Posudek oponenta na magisterskou praci Bc. Martiny Bec¢kové
Identifikace a sekvenovani genomu nového viru, infikujiciho vojtésku

Cilem prace bylo sekven¢ni urceni viru, ktery byl nové objeven a piedbéZné mikroskopicky
charakterizovan v laboratofi Skolitele. Na magisterskou praci idedlni téma, jednoznacné,
kompaktni, slibujici vyzkum s podporou celé laboratote. Urovei prace doklada nejlépe veliké
mnozstvi pouzitych metod, peclivé popsanych v pfislusné kapitole. Autorka prace ziejmé
postupovala tak, Ze kdyZ nedosahla vysledku jednou metodou, séhla po druhé, analogické. Snad se
to tak v oboru déla, ale ¢tenafe metodiky to mate, protoze pro kazdou proceduru (isolace RNA,
RT-PCR, celogenomovéa ndhodné primerovana PCR, eluce z gelu, klonovani) se uvadi nékolik
metod, z nichz kazda ziejmé vysla jen nékdy. Vadi mi pfedevsim to, Ze neni vysvétlen princip
téchto metod, a ¢im se lisi ispésné od téch netspésnych. Dvouradkova charakteristika metody pod
nadpisem by byla pfinosnéjsi nez pracovni postup podle navodu ke koupenému kitu popsany do
nejmensich podrobnosti.

Podle zméfené délky vlaknitého viru byl odhadnut pravdépodobny typ RNA viru a pomoci
amplifikace z konservovanych, rodové specifickych primerti ve stfedu genomu byl uréen druh
Carlaviru. Poté studentka pracné prodlouzila sekvenovanou ¢&ast napravo od konservovaného
sttedu pomoci postupné amplifikace kratkych ¢asti z rodové - konservovanych sekvenci. Nalevo
od stfedu nebyla uspésna zadna z pouzitych metod, coz se studentka v textu snaZi zdtvodnit.
Nepovedl se ani prevést virus z piivodeni rostliny na tabak, coz by umoznilo podrobnéjsi studium,
predevsim pfipravu specifickych protilatek. Vysledkem je tedy asi polovina sekvence nového viru
v GenBank

1. otazka: Sekvenci jsem tam pod pfistupovym c¢islem nenaSel; je to jen problém pomalého
zpracovani v GenBank nebo néco jiného?

V zavérecné Casti prace jsou dopodrobna popsany a vyhodnoceny sekven¢ni rozdily mezi novym
virem, a jinymi, pfibuznymi viry. Bylo zfejmé rozhodnuto, Ze nejde novy druh viru, ale jen o novy
isolat znamého ALV viru.

2. Mohla by studentka vysvétlit, kdy se uz mluvi o novém viru a kdy jen o sekvenéné odliSném
isolatu znamého viru?

Kromé sekvence v GenBank je dalSim vystupem aktivni ucast na konferenci v Brné€. To pokladam
za dostate¢né na magisterskou praci a celkové hodnotim praci po odborné strance jako velmi
dobrou. Mam ale vyhrady k nékterym formalnim strankdm prace. Studentka neuvétitelné zapasi s
¢estinou; piedevsim celkova struktura véty je pro ni velkym problémem. VétSinou jsem sice

porozumnél, co chce fici, ale jak to bylo feceno!

Pouhé symptomy projevujici se na rostliné viak, s mnoZstvim vy$e zminénych pathogent. k identifikaci virové infekce stacit
nemohou®, —chce Fici: Pouhé symptomy k identifikaci infekce nestaci, protoZe existuje mnoho podobnych pathogenii.

. Vzhledem k délce nami pozorovanych &astic, pak virové &astice nejvice odpovidaji jen rodim Carlavirus a Potyvirus®. -Svoji
délkou odpovidaji virové castice rodim Carlavirus a Potyvirus. ,.Timto postupem..mizeme piedpokladat, ze nami nalezeny
vlaknity virus by mohl, ale nemusi, byt jeden z uvedenych vldknitych vird, jiz nalezenych na vojtésce a nebo se miZe jednat o
dosud nepopsany virus, coz je prokazatelné pouze ...ELISA™.-riizné Casy i podméty v jednotlivych vétach souvéti

Uvod je slozen prakticky jen z takovych vét, zatimco nékteré odborngjsi ¢asti literarniho prehledu
jsou bez problémi - asi ze byly pfevzaty doslova z literatury. Také v anglické anotaci a v seznamu
zkratek na konci jsou Cetné chyby (Thermophylus misto Thermus; MMLV H™ je vysvétleno jako

Murine moloney leukemia virus? Otazka 3. Co to je?

