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Anotace:                                                                                                                                

Next generation sequencing is a modern method applied in plant virology for sensitive 

detection of previously characterized and novel pathogens without any preceding knowledge 

of them. In this study three novel and two already described viruses were detected by de 

novo assembly of Illumina single-end reads ( Hi-Seq 2500 system) from total poly(A) 

enriched RNA of diseased red clover (Trifolium pratense) and indicator plant (Nicotiana 

occidentalis 37B). The complete genomic sequence of novel Red clover carlavirus A 

(RCCA) was determined from Illumina reads, 5´, 3´ RACE, cloning, RT-PCR and Sanger 

sequencing. The presence of RCCV was also confirmed in mechanically inoculated tobacco 

plant. 
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1.  Úvod 

     Viry jsou obligátní vnitrobuněční parazité, nebuněčné organismy, neschopné 

samostatného metabolismu a rozmnožování, podle definice života neživé. Přesto se jako živé 

organismy chovají, obsahují geny, které mutují a jako organismy podléhají evoluci        

(Hull, 2009). První virus byl objeven na konci 19. století třemi zakladateli rostlinné virologie 

(Adolf E. Mayers, Dimitrii Ivanovsky, Martinus W. Beijerinck), kteří pracovali s virem 

mozaiky tabáku. Viry jsou pravděpodobně nejčetnějšími organismy v biosféře infikující 

rozsáhlý okruh hostitelů, kterými jsou řasy, houby, bakterie, rostliny, živočichové i samotné 

viry (Flint et al.,2015; Oldstone, 2010). Přestože je na ně vzhledem k parazitismu pohlíženo 

negativně, jsou významnou součástí ekosystémů, unikátním nástrojem molekulární biologie 

a některé mohou svým hostitelům dokonce přinášet výhody (Flint et al.,2015). Příkladem 

využití v molekulární biologii je například použití silného 35S promotoru viru mozaiky 

květáku v rostlinné transgenozi (Sander et al., 1987). Pozitivní vliv v pěstitelství okrasných 

rostlin měly například rostlinné viry z rodu Potyvirus způsobující pestrokvětost tulipánů 

velmi ceněných v Nizozemsku v 16. a 17. století (Derks et al., 1982; Van Slogteren & De 

Bruyn Ouboter, 1941). Tyto organismy na hranici živého a neživého jsou klasifikovány 

podle druhového konceptu skupinou International Committee on Taxonomy of Viruses 

(ICTV) do rodů, podčeledí, čeledí a řádů, vyšší taxonomické jednotky se u virů neuvádějí. V 

současné době podle této taxonomie existuje 4404 druhů virů rozdělených do 735 rodů, 35 

podčeledí, 122 čeledí a 8 řádů (https://talk.ictvonline.org/taxonomy/p/taxonomy_releases). 

Jedná se pouze o zlomek diverzity, jelikož počet virů na Zemi odhadován na 10
31

 (Braibart 

& Rohwer, 2005).  

     Rostlinné viry jsou významnými patogeny především v zemědělství, jelikož redukují 

výnosy zemědělských plodin a jsou příčinou velkých ekonomických ztrát v této oblasti. 

Nabývají tvarů tyčinkovitých, vláknitých a isometrických, dále také tvarů baciliformních a 

dvou spojených isometrických částic (Bos, 1999; Gergerich & Dolja, 2006). Jsou složené 

ze dvou základních komponentů, nukleové kyseliny a proteinového obalu, některé navíc 

obsahují vnější obal tvořený lipidy a proteiny (Gergerich & Dolja, 2006). Zatímco většina 

organismů je nositelem dsDNA, pouze malá část rostlinných virů vlastní tento genom. 

Nejpočetnější skupinou virů jsou RNA viry (76%  ssRNA
+
, 13%  ssRNA

-
, 4,3 %  dsRNA), 

menšinu tvoří DNA viry (4,1%  ssDNA, 2%  dsDNA) (Zaitlin & Hull, 1987). Genom všech 

virů kóduje přinejmenším tři typy proteinů: strukturní proteiny (structural proteins), kódující 

plášťové proteiny a další komponenty virionu; replikační proteiny ( replication proteins), 
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kódující polymerázy a protézy a pohybové proteiny (movement proteins), zajišťující šíření 

viru mezi sousedními buňkami (Gergerich & Dolja, 2006). Rostlinné viry jsou přenosné 

mechanickou inokulací, roubováním, kokoticí, pohybem rostlinného vegetativního 

množitelského materiálu, pylem, semeny, hmyzem (mery, mšice, třásněnky, křísi, 

červci,brouci), roztoči a přímým mechanickým přenosem z rostliny na rostlinu (Bos, 1999). 

