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ABSTRAKT:

Peckovd L., 2012: Okrasné parkové kkviny zasobarnou vihi celedi
Rhabdoviridae.
Magisterska diplomovéa prace, Pedagogicka fakuhiadské univerzity Ceskych

Budgjovicich, Ceské Budjovice. 39 s.

Viry celedi Rhabdoviridae napadajici rostlinné hostitelgyly dosud
popisovany pouze u krytosemennych rostlin. V tétacpbyla poprvé studovana
rhabdovirova infekce u nahosemenné rostliny — jindwoulal@ného. Pestoze na
Zadném z nahodnvybranych rostlinnych materiadlech nebyly evidergpmptomy
infekéniho napadeni, byla préstinictvim molekularnich metod a detekch
primeri prokdzana rhabdovirova infekce u Sesti odebranymibrki rostlinného
materialu. Ziskané nukleotidové a aminokyselinowekvence porovnané se
sekvencemi v GenBank potvrzuji vyskyt vity(rodu Rhabdovirus. Sekvence
vykazovaly utitou analogii s Strawberry crinkle virus fazenym meazi
Cytorhabdoviry. Z analyz vyplynulo, Ze vzajemna lobogie nukleotidovych
sekvenci jednotlivych izolat je rozdilnd a s velkou pra¥dodobnosti byla ve
vzorcich z jinanu dvoulatmého poprvé prokdzanatiwmnost dvou zatim
neidentifikovanych vii. Definitivni z&azeni bude zaviset na ziskani a porovnani
dalSich sekvenci z genomu izdldh na zjisni jejich reékterych biologickych

vlastnosti.

Kli¢ova slova: Jinan dvoulalény (Ginkgo bilobg, virova infekce, rostlinné

rhabdoviry,Strawberry crinkle virusnukleotidové sekvence
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ABSTRACT:

Peckova L., 2012: The ornamental park tree specieas a resource of the
Rhabdoviridae family viruses.
Master’s Thesis, Faculty of Education, Universify South Bohemia inCeské

Budjovice, Ceské Budjovice. 39 pp.

Rhabdoviridae family viruses attacking the plaosts were only described at
the angiosperms. In this work, a gymnosperm rhaioidiae infection was described
for the first time ever — specifically at Ginkgddba. Even though there were not
observed any kinds of obvious infection symptomson of randomly chosen plant
samples, through the molecular methods and detegioners the rhabdoviridae
infection was proved at six of the plant samplds @cquired nucleotide and amino
acid sequences, which were compared with the GdnBaguences, confirm the
Rhabdoviridae family viruses occurrence. These rgigequences demonstrated
a certain analogy with &trawberry crinkle virusassigned to the genus of
Cytorhabdoviruses. The analyses proved a diffamgiprocal homology among the
nucleotide sequences of the individual isolated,iarall likelihood an occurrence of
two up to now unknown viruses in the Ginkgo bilddammples was proved for the
first time. A definite categorization will be demEmt on an acquisition and
comparison of other sequences from the isolatesorgenand also on certain

biological characteristics observation.

Keywords: Ginkgo biloba, viral infection, plant rhabdovirus&rawberry crinkle

virus, nucleotide sequences
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1 UVOD

Celd staleti byla pozorovdna a studovana virovammtrni, aniz by byl
odhalen jejich virovy fivod. Od vyznamného objevu wiubghlo jedno stoleti. Za
tuto kratkou dobu nam, diky modernim technologiitento ,novy* swt
neburgcnych forem Zivota odhaluje tisice dfulmfikujicich mizné hostitele, jejich
vlastnosti a projevy.

Dosavadni studie se j&Snikdy nezabyvaly spojenim viru, napadajicim
pievazrie rostliny krytosemenné, Zeledi Rhabdoviridae aieviny ze skupiny
nahosemennych, kterd je povaZzovana za nejst&Sind na swt¢, znamou pod
nazvemGinkgo biloba A praw myslenka propojeni dvou prastarych forem, na jedné
straré nejjednodusSich biologickych systéma hranici Zivé hmoty a na steadruhé
za nejstarSi povaZzovandetliny, se stala nattem pro zpracovani této diplomové
prace. Zakladni otazkou bylo, zda jeibec mozZzna rhabdovirova infekce
u nahosemenné rostliny.

Hlavnim cilem diplomové prace bylo, prigstnictvim uvedenych metod
a laboratornich postip zjistit, prokazat a identifikovat rhabdovirovounfekci

u dlouhowké parkové teviny — jinanu dvoulakiného Ginkgo biloba.



2 LITERARNI PREHLED
2.1 Viry

Viry piedstavuji wbec nejjednodussi biologické systémy, které nedgsah
bung¢né arovr. 1zolovany virus, jednotliva infeki ¢astice viru — virion, obsahuje
genom ve forra DNA nebo RNA a obvykle postrada metabolické enzyrippzomy
a dalSi proteiny a faktory petné pro proteosyntézu. Na zakidéchto poznatk,
muzZemerici, Ze virus je vnitrobuwtny parazit. Virovy genom se sklada z jedné nebo
vice nukleovych kyselin uz&nych v bilkovinném obalu — kapsjda v reékterych
piipadech (urady ZivaisSnych viti a rostlinnych rhabdowvi) jeSt obklopenych
vnejSim lipidovym obalem (Navratil, 2007).

Virova kapsida se u rostlinnych wisklada z jednoho a¥ druhi proteinovych
molekul (protomel). Uspdadani proteinového obaluduje symetrii virionu, ktera
muze byt helikaIni nebo ikosahedricka. Jen ve vyinyeh gipadech byly nalezeny
viry, které netvei kapsidy (mnohé obalené viry, rfapoxviry) (Walkey, 1991) a na
druhou stranu pouze vir§eledi Rhabdoviridae, na které se prace &aje, maji
typicky lipidovy obal.

Podle druhu nukleové Kkyseliny, ktera ivovirovy genom, jsou viry
rozdklovany na DNA-viry nebo RNA-viry. Nikdy vSak neoltsgi oba druhy
nukleovych kyselin saiasreé. V obou giipadech je genomébreé uspdadan jako
jedina linearni nebo kruznicova molekula. DNA genoathazime jen uékolika
desitek rostlinnych vir. Nukleova kyselina ize byt jednéettzcovd RNA/DNA
(ssRNA, ssDNA) nebo dvéettzcova RNA/DNA (dsRNA, dsDNA). Pokud je
nukleova kyselina virovéastice jedntetzcova, niize mit polaritu pozitivni(+) nebo
negativni (-). Polarita ma vyznam z hlediska stg@tereplikace a transkripce
virového genomu. ¥Sina rostlinnych vit ma genom tvieny (+)RNA. Ta se chova
bezprostedre po infekci hostitelské hiky jako mRNA, tzn. podle ni se na
ribozomech v biice pgepisuje genetickd informace do sekvence aminokyseli
Narozdil od (+)RNA nerive byt (-)RNA pimo pekladana do sekvence
aminokyselin v polypeptidovéntettzci. Za pomoci RNA-dependentni RNA
polymerazy je pepséna do komplementarniteizce (+)RNA, ktery az poté funguje
jako mRNA a stava se templatem pro syntézu novyalovych (-)RNA
(Navratil, 1997).



