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1. Uvod

Viry jsou obligatni vnitrobunécni parazité, nebunécné organismy, neschopné
samostatného metabolismu a rozmnozovani, podle definice Zivota nezivé. Piesto se jako zivé
organismy chovaji, obsahuji geny, které mutuji a jako organismy podléhaji evoluci
(Hull, 2009). Prvni virus byl objeven na konci 19. stoleti ttemi zakladateli rostlinné virologie
(Adolf E. Mayers, Dimitrii Ivanovsky, Martinus W. Beijerinck), ktefi pracovali s virem
mozaiky tabaku. Viry jsou pravdépodobné nejcetnéjSimi organismy v biosfére infikujici
rozsahly okruh hostitelt, kterymi jsou fasy, houby, bakterie, rostliny, zivo¢ichové i samotné
viry (Flint et al.,2015; Oldstone, 2010). Pfestoze je na n¢ vzhledem k parazitismu pohlizeno
negativné, jsou vyznamnou soucasti ekosystémtl, unikatnim nastrojem molekuldrni biologie
a n¢které mohou svym hostitelim dokonce pfinaset vyhody (Flint et al.,2015). Piikladem
vyuziti v molekuldrni biologii je naptiklad pouziti silného 35S promotoru viru mozaiky
kvétaku v rostlinné transgenozi (Sander et al., 1987). Pozitivni vliv v péstitelstvi okrasnych
rostlin mély napiiklad rostlinné viry z rodu Potyvirus zptsobujici pestrokvétost tulipand
velmi cenénych v Nizozemsku v 16. a 17. stoleti (Derks et al., 1982; Van Slogteren & De
Bruyn Ouboter, 1941). Tyto organismy na hranici Zivého a nezivého jsou klasifikovany
podle druhového konceptu skupinou International Committee on Taxonomy of Viruses
(ICTV) do rodi, podceledi, ¢eledi a radi, vyssi taxonomické jednotky se u vird neuvadéeji. V
soucasné dobé& podle této taxonomie existuje 4404 druhi virt rozdélenych do 735 rodd, 35
podceledi, 122 ¢eledi a 8 fada (https://talk.ictvonline.org/taxonomy/p/taxonomy_releases).
Jedna se pouze o zlomek diverzity, jelikoZ podet virti na Zemi odhadovan na 103 (Braibart

& Rohwer, 2005).

Rostlinné viry jsou vyznamnymi patogeny piredevsim v zemédé€lstvi, jelikoz redukuji
vynosy zemédélskych plodin a jsou pfi¢inou velkych ekonomickych ztrat v této oblasti.
Nabyvaji tvarl ty¢inkovitych, vldknitych a isometrickych, dale také tvart baciliformnich a
dvou spojenych isometrickych ¢astic (Bos, 1999; Gergerich & Dolja, 2006). Jsou slozené
ze dvou zakladnich komponentt, nukleové kyseliny a proteinového obalu, nékteré navic
obsahuji vnéjsi obal tvofeny lipidy a proteiny (Gergerich & Dolja, 2006). Zatimco vétsina
organismil je nositelem dsDNA, pouze mala ¢ast rostlinnych virt vlastni tento genom.
Nejpocetngjsi skupinou virti jsou RNA viry (76% sSRNA", 13% ssRNA, 4,3 % dsRNA),
mensinu tvoii DNA viry (4,1% ssDNA, 2% dsDNA) (Zaitlin & Hull, 1987). Genom vs§ech
virt kdduje pfinejmensim tfi typy proteinil: strukturni proteiny (structural proteins), kodujici
plastové proteiny a dal$i komponenty virionu; replikacni proteiny ( replication proteins),
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kédujici polymerazy a protézy a pohybové proteiny (movement proteins), zajist'ujici Sifeni
viru mezi sousednimi bunikami (Gergerich & Dolja, 2006). Rostlinné viry jsou pienosné
mechanickou inokulaci, roubovanim, kokotici, pohybem rostlinného vegetativniho
mnozitelského materialu, pylem, semeny, hmyzem (mery, mSice, tftdsnénky, kiisi,
¢ervcei,brouct), rozto¢i a pifimym mechanickym pfenosem z rostliny na rostlinu (Bos, 1999).
Symptomy na hostitelskych rostlinach se projevuji v podob¢ primarnich a sekundérnich
priznakli. Primarni symptomy se projevuji v misté vstupu virovych ¢astic do hostitelské
rostliny a zahrnuji vadnuti, nekrozy ¢i chlordzy pletiv (lokalni 1éze). Touto reakci, pfedevsim
nekrotizaci pletiv, se rostlina snazi zabranit rozsieni infekce do ostatnich ¢asti rostlin.
Sekundarni, systemicka infekce se projevuje rozsitenim viru do celé rostliny. K tomuto d&ji
muze dojit i velmi rychle pies vodiva pletiva rostliny. Mezi sekundéarni pfiznaky patii
napiiklad krouzkovitost, systémova mozaika, kadetavost, rizné deformace, morfozy,
zakrslost, svinutka listl, nadorovitost, chlor6zy a nekrozy pletiv, pestrokvétost, Cervenani
listi a mnoho dalsich (Bos, 1960). V roce 1999 byl pocet rostlinnych virtt odhadovan na
1000 druht, coz je pouze zlomek dosud neodhalené diverzity. Lze ji obtizn¢ odhadovat