Ptes tyto formalni chyby doporucuji praci k obhajobé a hodnotim ji jako velmi dobrou. Predevsim
oceriuji zvladnuti mnozstvi naro¢nych metod isolace RNA a amplifikace.
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Posudek magisterské prace Martiny Beckové

“Identifikace a sekvenovani genomu nového viru infikujiciho vojtésku”

Predmétem préace bc. Martiny Beckové byla molekularni detekce viru nalezeného na vojtésce a
charakterizovaného doposud pouze elektronovou mikroskopii, sekvenovani jeho genomu a jeho
taxonomické zafazeni. Z publikace je ziejmé, Ze autorka pracovala pilné a ke spInéni cilii prace pouzila
cely arzenal dostupnych molekuldrnich metod. VSechny experimenty byly vhodné provedeny a
vysledky a zavéry z nich vyplyvajici byly pe¢livé uvazeny. Prace pfinasi pomérné robustni diikazy o
tom, Ze zkoumany virus infikujici vojtésku (V4) patii do rodu Carlavirus a navrhuje nové primery pro
jeho optimdlni detekci. I kdyZz se nakonec nepodafilo ziskat kompletni sekvenci genomu, text prace
pfinasi jasné diikazy o nezmérném usili cileném timto smérem. Z tohoto hlediska povazuji cile priace
definované v dvodu za splnéné a predpokladam, Ze po ziskani kompletniho genomu budou
publikovany v kvalitnim Casopise. Pfilozené obrazky a schémata vhodné dopliiuji text a dokumentuji
vysledky prace.

Urcité rezervy ma ale predkladana prace po strance formalni, coz mé vede k nasledujicim
pfipominkam a dotazim:

1.) Formulace nékterych vét je z hlediska ceStiny dosti kostrbata, napi. “Pro izolaci z purifikdtu
bylo pouzito 50 ul purifikatu...”, “Nasledné byl odhalen falesny pozitivni signdl na pritomnost V4
izoldtu v mechanicky inokulovanych tabacich s pouzitim primeru 428M9 a 430K0 v reakci”, “byla
zvyraznéna mista bez similarity aminokyselin®, apod. Taktéz pouziti ¢arek pokulhava za pravidly ¢eské
gramatiky. Nicméné vyznam sdéléni je ve vétSiné pripadi pochopitelny a predstavuje tak pouze
formalni nedostatek jinak kvalitni prace. Snad jedinou vaznéjsi vyhradu mam k veét€ na strané 25
(cituji v kontextu, jednd se o druhou ze dvou citovanych vét): “Vzorky inokulovanych tabaka byly poté
testovany metodou PCR s pouzitim rodové specifickych primert pro Carlavirus (358C4, 358C5). Ani
jedna reakce nepotvrdila pritomnost carlaviru v rostling, ale detekovala pritomnost smésné infekce ve
vzorku vojtéjsky V4~.

7 textu je ziejmé, ze smésna infekce ve vzorku V4 nebyla detekovana popisovanou PCR reakci, nebot’
tato generovala u vzorku V4 pouze jedinny specificky band, ktery byl soucasné jednoznaéné
osekvenovan. Tvrzeni o detekci smésné infekce je tedy zavade¢jici. Nicméné vysledky testovani
inokulovanych tabaki vedly autorku zcela spravné k zavéru, ze vzorek V4 by mohl byt infikovdn vice
viry, coz poté prokdzala pomoci metody SISPA. Prosim tedy autorku o lepsi vysvétleni tivahy, ktera
ji k tomuto logickému zavéru vedla.

