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Cile prace

Prace ma deklarovanany 4 cile a to:

1. Detekci 4 virQ z ovocnych dievin pomoci RT - PCR (ApMV, PNRSV, PPV, PDV.

2. Navrh primer0 a optimalizaci RT-PCR pro pfipravu znacenych amplikon( pro pouziti na
mikrocipech.

3. Detekci PCR amplikonti na mikrocipu.

4. Analyzu ziskanych fragmenttd a navrh novych vhodnéjsich kotev

Struktura (¢lenéni) prace

Prace je ¢lenéna klasickym zplsobem na literarni prehled (15 stranek), Material a metodiku
(6 stranek), vlastni vysledky (6 stranek), Diskusi a zavér (4 a 1 stranka) a seznam pouZité
literatury (8 stranek). K praci jsou jesté pfiloZzeny 4 pfilohy o celkovém rozsahu 3 stranek.
Rozsahem tak prace plné odpovida narokiim kladenym na diplomovou praci.

Logicka stavba a jazykova troven prace

Prace je strukturovana pomérné logicky a prehledné. Jak jiz to u diplomovych praci byva,
autorka se nevyhnula nékterym prekleptim, jejichZ ¢astecny vycet je uveden nize. Ty vsak
nijak nesnizuji uroven predkladané prace.

Literarni prehled

V literarnim prehledu autorka pomérné prehledné a logicky seznamuje ¢tenare s vlastnostmi
jednotlivych studovanych virovych pathogent a s problematikou detekce rostlinnych virti na
mikrocipech.

Experimentalni cast:

Experimentalni ¢ast popisuje problémy, se kterymi se autorka potykala pfi detekci virQ
drevin na mikrocCipu. Autorce se podafilo optimalizovat podminky PCR reakci pro amplifikaci
vybranych segmenti genomu a déle pak podminky pfipravy zna¢enych amplikon( pro
hybridizaci na Cipu.




Diskuze a zavéry :

Pfes problémy spojené s multiplexovou amplifikaci virovych sekvenci a s nespecifitou
hybridizace na ¢ipu, se autorce podafilo dosahnout cili diplomové prace. Pomoci
komer¢niho kitu iScript cDNA Synthesis Kit byly pfepsany virové RNA do cDNA (ApMV, PNRSV,
PDV a PPV). Na zékladé téchto cDNA byly poté ziskany Cy3 znacené specifické fragmenty DNA.
Dale byly navrzeny nové primery amplifikujici krat3i seky genomu, imZ se podafilo zvysit
robustnost celého postupu. BohuZel se nepodafilo optimalizovat PCR reakci pro simultanni
amplifikaci vSech ¢tyr patogent v jedné reakci.

Znaené DNA fragmenty byly poté specificky detekovany na mikrocCipu a byly optimalizovany
podminky hybridizace. Béhem hybridizace vzorkd obsahuijicich vice vird bylo zaznamenano
synergické anomalni chovani viri PSDV a PNRSV. Na zakladé ziskanych vysledkl byly
navrZzeny nové kotvy pro pfisti generace detekcnich mikrocipt.

Zavéry jsou formulovany srozumitelné a vystizné a jsou podloZeny vysledky prace

Splnéni cili prace a celkové hodnoceni:
Cile predlozené diplomové prace povaZuji za spinéné. Svym rozsahem a naplni odpovida
narokd kladenym na diplomovou préci. Proto piedkladanou préci doporucuji k obhajobé.

Otazky a pfipominky oponenta:
Nejprve pfedkladam seznam drobnych opomenuti v textu
1. - prune harf virus (misto dwarf) v anglickém abstraktu

2. ....jako jediny z vybranych virGi neni PPV nepfendsen semeny... (strana 2) znamena to, ze
PPV je pfenasen nebo neni ?