Po vice nez stech letech, kdy Dmitrij lvanovslappal prvni virové agens, se
dosud eviduje vice nez 3 600 virovych diufBos, 1999). Navic neustale jsou
popisovany nové druhy a izolaty irSowasny taxonomicky systém vise zaklada
na arbitrarnim hierarchickém ugpdani dofada (pripona -virales)geledi (Fipona
-viridae), podeledi (-virinae), rofl (-virus) a jednotlivych drulh podle typu
nukleové kyseliny, tvaru kapsidu, ugpdani genomu a replikai strategie vii
(Spanielova, 2000).

Pro gehledové usp@dani se pouziva i nadalelehi vira do skupin dle
hostiteli: viry infikujici bezobratlé, obratlovce, rostlinprvoky, houby a bakterie
(Navrétil, 2007).



2.2 Interakce vir U s rostlinnym hostitelem

Mezi rostlinné viry zéazujeme takové viry, které jsou schopné infikovat
rostlinné buiky a mnozit se v nich.iPpronikani do hostitelskych bek stoji, na
rozdil od ziv@iSnych viti a bakteriofad, pred rostlinnymi viry pekdzka v podob
kutikuly a bur¢né stny. Hima interakce mezi virem a cytoplazmatickou
membranou hostitelské tky je zprostedkovana jen diky poskozenym niist na
bungéné stné, nikoliv prostednictvim aktivniho vstupuips receptory jako je tomu
u ZivetisSnych vii. K poskozeni buftné stny maze dojit dema zésadnimi
mechanizmy: mechanickym porusenim &iné sény, nebo za porusenitze jiny
organismus tzv. ignasSeé (vektor) — hmyz, parazitické houby, ddtka. Jednotlivé
druhy viri se pak mezi hostiteli §ipro re charakteristickou cestou. Naptji se
setkhvame s ipnosem savym a bodavym hmyzem — mSicerfisyk molicemi.
Mnohem mén rozSteny je genos h&atky, pidnimi houbami, pylem a semenem.
Vyznamnym vektorem rostlinnych virje i ¢lovék, ktery Sfi viry vegetativnim
mnoZzenim infikovanych rostlin, roubovanim a agrbtekou. Diky mezibu&nému
spojeni rostlinnych butk plasmodesmaty se viryisz mista poSkozeni z tkly do
buiky a dale je vodivym systémem — cévnimi svazkySkajo rozsfeni infekce do
celé rostliny. Pouze maléast rostlinnych vik se specializuje na &ity typ pletiv
(Cefovska, 2010).

Virova infekce niize prakticky porusit vSechny fyziologické funkce
a nepimo tedy celou morfologii a anatomii rostlin. Kazpiyznak napadené rostliny
pomaha diagnostikovat virové onemécon Mezi pozorovatelné symptomy pat
nagiklad dekolorizace (Zloutnuti listnebo celych rostlin, mozaiky ligt nekrotické
léze na listech, nekrézy celych rostlin, nebo haliti znény (svijeni listi a jejich
deformace). Mnohé viry vSak symptomy onemwdn nevyvolavaji a jejich
piitomnost v rostlia zastava skryta (Matthews, 1991).

Nas pohled na viry seizni, obect jsou vSak viry chapany jako Skodlive.
Mnoha onemoaini, kterd zfisobuji, maji negativni dopad na kvalitu i kvantitu
(vynosy) zemidélskych plodin, a tedy né&pno negativi ovliviiuji ekonomiku. Na
druhé straé nckteré virové enzymy se vyuzivaji v biochemii, malgkni biologii
a rekterych dalSich unikatnich vlastnostitvilsamosestavovani kapsgjdschopnost

rychlého mnoZeni) se vyuziva v biotechnologiichgB999).
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K ochrarg rostlin gred riziky zavi€eni a roz§ovani nejen rostlinnych wir
ale i jinych vyznamnych Skodlivych organignmostlin a rostlinnych produktdo
novych oblasti, se dnes upiaji fytosanitarni opdéni (Bartos, 1968). U nas je jejich
provad¢nim powiena Statni rostlinolékska sprava (SRS), ktera vychazi z ogait
Evropské unie rid&enych Evropskym parlamentem a Radou. RespektR& S
vyhlaSuje tato op&tni podle § 11 odst. 3 a § 72 odst. 5 pism. j) zdko326/2004
Sh., o rostlinolékiské péi a o zméng nekterych souvisejicich zakénV CR jsou
tato opateni zavazna pro fyzické a pravnické osoby podle §d8t. 2 zakona
¢. 326/2004 Sb.(Navrétilova, 2012; Statni rostlikaeiska sprava online).

Tato opateni se tykaji satasnych dovoz rostlin a rostlinného materialu.
Mnohé viry k ndm byly nepochybrv minulosti zaviéeny s okrasnymi rostlinami
(nag. viry tabaku, virus bronzovitosti kggte se roz&i spolu se zavigenim
acinného vektora), Slechtitelskym nebo mnozitelskyraterialem apod. Gad

zavlgenych vifi samozejmeé nevime.
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2.3 Ginkgo biloba — jinan dvoulalo ény

Ginkgo biloba u nas znamy pod nazvem jinan dvoulaly je jedinym
zastupcem rodu zeledi Ginkgoaceae — jinanovité nahosemennych nostinan
dvoulalainy je povazovan za nejstarSi strom, jeho fosiliea®ji do obdobi permu,
tj. do obdobi ped 280 miliony let. Na zaklgdetnych nale& z obdobi Jury (fed
213 mil. lety) se ¥dci domnivaji, Ze rod Ginkgo (a rodyilpuzné —G. coriacea,
G. adiantoides, G. tigrensis, G. apodes, G. digit&. yimaensis, G. gardngrboyl
v té dol nejrozsfergjSim stromem (Asie, Evropa a Severni Amerika) (BAfek,
2008). Z této druhayvbohaté skupiny se dochoval pouze jediny relikinihdrodu
Ginkgo. Diky své mimiadné odolnosti &i klimatickym zmgnam a pirodnim
Zivlim se kthem poslednich 150 milidgnlet tén&f neznénil. Dnes se jehotgvodni
endemicky vyskyt pouze odhadujgeg 2000 lety byl jinan objeven v jihovychodni
Cing, kde jej lidé z&ali vyuZzivat (na tevo, jako potravu, ve farmakologii) a uctivat.
A to i presto, ze byl p#adu stoleti povazovan za vyhynuly (Kwant, 1999).

