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Oponentsky posudek na diplomovou praci

Nazev: ,,Detekce a identifikace virti pomoci sekvenovani nové generace (NGS)*

Autor: Bc. Katetina Podrabska

Rozsah diplomové prace: 50 stran textu + ptilohy, v klasickém ¢lenéni na uvod, literarni

prehled, cil prace, material a metody, vysledky, diskuse a zavér, reference.

Hlavnim cilem diplomové prace byla bioinformatickd analyza sekvenacnich dat
ziskanych metodou sekvenovani nové generace (NGS) Illumina (Hi-Saq 2500) ze vzorki
izolované celkové poly(A) obohacené RNA zjetele lu¢niho za ucelem urceni stavajici
populace a novych virt u téchto rostlin vykazujicich pfiznaky virového onemocnéni.

Predlozenda prace je klasicky ¢lenéna, prvni ¢ést je struénym literarnim piehledem
tykajicim se diagnostickych a detekénich metod pouzivanych v rostlinné virologii s hlavnim
diirazem na metody, které jsou schopné detekovat nové rostlinné viry, s podrobnym popisem
a srovnanim sekvenacnich metod, hlavné NGS. Tato ¢ast je prehledné zpracovana. Obsahové
vychézi ze studia a analyzy témér Ctyficeti ptivodnich védeckych praci.

Dalsi ¢ast prace obsahuje metodické postupy a vysledky, které jsou uvedeny ve formé
tabulek a obrazk(i dokumentujicich skladani genomovych sekvenci, déale v bohaté piiloze. Z
prace je ziejmé, ze autorka zvladla zakladni metody molekularni biologie a hlavné
vyhodnoceni ziskanych vysledkd. [ pfes znaény rozsah zpracovavanych dat, grafické
provedeni prace je peclivé. V celé praci se obrazi i peclivé odborné vedeni Skolitelky a

skolitele konzultanta.

K praci mam nasledujici ptipominky a dotazy:
Neuvazovali jste o vyuziti jiného systému NGS? Pro¢ jste si vybrali stavajici systém a
jakeé jsou jeho hlavni vyhody a nevyhody oproti jinym platformam?
Jaké bylo zastoupeni jednotlivych vird v ziskanych datech? Byla n¢jaka korelace mezi

poctem c¢teni a pritomnosti/absenci polyA konce?




K celé praci mam i n€kolik ptipominek jazykovych: Pro¢ uzivate slovo proba, ¢esky
lépe je pouzit slovo sonda. V praci je pouzito vice anglikanismu, které by mohly byt
nahrazeny Ceskymi ekvivalenty, dale si myslim, ze pfidavné jméno ptivlastnovaci
»Sangerovo® (sekvenovani) by mélo mit v riznych padech rizné padové koncovky. Dale se
chei zeptat, jestli jste opravdu pouzivala 100% ethanol.

V praci chybi seznam zkratek, napomohl by lepsi srozumitelnosti textu.

Prace Bc.Katefiny Podrabské odpovida jak mnozstvim vysledki, tak 1 svym

zpracovanim pozadavkim kladenym na diplomovou praci, a proto ji doporucuji k obhajob¢ a

hodnotim jako vybornou.

V Praze 3. kvétna 2017




Posudek na magisterskou diplomovou praci Bc. Katefiny Podrabské
Detekce a identifikace virti pomoci sekvenovani nové generace (NGS)

Hned na tivod se pfizndm, Ze o rostlinnych virech nevim témér nic. Jako vasnivy zahradkar a
milovnik Cerstvého ovoce a zeleniny k nim mam spiSe negativni vztah. Jako védec studujici
diverzitu a ekologii planktonu zase tusim, Ze viry obecné jsou nezbytnou slozkou ekosystému,
jejichZ diverzita, Cetnost a ekologicka role neni zdaleka znama tak, jak by zasluhovala. Pri
posuzovani prace se tak zaméfim spis na metodickou ¢ast a interpretaci dat a budu doufat, Ze udaje
v obecném Uvodu a Literdrnim piehledu jsou spravné a Ze poufZitd literatura je relevantni a
reprezentativni.

Prace ma standardni ¢lenéni a je psana sluSnou Cestinou. Pokud bych mél po formalni strance
néco vytknout vySe zminénym prvnim dvéma Castem, tak snad nedostatecné strukturovani.
Odstavce jsou dlouhé a hiife se v nich orientuje. Nazvy kapitol by také mohly byt zvyraznény
tu¢nym fontem, lépe by tak vynikly v textu a usnadnily orientaci. Autorka se sice obcas dopustila
drobnych formulacnich nepfesnosti (napr. strana 8., pfi porovnani délky ¢teni NGS a klasické
Sangerovy metody z NGS technik vyiiala PacBio a OxNan, aniz by to néjak uvedla/zdivodnila), ale
téch jsem objevil minimum. Literarni pfehled je pak zaméfen spiSe metodicky, chybi mi obecnéjsi
kapitola o mechanismech interakce hostitel — virus, jakym zplisobem se rostliny virové infekci brani
a jak se s ni vyrovnavaji.

