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Magisterska prace o rozsahu 62 stran vcéetné priloh je zpracovand klasickou formou
s obrazovym dokumenta¢nim materidlem vioZenym v textu.

Cilem magisterské préace bylo bioinformaticky vytézit sekvenac”:nl' data za Ucelem selekce
potencidlnich cili PTGS, porovnat hladiny vybranych gend v systému viroid-hostitel,
nékteré z nich klonovat a analyzovat jejich expresi v systému inokulovanych listd. Za
timto vyétem cilG je schovan velmi velky ob]em praC| a mnozstvi pouzutych molekularné
biologickych metodik, odpovidajicich spise vy$sim Grovnim studia, neZ je magisterské.

V Gvodu je dostatecné precizné vysvétlen Zivotni cyklus viroidl, pfedstaveny dosavadni
modely mechanizm{ viroidni patogeneze a pouzity experimentalni system nazyvany zde
~leaf factory®. Jen s minimalnimi nepodstatnymi chybami jsou popsény pouZité metodiky.
Vlastni vysledky jsou prezentovany vcetné obrazové dokumentace na daldich 10 strandch
prace, a diskutovany jsou na dalSich 5 stranach. Konstatuji, Ze kvalita pfedloZené prace
je velmi vysoka, ziskané vysledky jsou publikovatelné ve védeckém &asopise.

K praci mam nékolik editorskych pfipominek:

Str.1, 4 a na dalSich mistech: Neni pouiita aktudlni taxonomie viroidG. V tabulce 1
nékteré druhy chybi, jiné byly prejmenovany nebo zrudeny, skupiny ani podskupiny
neexistuji - termindm odpovidaji Celedi a rody (viz:
http://www.ictvonline.org/virusTaxonomy.asp?bhcp=1)

V textu se objevuje Fada nevhodné pouzitych, ,Eeskych® termin{ (nap¥. ,mimikuji - str.6,
,masinerie" - str. 5, DN&zovani - str. 22, ,misregulace" - str. 43) nebo obratl (napt.
~pouZivali jsme kitu - str. 28, ,vybér targetd pro skrining® - str. 30, ,pomoci arrayQ" -
str. 40, ,z domény je derivovana® - str. 41), které v eském textu plsobi nepatfi¢né a
pfi eventuelni editaci by mély byt nahrazeny a opraveny.

Diplomant je nepochybné neprehlédnutelnd osobnost, kterd dokaze jit cilevédomé za
vytéenym cilem.

Magisterskou praci zvladl s nadhledem a presvédcivé ji doklada svou schopnost védecky
pracovat.

Navrhuji praci klasifikovat ,vyborné®.

v C. Budé&jovicich 24.5.2013 Doc. RNDr. Karel Petrzik, CSc.
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Posudek oponenta na magisterskou praci Martina Selingera
Studium exprese cilovych mRNA p¥i pospiviroidni patogenezi v systému leaf factory.

Magisterska prace navazuje na bakalafskou jak v feSené problematice, tak metodicky. Text ma 45
stran plus velmi rozsahlou literaturu na dalsich 12ti stranach, pe¢livé zpracovanou bez chyb, se
snad 150 citovanymi pracemi, z nichZ alespori 10%, podle mého odhadu, vySlo po roce 2010. To
dokazuje, Ze autor sleduje vyvoj problematiky viroidni infekce a d4 se odekavat, Zze i zamé&feni
prace bylo korigovano podle nejnovéjsich poznatki.

ProtoZe jsem oponoval i1 bakalaiskou praci, mohu konstatovat pokrok ve zpracovani textu a
nepfitomnost formélnich chyb, které jsem kdysi kritizoval. Pfece jen bych ale doporuéil pouzit
v nadpisu spi§ obecny termin ,,viroidni patogeneze® neZ piesnéjsi, ale nedavno vytvofeny termin
,»pospiviroidni®, ktery neodbornikovi moc netikd. Az v diskusi se Cast&ji objevuji asporné, ale
nevzhledné vazby jako ,,geny vybrané pomoci arrayi“, ,,mnoZstvi potencidlnich targeti* misto
delSich Ceskych opist — jasné je citit ubytek sil autora. Seznam zkratek nechybi, ale je pomé&rné
malo pfinosny pro zb&éZného Ctendfe, protoZe jsou vysvétleny hlavné obecné znamé terminy jako
PCR a BSA, ale nejcasteji pouzivané zkratky zasadniho vyznamu pro praci (PSTV, vsRNA,
miRNA, SI-MYB) nikoli.