3. ..K prichyceni se pouzivd mechanické pokovovani (mechanical deposition)... v pfipadé
oligonukleotidové kotvy se mi vyraz pokovovani nezda pfilis vhodny (strana 1)

4. ..U obou vy$e zminénych typG mikrodipd jsou kotvy mikrocipu pfipravovany
syntetizovany in situ. .. (strana 13)

5. .. Vzorek byl opét umistén na rotdtor po dobu 30 minut za stejnych podminek -
centrifugovan 15 000 rpm, 15 minut pfi 4°C. Nasledné byl vzorek opét centrifugovan 15 000
rpm 2 minuty, pfidat 1% STE a etanol do vysledné koncentrace 16%, tento krok byl 5 krat
opakovan..... neni zcela zfejmé, ve kterych krocich pracovala dale autorka s peletou a ve
kterych se supernatantem (strana 18)

6. ... Po izolaci RNA z jednotlivych vzork( byla cDNA pfipravana reverzni transkripci...
strana 20

7. Na strané 24 bych uvital i popis dal3ich velikosti pouZitého markeru , nejenom velikost
ocekavaného bandu.




8. Na obrazku 11 neni zpopisu ziejmé, zda se jednd o pouziti specifickych nebo
univerzdlnich primer.

Déle prosim studentku o zodpovézeni nasledujicich otazek:

1. vtextu na strané 4 uvadi autorka ... Dosud nebyl zaznamenan pfipad, ve kterém by
dochazelo k smésné infekci riiznymi kmeny (Polak & Kominek, 2009). .. Jak si vysvétlujete
vznik rekombinantniho izobatu Rec, pokud je smésna infekce takto nezvyklym jevem. (strana
4).

2.V metodice v oddilu 3.2.2 popisuje autorka izolaci dsRNA. Jak spravné uvéadi, dsRNA je
replikacnim intermedidtem vznikajicim v pribéhu replikace RNA vird, ktery se vétsinou

v infikované burice vyskytuje v fadové mensi koncentraci nez genomova RNA. . Zajimalo by
mne, zda bylo néjakym zplsobem ovéfovano, zda jde opravdu o dsRNA nebo zda je vy3si
stabilita RNA zpisobena napfiklad zabalenim do virovych &astic.

3.- Na strané 21 uvadi autorka, Ze ... Takto ziskana cDNA vzorkd byla pro dalsi testovani
uloZena v chladniéce.... Opravdu je cDNA natolik stabilni, Ze je moZné ji dlouhodobé

uchovavat v chladniéce?

V Praze dne 8/1/2014




Posudek na diplomovou praci Be. Lenky Hrabakové ,, Detekce vybranych rostlinnych

virii mikrodipy (microarrays)*.

Virové patogeny jsou zavaznymi plvodei chorob oyocnych dfevin. Zakladnim
prostiedkem ochrany vici nim je péstovani zdravého sadbového materialu. K jeho produkei a
certifikaci jsou nezbytné reliabilni diagnostické postupy, které by mély splnit pozadavky na
pfesnost a také na expeditivnost. Jednim z nové vyvijenych metod detekce virovych a dalich
patogend, napf. fytoplazem, je pouzivani tzv. mikroCipi. Z tohoto ddvodu povazuji
pfedloZenou diplomovou préci za aktuélni a také pfipadné pfinosnou pro péstitelskou praxi.
Autorka se zaméfila na Ctyfi vyznamné druhy vird: Plum pox virus, Apple mosaic virus,
Prunus necrotic ringspot virus a Prune dwarf virus.