Symptomy na hostitelských rostlinách se projevují v podobě primárních a sekundárních 

příznaků. Primární symptomy se projevují v místě vstupu virových částic do hostitelské 

rostliny a zahrnují vadnutí, nekrózy či chlorózy pletiv (lokální léze).Touto reakcí, především 

nekrotizací pletiv, se rostlina snaží zabránit rozšíření infekce do ostatních částí rostlin. 

Sekundární, systemická infekce se projevuje rozšířením viru do celé rostliny. K tomuto ději 

může dojít i velmi rychle přes vodivá pletiva rostliny. Mezi sekundární příznaky patří 

například kroužkovitost, systémová mozaika, kadeřavost, různé deformace, morfózy, 

zakrslost, svinutka listů, nádorovitost, chlorózy a nekrózy pletiv, pestrokvětost, červenání 

listů a mnoho dalších (Bos, 1960). V roce 1999 byl počet rostlinných virů odhadován na 

1000 druhů, což je pouze zlomek dosud neodhalené diverzity. Lze ji obtížně odhadovat 

z mnoha důvodů: například mohou být obtížně detekovatelné v mnoha planých rostlinách a 

zemědělských plodinách, některé symptomy infikovaných rostlin mohou být zaměňované s 

fyziologickými problémy či genetickými odchylkami, infekce mohou být latentní. Jelikož je 

většina rostlinných virů vysoce infekčních, velmi často může v uniformním zemědělství 

docházet i k rozsáhlým epidemiím (Bos, 1999). Rostlinné viry mohou mít velmi úzký okruh 

hostitelů, např. virus tristézy citrusu, původce rozsáhlých epidemií na citrusech s 

devastačními následky v citrusovém průmyslu, infikuje pouze některé druhy uvnitř dvou 

rodů čeledi Rutaceae (Moreno et al., 2008). Naopak nejširší hostitelský okruh celkově mezi 

viry má virus mozaiky okurky, který infikuje více než 1000 rostlinných druhů 

jednoděložných i dvouděložných, od bylin po keře a stromy (Edwardson & Christie, 1991) a 

je rozšířený po celém světě (Roossinck, 2002). K virovým onemocněním způsobujícím 

enormní agronomické a ekonomické ztráty patří šarka evropských švestek a meruněk 

redukující jejich kvalitu a způsobující předčasný opad plodů (Cambra et al., 2006).  

     Jetel luční (Trifolium pratense) patří mezi významné zemědělské plodiny ve Francii, 

Německu, Itálii a Rakousku. Dále se také pěstuje v jižní Africe, Chile, Novém Zélandu, 

Austrálii, Kanadě a USA (Rosso & Pagano, 2005). Tato plodina pocházející z jihovýchodní 

Evropy a Malé Asie zaujímá ve světě přibližně 20 milionů hektarů zemědělské půdy jako 

čistý porost i v kombinaci s travami (Smith et al. 1985; Taylor & Quesenberry, 1996). Jedná 
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se o hojně pěstovanou pícninu pro vysoký obsah nutričních látek. Je také významným 

činitelem při zúrodňování půdy vzhledem ke schopnosti vázat atmosferický dusík 

v kořenových hlízkách pomocí bakterie rodu Rhizobium a převádět ho do organismům 

přístupné formy. Velmi dobře zkypřuje zemědělskou půdu rozsáhlým kořenovým systémem. 

Jedná se o plodinu odolnou, schopnou přetrvávat v odlišných prostředích, např. při různém 

pH, typu půdy či klimatických podmínkách, schopnou výrazné kompetice s plevely a 

chránicí zemědělskou půdu před erozí (Clark, 2007; Rosso & Pegano, 2005; Zahran, 1999). 

Je schopný snášet i nízké pH a růst na méně úrodných či špatně odvodněných půdách 

(Fergus & Hollowell 1960; Smith et al. 1985; Taylor et al. 1997; Undersander et al. 1990). 