V uvodu je velmi p&kné vyloZena struktura, systematika a replikace viroidd s uvedenim
mnoha poznatkd z neddvné doby. Logicky se pfechazi k mechanismiim virové patogeneze a jejich
studiu. Vlastni naplni prace je pak testovani nejéast&jsi hypotézy, ze specifické degradaéni
produkty viru, vsRNA, vytvotené systémem DICER zpisobuji u citlivych rostlin inhibici exprese
gent s podobnymi sekvenénimi motivy. '

Pravdépodobné cilové geny byly vybrany z genové banky srovnanim sekvenci mRNA
s nejcastéj$imi vsSRNA. Tento pfistup povazuji za moderni, s velikym potencidlem, a ocenuji, Ze
student pouZil kromé¢ laboratornich i bioinformatické metody. Procedura uvedena ve vysledcich se
mi ale nezd4 dokonale vysvétlend. Geny s homologiemi v rozsahu asi 20b byly vybirany pomoci
BLAST SEARCH ale takové homologie se najdou prakticky vSude, podle mych zkuSenosti. Autor
sice zmitiuje dodatecna kriteria pro vybér kandidatniho genu, ale mohl by je pfi obhajob¢ vysvétlit
podrobnéji? Napf. bralo se v potaz, jestli je homologie v oblasti pravdépodobného aktivniho centra
proteinu nebo mohla byt kdekoli? Jaky byl piesné podil studenta pifi téchto analyzach a jaky
spolupracovniki? Dva geny, které byly pfidany podle jinych kritérii nevykazovaly Zzadné
homologie?

Nasleduje hlavni Cast prace, kterou je kvantifikace hladin mRNA vybranych 47
kandidatnich geni metodou kvantitativni RT-PCR. Pfitom byly srovnavény rostliny neinfikované,
infikované siln¢ viruletnim PSTV a mirn€ virulentnim PSTV, alesponi pfedpoklddam. 6 ze 47
kandidatnich genti mélo vyrazné zménéné hladiny mRNA po infekci viruletnim PSTV. Mély tyto
geny vyrazn€j$i homologie s PSTV nez ostatni, nebo vice ve funkénich ¢astech genu? Jeden
z téchto gentl, zajimavy transkripéni faktor MYB byl ptipraven amplifikaci z cDNA knihovny
(pro¢ ne pfimo z genomu — s introny?), zakolovan do binarniho vektoru za silny 35S promotor a
inhibice jeho mRNA koinfiltraci PSTV byla potvrzena pfimo na listovém disku-kvantifikaci
hladin mRNA. Pritom se ale objevily metodické problémy a navic - jak se znepokojivé vynofilo
v diskusi - dikaz pfimé interakce viroidnich vsRNA s MYB mRNA (napt pfes komplex RISC) to
stale neni, protoZe mohlo dojit k ovlivnéni MYB mRNA prostiednictvim jinych RNA, na které
PSTV ptisobi.

Asi 20 pouzitych procedur pfedstavuje tictyhodny soubor metodik molekularni a rostlinné
biologie. Jsou velmi kvalitné popsany na 10 stranach.



Celkové hodnotim magisterskou praci M. Selingera jako zajimavé koncipovanou, peclive
provedenou, vyborné napsanou a pifnosnou i co do vysledkd. Ptdm se, jak chce vysledky
publikaéné uplatnit? Je tfeba jednat rychle, protoZe metoda infiltrace v systému ,,leaf factory™ patii
podle mého nazoru k tém, co rychle vy&erpaji sviij potencidl. Brzy bude nutné pfejit na presnéjsi
assaye, jejichZ vysledky budou méné zavislé na riznych chabé definovanych faktorech. Na druhé
stran&, bioinformatickych metod bych se drZel i nadéle a rozvijel je, i za cenu toho, Ze budu
pracovat s daty téch druhych. Jsem si jisty, Ze fundovan&j$im rozborem pouZitych sekven¢nich dat
se dalo zjistit mnohem vice o interakcich PSTV s rostlinnym transkriptomem a ur¢ité by se to dalo
snaze publikovat.

PredloZenou magisterskou praci chvalim, doporu€uji k obhajob& a hodnotim jako vybornou.

Doc. RNDr. Josef Vlasak, CSc.



