Posudek oponenta na bakalaiskou praci Martina Selingera

Aktivace vybranych rostlinnych promotori v systému leaf factory v zavislosti na pfitomnosti
supresoru silencingu a viroidni infekce.

Prace se zabyva tabaky Nicotiana benthamiana infikovanymi viroidem PSTV prostiednictvim
infiltrace agrobaktéria a zkouma je z nékolika pohledi.

Text ma jen 39 stran plus Lit., ale je velmi dobfe napsany a pekné se ¢te. To zdiraziiuji hned na
zacatku, aby bylo jasné, Ze nasledujici vytky neznamenaji opak. Snazim se jen studenta upozornit
na chyby, které jsou v publikacich bézné, ale po ur€itych zkusSenostech se daji omezit. Tyka se to
predevsim tvodu (ktery je jinak velmi zajimavy a informativni). Obecné vycitam piedevsim
nepozorné precteni hotového textu. Pii peclivém Cteni se vétSinou ukaze, Ze je nutné vyskrtat
mnoho hovorovych vyrazi jako ,tento®, ,tato®, ,tak®, které se ndm pii sepisovani zdaji byt na
misté, ale jsou vlastné nadbytecné, opravit nepiesnosti, a divn¢ konstruované véty:

-tyto molekuly jsou kovalentné uzaviené, tvorici tak specifickou sekundarni strukturu,...

-Viroidy jsou také na rozdil od satelitnich virG schopny...

-komplementarné sparovana? uzaviena RNA molekula...

-viroidy jsou submolekularni parazité (proc sub — coz nejsou molekulou?)

-replikuji se v chloroplastech pomoci jaderné RNA polymerazy?? (za jadernou bych oznacoval pouze tu, co funguje
v jddFe; zde jde ziejmé o chloroplastovou, ale v jadre kédovanou RNAP)

-Predstavou tedy je, ze produkované viroid-specifické siRNA mohou...divny zacatek véty, také nize

-A déle pak také z hlediska mol-biol., kde slouzi jako modelové organismy.-radéji zopakovat podmét!

Konec konc, i vlastni nazev prace je dvojznacny- neni jasné, zda byly pfitomny supresory infekce
nebo naopak infekce.

Za mnohem vyznamnéj$i nedostatek uvodu 1 celé prace ale povazuji to, Ze nikde neni
vysvétleno, v jakém smyslu se zde pouziva termin ,,viroidni infekce®. V pracich, na které se autor
nejvice odkazuje, se rostliny skute¢né infikuji bud’ pfimo viroidem nebo in vitro vyrobenou RNA,
ale zde se provadi pouze tzv. agro-infiltrace. Dochézi v pfi transientni expresi k vytvoreni viroida
z agrobaktériovych transkript, jako pii klasické agroinfekci? Sifi se potom viroid po rostling uz
nezavisle na agrobaktériu? Ziejmée ano, ale nikde o tom neni zminka. Tento velmi zajimavy proces
by mél byt vysvétlen.

Metodika je velmi podrobné sepsana a tvofi podstatnou ¢ast bakalaiské prace. Vzhledem
k tomu, Ze se na vétSinu isolaci pouzivaly komer¢ni kity, doporucoval bych v nékterych pifipadech
spi$ kratké vysvétleni principu isolace a odkaz na firemni navod nez podrobné opsani pracovniho
postupu. Hojné se pouzivéa vyraz ,.korkovac™ misto ,korkovrt™. Zaujalo m¢, ze agrobaktérium po
transformaci plasmidem se nechavéa rust na plotnadch pouze pfes noc (v nasi laboratoii 40-60
hodin), a Ze na selekci transformovanych tabdkl se pouziva kanamycin 50 mg/1 ( u nas 300-1000).
Zvlastni se mi zda i to, Ze GispéSnou transformaci agrobaktéria plasmidem dokazuje autor pomoci
PCR, a nikoli stanovenim tohoto plasmidu v agrobaktériu, coz by bylo rychlejsi a spolehlivéjsi (a
dokaze se zarovei piitomnost helperového Ti plasmidu). Zadam vysvétleni téchto udaji.

Vysledky jsou déleny na 3 podkapitolky.
V prvni Casti prace student zkonstruoval rostlinné vektory sobracenym dimerem méné
virulentnich kment ,,C3“ a ,Mild“ PSTV. Slo ziejme€ o dost slozitou konstrukci, jejiz uspé$na
realizace je jisté uspéchem. Neni vysvétleno, pro¢ byly vytvofeny jen obracené dimery, kdyz pak
byly srovnavany spiimym dimerem virulentniho PSTV-vysvétlit! Agrobaktériem s t€mito
konstrukty byl infiltrovan tabak a byla pozorovana ocekavana retardace ristu u konstrukti
s virulentngj$imi PSTV.

V dalsi ¢asti byly vybrany dva rostlinné promotory, o nichZ je idajné€ znamo, Ze se aktivuji
pii PSTV infekci, klonovany do rostlinného vektoru s GUS reporter genem, a agrobaktériem
s timto vektorem byly infiltrovany jednak divoké tabédky, jednak s riznymi PSTV (ale také



infiltraci). V popisu vysledki jsou nékteré zmate¢né udaje, napi. na stran¢ 31 a na mnoha dalSich
mistech se piSe ,,zamé¥ili jsme se na promotor VSFI, jehoz aktivita korelovala se silou projevii
viroidnich symptomu‘, ale ze vSech obrazkil vyplyva, Ze tento promotor je naopak nejaktivnéjsi
v kontrolnich rostlinach a nejslabsi v rostlinach infikovanych nejvirulentngjsim PSTV. Naopak s
promotorem, jehoz aktivita skute¢né korelovala s infekci, coz je daleko zajimavéjsi, byly dalsi
pokusy zastaveny s odtivodnénim, Ze nebyl Gplny. To by se mélo lépe vysvétlit.

Byly také infiltrovany nékteré zndmé supresory silencingu, které v nekterych piipadech
zvySily expresi, a to vice u kontrolnich rostlin, nezZ u infikovanych. Vysvétleni tohoto jevu je
podané v diskusi dokonce dvakrat stejnymi vétami, na str. 37 i1 38, a je malo presvédcivé. Byl
pozorovan podobny jev i v citovanych pracich?

V tieti Casti byly charakterizovany rostliny, ziskané uz difive stabilni transformaci
agrobaktériovym vektorem s viruletnim PSTV. Transgen byl prokazan dot-blotem, ale kiiZeni
selfovanych rostlin se selekci semenackli na kanamycinu nedalo zZadné rozumné §tépné pomery.
Pro¢ neni ukazén Southern Blot?

Pies zminéné chyby doporucuji bakalaiskou préaci k obhajobé a hodnotim ji jako vybornou.
PiedevS§im oceriuji studentovu pracovitost a zvladnuti mnozstvi velmi rtznorodych a casoveé
naro¢nych metod.
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