Teprve pi svém pobytu v Japonsku (v letech 1690 — 1692)) kaan ginesli
buddhistéti knézi, jej poprvé pro ,zapadni &/ popsal #mecky botanik Engelbert
Kaempfer (1651 — 1716) ve své knize Amoenitatuntieaoum (1712). Pravon dal
stromu novy nazev Ginkgo, které viyodnim zrni ,vinxing“ znamena ,gibrna
meruika“. Z Evropy jinan zmizel asiipd 3 miliony lety, ale Kaempfer tuto tradici
obnovil. Rivezl mnoho semen, z nichZz byl roku 1730 vysazewmniprstrom
v botanické zahradv Utrechtu v Holandsku. Jak se peégdukazalo, jednalo se
o santiho jedince tak jako &tSina dovezenych semen. Prvni s&mstrom byl
nalezen roku 1814 v Zeng(Pilat, 1964).

Ackoliv setadi mezi nahosemenné rostliny, pro které jsou kgpjehlicovité
listy pretrvavajici na stronvice nez rok, jinany disponuji listy opadavymi. Na
obrazku 1 jsou znazogny stidaw vyrastajici listy ve svazeich na brachyblastech
se Stihlymitapiky acepeli kosodelnikowit vejitovitou. Cepel je uprosed rozdlena
z&ezem ve dva laloky, jak je patrné z obrazku 2, ngdbmu nepravidekn
vicelalanaté s Zilnatinou skoro rovnétmou vidlicnag vétvenou (Musil, 2007).

12



Wlu!ﬂﬂpmfnulmlllmlulillni|itl||uu||u||uu||u|||.|ll|llli||mlnnlllulllnln|lpn||u’ul|m‘uu'nmlnn‘u
[rompeisaml s & 7 w o 10 n w w

Obrazek 2: List jinanu dvoulatbatého

Jinan je dvoudomy, anemogamni (tgtresnubny). Jehidovité sandi kvéty
maji na tenké stopce prasSna pouzdra t&pana po dvou. Sadiikvéty jsou dlouze
stopkaté, obvykle se dma vajtky. Semeno je tv@né exotestou na povrchu, pod ni
je duznata zapachajici vrstva — sarkotesta a typéékovitd“ sklerotesta, ktera
uzavira ,jadro“. Embryo ma dvdélohy (Musil, 2007). V dsledku piliS malé
piirodni populace je jinan #azen jako ohroZeny druh ddervené knihy IUCN
(Hoskovec, 2007) (online: http://www.iucnredlisgtapps/redlist/details/32353/0).
Dnes se s nim @iZeme setkat poénné hojrg v parcich i zahradach, kde se dien
vysazuje. DoCech byl dovezen a vysazen v roce 1809 v zameckérku pa
v Hlubosti, ale bohuZel se do dne3ni doby nezadh@®aat, 1964). V Ceské
republice se od roku 1844 eviduje v soupisevih Jiiho Braula —Ginkgo biloba

13



pod tehdy platnym nazve®alisbura adiantifolia Najdeme ho v Praze v Kralovské
obae v aredlu byvalého zahradnictvi u letohradku. ¥erd993 byl obvod jeho
kmene, ndieny ve vySce 130 cm nad zemi, 345 cm. Nejmatjgitexempld, jehoz
st&i se odhaduje kolem 170 — 200 let, se nachazi ¥ Ben Mendlo¢ nanesti

v aredlu Augustinianského klastera. Tento exeimpl@arové povazovan za jeden
z nej&tSich stroni tohoto druhu v Evrap (Taraba a kol., 2005). Nejzné&jsim
¢eskym jinanem jeGinkgo biloba “Pragense” (forma pendula), ktery roste
v botanické zahradKarlovy university v Praze. Kroéntéto varianty se dzeme
setkat s okrasnymi formami fastigiata, laciniatafiegata nebo aurea, které se lisi

barvou, stavbou ligta celkovym vzeiznim stromu (Pilat, 1964).
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2.3.1 Sklidci a choroby

Jinan, dlouhotka devina, se vyznalje vyjimenou rezistenci Wi
onemocgnim, Skidcim, ohni a zn&sttnému prosedi. Této vlastnosti se vyuziva
piedevsim ve rstech, kde &sSina stromd neni schopna pro zhorSené Zivotni
podminky pezit.

PrestoZze bylo prokazéno, Z&kteri zastupci z taxonomickych skupin bra@uk
(tesdikoviti) a motyh (zavijeoviti) mohou napadat mladé stromy, plody jinanal st
se jinan pednetem badani v boji proti hmyzim &tcaim (mSice bavinikova, mSice
broskvaiova, sviluSska chmelova, molice). Extrakt z diste osedcil jako &inny
repelentni a pesticidniipravek (Lee a kol., 2005).

Poprvé pipustili a prokazali napadeni jinanu bakteriemi \ac&amentu
v Kalifornii. Pseudomonas syringa@ramnegativni, aerobni, dikata tyinka) se
projevuje skvrnitosti na listech a nekr6zach na kim®becr se jedna o velmi
zavazné onemoéni, které ma za nasledek parcialni az totalni gtgom.

Zcela ojedigly je vyzkum vyuziti extraktu z jinanu jako ochrapyoti viru
lidské imunitni nedostataosti — HIV-1 (z angl. Human immunodeficiency viyus
respektive Tat proteinu kddovaném v HIV-1 (Wei & k2007).

Dosavadni publikované vyzkumy jeshikdy nebyly zamsfeny na moZznost

jakékoliv virové infekce u jinanu dvoulalpatého.
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2.4 Viry €eledi Rhabdoviridae

2.4.1 Klasifikace

Mezinarodni komise pro taxonomii #i{ICTV — The International Committee
on Taxonomy of Viruses, 2011) izauje c¢eled Rhabdoviridae doifadu
Mononegavirales (viz tabulka 1)R&d zahrnuje ¢tyfi ¢celeds: Bornaviridae,
Filoviridae, Paramyxoviridae a Rhabdoviridae (vulae zvyrazina oranzow),
které spojuji nasledujici znaky: ugpdani genomu, mechanismus genové exprese

a morfologiecastic (Dietzgen a kol., 2012).