2.) informace o rodové-specifickych primerech v “Uvodu” prace obsahuje i popis navrhu vlastnich
primer( — napf. odstavec zacinajici vétou: “Rodové specifické primery byly navrzeny porovnanim 23
kompletnich sekvenci...” (str 11), apod. Z textu neni jasné, zda autorka navrhovala tyto primery sama,
a v tomto pripad¢é patii viechny uvedené véty do casti “Vyledky a diskuse”, nebo zda se jedna o
primery pievzaté od jiného autora, jejichz uvedeni v Gvodu je tedy zcela namisté, a autorka pouze
opoméla doplnit citaci na autora primer(i (napf. Petrzik 2006, nepublikovano). Prosim autorku o
stru¢né vyjadieni k vySe uvedenému.Veéta na strané 10: “V PCR reakci byl s témito primery pouzit v
opacném sméru poly(dT) primer...” vSak patii zcela jist¢ do vysledkd.

3.) prace obsahuje drobné nedodélky ¢i pireklepy:
a) u programi “BioEdit”, “TreeView” a “ClustalW” chybi citace autora nebo alespori domovska
stranka programu.



b) pouziva se termin “triple gene block™ nikoliv “triple gen block™

¢) umisténi ¢arek v nékterych vétach by mohlo sledovat pravidla ceské gramatiky

d) odkaz na obrazek 12 se v textu vyskytuje pred odkazem na obrazek 11.

e) v tabulce 11 (str. 34) fadil tiskarsky Sotek a ¢isla u TGB-geni jsou stejna jako Cisla prislusnych ORF
— spravné maji byt o jednotku nizsi (tj. TGB1 misto TGB2, atd.)

f) v casti “Materialy a metody”, tabulka primeri — u osmi amplifikacnich a detekénich primeri
(konkrétné primeru 428H2(f), 442G7(f), DOP, 347R3(re), 321E6(f), 353G 1(f), 353G2(re) a 464J0(f))
chybi uvedeni udaj o poloze primeru v sekvenci izolatu V4 ackoliv je avizovan v legendé k tabulce. Jak
je ziejmé z dalSiho textu, tento tidaj nemohl byt vyhodnocen, protoze zmiriované primery bud’ nemély k
izolatu V4 homologii nebo neposkytly PCR produkt. Bylo by vhodné do legendy v tabulce toto
vysvétleni doplnit nebot jinak to vypada jako chyba autorky.

Na zavér pridavam jeden spiSe filosoficky zaméfeny dotaz do diskuse:

Nové nalezeny virus byl nejpodobnéjsi ALV, v zavéru prace autorka uvadi, 7e jde pravdépodobné o
novy izolat tohoto viru. Vypocteme-li si z Gdaji v tabulce 11 na str. 34 celkovou nukleotidovou
podobnost viech 4 kompletné sekvenovanych ORF (tj. vzdjemnou podobnost cca 2000 nukleotidi z
obou virovych genomii) zjistime, ze tento Gsek je u obou virG podobny pfiblizné ze 73%. To je tésné
nad hranici 72%, kterou uvadi VIII. zprava ICTV jako “oficidlni” hranici nukleotidové podobnosti
dvou riiznych druhti Carlavirt a naznacuje to, Ze virus V4 by mohl byt potencialné i novy Carlavirus —
nikoliv pouze izolat ALV. Ke kone¢nému rozhodnuti je samoziejmé tfeba dosekvenovat a do analyzy
zahrnout i zbyvajici kus genomu (ORF1 — RdRp). Co vedlo autorku k logicky pravdépodobnéjSimu
zavéru, Ze se presto bude jednat o izolat viru ALV a nikoliv novy druh viru?

Hodnoceni priace: po formadlni strance hodnotim praci jako velmi dobrou. V celkovém
hodnoceni pak navrhuji vzhledem k mnoZstvi vynaloZené prace, peclivému experimentalnimu
provedeni a jednoznac¢né spravné interpretaci ziskanych vysledki, a také po pfiméfeném zodpovézeni
vSech tii dotazii, hodnoceni vyborné. Zaroven doufam, ze mych pfipominek vyuZije autorka pfi
pripravé vysledki této nebo i jinych praci pro publikaci v prestiznim Casopise.

V Ceskych Budgjovicich, dne 26.5.2010

Mgr. Ondiej Lenz, Ph.D.
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