Virové patogeny snižují celkově výnosy pícnin, jejich fixaci dusíku, možnost kompetice 

s plevely a také zvyšují obsah estrogeních látek v infikovaných rostlinách (Barbetti et al. 

1996; Jones 1991; Jones & Nicholas 1992; Jones & Ferris 2001). 

     1.1.  Cíl práce 

     Tato práce je zaměřena na bioinformatickou analýzu sekvenačních dat získaných 

metodou sekvenování nové generace (NGS) Illumina (Hi-Seq 2500) ze vzorků izolované 

celkové poly(A) obohacené  RNA z jetele lučního a z rostliny tabáku (Nicotiana occidentalis 

37B) inokulované homogenátem z listů jetele lučního. Zajímala nás přítomnost nových virů 

uvnitř těchto rostlin vykazujících příznaky virových onemocnění. Zároveň byla práce 

zaměřena na získání sekvence celého genomu jednoho z nově objevených virů nazvaného 

Red clover carlavirus A. provedením 5´, 3´  RACE, sekvenováním, klonováním, RT-PCR a 

bioinformatickou analýzou. 
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2. Literární přehled 

2.1.  Důležitost spolehlivých metod diagnostiky a detekce rostlinných virů v souvislosti    

s jejich ekologií, biologií, změnami podmínek a prevencí 

     Detekce a diagnostika rostlinných virů je důležitým, stále se vyvíjejícím oborem rostlinné 

virologie (Boonham et al. 2007). Viry mají potenciál objevovat se kdekoliv za vhodných 

podmínek. Rostlinné viry mají široký i užší okruh rostlinných hostitelů, biologických 

vektorů a jsou schopné přežívat v odlišných ekosystémech, kterými jsou země, voda, 

vzduch, součástí vektorů i samostatně (stabilní viry). Dokáží se pasivně rozšířit i na velké 

vzdálenosti například uvnitř hmyzích vektorů, semen unášenými vodními, větrnými proudy, 

zvěří i samostatně. Jsou závislé na komplexní ekologii svých hostitelů zahrnující velké 

množství interakcí s živými i neživými složkami životního prostředí. Jejich evoluce je velmi 

rychlá a souvisí s jejich variabilitou, především u RNA virů (Bos, 1999). Vznikají u nich tzv. 

quasispecies, populace RNA virů s četnými mutantními formami, které vznikají činností k 

chybám náchylné RNA dependentní RNA polymerázy (Prabha et al., 2013). K variabilitě 

výrazně přispívá také proces rekombinace a pseudorekombinace, který probíhá mezi viry 

vzájemně nebo viry a hostitelským genomem (Bos, 1999 ). Na variabilitě mají dále podíl 

heteroenkapsidace a vyšší replikační rychlost virů (Bos, 1999; Zukurov et al., 2016). Tato 

variabilita uvnitř virové populace v souvislosti s působení selekčního tlaku a genetického 

driftu způsobuje vznik nových druhů (Escriu, 2017). Zvýšený výskyt a rozšíření rostlinných 

virů z původních míst výskytu nastalo s globalizovaným uvolněným obchodem a dopravou, 

pohybem množitelského materiálu na dlouhé vzdálenosti, obzvláště okrasných květin, a také 

změnami klimatických podmínek (Boonham et al., 2007). Dalším důležitým faktorem 

ovlivňujícím výskyt a rozšíření virů jsou lidské zásahy v zemědělství (Bos, 1999). Všechny 

tyto změny narušují nastolenou dávnou rovnováhu vzniklou koevolucí mezi rostlinným 

hostitelem a patogenem (Damsteegt, 1999). Složité ekologické interakce, rychlost evoluce, 

téměř všudypřítomnost, možnost přenosu na velké vzdálenosti a lidské zásahy činí z virů 

nebezpečné patogeny pro zemědělce a pěstitele po celém světě. Jelikož k nemocem 

způsobeným rostlinnými viry neexituje vhodná léčba, prevence je jedinou ochranou před 

těmito patogeny. K preventivním opatřením je nezbytná přesná diagnostika virů založená na 

spolehlivé detekci spojená s hlubokou znalostí ekologie virů, především hostitelské a 