Tabulka 1: Taxonomické rodéni7adu Mononegavirales (ICTVdb, 2011)

Rad Celed’ Podceled’ Rod
Bornaviridae Bornavirus
Filoviridae Ebolavirus

Marburgvirus
Aquaparamyxovirus
Avulavirus

Ferlavirus

Paramyxovirinae | Henipavirus

Paramyxoviridae Morbillivirus

Respirovirus

Rubulavirus

Mononegavirales Metapneumovirus

Pneumovirinae

Pneumovirus

Cytorhabdovirus

Ephemerovirus

Lyssavirus
Rhabdoviridae Novirhabdovirus

Nucleorhabdovirus

Vesiculovirus

Unassigned

Jak naznéauje tabulka 1 jeceled Rhabdoviridae rozdena do Sesti rad
Zastupci rod Vesiculovirus, Lyssavirus, Ephemerovirus a Nouithavirus napadaji
zejména obratlovce (v tabulce podbarveny zZgle@astupci dalSich dvou réd
Nucleorhabdovirus a Cytorhabdovirus infikuji spi&stlinné hostitele (v tabulce
podbarveny ZI#). Presto fada zastupc vesiculovifi, nukleorhabdovir
a cytorhabdovit miaZe zarové napadat i vektory z kmene Arthropodalgnovci)
(Jackson a kol., 2005).
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Nasledujicicasti popisweledi Rhabdoviridae se tykaji pouzetvinfikujicich
rostlinné hostitele, tj. z rodu nukleorhabdovirugyaorhabdovirus. Z dosavadnich
vysledki elektronové mikroskopie a dat genomovych sekvdnydd zjiS€no, Ze
zakladnim rozdilem je umisti procesu maturace a replikace virionu v hosktels
buice. U cytorhabdovir probihd v cytoplaz#) kdeZzto u nukleorhabdovir je
umistna do jadra (Zemla a kol., 1998). VVyznam této viasti nebyl dosud @psrén
(Jackson a kol., 2005).

Celkovy paet zastupt obou rodi s vyznaenymi prototypovymi druhy
(zvyrazrény cerverg) jsou znazorény nize v tabulkach 2 a 3.

| ptes nejno¥jSi vyzkumy existuje vice nez 7&sté&né charakterizovanych
rhabdovii, které zatim nebyly #¥azeny do Zadného z nich (Jackson a kol., 2005).

Tabulka 2: Seznam zastupodu Cytorhabdovirus (ICTVdb, 2011)
Rod Druh

Barley yellow striate mosaic virus (BYSMV)

Broccoli necrotic yellows virus (BNYV)

Festuca leaf streak virus (FLSV)

Lettuce necrotic yellows virus (LNYV)

Cytorhabdovirus Lettuce yellow mosaic virus (LYMV)

Northern cereal mosaic virus (NCMV)

Sonchus virus (SonV)

Strawberry crinkle virus (SCV)
White American striate mosaic virus

LOALACN AN

Tabulka 3: Seznam zastuipodu Nucleorhabdovirus (ICTVdb, 2011)
Rod Druh

Datura yellow vein virus (DYVV)

Eggplant mottled dwarf virus (EMDV)

Maize fine streak virus (MFSV)

Maize Iranian mosaic virus (MIMV)

Maize mosaic virus (MMV)

Nucleorhabdovirus
Potato yellow dwarf virus (PYDV)

Rice yellow stunt virus (RYSV)

Sonchus yellow net virus (SYNV)

Sowthistle yellow vein virus (SYVV)

Taro vein chlorosis virus (TaVCV)

17



2.4.2 Struktura a organizace virionu

Celed ziskala swj nazev zieckého rhabdos — znamenajidd, titll. Odvozeni
nazvu pochazi z baciloformnih@kady az kulovitého tvariastic s délkou 130 az
350 nanomefr a Stkou 45 az 100 nanoméirpodobr rozmery uvadji Francki
(1985) i Dijkstra (2006).

Genom zastupic ¢eledi Rhabdoviridae t¢o jedndetzcova ribonukleova
kyselina s negativni polaritou (—ssRNA). Z obra&kije patrny tvar virov&astice,
ktery je tvden pti strukturalnimi proteiny. Vdsné blizkosti nukleové kyseliny se
nachazi bilkoviny N (nucleocapsid protein), P (glogsotein) a L (large polymerase
protein — RNA polymeraza), které jsou zformovany delikalre uspdadané
ribonukleoproteinové i@ns. Nad ni je vijSi obal z lipidové dvojvrstvy
a z membranovych bilkovin M1 a M2 (matrix proteiRyaw bilkoviny M1 a M2 se
podili na spirdlovitém uspadani nukleokapsidu. Na povrcbastice v¢nivaji hroty
tvorené bilkovinou G (glycoprotein) (Khan, 2006).

’ o 7
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P protein
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Obrazek 3: Architektura virion(ackson a kol., 2005)

Kromé téchto gti strukturnich proteita byl v genomu vSech rostlinnych
rhabdovifi identifikovan je&t Sesty protein, ktery je nezbytny pro pohyb virionu
z buaky do buiky. Konkrétré u Sonchus yellow net virdsyl ozn&en jako tzv. sc4,

u ostatnich nebyl podobny protein blize prozkouifi#iatzgen a kol., 2012).



Genom rostlinnych rhabdoviro délce 11 000 — 14 000 nukledticha u osmi
kompletrg osekvenovanych Sest az dewvtewenychétecich ramé (ORF). Ty jsou
odcleny kratkymi sekvencemi, jakymisi ,mezerniky”, @ nvanymi jako
.gene-junction regions" (Dietzgen a kol., 2012)¢t Pstrukturnich proteifn je
v genomu usp@dano v ptadi geri od 3-N, P, M, G, L-5' konec (viz obrazek 4).
Do paadi genomu vSech rostlinnych rhabdéwbvykle zasahuji dalSi jeden &¥fi
geny, respektive otéenécteci ramce. Ty jsou rozestmé v poloze X mezi ORF
kodujici proteiny P a M. Krothdosud nespecifikovanych gerkteré jsou deasre
oznaeny cislici 3 zde mohou byt umisty i geny, které pravghodobrg koéduji
nestrukturni proteiny zprastdkovavajici pohyb virovéastice z biikky do buiky.

U Sonchus yellow net virukdduji jiz zmirny sc4 protein. Pouze 8trawberry
crinkle virusaRice yellow stunt virugou do polohy Y, mezi ORF kddujici proteiny
G a L, umistny geny uéujici bilkoviny dosud neznamého vyznamu,cam@
ozna&ené cislici 6. Posledni ORF koduje L protein, ktery manKci
RNA-dependentni RNA polymerazy a zardvge zodpo¥dny za polyadenylaci
a modifikaci virové mRNAcepickou (Poch a kol., 1990). Tyto kddujici oblasti jsou
ohranteny na 3'- a 5'-konci nekddujicimi oblastmi, tzejsou na 5'-konci upraveny

¢epickou a na 3'-konci polyadenylovany (Jackson a R8I05).
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Obecny popis genomu rostlinnych rhabdovir(i

3'-] N iP'-Mi G i L ks

Rostlinné nucleorhabdoviry

SYNV 3'-iNiP-Mi G i L i-s'
RYSV s<INI P ERvIiTGiBI C ks
Rostlinné cytorhabdoviry

LNYV  s=IN0{%a BV G| L bs
SCV 3'-i N iziMi G i L i-s'

Obrazek 4: Schéma us@alani genomu rostlinnych rhabdawir

S vyznéenymi ,gene- junction* oblastm@ackson a kol., 2005)

SYNV= Sonchus yellow net viruRYSV=Rice yellow stunt virygd.NYV= Lettuce
necrotic yellows virusSCV=Strawberry crinkle virusN (ORF1): kédujici
nukleokapsidovy protein vazajici RNA; P (ORF2)dljici phospoprotein;

X (ORF3): nespecifikované geny nebo geny zpeatovavajici pohyb virové
¢éastice z bilky do buiky; M (ORF4): kédujici matrix protein; G (ORF5): ddjici
glykoprotein; Y (ORF6): Usek nedefinovanych gjermiznych rostlinnych

a zZivaiisSnych rhabdovik; L (ORF7): kddujici RNA polymerazu.

