu, s vyhodou je rostlinnym materialem list.

Prvnim krokem detekce virii raspberry virus 1 a raspberry virus 2 v rostlinném materialu je izolace
celkové RNA a jeji ptepis do cDNA pomoci RNA-dependentni DNA polymerazy a sady nahodnych
primeri metodami znamymi v oboru. Vytvofena cDNA je nasledné analyzovana na piitomnost
nukleové kyseliny virG raspberry virus 1 a raspberry virus 2 metodou PCR sadami primerid
a hybridizacnich sond podle technického feseni.

Ptiklady provedeni technického feseni jsou zde uvedeny pouze pro ilustraci a zZadnym zplisobem
neomezuji rozsah této prihlasky, ktera je vymezena pfipojenym narokem a podrobné popsana
v popisu technického feseni. Odbornik v oboru bude schopen ucinit rizné modifikace pouzitého
zpusobu PCR a uvedenych primeri tak, aby nedoslo ke snizeni specificity PCR detekce.

Priklady uskuteénéni technického fe$eni

Ptiklad 1: Navrh sekvenci primert a sond

Sekvence ruznych izolath vird raspberry virus 1 a raspberry virus 2 byly ziskany vlastni
vynalezeckou ¢innosti. Pro analyzu variability sekvenci byla pouzita metoda pairwise alignment,
algoritmus Geneious Alignment v programu Geneious Prime. Pro navrzeni sad primert
a hybridiza¢nich sond byly pouzity konzervované oblasti genomu virt vykazujici nejvyssi
sekvencni homologii napfi¢ vSemi izolaty. Primery a hybridizac¢ni sondy byly navrzeny pomoci
programu Geneious Prime.
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Tabulka 1. Pfehled primert a sond pro detekci vird raspberry virus 1 a raspberry virus 2.

Sekvence
. . (Dle IUPAC: Y zastupuje C nebo T; R
SEQID NO. Popis Virus zastupuje A nebo G; S zastupuje G nebo
C; W zastupuje Anebo T)
SEQ ID NO. 1 [Forward primer 1 raspberry virus 1 CTGGCGTACAGAAATCGGG
SEQ ID NO. 2 |Reverse primer 1 raspberry virus 1 AGCACCAGCATATTGGGAC
SEQ ID NO. 3 |Sonda 1 raspberry virus 1 AATTCGAGGATGCGGGTTATGTTG
SEQ ID NO. 4 [Forward primer 2 raspberry virus 2, kmen A, |AATTCAATGTTGAAYTGTTTCCAAAAG
kmen B
SEQ ID NO. 5 [Reverse primer 2 [raspberry virus 2, kmen A, [CTYACCCTAAAATCAACCACATAAAT
kmen B
SEQ ID NO. 6 [Sonda 2 raspberry virus 2, kmen A |[CCCTCAAGCCATTATGCTGATC
SEQ ID NO. 7 |Sonda 3 raspberry virus 2, kmen B |[CCCTCAAACCGTTGTGTTGATC

Nasedani primert a sond na referencni sekvence ukazuje Tabulka 2.

Tabulka 2. Nasedani primerti a sond pouzitych pro detekci virti raspberry virus 1 a raspberry
virus 2. Mista pro nasedani primerd a sond jsou vyznacena tucn€. Podtrzenim je vyznaceno
nasedani primert a sond v reverzni orientaci.

s Mista pro nasedani primerQl a sond pouzitych pro detekci viru raspberry virus 1

SEQ ID RO. 1 SEQ ID NO. 3 SEQ ID NO. 2
Izolat CF322 1 TRCCTEGCGTACAGAAATCGGG TTCGTACRRTACCTCCTCCTCTAATTCGAGGATGCGGETTATGTTG TCCCRARTATGCTGETGCTGAG
ATGGACCGCATGTCTT TAGCCCARGCATG TTATGCAGGAGGAGAT TARGCTCCTACGCCCARTACARCAGGGTTATACGACCACGACTC

e Mista pro nasedani primer? a sond pouZitych pro detekci viru raspberry virus 2

SEQ ID HO. 4 SEQ ID HO. 6 SEQ ID NO. 5
Kmen A, izolat CF861 1 ACAAATTCAATGTTGAATTGTTTCCARAAGATCAGCATRAATGECTTGAGEEARATTTATETGETTGATTTTAGGETARGGAT
TGETTTARGTTACARCTTAACAAAGGTTTTCTAGTCETATTACCGAACTCCC T TTAAATACACCAACTAAAATCCCATTCCTA

