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Posudek na dizerta¢ni praci RNDr Evy Nocarové:

Nazev prace: Variabilita exprese a uml¢ovani transgene v rostlindch bramboru a v bunééné
linii tabaku BY-2

vvvvvv

Vv tradi¢nim ¢lenéni (Literarni prehled, Material a metodika, Vysledky, Diskuse atd..) o
celkovém rozsahu 25 stran a pfilohy, ktera je tvofena tfemi pivodnimi védeckymi
publikacemi, z nichz jedna byla publikovana v roce 2009 v BMC Plant Biology, jedna dalsi
byla ptijata do Annals of Botany a jedna zaslana tamtéz .

Ptedkladana prace se vénuje velmi zajimavé problematice epigenetickych zmén v expresi
rostlinnych gentl. Pies svoji relativni strucnost je praice pomérné rozsahla at’ co se tyce
rozsahu pouzitych metodik tak i prezentovanych vysledka.

Prvni ¢ast prace se zabyva heterogenitou exprese reportérového genu GFP v populaci
transgennich tabakovych protoplasti BY-2. Pro sniZeni pozorované heterogenity studentka
zavedla novou unikatni metodiku pro vytvofeni klonalnich linii. Tim se povedlo u nékterych
linii sniZit heterogenitu danou geneticky, tj tim, Ze n¢které linie byly ve skutecnosti nékolika
geneticky nezdvislymi populacemi. Nicméné u nékterych linii nebyla ani timto postupem
odstranéna heterogenita exprese GFP, piestoze byly bunky geneticky identické. Byla
prokazano, ze tato heterogenita je do zna¢né miry zptisobena methylaci DNA v oblasti
transgenu. UmlCovani exprese reportérovych gent bylo pozorovano prednostné u linii

S vét§im poctem inzerci.

V druhé ¢asti se studentka zabyva dlouhodobymi zménami v expresi reportérovych genti na
urovni celych rostlin a to vegetativné propagovanych rostlin bramboru. Prace je unikatni

V tom, Ze rostliny byly sledovany po relativné velmi dlouhou dobu 4,5 let, tedy déle nez
byvaji délky standardnich grantovych projekti, ve kterych se zpravidla tzv. dlouhodobé
sledovani provadi. Bylo zjisténo, Ze k umlcovani exprese mize dochéazet i po velmi dlouhé
dobé& né€kolika let. Dal§im zajimavym zjiSténim bylo, Ze v tomto systému umlceni exprese
genu GFP vzdy ptedchazelo uml¢eni genu NPT II a nikdy tomu nebylo naopak.
Pravdépodobnou pfi¢inou tohoto jevu je, Ze velmi silnd exprese GFP fizend promotorem 35S
vede v nékterych bunkach nejprve ke vzniku aberantnich mRNA a ty poté ke vzniku
systémového PTGS. Ten je pak zatim nezndmym mechanismem zodpovédny za methylaci
genomové DNA genu pro GFP, ktera se nasledné rozsifi i na nepfili§ vzdaleny gen NPTIIL.
DalSim unikatnim vysledkem préce je metodika ziskani rostlin bramboru s obnovenou expresi



transgenll pomoci 5-azacytidinu. Tyto rostliny mohou byt vynikajicim materidlem pro dalsi
sledovani mechanismu methylace genomové DNA.

K praci mam jenom n¢kolik drobnych pfipominek

-V posledni pfilozené publikaci je 5 strana bil4, nicmén¢ se nezda, ze by ¢ast textu chybéla

- Southern blot na stran¢ 20 posledni publikace - zajimalo by mne, zda byl v nékterém
z blott jako kontrola pouzit samotny plasmid, aby se vyloucila pfitomnost pouzitého
agrobacteria, které podle nékterych studii mize v rostlinach ptezivat.

- Z obrazkii 3 a 4 (strana 22 a 23 posledni publikace) se zda, Ze u linie R24 doslo k uml¢eni
genu pro GFP, zatimco podle tabulky na stran¢€ 26 tato linie uml¢ena nebyla.
Predpokladam, ze je to dano snizenym kontrastem na ptilozeném obrazku, nebo je divod
jiny?

Kromé¢ toho bych si dovolil vznést i nasledujici dotaz, pokud nebude jiz vysvétlen v ramci
uvodni pfednésky -

V préci je navrzen velmi zajimavy model dédicného uml€ovani ¢asti genomu, podle kterého
dojde nejprve k vzniku aberantni mRNA, ziejmé v dusledku neobvykle silné genové exprese,
ta vede k vzniku dvouvlaknové RNA a nasledné k PTGS. Postranskripéni uml¢ovani se ve
zpiisobem ovlivni methylaci homologniho genu. Jde velmi vyznamny proces regulace genové
exprese a o0 jeho objasnéni se jist¢ pokousi nejedna skupina ve svété. Zajimalo by mne, zda
bude vyzkum na objasnéni tohoto mechanismu pokracovat a ptipadné jakym zpisobem.

Doporucuji timto praci Evy Nocarové k obhajobé.
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