vektorové specificity (Bos, 1999).               
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2.2.  Srovnání a rozvoj klasických i novějších detekčních a diagnostických metod rostlinné    

virologie se zaměřením na odhalení nových virů 

      Vzhledem k výše zmíněným faktům se zvyšuje potřeba zavádět nové, rychlejší, levnější 

a citlivější metody ke kontrole semen, jiného množitelského materiálu a polních vzorků, tedy 

k fytosanitárním, ale take k výzkumným účelům. Mezi klasické detekční a diagnostické 

metody patří hodnocení příznaků testovaných rostlin, biologické testy, elektronová 

mikroskopie, serologické testy a molekulární metody založené na stanovení nukleové 

kyseliny (např: PCR, real-time PCR, RT-PCR, hybridizace nukleových kyselin)       

(Boonham et al., 2008).  Nejstaršími metodami jsou biologické testy a elektronová 

mikroskopie (Prabha, 2013). Mezi biologické testy patří mechanický přenos (inokulace 

homogenátu na hostitelskou rostlinu), přenos roubováním, hmyzími vektory či vyjímečně 

kokoticí (Bos,1999). Již v roce 1929 F.O. Holmes zjistil, že některé druhy tabáku vykazují 

lokální nekrotické léze po inokulaci virem mozaiky tabáku a množství těchto příznaků u 

Nicotiana glutinosa bylo použito ke stanovení koncentrace virové suspenze (Holmes, 1929). 

Nevýhodou mechanické inokulace na hostitelskou rostlinu je její závislost na dostupnosti 

vhodné, kvalitní indikátorové rostliny, časová náročnost, subjektivita a vyšší náklady, které 

souvisí se zajištěním speciálních podmínek. V některých případech může dojít k projevu 

příznaků na hostitelské rostlině až za několik měsíců (Boonham & Glover, 2008). Metoda 

také není univerzální, jelikož ne všechny viry lze bez problému mechanicky přenést (Adam 

et al., 2009). Pomocí elektronové mikroskopie je možné určovat morfologii, velikost virů, 

zjišťovat smíšené infekce v rostlinném homogenátu a určovat lokalizaci virů uvnitř tkání, 

buněk a organel ultratenkými řezy. Jedná se o finančně náročnou metodu (Bos, 1999). 

Citlivost metody je omezená tím, že ne všechny virové částice lze jednoduše vizualizovat 

pomocí elektronové mikroskopie (Adam et al., 2009). Specificita a senzitivita této metody 

může být zvýšena kombinací se serologickými metodami nebo značením virových částic 

koloidním zlatem (Bos, 1999). Inokulace na indikátorovou rostlinu a elektronová 

mikroskopie jsou nespecifické metody schopné jen v některých případech určit viry do rodů 

a čeledí, ke konečné identifikaci je potřeba dalších metod (Adams et al, 2009). K průlomu v 

diagnostice a detekci rostlinných virů došlo zavedením serologického ELISA testu 

využívajícím polyklonálních a později monoklonálních protilátek (Clark & Adams, 1977) a 

PCR (Candresse et al.,1998). ELISA, vyvinutá kolem roku 1950, se stala rutinně používanou 

a robustní metodou a je dodnes používaná v téměř všech diagnostických laboratořích po 

celém světě zabývajících se detekcí rostlinných, živočišných a lidských patogenů.  
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Molekulární metody byly zpočátku přijímány obvykle v případech, kdy ELISA nebyla 

vhodná např. kvůli nedostupnosti vhodných protilátek, nedostatečné specificitě či sensitivitě. 

Postupem času v souvislosti s rozvojem molekulárních metod byly tyto metody lépe 

přijímané a v některých případech nahradily tradiční metodu ELISA (Boonham & Glover, 

2008). Mezi takové pokroky v molekulárních metodách patřily rozvoj extrakčních metody 

nukleových kyselin, spolehlivé vnitřní kontroly, zvýšená přístrojová automatizace, 

standardizace formátu a také možnost detekovat více virů v jediném testu (multiplexing) 

(Mumford et al., 2006). Tyto změny zasáhly například metodu real- time PCR, která v 

některých případech nahradila rutinně používanou metodu ELISA (Boonham & Glover, 

2008). Rozvoj multiplexních metod přinesl výhody v podobě nižších nákladů a časové 

úspory v souvislosti s potřebou zpracování většího množství vzorků. Z těchto metod mají ve 

virologii potenciál například metoda MIA (the universal bead microsphere immuno assay), 

Luminex MAGplex-TAG bead system a mikročipy (Boonham et al., 2014).  