Diplomova prace zachova strukturu béZnou pro tento typ publikaci, pouze bych doporugil
oddéleni &asti Uvodu od vlastniho literarniho prehledu. Z reserse je nicméné jasné, ze podle
uvedenych pocti publikaci a logického fazeni jednotlivych podkapitol autorka prokazala
schopnost pracovat s védeckou literaturou. Pfesto se vni vyskytuje nékolik drobnych
nepiesnosti, neobratnych formulaci, pravopisnych chyb apod. Na str.1 je zfejmé nadmérné
pouzivani slova ,téchto, na str. 7 ,pfenaSedi ..... nejsou znamy“. Z terminologického
hlediska je tieba zminit, Ze podle nového ¢eského nazvoslovi chorob je tradiéni nazev 3arka
Svestky (peckovin) zménén na virové nestovice (Kudela et al., 2012). U obrazku 1 na str. 2
nejsou vysvétleny zkratky jednotlivych proteintt u PPV a nejsou ani uvedeny v seznamu na
konci DP. Na str. 10 je nespravné uvedeno spojeni ,,detekce infek&nich chorob®, nebot’ nejsou
detekovany choroby, ale patogeny, které tyto choroby zptsobuji.

V kapitole Material a metody jsou uvedeny hlavni postupy, které byly pouzity pii feseni
této diplomové prace. Oceruji, Ze autorka u metod, které jiz byly publikovany, nebo se
Jjednalo o postupy uvedené v manualech vyrobe rtiznych chemikalii, neuvadéla presné opisy,
ale omezila se pouze na citace. Na str. 17 jsou nespravné pouzivany nazvy ovocnych druhii —
hrusky (hrusné), broskve (broskvong).

Vysledky jsou uvedeny v piislusné kapitole a Casto jsou doplnény fotografiemi nebo
nakresy. Autorce se podafilo zdokonalit jiz dfive zavedenou metodu detekce pomoci RT-
PCR zavedenim novych virové specifickych primert. Byly provedeny pokusy o detekci vice
virovych patogen najednou, nicméné nejvyssi pocet druhi vird, které se podafilo detekovat v

jedné reakci, byly dva. Jakym zptisobem byly pfipravovany vzorky pro detekci virli ze smési?

Pfi detekci virti na mikro¢ipech autorka doporucuje proslouzeni doby hybridizace ze 45 min

na 16 hodin. Nezjistila Zadné rozdily mezi pouzitim ssSRNA a dsRNA pro vlastni hybridizaci,




navrhla také nové kotvy, které budou déle testovany. Vysledky jsou dale diskutovany
v piisludné kapitole. Jsou kriticky porovnavéany s publikacemi autort, ktefi se zabyvali
podobnymi postupy. V diskusi jsou také uvedeny problémy, které se vyskytovaly v prib¢hu
prace a jsou ¢asto naznaeny postupy, které by jim mohli zabranit. Na str. 32 je uvedeno
Hlarviry i PPV jsou navic detekovatelné jen v Gzkém Casovém rozmezi*“. Co je tim minéno?
Také formulace .je nezbytné pracovat s naprosto spolehlivé infikovanym materidlem® je
ponékud nestastna, nebot’ cilem kazdé detekéni metody je spolehlivé identifikovat patogena
v rostlinném materialu i pfi velmi nizké koncentraci. Kapitola Zavér struéné shrnuje dosazené
vysledky, v&etné nékterych problémd spojenych sdetekci viri v ovocnych dfevinach

testovanymi postupy. Jaké jsou planované moZnosti vyuziti téchto vyvijenych mikro€ip?

Zéavérem lze konstatovat, ze diplomantka prokazala schopnost védecky pracovat z hlediska
prace s literaturou, planovani a provadéni experimentd, zpracovani a vyhodnoceni ziskanych
vysledkil. Uvedené piipominky maji spiSe dopliiujici a doporu¢ujici charakter.

Diplomovou praci hodnotim klasifikaci velmi dobfe plus — B.