SEQ ID HO. 4 8EQ ID Wo. 7 SEQ ID NO. 5
Kmen B, izolat CE830 1  ACAAATTCAATGTTGAACTSTTTCCAAAAGATCARCACAARCGETTTGAGEGARATTTATETGETTGATTTTAGGETGRAGGAT
TGTTTARGTTACAACTTGACARAGETTTTCTAGTTSTETTGCCAAACTCCC TTTAAATACACCAACTAAAATCCCACTCCTA

Ptiklad 2: Simplexova kvalitativni detekce viru raspberry virus 1 v biologickém materialu metodou
PCR v klasickém uspotadani

Pro detekci viru raspberry virus 1 byla z infikovanych rostlin izolovana celkova RNA pomoci
soupravy Ribospin™ Plant (GeneAll). Izolovana RNA byla pouzita pro pripravu cDNA s vyuZitim
nahodnych primerd (Roche) a M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen). Pripravena 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; 1 U Combi Taq DNA
polymeraza (Top-Bio); 500 nM primery kazdy. V reakci byly pouzity tyto primery:

SEQ ID NO. 1: CTGGCGTACAGAAATCGGG (Forward primer 1)
SEQ ID NO. 2: AGCACCAGCATATTGGGAC (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% agar6zovém gelu. U vzorkll pozitivnich na
piitomnost viru raspberry virus 1 byl identifikovan prouzek o velikosti 83 bp.
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Priklad 3: Simplexova kvalitativni detekce viru raspberry virus 2 v biologickém materialu metodou
PCR v klasickém usporadani

Pro detekci viru raspberry virus 2 byla z infikovanych rostlin izolovana celkova RNA pomoci
soupravy Ribospin™ Plant (GeneAll). Izolovana RNA byla pouzita pro piipravu cDNA s vyuZitim
nahodnych primerti (Roche) a M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen). Piipravena 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 pM dNTP kazdy; 1 U Combi Taq DNA
polymeraza (Top-Bio); 500 nM primery kazdy. V reakci byly pouzity tyto primery:

SEQ ID NO. 4: AATTCAATGTTGAAYTGTTTCCAAAAG (Forward primer 2)
SEQ ID NO. 5: CTYACCCTAAAATCAACCACATAAAT (Reverse primer 2).

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% agar6zovém gelu. U vzorkll pozitivnich na
pritomnost viru raspberry virus 2 byl identifikovan prouzek o velikosti 76 bp.

Ptiklad 4: Simplexova kvalitativni a kvantitativni detekce viru raspberry virus 1 v biologickém
materialu metodou real-time PCR

Pro detekci viru raspberry virus 1 byla z infikovanych rostlin izolovana celkovda RNA pomoci
soupravy Ribospin™ Plant (GeneAll). Izolovana RNA byla pouzita pro pripravu cDNA s vyuZitim
nahodnych primerd (Roche) a M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen). Pripravena cDNA byla
pouzita jako templat pro real-time PCR reakci.

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

SEQ ID NO. 1: CTGGCGTACAGAAATCGGG (Forward primer 1)
SEQ ID NO. 2: AGCACCAGCATATTGGGAC (Reverse primer 1).

Real-time PCR probihala v zafizeni Rotor-Gene Q (Qiagen) s nasledujicim teplotnim profilem:
94 °C/5 minut; 40x cyklovani 94 °C/20 s, 58 °C/20 s, 72 °C/20 s, s odectem fluorescence v HRM
kanalu. Pozitivni nalezy ziskané pomoci real-time PCR byly ovéfeny melting analyzou s urc¢enim
charakteristické kiivky tani specifickych PCR amplikont.

V jesté vyhodnéjsim provedeni technického feSeni je pro real-time PCR detekci viru raspberry
virus 1 pouzito fluorescenéné znacené hybridiza¢ni sondy s nasledujicimi reakénimi podminkami:
2 pl cDNA; 1x PCR Blue reakéni pufr (Top-Bio); 2,5 mM MgClz; 200 uM dNTP kazdy; 1 U Combi
Taq DNA polymeraza (Top-Bio); 500 nM primery kazdy; 200 nM sonda. V reakci byly pouzity
tyto primery a sonda:

SEQ ID NO. 1: CTGGCGTACAGAAATCGGG (Forward primer 1)
SEQ ID NO. 2: AGCACCAGCATATTGGGAC (Reverse primer 1)
SEQ ID NO. 3: AATTCGAGGATGCGGGTTATGTTG (Sonda 1).