Zz mnoha ditvodi: napiiklad mohou byt obtizné detekovatelné v mnoha planych rostlinach a
zemé&délskych plodindch, nékteré symptomy infikovanych rostlin mohou byt zaménované s
fyziologickymi problémy ¢i genetickymi odchylkami, infekce mohou byt latentni. Jelikoz je
vétSina rostlinnych vird vysoce infekénich, velmi c¢asto miize v uniformnim zeméd¢lstvi
dochazet i k rozsahlym epidemiim (Bos, 1999). Rostlinné viry mohou mit velmi uzky okruh
hostitelli, napft. virus tristézy citrusu, ptivodce rozsahlych epidemii na citrusech s
devasta¢nimi nasledky v citrusovém primyslu, infikuje pouze nékteré druhy uvniti dvou
viry ma virus mozaiky okurky, ktery infikuje vice nez 1000 rostlinnych druhii
jednodéloznych i dvoudé€loznych, od bylin po kete a stromy (Edwardson & Christie, 1991) a
je rozsifeny po celém svété (Roossinck, 2002). K virovym onemocnénim zptisobujicim
enormni agronomické a ekonomické ztraty patii Sarka evropskych Svestek a merun¢k

redukujici jejich kvalitu a zptisobujici predcasny opad plod (Cambra et al., 2006).

Jetel lucni (Trifolium pratense) patii mezi vyznamné zemédélské plodiny ve Francii,
Némecku, Italii a Rakousku. Déle se také péstuje v jizni Africe, Chile, Novém Zélandu,
Australii, Kanad¢é a USA (Rosso & Pagano, 2005). Tato plodina pochazejici z jihovychodni
Evropy a Mal¢é Asie zaujima ve svété piiblizné 20 milioni hektart zemédélské ptudy jako

Cisty porost i v kombinaci s travami (Smith et al. 1985; Taylor & Quesenberry, 1996). Jedna



se 0 hojn¢ péstovanou picninu pro vysoky obsah nutri¢nich latek. Je také vyznamnym
Cinitelem pfi zGrodnovani pidy vzhledem ke schopnosti vazat atmosfericky dusik

Vv kofenovych hlizkach pomoci bakterie rodu Rhizobium a pfevadét ho do organismim
pristupné formy. Velmi dobte zkypiuje zemédélskou ptidu rozsahlym kofenovym systémem.
Jedna se o plodinu odolnou, schopnou pfetrvavat v odlisnych prosttedich, napf. pfi rizném
pH, typu pady ¢i klimatickych podminkach, schopnou vyrazné kompetice s plevely a
chranici zemédélskou pudu pred erozi (Clark, 2007; Rosso & Pegano, 2005; Zahran, 1999).
Je schopny snaset i nizké pH a rist na mén¢ trodnych ¢i Spatné odvodnénych padach
(Fergus & Hollowell 1960; Smith et al. 1985; Taylor et al. 1997; Undersander et al. 1990).
Virové patogeny snizuji celkové vynosy picnin, jejich fixaci dusiku, moznost kompetice

s plevely a také zvysSuji obsah estrogenich latek v infikovanych rostlinach (Barbetti et al.
1996; Jones 1991; Jones & Nicholas 1992; Jones & Ferris 2001).