     Vývoj v detekčních a diagnostických metodách schopných detekovat nové rostlinné viry 

byl pomalejší (Boonham & Glover, 2008). Charakterizace nových virů před zavedením 

metod NGS závisela na širokém spektru výše zmíněných tradičních či moderních metod. 

Proces identifikace většinou začíná hledáním podezřelých známých virů metodami 

serologickými (ELISA) nebo molekulárními (PCR, dot-blot hybridizace). V případě 

negativních výsledků je následně využito metod elektronové mikroskopie, inokulace na 

indikátorovou rostlinu a PCR s degenerovanými primery (Gibbs & Mackenzie, 1997) či 

mikročipy. K identifikaci virů je také potřeba dobré znalosti hostitelského okruhu virů. 

Proces identifikace a diagnostiky nového rostlinného viru může být tedy velmi dlouhodobý 

(Adam et al., 2009). Například odhalení původce onemocnění zvratu černého rybízu    

(BRV, rod Nepovirus, čeleď Comoviridae) trvalo mnoho let za použití tradičních 

virologických a molekulárních metod (Susi, 2004). PCR je metodou rychlou, velmi 

sensitivní a specifickou, což je výhodné pro určování virů s přesně známou sekvencí a 

nevýhodné pro detekci nových virů (McLoughlin, 2011). Použitím PCR se skupinově 

specifickými primery je možné zjistit pouze část z přítomných již známých nebo nových virů 

uvnitř zacílené skupiny. Další nevýhodou použití degenerovaných primerů v PCR je možný 

vznik falešně pozitivních výsledků nespecifickou amplifikací hostitelské nukleové kyseliny. 

Použitím směsi polyklonálních protilátek v ELISA testu je možné stanovit příbuzné varianty 

či odlišné druhy virů, avšak další charakterizace je obtížná (Prabha et al., 2013). Mikročipy, 

metoda méně citlivá, specifická a časově náročnější než PCR je vhodnější k objevování 
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nových virů než výše zmíněné metody s použitím prób komplementárních ke konzervované 

virové oblasti (McLoughlin, 2011). Všechny tyto metody tedy závisí na předešlé znalosti 

sekvence nebo protilátek a nejsou nejvhodnější k identifikaci nových virů nebo virů 

infikujících nového hostitele (Prabha et al., 2013). Vzhledem k výše zmíněným nedostatkům 

poskytují rychle se rozvíjející metody sekvenování nové generace (NGS) přímou detekci a 

charakterizaci nových nebo již známých rostlinných virů (Barba et al., 2014; Prabha et al., 

2013). Vzhledem k vysoké citlivosti mají potenciál odhalit celé spektrum virů uvnitř vzorku 

(Barzon et al., 2014). Běžné metody vzhledem k nižší citlivosti mohou také selhat v 

identifikaci viru, např. réva vinná vykazující symptomy podobné virovým onemocněním 

byla testováná metodami ELISA, RT-PCR se specifickými i degenerovanými primery a 

pozorována v elektronovém mikroskopu s negativními výsledky. Teprve masivní 

sekvenování malých molekul RNA metodou Illumina prokázala přítomnost nového viru a již 

identifikovaných virů a viroidů (Giampetruzzi et al., 2012). Zda-li se neustále se vyvíjející 

metody NGS stanou v budoucnu rutinními a nahradí současné diagnostické a detekční 

metody ve virologických laboratořích , případně které jimi budou, není jasné, mají však 

velký potenciál a na dalším vývoji závisí mnoho faktorů. Jedním z nich je cena vzorku na 

jeden sekvenační běh NGS a cena platforem, které se budou pravděpodobně snižovat v 

souvislosti s technologickým vývojem metod, který je poháněn rozvojem personalizované 

medicíny ve zdravotnictví s cílem sekvenovat celé lidské genomy za nízké náklady.Prozatím 

jsou přístoje vzhledem k cenové nepřístupnosti centralizované do specializovaných 

pracovišť, které také umožňují následnou analýzu dat (Boonham & Glover, 2008; Boonham 

et al., 2014). 