Kratké sekvence mezi ORF jsou rélehy do ti ¢asti. Usek | se nachazi na
3-konci kazdého genu templatu genomu a jeiewo poly U (obech
3'-AUUNUUU-5"; kde N je G, C, A nebo U). Padi bazi v tseku | onchus yellow
net virus (3'-AUUCUUUUU-5") je totozné s analogickymi Useky nékterych
zastupé@ z fddu Mononegavirales {pvirus eboly, paramyxoviry, Bornaviridae).
Usek Il je kratky nefepisovany Usek odtljici jednotlivé geny. Usek Il je
konzervovany Usek, ktery je uniistk 5°-konci. Ukazalo se, Ze tyto useky mezi geny
maji vyznamné postaveni v replikaci a transkripBiNd\ (Jackson a kol., 2005).

Jackson (2005) i Francki (1985) podéhmvadji chemické slozeni virovych
castic: 70 % proteiln 15 — 25 % lipid, 1 — 2 % RNA a pblizn¢ 3 % sacharitl

Vysledky vyzkuni ukazaly, Ze slozeni lipidje u rhabdovii rozdilné. Mastné
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kyseliny a estery mastnych kyselin (steroly) se cadyi kthem morfogeneze
z hostitelskych butk a zavisi na specifické membearCtyti steroly u Sonchus
yellow net virus(Nucleorhabdovirus) se blizily slozenim stérghderného obalu,
kdezto u Northern cereal mosaic virugCytorhabdovirus) vice stefoh na

cytoplazmatické membrén
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2.4.3 Hostitelé a vektory rostlinnych rhabdoviru

Rhabdovirové infekce jsou znamy u celéady krytosemennych
a jednodloznych rostlin v mirném, subtropickém a tropické&fimatickém pasu.
Mnohé z nich napadaji do zZme miry prag¢ zentdélské plodiny (obiloviny,
kukutici, brambory, salat), coZz v minulosti vedlo k vgin ekonomickym ztratam.
Poznani interakce mezi virem a hostitelskym orgaaim umo#uje charakterizovat
nejen obecné, ale i jedim®® principy Zzivotnich projav vira. Znalost rozmezi
hostitelskych organisinma tedy velky vyznam nejen pro virology, ale iiklad
i pro zengdélce, kterym se v ikledku infekce sniZuji vynosy. Jedna sedevsim
o vynalozZeni Usili v navozovani rezisten@givinfekcim. Vyzkumy se za#iuji na
hledani rezistentnich g&n jakasi genova terapie. Viipadech, kde nebyly
identifikovany rezistentni geny, je snaha vysSldchtiezistentni rostliny
(Jackson a kol., 2005).

Jednotlivi zastupci rostlinnych rhabdaviryvolavaji v hostitelskych rostlinach
raizné symptomy. Mezi n&jsgji pozorovatelné péait krnéni, Zloutnuti Zilek lisi,
kropenatost, mozaikovitost az samotna nekrézaimogtth pletiv. Pesto piznaky
nemusi byt na rostlin vibec patrné. Na projev symptémvyvoj onemocani
a naist virovych ¢astic infikované rostliny rive mit viiv stéi rostliny, teplota
I intenzita s¥tla (Dietzgen a kol., 2012).

Celatada rhabdovir je zavisla na fenosu fytopatogennim hmyzem. Jejich
geografické roz$éni se objevuje pouze v souvislosti s ridiim hmyziho vektoru.
Ackoliv u nékterych rostlinnych rhabdovirzatim nejsou znamy jejich vektory, pro
vétSinu je typicky zfisob @Fenosu prosednictvim zastupc hmyzu z celedi
Aphididae (mSicoviti, konkréth podteled” Aphidinae — vlastni msSice, biolib.cz),
Cicadellidae (kiskoviti) nebo Delphacidae (ostruhovnikoviti). Kodétké u vSech
rhabdovifi napadajicich rostliny geledi Poaceae (lipnicovité) bytgnos prokadzana
skrz zastupit mSic nebo zastupostruhovnikovitych. Ostatni prokazané rhabdoviry
infikuji zastupce krytosemennych rostlin, #tgsou @FenasSeny pouze mSicemi.
Vyjimku tvori nukleorhabdoviryPotato yellow dwarf virug Eggplant mottled dwarf
virus, jejichz hostitelskou rostlinou jsou druhy¢eledi Solanaceae (lilkovitych),
u kterych jsou fenasSéem Kisy. Vztahy mezi vektory a rhabdoviry jsou vysoce

specifické a jsou iedmitem neustadlého pozorovani (Jackson a kol., 2005).
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Vzhledem k tomu, Ze na jinanu nebyly dosud pozamguzadné fiznaky infekniho
napadeni, nebylidbod k objevovani moznychrgnaseé.

Vysledky elektronové mikroskopie, sérologické #ete a rodow specifické
infekce v tkani hmyzu poskytlyttazy o moznosti replikace rhabdaviavnit: téla
jejich vektofi. Behem Zivota penasSeée je virus v &le skryt a transovariaénpienasen
(Jackson a kol., 2005). To znamena, Ze virdaétice pronikne az do v&jeku
(ovarii) samiky vektora, ktera poté klade rovnou infikovana &kgi nebo larvy
(nymfy). Latentni doba jeizrn¢ dlouha a zavisi na teptobkolniho prostdi. Délka
Zivota infikovanych vektar je v porovnani se zdravymiignasSeéi kratSi
(Zemla a kol., 1998).

Na rozsah roz&ni ma, kromi vektorové specifiky, také vliv potravni strategie
vektora. Z vyzkum téchto vztat vyplyva, ze v dsledki zmény potravni strategie
by mohly reékteré rhabdoviry napadat i jiné rostlinné hostitédiexi disponuji zcela
odliSnymi vlastnostmi nez jejichripozeni hostitele (Jackson a kol., 2005).