1.1. Cil prace

Tato préace je zaméfena na bioinformatickou analyzu sekvenacnich dat ziskanych
metodou sekvenovani nové generace (NGS) Illumina (Hi-Seq 2500) ze vzorkt izolované
celkové poly(A) obohacené RNA z jetele lu¢niho a z rostliny tabaku (Nicotiana occidentalis
37B) inokulované homogenatem z listi jetele lu¢niho. Zajimala nés ptitomnost novych viri
uvnitf téchto rostlin vykazujicich pfiznaky virovych onemocnéni. Zaroven byla prace
zaméfena na ziskani sekvence celého genomu jednoho z nové objevenych viri nazvaného
Red clover carlavirus A. provedenim 5°, 3" RACE, sekvenovanim, klonovanim, RT-PCR a

bioinformatickou analyzou.



2. Literarni prehled

2.1. Dtlezitost spolehlivych metod diagnostiky a detekce rostlinnych virti v souvislosti

s jejich ekologii, biologii, zménami podminek a prevenci

Detekce a diagnostika rostlinnych virt je dilezitym, stale se vyvijejicim oborem rostlinné
virologie (Boonham et al. 2007). Viry maji potencial objevovat se kdekoliv za vhodnych
podminek. Rostlinné viry maji Siroky i uzsi okruh rostlinnych hostitelt, biologickych
vektord a jsou schopné prezivat v odlisnych ekosystémech, kterymi jsou zemé¢, voda,
vzduch, soucasti vektorl i samostatn¢ (stabilni viry). Dokazi se pasivné rozsifit i na velké
vzdalenosti naptiklad uvnitt hmyzich vektorti, semen unaSenymi vodnimi, vétrnymi proudy,
zveii 1 samostatn€. Jsou zavislé na komplexni ekologii svych hostitelit zahrnujici velké
mnozstvi interakcei s Zivymi i nezivymi slozkami zivotniho prostiedi. Jejich evoluce je velmi
rychla a souvisi s jejich variabilitou, pfedev§im u RNA virti (Bos, 1999). Vznikaji u nich tzv.
quasispecies, populace RNA vird s cetnymi mutantnimi formami, které vznikaji ¢innosti k
chybam nachylné RNA dependentni RNA polymerazy (Prabha et al., 2013). K variabilité
vyrazné prispiva také proces rekombinace a pseudorekombinace, ktery probiha mezi viry
vzajemné nebo viry a hostitelskym genomem (Bos, 1999 ). Na variabilité maji dale podil
heteroenkapsidace a vyss$i replikacni rychlost vird (Bos, 1999; Zukurov et al., 2016). Tato
variabilita uvnitt virové populace v souvislosti s pisobeni selek¢niho tlaku a genetického
driftu zptisobuje vznik novych druht (Escriu, 2017). Zvyseny vyskyt a rozsiteni rostlinnych
vird z ptuvodnich mist vyskytu nastalo s globalizovanym uvolnénym obchodem a dopravou,
pohybem mnozitelského materidlu na dlouhé vzdalenosti, obzvlasté okrasnych kvétin, a také
zménami klimatickych podminek (Boonham et al., 2007). Dalsim dalezitym faktorem
ovliviiyjicim vyskyt a rozsiteni vira jsou lidské zasahy v zemédélstvi (Bos, 1999). VSechny
tyto zmény naruSuji nastolenou davnou rovnovahu vzniklou koevoluci mezi rostlinnym
hostitelem a patogenem (Damsteegt, 1999). Slozité ekologické interakce, rychlost evoluce,
témeét vSudyptitomnost, moZnost pfenosu na velké vzdalenosti a lidské zasahy ¢ini z virt
nebezpecné patogeny pro zemedelce a péstitele po celém svété. Jelikoz k nemocem
zpusobenym rostlinnymi viry neexituje vhodna 1écba, prevence je jedinou ochranou pied
témito patogeny. K preventivnim opatfenim je nezbytna pfesna diagnostika virl zalozené na
spolehlivé detekci spojena s hlubokou znalosti ekologie vird, predev§im hostitelské a

vektorové specificity (Bos, 1999).