Metodika je pak tradi¢né ob3irna a podrobna. Vzhledem k po¢tu odevzdavanych kopii kazdé
»diplomky* je to plytvani papirem a trest pro poctivého oponenta, ktery kazdy rok cte nékolikrat
dokola totéz. Myslim, Ze tam, kde se studentka pouze drZzi ndvodu vyrobce, by toto stacilo uvést a
ne postup otrocky prepisovat na papir. Vyjimkou je €4st, ktera popisuje bioinformatické zpracovani
dat. Ta je pro vysledky prace naprosto stéZejni, protoZe pfi ni autorka z kratkych cteni skladala
delSich fragmenty DNA, z nichZ pak usuzovala na pfitomnost virt a které se pokouSela prodlouzit
pomoci RT-PCR a 5¢ a 3° RACE. Tato &ast mi prijde naopak stru¢na az prilis, z velké Casti totiz
chybi parametry pouZité pri vy3e uvedeném skladani/asemblazi. PfedloZeny text ptisobi dojmem, Ze
autorka prosté prohnala o3etfend Illumina Cteni za pfednastavenych parametri a vysledkem se pak
uz dale kriticky nezabyvala. Pfiznam se, Ze s pouZitym SW nemam praktické zkuSenosti, takze
nezndm miru parametrizace asembléaZe, ale pochybuji, Ze by tato nebyla mozna. A pokud opravdu
ne, tak existuje velké mnoZstvi volné dostupného SW, kde to lze. Pfitom, pokud by si se sklddénim
krétkych ¢teni trochu pohrala, mohla si pak pravdépodobné uetfit (alespoii Castecné) zdlouhavé a
nakladné prodluZovani fragmentii virového genomu pomoci PCR a 5¢ a 3 RACE. MoZna se mylim
a autorka stravila spoustu hodin optimalizaci tohoto kroku, ale v textu o tom zkratka neni ani
zminka. PFes tuto vyhradu mi metodika pfijde odpovidajici stupni studia a problematice.

Vysledky jsou prezentovany v zasadé patficnou formou a je z nich patrné, Ze autorka nejspis
vynalozila velké tsili a stravila spoustu ¢asu prodluZovanim fragmenti virovych genomi ziskanych
bioinformatickou analyzou. Ty pak byly anotovény programem Geneious, zda se, Ze opét
odpovidajicim zpiisobem. Pokud bych mél néco vytknout, tak snad pouze obcasnou nepiehlednost
textu. Ten obsahuje spoustu zkratek, ¢isel a zavorek, diky cemuz je téZké udrZet pozornost. Myslim,
Ze to 3lo napsat Ctivéji, ale u vysledki (na rozdil od Diskuze) to zas az tak nevadi. Druhou
pripominkou je kvalita obrazkd. Ty nejspi§ pochazi z vySe uvedeného programu Geneious a po
grafické strance i srozumitelnosti trochu pokulhavaji. A do tretice, kromé RCCA a SDV virt nebyl
obsah genomii nijak specifikovan ani komentovan. Anotace je pouze uvedena v podobé zkratek na
obrazcich, to k tomu opravdu nebylo co Fict?

Diskuze se omezuje na kritickou analyzu ziskanych fragmentd virovych genomd jejich
porovnanim s nejpodobnéj$imi publikovanymi sekvencemi. Autorka ukazuje schopnost prace s ’
literaturou, je ale opét plnd zkratek a Cisel, jeji ¢teni je dost nezdZivné a nékteré pasdZe mi tam chybi
(viz niZe). Nicméné svou funkci (€astecn&) plni. Zaveér obsahuje stru¢né a vystizné shrnuti a nemam
k nému zavaznéjsich pripominek. Téch vlastné moc nemédm ani k praci samotné. Prijde mi sice
trochu nedotaZena a nemastna-neslana, ale... jak jsem jiZ uvedl, nejsem odbornik na danou




problematiku, takZe posouzeni aktraktivity tématu nechdm na ostatnich. Nepfesnosti ¢i neStastnych
formulaci jsem moc nenaSel. Vytycené cile se podafilo splnit, i kdyZ k nim mozZna vedla snazsi
cesta. Diskuze mohla byt, pravda, hlubsi a rozsahlejsi. Na zaveér jsem si pro autorku nachystal
nasledujici otdzky, jejichZ zodpovézeni jsem Cekal v Diskuzi a které bych si rad vyslechl alespon u
obhajoby:

- pFitomnost virt v asemblazi ¢teni z NGS byla detekovana pomoci homologniho
vyhledavani BLAST. Jaké byly pouZity vstupni parametry, které jsou zasadni pro citlivost
metody (mimochodem opét chybi v Metodice)? Pripousti si autorka mozZnost faleSné
pozitivnich a faleSné negativnich vysledki? Jak k nim pripadné mohlo dojit?

- byly vSechny identifikované viry v okamzZiku izolace v rostliné aktivni? Odpovéd’, prosim,
zdiivodnéte?

- jak ovliviluje koinfekce nékolika viry stav hostitelské rostliny? LiSi se vyrazné zatéz
mnohonasobné infekce od infekce jednoduché? Je takova mnohonasobna infekce bézna?

I pfes vySe uvedené vyhrady povazuji praci za odpovidajici magisterskému stupni, zndmkou ji
vSak ohodnotim az po shlédnuti obhajoby. ¢ Q

V Ceskych Budéjovicich 19. 5. 2017 Ales Hordk