Rhabdovirovécastice gkterych zastupc byly nalezeny v hlizach bramboru
nebo u zastupc parazitickych kokotic. Nicme&n mechanicky zfisob inokulace
(pfenos z rostliny na rostlinu) nema v ekologii a epiblogii €chto patoget
zasadni vyznam.iBnos semeny ani pylem nebyl doposud popsan (Jacksmh,
2005).
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Rostlinny material

Pro identifikaci rhabdovirové infekce byly pouzitisty ze stromu jinanu
dvoulala&ného. Vzorky rostlinného materialu byly nahédwmybrany z #éznych
lokalit Ceské republiky, fedevsim parkovychidvin (viz tabulka 4.). Siv prokshl
ve vegetativnim obdobi v sezdnoku 2009. Na Zzadném ze strbmebyly patrné
symptomy virové infekce.

Listy byly po odigru usuSeny a vylisovany. Pro pelby vyzkumu byla vyuzita
sasteepele piblizng o velikosti 1,0 crh

Rostlinny vzorek 1 pochézi z Dolni zahrady zdmbkokparku Hluboka nad
Vitavou. Jedn& se o jediny vzorek saimostliny. Resné std stromu neni znamo.
Na zaklad informaci poskytnutych Narodnim pamatkovym Ustaveemmenovit
vysadba strorin nezapsala. NejrozsahlejSi vysadby probihaly v rb861. Dle
soupisu divokych a exotickych stréna ket knizeciho zahradnika Rudolfa Wachy
z roku 1854 neni jinan uveden.iakkeme se domnivat, Zze strom mohl byt vysazen
ve 2. polovig 19. stoleti, jelikoz v roce 1856 bylo v hlubockénecké zahrad
vysazeno 2 264 kdasexofi.

Rostlinny vzorek 2 pochézi z arealu AugustinidhskilaStera sv. Tomase na
Starém Bri. Pati mezi nejstarSi exemgk na Uzemi nasi republiky, kteryepme
pamatuje zakladatele genetiky J.G. Mendela (182884), jez tam od roku 1843
s prestavkami psobil az do své smrti. Je povaZzovan za &sjvjinan ve sedni
Evrops. Dne 21. 4. 1979 byl vyhldSen pamatnym stromenoRatarodniho vyboru
mésta Brna.

Rostlinny vzorek 3 pochazi z krajinného prvku JPatajeiek a Krumlovské
aleje* z areélu Hézdarny a Planetaria@eskych Budjovicich.

Rostlinny vzorek 4 pochazi ze &b v Lannoé¢ lodénici v Ceskych
Budkjovicich na levém tehu feky Vitavy u Dlouhého mostu. V roce 1998 byl
organy ochrany iirody vyhlaSen pamatnym stromemie@pokladany &k je
80 — 100 let.

Rostlinny vzorek 5 pochazi zéedaieského zameckého parku v Radimi.

Rostlinny vzorek 6 pochazi ze zameckého parku Nénagly. V roce 1989 byl

vyhlaSen pamatnym stromenieBpokladany &k je pxiblizné 130 let.
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Rostlinny vzorek 7 pochazi z jihomoravského zambokparku ve Visovem.
Park je evidovan jako kulturni pamatka ve smyslkornac¢. 20/ 1987 Sb., o statni
paméatkove p&é.

Rostlinny vzorek 8 pochazi z hlavniho¢sta Prahy z Kralovské obory
(Praha 7 — Buber® Jedna se o sainexemplé z arealu byvalého zahradnictui p
Mistodrzitelském letohradku. Dne 7. 3. 1998 byl laglen pamatnym stromem.
Odhadované stéstromu je zhruba 116 let.

Rostlinny vzorek 9 byl nasbiran &@pv Dolni zahrad zameckého parku

Hluboka nad Vitavou. V tomtoifpact jde o sami exemplé.

Tabulka 4: Lokalizace rostlinnych vzdrinkgo biloba

Vzorek | Misto odb é&ru GPS sou fadnice
1 Hluboka nad Vlitavou ;_1?10 22, g%g,, :;l
2 Brmo 49°11'27.3" N

16°35' 39.7" E
3 Ceské Budé&jovice iiogg, igg,, ,;
4 Ceské Budé&jovice iio gg, ggg,, ,;
[ oo
« [rowney [ Earer
e [mmee
8 Praha 7- Bubene¢ igo 22, igé,, ,;
9 Hluboka nad Vlitavou ;_1?10 22, 2523471" :;l

Zdroj: Vlastni vyzkum
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3.2 Metody

3.2.1 Izolace RNA

K izolaci RNA byla pouzita souprava NucleoSpin RNAant (Macherey
Nagel, Nemecko). Provedeni izolace bylo po konzultaci prered podle
doporweného ndvodu s drobnymi Znami.

1. Homogenizace vzorku:
- Z kazdého vzorku bylo odebrangilgizné 100,0 mg listového pletiva, které
bylo rozdrceno za pomoci malého mnozstvi skhémo prasku vieci misce.

Homogenat byl fenesen do zkumavky (Ependorf).

2. Lyze buiky

- K homogenatu ve zkumavce byltigano 350,Qul RA1 a celé promichano.
3. Filtrace homogenatu

- Homogenat byl centrifugovan po dobu 1 minuty p1 000 g pes kolonku

NucleoSpin filter, ktera odi&dila burény material.

4. Byla odebrana horni vodna fazéidan stejny objem 70% etanolu a promichano.
5. Zachyceni RNA
- Supernatant byl fignesen na kolonku NucleoSpin RNA plant a centrifidgo
po 30 sekundip1l 000 g.
6. Odsoleni membrany
- Membrana byla promyta 350,0t MDB a zbavena soli ip centrifugaci po
1 minutu a 11 000g.
7. Odstragni DNA
- Na sted membrany kolonky bylo pipetou aplikovano 9plGoztoku DNasy
a i pokojove teplat (20 °C — 25 °C) po dobu 15 minut inkubovano.
8. Promyvani a suSeni silikdtové membrany
Prvni promyti:
- Inaktivace rDNasy byla proveden#&idanim 200,Qul pufru RA2
a centrifugaci po 30 sekund f1 000 g.
Druhé promyti:
- Na kolonku bylo pidano 600,0 ul pufru RA3 centrifugovdno po
30 sekund $ 8 000 g.
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Treti promyti:
- V poslednim kroku bylo fiiddno 250,0ul pufru RA3 a centrifugovano po
2 minuty @i 11 000 g.
9. Extrakce RNA
- Do zkumavky byla RNA z membrany extrahovana do 36/8,0 centrifugaci

po 1 minutu a 11 000 g.

3.2.2 Reverzni transkripce: RT-PCR

Pro gipravu cDNA byla pouzita souprava ,iScript cDNA S$yesis Kit"
(Bio-Rad, USA). Sada obsahuje reverzni transkzipf@nase H

Reakni snes:
Izolovana RNA 7,nl
5x iScript reakni snesi 2,0ul
iScript reverzni transkriptaza — Rnase H 0,5ul
Celkem 10,

Prabeh reakce:
25 °C/ 5 minut + 45 °C/ 45 minut + zastaveni tkaipee zakiatim na

95 °C/ 5 minut.