2.2. Srovnani a rozvoj klasickych i novéjsich detekénich a diagnostickych metod rostlinné

virologie se zaméfenim na odhaleni novych vird

Vzhledem k vySe zminénym faktlim se zvySuje potieba zavadét nové, rychlejsi, levnéjsi
a citlivéjsi metody ke kontrole semen, jiného mnozitelského materialu a polnich vzorkt, tedy
k fytosanitarnim, ale take k vyzkumnym ucelim. Mezi klasické detekéni a diagnostické
metody patii hodnoceni pfiznakt testovanych rostlin, biologické testy, elektronova
mikroskopie, serologické testy a molekularni metody zaloZené na stanoveni nukleové
kyseliny (napt: PCR, real-time PCR, RT-PCR, hybridizace nukleovych kyselin)
(Boonham et al., 2008). Nejstar§imi metodami jsou biologické testy a elektronova
mikroskopie (Prabha, 2013). Mezi biologické testy patii mechanicky pienos (inokulace
homogenatu na hostitelskou rostlinu), pienos roubovanim, hmyzimi vektory ¢i vyjimecné
kokotici (Bos,1999). Jiz v roce 1929 F.O. Holmes zjistil, ze n€které druhy tabadku vykazuji
lokalni nekrotické 1éze po inokulaci virem mozaiky tabdku a mnozstvi téchto ptiznakii u
Nicotiana glutinosa bylo pouzito ke stanoveni koncentrace virové suspenze (Holmes, 1929).
Nevyhodou mechanické inokulace na hostitelskou rostlinu je jeji zdvislost na dostupnosti
vhodné, kvalitni indikatorové rostliny, ¢asova naro¢nost, subjektivita a vyssi naklady, které
souvisi se zajisténim specialnich podminek. V nékterych piipadech mize dojit k projevu
pfiznakl na hostitelské rostliné az za nékolik mésict (Boonham & Glover, 2008). Metoda
také neni univerzalni, jelikoz ne vSechny viry 1ze bez problému mechanicky prenést (Adam
et al., 2009). Pomoci elektronové mikroskopie je mozné uréovat morfologii, velikost vird,
zjiStovat smiSené infekce v rostlinném homogenatu a urcovat lokalizaci vird uvnitf tkani,
bungk a organel ultratenkymi fezy. Jedna se o finanéné naro¢nou metodu (Bos, 1999).
Citlivost metody je omezena tim, Ze ne vSechny virové ¢astice 1ze jednoduse vizualizovat
pomoci elektronové mikroskopie (Adam et al., 2009). Specificita a senzitivita této metody
muze byt zvySena kombinaci se serologickymi metodami nebo znacenim virovych ¢éstic
koloidnim zlatem (Bos, 1999). Inokulace na indikatorovou rostlinu a elektronova
mikroskopie jsou nespecifické metody schopné jen v nékterych ptipadech urcit viry do roda
a Celedi, ke kone¢né identifikaci je potieba dalSich metod (Adams et al, 2009). K pralomu v
diagnostice a detekci rostlinnych virti doslo zavedenim serologického ELISA testu
vyuzivajicim polyklonalnich a pozd¢&ji monoklonalnich protilatek (Clark & Adams, 1977) a
PCR (Candresse et al.,1998). ELISA, vyvinuta kolem roku 1950, se stala rutinné pouzivanou
a robustni metodou a je dodnes pouzivana v témét vSech diagnostickych laboratotich po

celém svété zabyvajicich se detekci rostlinnych, zivoc¢isnych a lidskych patogenti.



Molekularni metody byly zpocatku pfijimany obvykle v piipadech, kdy ELISA nebyla
vhodné napt. kvili nedostupnosti vhodnych protilatek, nedostatecné specificité ¢i sensitivite.
Postupem c¢asu v souvislosti s rozvojem molekularnich metod byly tyto metody 1épe
pfijimané a v n¢kterych ptipadech nahradily tradi¢ni metodu ELISA (Boonham & Glover,
2008). Mezi takové pokroky v molekularnich metodach patfily rozvoj extrakénich metody
nukleovych kyselin, spolehlivé vnitini kontroly, zvySena pfistrojova automatizace,
standardizace formatu a také moznost detekovat vice vir v jediném testu (multiplexing)
(Mumford et al., 2006). Tyto zmény zasahly napiiklad metodu real- time PCR, ktera v
nékterych ptipadech nahradila rutinné pouzivanou metodu ELISA (Boonham & Glover,
2008). Rozvoj multiplexnich metod ptinesl vyhody v podobé¢ nizsich nakladl a ¢asové
uspory v souvislosti s potiebou zpracovani vétsiho mnozstvi vzorki. Z téchto metod maji ve
virologii potencial napiiklad metoda MIA (the universal bead microsphere immuno assay),

Luminex MAGplex-TAG bead system a mikro¢ipy (Boonham et al., 2014).