2.3.  Stručný vývoj sekvenačních metod vedoucí k rozvoji NGS a jejich základní 

charakteristiky 

     V roce 1977 vyvinuli Fred Sanger a Alan R. Coulson metodu sekvenování            

(Sanger, 1977 et al.
1
; Sanger et al., 1977

2
), dnes nazývanou Sangerovo metodou, která 

celkově transformovala biologii možností dešifrování kompletních genů a později celých 

genomů (Schuster, 2007). Tato metoda byla vylepšením již starších technik, Sangerovo  

´plus  mínus´ metody (Sanger & Coulson, 1975) a Maxam - Gilbertovo techniky       

(Maxam & Gilbert, 1977). Skrze výhody v podobě redukovaných chemikálií a radioizotopů 

se stala Sangerova metoda na dalších 30 let jedinou používanou DNA sekvenační technikou 

(Schuster, 2007). Postupem času spolu s rozvinutějšími sekvenátory, programy a 

bioinformatikou se zvyšovala automatizace, výkonnost, přesnost a paralelizace sekvenačních 



8 
 

přístrojů (Tucker et al., 2009). Snahy osekvenovat lidský genom vedly k vyvinutí přístrojů 

automatizované kapilární gelové elektroforézy, jež jsou dnes soustředěné do 

centralizovaných sekvenačních pracovišť (Schuster, 2007). Tento vývoj umožnil využít 

Sangerovo sekvenování nejen k sekvenačním projektům menšího měřítka (v jednotkách 

kilobází), ale také k projektům s cílem osekvenovat genomy v jednotkách megabazí   

(Tucker et al., 2009). I přes dva úspěšně dokončené projekty zacílené na osekvenování 

celého lidského genomu neskončily snahy o zlepšování výkonnosti  a snižování ceny 

sekvenování (Schuster, 2007). Tyto snahy vyústily na počátku 21. století, kdy se staly 

dostupnými metody sekvenování nové generace dnes založené na vysoce efektivních a 

výkonných platformách umožňujících rychlé, citlivé a dnes již poměrně levné stanovení 

nukleových kyselin překonávající možnosti tradičního Sangerovo sekvenování (Barba et al., 

2014; Tucker et al., 2009). Tyto výhody spočívají především ve schopnosti metod NGS 

generovat paralelně miliony čtení (kapilární sekvenátor: 96 čtení daných počtem kapilár) na 

jeden běh sekvenátoru. Další výhodou NGS je vynechání amplifikačního klonovacího kroku 

před Sangerovo sekvenováním (Mardis, 2008). Současné metody NGS závisí na třech 

základních krocích: příprava knihoven, oddělení, obohacení molekul DNA a 

sekvenování/detekce (Adam et al., 2009). DNA fragmenty pro NGS jsou připraveny z 

knihoven ligací specifických adaptérů na oba konce DNA komplementárních k 

oligonukleotidům přichycených na amplifikační povrch platforem (kromě SMRT a Oxford 

Nanopore) (Mardis, 2008, Tucker et al., 2009). Každý fragment vytvořené knihovny je 

amplifikován a sekvenován nezávisle na jiném fragmentu knihovny. Pokud je zvoleno 

masivní sekvenování, potom i ojedinělé mutantní formy mohou být identifikovány     

(Tucker et al., 2009). Nevýhodou sekvenování nové generace je produkce kratších čtení 

(~35-800 pb, v závislosti na platformě) na rozdíl od kapilárních sekvenátorů (do ~ 1000 pb) 

(Luo et al., 2012; Tucker et al., 2009). Kratší délka čtení oproti Sangerovo sekvenování 

může způsobit problémy v de-novo skládání genomu, především v repetitivních oblastech a 

reorganizovaných oblastech genomu. Nevýhodou extrémního množství výstupních dat je 

potřebná bioinformatická expertýza a počítače vhodné pro analýzu takového objemu dat 

(Tucker et al., 2009). První vyvinutou vysokokapacitní technologií nové generace byla NGS 

454 FLX pyrosekvenační platforma od společnosti 454 Life Sciences dostupná od roku 2005 

a převzatá firmou Roche. V roce 2007 byl představen Genom Analyzer  společností Illumina 