27



3.2.3 Navrh univerzalnich primertd pro polymerazovou

fetézovou reakci (PCR)

Tabulka 5: Pehled pouzitych primér(Petrzik, nepublikované udaje)

Primer Sekvence 5'- 3'
HRI AYAGRATHTGGGGICAYCC
RKD ATCTTTCCTCATGTGTCCGTTCC
DF GAYTTYGARAARTGGAAYGG
LV GAGIACYTGRTTRTCICC

Y = Cytosin nebo Thymin, R = Adenin nebo Guanin:iAdenin nebo Cytosin hebo Thymin,

| = Inosin.

3.2.4 Polymeréazova fetézova reakce (PCR)

Byly pouZity navrzené primery, DreamT&GDNA polymeréza
(Fermentas, Litva), dNTP, pufr.

Amplifika¢ni schéma:

Dream taq pufr 2,0l
dNTP 0,5d
cDNA 2,0ul
Tag polymeraza 04
primery:
pro vzorky 1-6 pouzity- HRI + RKD 04 +0,5ul
pro vzorky 7-10 pouzity- DF + LV 04 +0,5ul
H,O 14,0ul
Celkem: 20,

Prabéh reakce:
95 °C/ 2 minuty + 40krat (95 °C/ 30 sekund + 50/ “8D sekund +
72 °C/ 30 sekund) + 72 °C/ 10 minut.
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3.2.5 Elektroforetické vyhodnoceni reakce

Produkty PCR byly analyzovany horizontélni gelowelektroforézou v 1%
agardézovém gelufpraveném v 0,5x TBE pufru, ktery byl po zchladnodilit do
nalévaci vany s vhodnymidbinkem. Po ztuhnuti gelu bylo 4@ vzorku
aplikovano do jamek a obarveno fluoresgdgm barvivem SybrGreen (Abiosystem).
Jako marker byl pouzit FastRul¥r DNA ladder (ThermoScientific) v mnoZstvi
1,3l

Doba trvani elektroforézy bylafipnapeti 100 V cca 20 minut.Vizualizace

prokehla pod UV lampou.

3.2.6 Extrakce DNA z gelu

Pro extrakci DNA z agar6zového gelu byl pouzit MacleoSpin Extrakt Il
(Macherey Nagel, Bmecko) podle navodu vyrobce.

Prouzek DNA o spravné velikosti byl z gelurggan a rozpu&t v ¢inidle NT
zaklratim na 55 °C. Roztok byl nanesen na igoiakolonku a centrifugovan
1 minutu @ 11 000 g. Kolonka byla dvakrat promyta 70% etanola vysuSena
centrifugaci. DNA byla z kolonky extrahovana 35)0sterilni vody. V¥iSténé cést
DNA byla ozng&ena a ulozenaipteploi -20 °C.

Uspesnost extrakce byla zkontrolovana elektroforéz@u2 DNA.

3.2.7 Sekvenovani DNA a analyza sekvenci

Pro sekvenovani byla pouzita extrahovana DNA, prinkd= identicky
s primerem pouzitym pro amplifikaci a BigDye Ter@ior cycle sequencing kit
(Applied Biosystems, USA). Analyza byla provedera kapilarnim sekvenatoru
ABI Prism 310 sequencer (PE Applied BiosystemsidrdSity, CA, USA).
Sekverni data byla kontrolovana a upravovana v prograrmchHV v.1.4.0.

a analyzovana v programu MEGA5 (Tamura a kol., 2011
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3.3 Seznam pouzitych zkratek

DNA — deoxyribonucleic acid (deoxyribonukleova kyisa)

RNA — ribonucleic acid (ribonukleova kyselina)

MRNA — messenger RNA (mediatorova RNA)

IUCN — International Union for Conservation of NatiMezinarodni svaz
ochrany pirody)

MDB — membrane desalting buffer

cDNA — complementary DNA (komplementarni DNA)

dNTP- deoxyribonucleotide triphosphate (deoxyriddeasidtrifosfat)

TBE — pufr Tris-borat- EDTA

pb — base pair(s) (pabazi)
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4 VYSLEDKY

Z ndhodg vybranych deseti vzotkrostlinného materialu, ktery nevykazoval
zadné symptomy napadeni, byla pomoci molekulammietod zkoumanaifiomnost
rhabdovirové infekce. Rostlinné vzorky pochéazelyriznych park v Ceské
republice. Byly sbirany celé svakg listi vyrastajicich z brachyblagta usuSeny.
Ze vzorki byla vyizolovana RNA pomoci NucleoSpin RNA Plaktacherey Nagel,
Némecko). Z RNA byla pipravena pomoci reverzni transkripce cDNA. Usek na
DNA byl ohranten specifickymi primery a poté amplifikovan polyr@eovou
fettzovou reakci (PCR).

Vzhledem k vysoké diverzit rhabdoviii nemohly byt pouZity Zadné jiz
publikované primery pro detekci lidskych nebo hnejizihabdoviii (Petrzik, 2010).
Dle prokazanych podobnosti v katalytickych oblastécaz V RNA polymeraz
L genu u rhabdovir a paramyxovik (Poch a kol, 1990) byly navrzené specifické
primery pro detekci rostlinnych rhabdowirPro vzorky byly k detekci pouzity
specifické  primery DF (5-GAYTTYGARAARTGGAAYGG-3) a LV
(5-GAGIACYTGRTTRTCICC-3") zachycujici dosud vSeghmnamé viry rod
Nucleorhabdovirus a Cytorhabdovirus (Petrzik, ndigolzané udaje).

Ke kontrole vyslednych produkbyla pouzita agar6zova gelova elektroforéza.
Pomoci procesu PCR se pattau vzorki 1 — 6 amplifikovat produkt o velikosti
380 bp, ktery odpovidakekavané velikosti (viz obrazek 5).
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Obrazek 5: Vysledek PCR amplifikace 9- ti viogkimery DF + LV
zviditelreny elektroforézou na agar6zovém gelu (Petrzik, 2080 marker
(FastRulef™ DNA ladder (ThermoScientific)). c®kavany produkt
o velikosti 380 pb se nevyfilou vzork: nanesenych do stérts, 6 a 9.
Produkty o menSi velikosti /grdstavuji nespecifické produkty nebo

nespotebované primeryelikost prouzik v ph

Useky DNA o spravné velikosti byly z gelu extrahoy pomoci Kkitu
NucleoSpin Extrakt Il (Macherey Nagel, éecko) a znovu zkontrolovany
prostednictvim elektroforézy. Produkty jsme sekvenoysimerem DF, ktery byl
pouzit @i amplifikaci. Vysledné sekvence byly porovnany sekvencemi
v GenBank. Ziskané nukleotidové sekvence odpovidagti genu L RNA

polymerézyStrawberry crinkle viryviz obrazek 6).