Vyvoj v detekénich a diagnostickych metodach schopnych detekovat nové rostlinné viry
byl pomalejsi (Boonham & Glover, 2008). Charakterizace novych vird pfed zavedenim
metod NGS zavisela na Sirokém spektru vyse zminénych tradi¢nich ¢i modernich metod.
Proces identifikace vétSinou zacina hledanim podezielych znamych vird metodami
serologickymi (ELISA) nebo molekularnimi (PCR, dot-blot hybridizace). V ptipadé
negativnich vysledki je nasledné vyuzito metod elektronové mikroskopie, inokulace na
indikatorovou rostlinu a PCR s degenerovanymi primery (Gibbs & Mackenzie, 1997) ¢i
mikro€ipy. K identifikaci virh je také poteba dobré znalosti hostitelského okruhu virt.
Proces identifikace a diagnostiky nového rostlinného viru mize byt tedy velmi dlouhodoby
(Adam et al., 2009). Napiiklad odhaleni ptivodce onemocnéni zvratu ¢erného rybizu
(BRV, rod Nepovirus, ¢eled Comoviridae) trvalo mnoho let za pouziti tradi¢nich
virologickych a molekularnich metod (Susi, 2004). PCR je metodou rychlou, velmi
sensitivni a specifickou, coz je vyhodné pro uréovani virti s presné zndmou sekvenci a
nevyhodné pro detekci novych virh (McLoughlin, 2011). Pouzitim PCR se skupinové
specifickymi primery je moZné zjistit pouze Cast z pfitomnych jiZ znamych nebo novych virt
uvnitf zacilené skupiny. Dal$i nevyhodou pouziti degenerovanych primerii v PCR je mozny
vznik fale$né pozitivnich vysledkii nespecifickou amplifikaci hostitelské nukleové kyseliny.
Pouzitim smési polyklonalnich protilatek v ELISA testu je moZné stanovit pfibuzné varianty

¢i odlisné druhy virt, av§ak dal$i charakterizace je obtizna (Prabha et al., 2013). Mikroc¢ipy,
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novych virti nez vyse zminéné metody s pouzitim prob komplementarnich ke konzervované
virové oblasti (McLoughlin, 2011). VSechny tyto metody tedy zévisi na piedeslé znalosti
sekvence nebo protilatek a nejsou nejvhodnéjsi k identifikaci novych virtt nebo virt
infikujicich nového hostitele (Prabha et al., 2013). Vzhledem k vySe zminénym nedostatktiim
poskytuji rychle se rozvijejici metody sekvenovani nové generace (NGS) ptimou detekei a
charakterizaci novych nebo jiz znamych rostlinnych virt (Barba et al., 2014; Prabha et al.,
2013). Vzhledem k vysoké citlivosti maji potencial odhalit celé spektrum virtt uvniti vzorku
(Barzon et al., 2014). BéZné metody vzhledem k niZsi citlivosti mohou také selhat v
identifikaci viru, napf. réva vinna vykazujici symptomy podobné virovym onemocnénim
byla testovana metodami ELISA, RT-PCR se specifickymi i degenerovanymi primery a
pozorovana v elektronovém mikroskopu s negativnimi vysledky. Teprve masivni
sekvenovani malych molekul RNA metodou Illumina prokézala pfitomnost nového viru a jiz
identifikovanych vird a viroidi (Giampetruzzi et al., 2012). Zda-li se neustale se vyvijejici
metody NGS stanou v budoucnu rutinnimi a nahradi souc¢asné diagnostické a detekéni
metody ve virologickych laboratotich , ptipadné které jimi budou, neni jasné, maji vSak
velky potencidl a na dalS$im vyvoji zavisi mnoho faktorti. Jednim z nich je cena vzorku na
jeden sekvenaéni béh NGS a cena platforem, které se budou pravdépodobné snizovat v
souvislosti s technologickym vyvojem metod, ktery je pohanén rozvojem personalizované
mediciny ve zdravotnictvi s cilem sekvenovat celé lidské genomy za nizké naklady.Prozatim
jsou pfistoje vzhledem k cenové nepiistupnosti centralizované do specializovanych
pracovist, které také umoznuji naslednou analyzu dat (Boonham & Glover, 2008; Boonham
etal., 2014).

