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Vyvoj a pouzivani geneticky modifikovanych organismid zaznamenaly v uplynulych letech
znacny narast. Zda se, ze nejen vysoké vytézky genového produktu, nybrz i stabilita a
moznost regulace exprese transgenu jsou dullezitymi parametry pro posouzeni praktické
vyuzitelnosti  pfislusné modifikace. Rostlinné transgeny c¢asto oproti teoretickym
prfedpokladiim vykazuji snizenou expresi v dusledku epigenetickych zmén, coz negativné
ovliviuje aplikaci geneticky modifikovanych rostlin v zemédélstvi. Cilem predkladané
disertace bylo fesit otazku genetické a epigenetické stability transgennich lokust u bramboru
a tabaku. Prace je rozdélena na tfi vzajemné navazujici Casti, které odrazi dil¢i etapy
vyzkumu a publikacni vystupy.

V prvni ¢asti se autorka vénovala studiu exprese transgenu v suspenzni kultufe
Nicotiana tabacum. Vysledky této studie ukazuji na variabilitu v expresi transgeni DNA po
transformaci zapfiCenou genetickymi a epigenetickymi faktory, ktera maze byt z vétsi Casti
odstranéna klonovaci procedurou. V ojedinélych pfipadech se variabilitu odstranit nepodafrio.
Poznatky maji prakticky vyznam vzhledem k ¢astému pouzivani suspenzni linii pro
fyziologicka a molekularni studia. Cenny je i novy metodicky pfistup ke klonovani rostlinnych
bunék in vitro. Vysledky doktorandka publikovala jako prvoutorskou praci v kvalitnim
Casopise BMC Plant Biology.

V dal$i ¢&asti byla studovana dlouhodoba stabilita exprese reportérovych genl
v transgennich rostlinach Solanum tuberosum. Bylo zji§téno, Ze v prubéhu vegetativniho
péstovani rostlin dochazi u nékterych linii ke zménam v epigenetickém stavu transgenu
vedouci k umi€eni exprese. Byla postulovana nova hypotéza o koordinovaném umiCovani
genq, kdy v transgennim lokusu nesoucim dva protein kédujici geny se jeden z obou genu
prednostné umlCuje v Casné fazi, zatimco druhy gen zlstava dlouhou dobu aktivni a k jeho
umi¢eni dojde teprve az po delSi asove prodleve.

Konecdné tieti Cast disertace pojednava o u€inku hypometylacéni latky 5-azacytidinu na
reaktivaci uml€enych lokusu a o biologické stabilité. Pfi porovnani s pfedchazejicim dvéma
studiemi se mi zda tato ¢ast nejméné originalni, nicméné poznatky o biologické stabilité
zasluhuji publikaci v nékterém méné impaktovaném ¢asopise.

K praci mam nasledujici pripominky

1. Postradam obsirn&jsSi uvod do problematiky. Literarni prehled je zpracovan na necelych
dvou stranach textu. Obsahuje smés kusych formulaci a vét vytrzenych z kontextu s odkazy
na &lanky typu review. Ctenar pracujici mimo speciélni oblast rostlinné epigenetiky pak muze
byt zmaten a odlozit dal$i ¢teni jako nezajimavé. Mnoho dilezitych pojmi jako jsou
transkripéni a posttranskripéni umi€ovani nejsou pak vysvétleny vibec. Zda se mi, Ze by
naro¢na problematika jakou transgenoze bezesporu je, zasluhovala vétsi pozornost a SirSi

literarni rozbor. Napfiklad samotna fraze “transgene silencing plant* generuje v databazi
WOS témér 400 odkazl, fraze “DNA methylation plant* pak pfes 1300 odkaz(. Ponékud



odbyty literarni pfehled budi dojem nepfili§ dobré znalosti feSené problematiky a orientace v
literatufe, coz vSak muze byt mylny dojem soudé podle dosazenych vysledkl, mnozstvi
odvedené kvalitni prace a publikaci v kvalitnich ¢asopisech.

2. Obvykla ¢ast, Material a metody, neni zafazena vibec. Neni samoziejmé nutné popisovat
dobfe zavedené laboratorni metody, avSak vhledem tomu, Ze se v Uvodu na str. 2 pravi, Ze
“byly zavedeny nové metody studia transgennich rostlin®, o€ekaval bych podrobné&jsi popis
téchto novych metod. Pfi obhajobé by autorka méla zminit, o které metody se jednalo a jaka
je jejich vyhoda oproti metodam stavajicim. Rovnéz kli¢ova publikace o klonovani bunék BY -
2 ma metodicky charakter. Zde by si zaslouZil podrobnéjsi popis pracovni postup pfi
transformaci bunék, klonovani, analyzy exprese genu GFP, nejlépe vSe v samostatné stati.
Detailni popis metodickych postupl je dulezitym zdrojem informaci pro dal$i generace
studenta.

Str. 1 — Je siRNA skute¢né jednovlaknova molekula? Je znamo, ze vznika endonukleotickym
stépenim doublestrandové RNA. Prosim o vysvétleni.

Samotna vysledkova Cast je nejzdafilejSi Casti disertace. Experimenty jsou peclivé planovany
i provedeny, coz je jisté i zasluha kvalitniho vedeni a odborné urovné fesitelského kolektivu.
Elegantni je rovnéz detekéni systém pro expresi transgenni DNA vyuZivajici fluorescenéni
genovy produkt, GFP. Vysledkova data jsou vétSinou obsaZena v publikacich jako tabulky,
grafy a obrazky geld. K vlastnim vysledkam, které jiz byly publikovany nebo jsou v recenznim
fizeni si dovoluji uvést nékolik nasledujicich pfipominek, které by mohly autorim pomoci pfi
konecné upravé manuskriptu.