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

Ve vyhodném provedeni technického feSeni byla pfitomnost viru raspberry virus 1 stanovena
kvantitativné. Do real-time PCR béhu byly pfidany Ctyfi vzorky (standardy) viru raspberry virus 1
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o znamé koncentraci v desitkovém fedéni pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky. Kalibra¢ni kfivka byla
u pozitivnich vzorkl pouZita pro stanoveni koncentrace viru raspberry virus 1 ve vzorku.

Priklad 5: Simplexova kvalitativni a kvantitativni detekce viru raspberry virus 2 v biologickém
materialu metodou real-time PCR

Pro detekci viru raspberry virus 2 byla z infikovanych rostlin izolovana celkova RNA pomoci
soupravy Ribospin™ Plant (GeneAll). Izolovand RNA byla pouzita pro piipravu cDNA s vyuZitim
nahodnych primert (Roche) a M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen). Pripravend cDNA byla
pouzita jako templat pro real-time PCR reakci.

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

SEQ ID NO. 4: AATTCAATGTTGAAYTGTTTCCAAAAG (Forward primer 2)
SEQ ID NO. 5: CTYACCCTAAAATCAACCACATAAAT (Reverse primer 2).

Real-time PCR probihala v zafizeni Rotor-Gene Q (Qiagen) s nasledujicim teplotnim profilem:
94 °C/5 minut; 40x cyklovani 94 °C/20 s, 58 °C/20 s, 72 °C/20 s, s ode¢tem fluorescence v HRM
kanalu. Pozitivni nalezy ziskané pomoci real-time PCR byly ovéfeny melting analyzou s uréenim
charakteristické kiivky tani specifickych PCR amplikont.

V jesté vyhodnéj$im provedeni technického feseni je pro real-time PCR detekci viru raspberry
virus 2 pouzito fluorescencné znacené hybridizacni sondy s nasledujicimi reakénimi podminkami:
2 pl cDNA; 1x PCR Blue reakéni pufr (Top-Bio); 2,5 mM MgCl,; 200 uM dNTP kazdy; 1 U Combi
Taq DNA polymeraza (Top-Bio); 500 nM primery kazdy; 150 nM sonda 2; 150 nM sonda 3.
V reakci byly pouzity tyto primery a sondy:

SEQ ID NO. 4: AATTCAATGTTGAAYTGTTTCCAAAAG (Forward primer 2)
SEQ ID NO. 5: CTYACCCTAAAATCAACCACATAAAT (Reverse primer 2)
SEQ ID NO. 6: CCCTCAAGCCATTATGCTGATC (Sonda 2)

SEQ ID NO. 7: CCCTCAAACCGTTGTGTTGATC (Sonda 3).

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

Ve vyhodném provedeni technického feSeni byla pfitomnost viru raspberry virus 2 stanovena
kvantitativné. Do real-time PCR bé&hu byly pfidany Ctyii vzorky (standardy) viru raspberry virus 2
o znamé koncentraci v desitkovém fedéni pro sestrojeni kalibracni kiivky. Kalibra¢ni k¥ivka byla
u pozitivnich vzorkli pouzita pro stanoveni koncentrace viru raspberry virus 2 ve vzorku.

Priklad 6: Soucasnd multiplexova kvalitativni a kvantitativni detekce virG raspberry virus 1
a raspberry virus 2 v biologickém materialu metodou real-time PCR

Pro soucasnou detekci vird raspberry virus 1 a raspberry virus 2 byla z infikovanych rostlin
izolovana celkovd RNA pomoci soupravy Ribospin™ Plant (GeneAll). Izolovana RNA byla
pouzita pro pripravu ¢cDNA s vyuzitim nahodnych primeri (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 virh raspberry virus 1
a raspberry virus 2 pouzito odli$né fluorescencné znac¢enych hybridizacnich sond specifickych pro
pfislusny virus s nasledujicimi reakénimi podminkami: 2 ul cDNA; 1x PCR Blue reakéni pufr
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(Top-Bio); 2,5 mM MgCl,; 200 uM dNTP kazdy; 1 U Combi Taqg DNA polymeraza (Top-Bio);
500 nM primery kazdy; 200 nM sonda 1; 150 nM sonda 2; 150 nM sonda 3. V reakci byly pouzity
tyto primery a sondy:

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

SEQ ID NO. 2: AGCACCAGCATATTGGGAC (Reverse primer 1)

SEQ ID NO. 3: AATTCGAGGATGCGGGTTATGTTG (Sonda 1)

SEQ ID NO. 4: AATTCAATGTTGAAYTGTTTCCAAAAG (Forward primer 2)
SEQ ID NO. 5: CTYACCCTAAAATCAACCACATAAAT (Reverse primer 2)
SEQ ID NO. 6: CCCTCAAGCCATTATGCTGATC (Sonda 2)

SEQ ID NO. 7: CCCTCAAACCGTTGTGTTGATC (Sonda 3).

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

Pozitivni nalezy ziskané pomoci PCR v tomto uspofadani byly porovnany s vysledky ze
simplexovych detekci virti raspberry virus 1 a raspberry virus 2, které jiz byly ovéteny. Ve vsech
ptipadech nalezy ze soucasné detekce obou virit v jedné PCR reakci souhlasily s vysledky ze
simplexovych reakci.

Ve vyhodném provedeni technického feseni byla pfitomnost vird raspberry virus 1 a raspberry
virus 2 stanovena kvantitativné. Do real-time PCR béhu byly ptidany ¢tyfi vzorky (standardy)
raspberry viru 1 a raspberry viru 2 o znamé koncentraci v desitkovém fedéni pro sestrojeni
kalibracni ktivky. Koncentrace vird raspberry virus 1 a raspberry virus 2 u pozitivnich vzorkd byla
stanovena podle pfislusné kalibracni kiivky.

Prumyslova vyuzitelnost

Nové navrzené primery a hybridizacni sondy byly optimalizovany pro pouziti v sadé pro souc¢asnou
kvalitativni a kvantitativni detekci virt raspberry virus 1 a raspberry virus 2 v jedné PCR reakci.
Nova sada primerti a hybridizac¢nich sond tedy oproti dosavadnimu stavu techniky umoziuje
diagnostiku téchto virGh v biologickém materialu. V¢asnou diagnostikou je mozné eliminovat
napadeny rozmnozovaci material maliniku a zamezit tak budoucim hospodaiskym ztratdm.
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NAROKY NA OCHRANU

1. Sada primert a sond pro soucasnou PCR detekci virt raspberry virus 1 a raspberry virus 2 v
biologickém materialu, vyznacujici se tim, Ze obsahuje primery a zna¢ené hybridizacni sondy,
jejichz sekvence jsou

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

SEQ ID NO. 2: AGCACCAGCATATTGGGAC (Reverse primer 1)

SEQ ID NO. 3: AATTCGAGGATGCGGGTTATGTTG (Sonda 1)

SEQ ID NO. 4: AATTCAATGTTGAAYTGTTTCCAAAAG (Forward primer 2)
SEQID NO. 5: CTYACCCTAAAATCAACCACATAAAT (Reverse primer 2)
SEQ ID NO. 6: CCCTCAAGCCATTATGCTGATC (Sonda 2)

SEQ ID NO. 7: CCCTCAAACCGTTGTGTTGATC (Sonda 3),

kde hybridiza¢ni sondy jsou oznaceny pro jejich soucasnou detekci v prubéhu PCR reakce,
pticemz pro PCR detekci viru raspberry virus 1 obsahuje sada primery a zna¢enou hybridiza¢ni
sondu, jejichz sekvence jsou

SEQ ID NO. 1: CTGGCGTACAGAAATCGGG (Forward primer 1)
SEQ ID NO. 2: AGCACCAGCATATTGGGAC (Reverse primer 1)
SEQ ID NO. 3: AATTCGAGGATGCGGGTTATGTTG (Sonda 1),

a pro PCR detekci viru raspberry virus 2 obsahuje sada primery a zna¢ené hybridiza¢ni sondy,
jejichz sekvence jsou

SEQ ID NO. 4: AATTCAATGTTGAAYTGTTTCCAAAAG (Forward primer 2)
SEQ ID NO. 5: CTYACCCTAAAATCAACCACATAAAT (Reverse primer 2)
SEQ ID NO. 6: CCCTCAAGCCATTATGCTGATC (Sonda 2)

SEQ ID NO. 7: CCCTCAAACCGTTGTGTTGATC (Sonda 3).
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