2.3. Stru¢ny vyvoj sekvenaénich metod vedouci k rozvoji NGS a jejich zakladni

charakteristiky

V roce 1977 vyvinuli Fred Sanger a Alan R. Coulson metodu sekvenovani
(Sanger, 1977 et al.}; Sanger et al., 1977%), dnes nazgvanou Sangerovo metodou, ktera
celkové transformovala biologii moznosti deSifrovani kompletnich genii a pozdéji celych
genomu (Schuster, 2007). Tato metoda byla vylepSenim jiz starSich technik, Sangerovo
‘plus minus” metody (Sanger & Coulson, 1975) a Maxam - Gilbertovo techniky
(Maxam & Gilbert, 1977). Skrze vyhody v podobé redukovanych chemikalii a radioizotopii
se stala Sangerova metoda na dalsich 30 let jedinou pouzivanou DNA sekvenacni technikou
(Schuster, 2007). Postupem ¢asu spolu s rozvinutéj§imi sekvenatory, programy a

bioinformatikou se zvySovala automatizace, vykonnost, piesnost a paralelizace sekvenacnich

7



ptistrojii (Tucker et al., 2009). Snahy osekvenovat lidsky genom vedly k vyvinuti pfistroji
automatizované kapilarni gelové elektroforézy, jez jsou dnes soustfedéné do
centralizovanych sekvenacnich pracovist’ (Schuster, 2007). Tento vyvoj umoznil vyuzit
Sangerovo sekvenovani nejen k sekvenacnim projektiim mensiho métitka (v jednotkach
kilobazi), ale také k projektim s cilem osekvenovat genomy v jednotkdch megabazi

(Tucker et al., 2009). I ptes dva tspésné dokoncené projekty zacilené na osekvenovani
celého lidského genomu neskoncily snahy o zlepSovani vykonnosti a snizovani ceny
sekvenovani (Schuster, 2007). Tyto snahy vyustily na po¢atku 21. stoleti, kdy se staly
dostupnymi metody sekvenovani nové generace dnes zalozené na vysoce efektivnich a
vykonnych platformach umoziujicich rychlé, citlivé a dnes jiz pomérné levné stanoveni
nukleovych kyselin pfekonavajici moznosti tradi¢niho Sangerovo sekvenovani (Barba et al.,
2014; Tucker et al., 2009). Tyto vyhody spocivaji pfedevs§im ve schopnosti metod NGS
generovat paralelné miliony ¢teni (kapilarni sekvenator: 96 ¢teni danych poctem kapilar) na
jeden béh sekvenatoru. Dalsi vyhodou NGS je vynechani amplifika¢niho klonovaciho kroku
pted Sangerovo sekvenovanim (Mardis, 2008). Sou¢asné metody NGS zavisi na tfech
zékladnich krocich: ptiprava knihoven, oddéleni, obohaceni molekul DNA a
sekvenovani/detekce (Adam et al., 2009). DNA fragmenty pro NGS jsou pfipraveny z
knihoven ligaci specifickych adaptérii na oba konce DNA komplementarnich k
oligonukleotidim ptichycenych na amplifikacni povrch platforem (krom& SMRT a Oxford
Nanopore) (Mardis, 2008, Tucker et al., 2009). Kazdy fragment vytvofené knihovny je
amplifikovan a sekvenovan nezavisle na jiném fragmentu knithovny. Pokud je zvoleno
masivni sekvenovani, potom i 0jedinélé mutantni formy mohou byt identifikovany

(Tucker et al., 2009). Nevyhodou sekvenovani nové generace je produkce kratsich ¢teni
(~35-800 pb, v zavislosti na platform¢) na rozdil od kapilarnich sekvenatorti (do ~ 1000 pb)
(Luo et al., 2012; Tucker et al., 2009). Kratsi délka ¢teni oproti Sangerovo sekvenovani
mize zpusobit problémy v de-novo skladani genomu, predevsim v repetitivnich oblastech a
reorganizovanych oblastech genomu. Nevyhodou extrémniho mnozstvi vystupnich dat je
potiebna bioinformaticka expertyza a pocitace vhodné pro analyzu takového objemu dat
(Tucker et al., 2009). Prvni vyvinutou vysokokapacitni technologii nové generace byla NGS
454 FLX pyrosekvenacni platforma od spole¢nosti 454 Life Sciences dostupna od roku 2005
a prevzata firmou Roche. V roce 2007 byl pfedstaven Genom Analyzer spolecnosti [llumina
(dtive Solexa GA), v roce 2006 platforma SOLid (Applied Biosystems). Pozdéji byly
vyvinuté dal$i nové a vylepsené platformy jako lon Torrent PGM (Life Technologies), Real-