(dříve Solexa GA), v roce 2006 platforma SOLid (Applied Biosystems). Později byly 

vyvinuté další nové a vylepšené platformy jako Ion Torrent PGM (Life Technologies), Real-

Time sekvenační platforma (Pacific Biosciences) a Heliscope (Helicos)(Barzon et al., 2011). 
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Single Molecule Real-Time sekvenační platforma, Oxford Nanopore a další nové metody 

založené na sekvenování jediné dlouhé molekuly DNA jsou nazývány metodami třetí 

generace (Schadt et al., 2010). Sekvence jsou čtené při syntéze nového řetězce přidáváním 

jednotlivých nukleotidů DNA polymerázou (sequencing by synthesis – 454 

pyrosekvenování, Illumina, Ion Torrent a Heliscope, SMRT) či ligací oligonukleotidů 

(sequencing by ligation - SOLid) (Ansorge, 2009; Barzon et al., 2011).  

   2.4. Využití metod NGS ve virologii  

      Od roku 2004 byly metody NGS aplikovány na biologickém poli, zatímco v rostlinné 

virologii byly zavedeny až v roce 2009 (Barba et al., 2014). Všeobecně se ve virologii 

využívají například k metagenomickým studiím, celogenomovému sekvenování, RNA 

sekvenování a objevování malých RNA (Zukurov et al., 2016). Tyto metody jsou významné 

v odhalování mikrobiální evoluce, fylogeografie, mechanismu patogeneze, ekologie, 

epidemiologie virů, interakce virů s hostitelským organismem, mechanismu úniku před 

imunitní odpovědí rostliny, populační dynamiky a virové virulence (Barba et al., 2014 ; 

Prabha et al., 2013; Studholme et al., 2011). Metody NGS a jejich platformy lišící se 

biochemií, celkově principem sekvenování, výkonností, chybovostí, cenou a délkou readů, 

se hodí k různým účelům a aplikacím. Například SOLid systém může být vhodnější 

vzhledem k množství výstupních dat na jeden sekvenační běh a kratší délce čtení k RNA 

sekvenačním projektům a celogenomovým resekvenačním projektům. Sekvenování 454 a 

Illumina jsou vhodné k de-novo skládání genomu a relativně dlouhá délka 454 FLX čtení 

k hlubokému sekvenování amplikonů s využitím v analýze tzv. quasispecies a mikrobiální a 

virové metagenomice (Barzon et al., 2011; Tucker et al., 2009). Jedna z metagenomických 

analýz byla provedena a vyvinuta na modelovém systému Pepino mosaic virus - rajče z 

izolované totální RNA sekvenované pomocí GS FLX  Genome Sequencer - Roche      

(Adams et al., 2009). Další metagenomická analýza byla provedena ze vzorku révy vinné z 

izolované dsRNA pomocí Illumina Genome Analyzer II (Coetzee et al., 2010). Jiným 

příkladem je masivní sekvenování siRNA symptomatické i asymptomatické rostliny 

povíjnice batátové metodou Illumina (Kreuze et al., 2009). Další možností je zkoumání 

virové diversity virů uvnitř vektorů (Ng et al., 2011).  
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3. Materiál a metody 

     Následující pasáž o rozsahu sedmnácti stran obsahuje utajované skutečnosti a je obsažena 

pouze v archivovaném originále diplomové práce uloženém na Přírodovědecké fakultě JU. 
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4. Výsledky 

    Následující pasáž o rozsahu devíti stran obsahuje utajované skutečnosti a je obsažena 

pouze v archivovaném originále diplomové práce uloženém na Přírodovědecké fakultě JU. 
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5. Diskuze 

     Následující pasáž o rozsahu pěti stran obsahuje utajované skutečnosti a je obsažena pouze 

v archivovaném originále diplomové práce uloženém na Přírodovědecké fakultě JU. 
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6. Závěr 

     Následující pasáž o rozsahu jedné strany obsahuje utajované skutečnosti a je obsažena 

pouze v archivovaném originále diplomové práce uloženém na Přírodovědecké fakultě JU. 
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8. Příloha 

     Následující pasáž o rozsahu jedenácti stran obsahuje utajované skutečnosti a je obsažena 

pouze v archivovaném originále diplomové práce uloženém na Přírodovědecké fakultě JU. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