V Brné 17.1.2014

Prof. Ing. Radovan Pokorny, Ph.D. O




Posudek oponenta na diplomovou praci

Autor préace:

Bc. Lenka Hrabdkova

Néazev prace:

Detekce vybranych rostlinnych viri mikrocipy

(microarrays)

PredloZena diplomova prace zpracovava na 48 stranach velmi zajimavou problematiku
zabyvajici se detekci vybranych rostlinnych virt mikro€ipy. Prace je standardné ¢lenéna, po
uvodni ¢asti zahrnujici popis jednotlivych studovanych viri a detailni popis moZnosti pouZiti
metody mikro€ipt jsou uvedeny cile prace, které zahrnuji:

- RT - PCR detekci virti z ovocnych dievin (ApMV, PNRSV, PPV, PDV) v¢etné ovéieni
infekci sekvenovanim produktu;
- ndvrh primeri a optimalizace RT — PCR pro pfipravu znaenych amplikont v 1 kroku pro
pouziti u mikroc€ipt;
- detekci amplikonti na mikro¢ipu;
- analyzu ziskanych fragmentti a navrh novych, univerzalnéji pouZitelnych kotev.
V ¢asti Materiadl a metody se autorka podrobné zabyva popisem pouzitého rostlinného
materialu, postupt izolace RNA, pouzitych primert, postupu reverzni transkripce, PCR
reakce, elektroforézy DNA, sekvenovani a hybridizaci na mikro¢ip.
Vlastni vysledky jsou soustfedény na RT PCR detekci jednotlivych vird, detekci amplionti na
mikrocipu, na hodnoceni specifity mikro¢ipu a navrh novych kotev. Jednotlivé useky jsou
podrobné charakterizovany a zhodnoceny nejen slovné, ale i zdafilou obrazkovou
dokumentaci. V diskuzi jsou zevrubné probrany vSechny zavazné okolnosti jednotlivych
usekd, se kterymi se autorka setkala ve vlastni praci a tyto jsou konfrontovany s pfislusnymi

literarnimi daji. Vysledky vlastni prace jsou autorkou struéné a vystizné shrnuty do zavéru.



Vysledky jsou doplnény zdatilymi obrazky (celkem 22) a v pfehledu pouzité literatury je
uvedeno 75 citaci. Vlastni praci dopliuji dale 4 pilohy , detailné dopliiujici udaje
predchozich kapitol.

Diplomova préce je napsana srozumitelné s malym mnoZstvim pieklepti, zdroje pouzité

literatury jsou fadné citovany.

Lze shrnout, Ze diplomova prace Bc. Lenky Hrabakové je aktudlnim souhrnem
informaci o problematice a moznostech aplikace metody mikro¢ipt pro diagnézu tyt
rostlinnych viri. Béhem jejiho zpracovani se diplomantka seznamila s fadou modernich
molekularnich technik, prokazala schopnost vyborné orientace v rozsahlé odborné literatuie,
jeji zhodnoceni a vyuziti pro vlastni praci. K dosazenym vysledkim zaujala kriticky tviiréi

postoj, ktery ji umoznil zdarné€ v praci pokratovat a dosdhnout vétsiny planovanych vysledkd.

PiedloZend prace splituje pozadavky kladené na diplomovou praci, a proto ji

doporucuji ke schvaleni a klasifikaci znamkou - vyborné.

Oponent: Ing. Petr Dédi¢, CSc. [)
//
//

V Havli¢koveé Brodé 3.1.2014 .

K praci mam nésledujici pfipominky a dotazy, které jsou spi§ dopliikového charakteru a ke
kterym muze diplomantka zaujmout stanovisko v diskusi pfi obhajobé:
Na s.1. - bylo by vhodné namisto divokych uvadét planych

s.1. - domnivate se, Ze jiz dochazi k rutinnimu rozvoji detekce pomoci PCR ?

s.2. - PPV neni nepfenaSen semeny ? uvést jednozna¢néji

s.10. - u ELISA je mozné detekovat v kazdé reakci jen jeden patogen ? a co technika

uméle polyvalentnich protilatek nebo Luminex ?
s.21. - uvést koncentraci primeri v rozpisu PCR reakce
s.23. - pouzivany mikroCip je komeréné dostupny?