Time sekvenacni platforma (Pacific Biosciences) a Heliscope (Helicos)(Barzon et al., 2011).
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Single Molecule Real-Time sekvenac¢ni platforma, Oxford Nanopore a dal$i nové metody
zalozené na sekvenovani jediné dlouhé molekuly DNA jsou nazyvany metodami tieti
generace (Schadt et al., 2010). Sekvence jsou ¢tené pii syntéze nového fetézce pridavanim
jednotlivych nukleotidit DNA polymerazou (Sequencing by synthesis — 454
pyrosekvenovani, [llumina, Ion Torrent a Heliscope, SMRT) ¢i ligaci oligonukleotidii

(sequencing by ligation - SOLid) (Ansorge, 2009; Barzon et al., 2011).
2.4. Vyuziti metod NGS ve virologii

Od roku 2004 byly metody NGS aplikovany na biologickém poli, zatimco v rostlinné
virologii byly zavedeny az v roce 2009 (Barba et al., 2014). Vseobecné se ve virologii
vyuzivaji naptiklad k metagenomickym studiim, celogenomovému sekvenovani, RNA
sekvenovani a objevovani malych RNA (Zukurov et al., 2016). Tyto metody jsou vyznamné
v odhalovani mikrobialni evoluce, fylogeografie, mechanismu patogeneze, ekologie,
epidemiologie vird, interakce virti s hostitelskym organismem, mechanismu tniku pted
imunitni odpovédi rostliny, popula¢ni dynamiky a virové virulence (Barba et al., 2014 ;
Prabha et al., 2013; Studholme et al., 2011). Metody NGS a jejich platformy lisici se
biochemii, celkové principem sekvenovani, vykonnosti, chybovosti, cenou a délkou reada,
se hodi k riznym uc¢eltim a aplikacim. Naptiklad SOLid systém miize byt vhodné&;jsi
vzhledem k mnozstvi vystupnich dat na jeden sekvenacni béh a kratsi délce ¢teni k RNA
sekvenacnim projektiim a celogenomovym resekvena¢nim projektim. Sekvenovani 454 a
[llumina jsou vhodné k de-novo skladani genomu a relativné dlouha délka 454 FLX ¢teni
k hlubokému sekvenovani amplikonti s vyuzitim v analyze tzv. quasispecies a mikrobialni a
virové metagenomice (Barzon et al., 2011; Tucker et al., 2009). Jedna z metagenomickych
analyz byla provedena a vyvinuta na modelovém systému Pepino mosaic virus - rajée z
izolované totalni RNA sekvenované pomoci GS FLX Genome Sequencer - Roche
(Adams et al., 2009). Dalsi metagenomicka analyza byla provedena ze vzorku révy vinné z
izolované dsRNA pomoci Illumina Genome Analyzer Il (Coetzee et al., 2010). Jinym
ptikladem je masivni sekvenovani siRNA symptomatické i asymptomatické rostliny
povijnice batatové metodou Illumina (Kreuze et al., 2009). Dalsi moznosti je zkoumani

virové diversity virt uvniti vektor (Ng et al., 2011).



3. Material a metody

Nasledujici pasaz o rozsahu sedmndcti stran obsahuje utajované skutecnosti a je obsazena

pouze Vv archivovaném originale diplomové prace ulozeném na Ptirodovédecké fakulté JU.
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4. Vysledky

Nasledujici pasaz o rozsahu deviti stran obsahuje utajované skutecnosti a je obsazena

pouze Vv archivovaném originale diplomové prace ulozeném na Ptirodovédecké fakulté JU.
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5. Diskuze

Nasledujici pasaz o rozsahu péti stran obsahuje utajované skutecnosti a je obsazena pouze

v archivovaném originale diplomové prace uloZzeném na Piirodovédecké fakulté JU.
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6. Zavér

Nasledujici pasaz o rozsahu jedné strany obsahuje utajované skutecnosti a je obsazena

pouze Vv archivovaném originale diplomové prace ulozeném na Ptirodovédecké fakulté JU.
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