3. Na strané 6 postradam schéma s mapou transgenni kazety. Neni rovnéz zfejmé, jakym
promotorem byla Fizena exprese gent NPTIl a GFP. Informace je dulezitd proto, ze je
znamo, ze promotor je pravé klicovou oblasti genu odpovédny za transkripCni a mozna i
posttranskripéni silencing. Mapu postradam i v manuskriptu “Coordinate silencing...“. Pfi
obhajobé by mél byt promitnuto schéma s restrikCni mapou obsahujici $t€pna mista pro
kliCové restriktazy.

4. Na strané 18, v Casti 5.2, nabyvame dojmu, ze umlCovani je charakteristickym rysem
transgennich linii brambor. AvSak nahled do dat na strané 26, pfilohy 2 odhaluje, ze k
umlCovani dochazi jen asi u 25% linii. Tento fakt by mél byt zohlednén i v abstraktu
zminéného ¢lanku v pfiloze 2.

5. Priloha 1, str. 5. Geneticka heterogenita po primarnim klonovani se objevila u dvou linii
1/3 a 1/7. Interpretace, jako nékolikanasobna transfromace bunky v prabéhu jednoho
buné&ného cyklu mi pfipada spekulativni a malo pravdépodobna vzhledem k obecné znamé
nizké ucinnosti pfenosu T-DNA do burky a k relativné kratkému ¢asovému intervalu S a G2
faze bunééného cyklu. Jako pravdépodobnéjsi se mi jevi moznost, Ze v prabé&hu klonovaci
procedury nedos$lo ke spravné separaci bunék pochazejicich z riznych klon(
pravdépodobné v dusledku agregace fetézcu. Tvorba aglomeratl v suspenzni kultufe BY-2
je zcela béznym jevem. Aglomeraty bunék Ize z Casti odstranit protoplastovanim, které vSak
v pracovnim postupu zarazeno nebylo.

6. Priloha 2

str. 20. Obr. 1. V pfipadé, kdy autofi vybiraji do obrazku jen vysledky reprezentantl, méli by
se pokusit vybrat jen ty nesporné, dobfe viditelné pfipady (pf: R30, tvrdi, ze obsahuje 6 T-
DNA, ja v jednom béhu vidim dobfe 4 a v druhém mozna 8.... Podobna situace u R31, R22,
R18 a R17)

Str 4 fadek 12, Depicker et al., 1993 neni v seznamu literatury



str.8 fadek 10, citace Salinovich and Montelaro 1986 neni v seznamu literatury
str. 14, fadek 12, v praci Fojtové se jednalo o NPTII-silencing nikoliv GFP-silencing
7. Priloha 3

5-azacytidin je trivialni nazev a bylo by zapotiebi v disertani praci uvést alepon jednou
nazev systematicky, napfiklad 1-p-D-ribofuranosyl-5-azacytosin. Pro¢ nebyl v
experimentech pouzit napfiklad 5-Aza-2'-Deoxycytidine, ktery se neinkorporuje od RNA a je
meéné toxicky?

V manuskriptu 3 je jako jeden z hlavnich vysledk( uvedena studie biologické stability 5-
azacytidinu v médiu. Zajimalo by mne, zda je néco znamo o pfiinach lability této latky.
Jedna se snad o hydrolyzu? Pokud ano, koreluje chemicky polo¢as rozpadu s biologickym?
V ¢lanku by uvazované mechanismy nestability mély byt diskutovany.

Diskuse

Str. 16. Odst. 1, zavér. Integraéni mista nebyla mapovana, proto nelze s jistotou tvrdit, Ze
ustanoveni epigenetickych stav(l T-DNA je nezavislé na chromozomalnim prostiedi.

Str. 17.a 20. Libi se mi mySlenkovy konstrukt, prostfednictvim kterého autorka vysvétluje
“zahadné” chovani transgen( u nékterych liniich v pribéhu dlouhodobé kultivace rostlin.
Snad jen Ize namitnout, Ze “pravdépodobny mechanismus tkvi v silné transkripci“ asi nebude
jedinym a hlavnim zdrojem epigenetické nestability. Z vysledkul na str. 26 vyplyva, ze nékteré
linie s vysokou expresi GFP zlstavaji po dlouhou dobu stabilni. Pravdépodobné;jsi
iniciatorem by mohla byt kombinace neobvyklé struktury transgenni inserce (napf. pfima
nebo inverzni repetice) a pocateni vysoka transkripce iniciovana promotorem 358S.

Dale neni zfejmé, jak Sifeni uml€ovacich signall (bod 2) po rostliné (tzv. systémovy
silencing) souvisi s koordinovanym uml€ovani transgenu v jednom lokusu. Je znamo, ze
kratké RNA, které se podileji na upravé chromatinu jsou odlisné od RNA molekul
zprostfedkovavajici systémovy silencing.

Zajimalo by mne, zda-li autorka uvazuje o moznosti experimentalniho potvrzeni pracovni
hypotézy. Z moznych pfistupll mné napada kvantitativni stanoveni genového produktu

metodou qPCR, analyza metylace promotor( metodou hydrogenisfiitanového sekvenovani,
analyza kratkych molekul RNA.

Zavér

Disertacni prace Mgr. Evy Nocarové obsahuje fadu kvalitnich originalnich poznatku, které
byly nebo budou v budoucnu publikovany. Vysledky vyznamné pfispély do mozaiky nasSich
poznatkl o epigenetickych mechanismech Fizeni genové exprese. Lze konstatovat, ze
doktorandka se zhostila vytyCenych ukoll na vybornou.

Praci doporucuji k obhajobé
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