¥ M5: Alignment Explorer (Rab Jin.mas)
Data Edt Search Alignment Web Sequencer Display Help

DEE% =& 6 w4 o © By g X mE g || BH S

DNA Sequences hranslated Protein Sequences ]

speciessabbry s [#] [l Flelelelefelele] Tl el Foel T Tl T T Tl T R
1. Jinan 1
. Jinan 2

. Jinan 3

. Jinan 5

s oosise M HEEmaA
Obrazek 6.: Ukazka porovnani ziskanych nukleoticlovyekvencicasti genu L
s referedni sekvenci Strawberry crinkle viru (AY005146(2)).

A= adenin, T=tymin, C= cytosin, G= guanin.
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Z takto ziskanych dat nukleotidovych sekvencifmyinoci programu MEGAS
vypaoéten pravdpodobny fylogeneticky strom, ktery zné#toje pribuzenské vztahy
metodou nejblizSiho souseda (Neighbor-Joining) Guirazek 7). Jako reference byla
pouzita sekvence Strawberry crinkle cytorhabdoyirwbrazku 7 vyzngena jako
AY005146 dle cisla v GenBank). Spolehlivostétveni byla testovana na 100
opakovanich dle metodiky (Felsenstein,1985).

60 — Jinan 3
100 {

Jinan 5
%2 Jinan 6
» Jinan 4
Jinan 2
Jinan 1
AY005146

Obrazek 7: Dendrogram znazamijici pfibuzenské vztahy vyfiené metodou
nejbliz§iho souseda (Neighbor-Joining) v programuE®A5 dle ziskanych
nukleotidovych sekvenci.

AY005146=Strawberry crinkle virus.

Z analyzy vyplyva, Ze nukleotidové sekvence jelivyath izolath nejsou
identické, vzajemna homologie je znazova v tabulce 7. Je patrné, Ze vygjadw
od sebe odiené skupiny. Jedna zahrnuje izolaty: 2, 3, 4, 5iefichz vzajemna
podobnost je 84 — 99 % rifdm identita izolal 3, 5 a 6 je v rozmezi 88 — 89 %
a tvai kompaktrjSi skupinu. 1zolaty 4 a 2 se od této skupinky &djii a mohou
piedstavovat odlisSné viry. Unikatni je fazeni vzorku Jinanu 1, jehoZz sekitein
podobnost s ostatnimi izolaty je jen v rozmezi 8Y-%. S velkou pravgodobnosti

se jedn& o novy virus, nez jaky byl z§i$tu ostatnich izolét
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Tabulka 7: Vzajemna podobnosti nukleotidovych selivemezi vzorky

a refererni sekvenci uvedené v procentech (%).

Jinanl1l | Jinan2 | Jinan3 | Jinan4 | Jinan5 | Jinan 6

Jinan 1
Jinan 2 67,5
Jinan 3 56, 5 87,6
Jinan 4 60, 7 89,1 92,0
Jinan 5 56, 7 87,6 99, 2 91,6
Jinan 6 50, 8 84,3 96, 2 88,0 96, 2
AY005146 60, 4 61,0 62,0 58,7 63,5 58,5
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5 ZAVER A DISKUSE

Cilem prace bylo zjistit, zda je moZzné v jinanuodhalainém detekovat
rostlinné rhabdoviry, o kterych jsou jen sporadickéormace. Zcela nahodn
vybrané rostlinné vzorky straimjinanu byly zdanli¢ zdravé a nevykazovaly zadné
projevy infekniho napadeni. Pomoci molekularnich metod a detek primeti
zangienych na oblast L genu genomu rhabdovée pod#l unikatni objev.
Rhabdovirova infekce byla prokdzana u Sesti odeglotanvzorki rostlinného
materialu. Porovnanim nukleotidové a aminokyselin@ekvence byla potvrzena
piitomnost virug) rodu Rhabdovirus. VSechny sekvence byly podolmsélinnému
Strawberry crinkle viru,ktery je fazen mezi CytorhabdoviryJeden vzorek se
vyznamm odliSoval od ostatnich agustavuje s velkou pravpodobnosti jiny virus.
Ve vzorcich tak byla poprvé prokazan&tgmnost hned dvou dosud neznamych
vira. Pro jejich definitivni zéazeni bude pétba zjistit delSi Usek genomu a zjistit
alespa nekteré biologické vlastnosti (velikogtstic, lokalizaci v biice, symptomy
na laboratornich hostitelich apod.). Vzhledem k upride jinan je dlouhaska
dievina, miZze byt vyznamnym infetaim zdrojem po mnoho let.
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5.1 Didaktické wvyuziti prace v pedagogicke
praxi

Didaktika, slovoieckého fivodu didaskein mize znamenat vice vyznam
vyucovat, podovat, Wwit, ale také i byt vytiovan, podovan, @en. V pedagogické
terminologii didaktika oznauje teorii vywovani a deni (Phicha, 2009).

Poznatky o dchto, pouhym okem, neviditelnych biologickych syséeh
mohou byt v pedagogické praxi vyuzity v ramci vydaych hodin. ¥tSinou jsou
Zalkim a studeritm predstavovany jako &o nebezp#ného, zfisobujiciho zna
onemockni (chfipka, opary, nestovice aj.) a to zejménalaveéka. Méré uz si
piedstavi onemoemi u taxonomicky nizSich ziwecha (ryby, ptaci, hmyz), nebo
u rostlin. Fotografie napadenych organisioy, v ramci projekce ip vykladové
metod, mohly slouzit pro dokreslenitgdstav o moznych hostitelich a jejich
infekénich projevech. Obvykle jsou tato tématadelnicich zakotovana zjsoby,
jakymi Ize proti viiim bojovat. Domnivam se, Ze bychom studentreli pfedkladat
Uplné informace a vzhledem k pokfmk ve virologii jim vys\tlit i kladny prinos.

Studenim bychom zarouve mohli, v rdmci vychovy ke zdravy, vysit, Ze
i na prvni pohled zdravi organismugide byt infikovan. Takovyto organismus pak
unik& nasSi pozornosti a infekce séza sfit dal, dokladem je pravtato prace.

Pri popisu listu jinanu jako jediné listnaté nahosangdeviny by mohly byt
vyuzity uvedené fotografie,fijpadré poskytnut surovy vzorek, ktery by si studenti
mohli sami prohlédnout a osahat. V tomtéippcE bychom mohli pipravit
i laboratorni praktikum k at¥eni, zda jinan skude¢ pati mezi nahosemenné
rostliny.

Pouzité metody igsahuji moznosti vyuziti v pedagogické praxi. Niomeé
mnou nabyté zkuSenosti z prace v labdiatd prace s odbornou cizojaayou
literaturou, bych mohla studémb predat a vyuZzit je k formovani a rozvoji jejich
klicovych kompetenci.

Svou praci bych chia nejen stedoskolské studenty, ale i ostatni studenty
vysokych Skol motivovat k neustalému raa$@ani svych ¥domosti a dovednosti.
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