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Obecna charakteristika dizertacni price

Viyvoj a pouiivani geneticky modifikovanych organismi zaznamenaly v uplynuljch letech
znadny nar(st. 2da se, Ie nejen vysoké vwidiky genového produktu, nybri i stabilita a
moZnost regulace exprese transgend jsou dolefitymi parametry pro posouzeni prakticks
wyuZitelnosti prisluiné modifikace, Rostlinné transgeny viak fasto oproti teoretickym
predpokladlim vykazuji snizenou expresi v disledku epigenetickych zmén, coi negativné
avliviiuje aplikaci geneticky modifikovaryeh rostlin v zemédélstui. Cllem predklidans
disertace byla Fedit dlahu RNA interference v regulaci exprese transgennich lokusi u
bramboru a tabdku. Prace je rozdélena na tfi vzdjemné navazujici €3sti, které odradi dili
etapy vyzkumu a publikacni wstupy. Téma disertace |e vyioce aktudlni, vhodné zadané a
odraii diouholetou tradici kvalitniho wzkumu provadénéha v laboratofi Skolitele.

Publikatni aktivita uchazeée o PhD je na velmi dobré Grovni. le autorem jedné pryoautorské
g jedné spoluautorské publikace v kvalitnich odbornych £asopisech, BEhem své prace
uchazede zviad| celou fadu ndrofnych laboratornich technik, jako jsou napfiklad pfiprava
bindgrnich vektord pro transgendzu, fluorescentni mikroskopie, kvantitativni RT-PCR neba
metylaéni bisulfitova analyza. Byl rowngéi hlavnim fegitelem projektu GA UK v letech 2013-
2015,

Specificke pfipominky

1. Uvod.

Str. 14, V&ta “20-22 nt miRNAs made mainly by DCL1 and heterochromatic siRNAs (hc-
siAMNAs) farmed by DCL3 activity.” Mélo by byt uvedeno, e heterochromatické siRNA jsou
zpravidia délky 23-24 nt.

Str. 18. “...chromatin is a nucleosome, DMA segment wrapped around a core of eight histone
proteins.”. Presnéji * ...core composed of dimers of four histone proteins®,



Str. 18. Méla by byt uvedenao, fe stupné modifikace jednotlivych amino kyselin jsou
epigenetickym znakem, Napfiklad pro fizenou metylaci DNA je didleiita dimetylace lysinu
v pozic 9 histonu H3 (H3KIme2). Monometylace neni z hlediska heterochromatizace
dilefitd. Podobné aktivitorovou znadkou je trimetylace lysinu v pozici 4 histonu H3
(H3K4me3).

5tr, 19, Véty “Genome-wide analysis of DNA methylation in A. thaliana using the bisulphite-
Numina sequencing revealed overall levels of 24% CG.." Za ni nasleduje véta "Major part of

CG sites is highly methylated (80-100 %) or unmethylated...”. Neni zcela zfejmé, jak sez 24%
stane 30-100%.

str, 13, Autor zde popisuje histaricky wwwoj smérujici k objevu RMA interference. Spravné
poukazuje na skutenost, 3o wzkum na rostlindch, pfedeviim pak prace z laboratofi R
lorgensena, manield Matzkeowyeh a Davida Baulcomba pfedznamenal a do znaéné miry |
umoznil objev RMAT u hlistice Caenorhabditis, za ktery byla udélena Mobelova cena. Lze
polemizovat o tom, zda by sii tito rostlinni biologové Mobelowu cenu nezaslowzili, Zajimal by
mne autardy nazar na vec,

2. Metody

Str. 34. sRNA analysis. Otdzka: le RNeasy Plant Mini Kit {Qiagen) skuteéné vhodny pro
extrakei kratkych RMAT 2 nasich zkufenosti plyne, f& na kolonce, ktera je soucasti procedury
purifikace RNA dochadzi k wyraznym ztratdam kratké RNA frakce, Uvedeny kit je predeviim
designovany pro isolaci mRMA a Jinych deliich molekul a neni vhodny pro isolacl kratkych
molekul RNA, cof je uvedeno i v manualu,

Str. 35. Preparation of sRNA solution for BY-2 treatment. Chybl bliZs] charakteristika frakce
RNA, kterd byla pouZita pro BY-2 treatment. Napfiklad, mohl byt fotograficky dokumentovdn
elektrofareticky profil frakee “enriched for low malecular weight (LMW RMNA fraction by
20% {w/v) PEG 8000 and 2M NaCl precipitation™.

3. Vysledky

Str. 39, bod "Transient 10uM Azal treatment of 5. tuberosum leat segments during de nowo
regeneration gave rise to plants with restored expression of previously sllenced transgenes
at the whaole plant level,

Otazka: Byla studovdna meioticka stabilita reaktivovanych transgend po plsoben( 5-AzaC?
Informace by byla uiitedna z hlediska wyuiiti 5-AzaC aktivatoru v Slechtitelskych programech.
le znamo, ie meloza, pametogeneze a procesy v rané zygotd navozuji epigeneticke
FEprogramoyvani genamu.

Str, 39, bod “De novo regeneration of 5 tuberosym plants from leaf segments could trigger
transgene silencing and thus this procedure might be wsed to test susceptibility of transgenic
plants to spantaneous sllencing™.



Otadzka: Ma uvedené pozorovdni obecnou platnost nebo je regeneraci-indukovany silencing
amezen jen na urfité transgenni lokusy napfiklad s charakteristickou genomickou organizacirt

Str. 40. Nazev prace: "Unexpected variations in posttranscriptional gene silencing...”. Proé
neocekdavana variabilita? Myslim, ie nazev prace slibuje ponékud vice nei ukazuji wslediy.
W experimentech byly poufity rizné konstrukty vykazujici rdznou déinnost umltovani.
Mejwyiii GEinnost wykazovaly konstrukty s obracenou repetici (IR), coi je znama mnohokrat
averena zkuienost — viz napiiklad prace z konce 90, let z laboratofi A, Depicker (Mol Gen
Genet 2000, 263:995-1002,dol: 10.1007/pI00008700) nebo J. Kootera (Plant Mol Biol.
20004324360, doi: 10, 1023/4: 1006491612768,

Supplement 10.6. obr. 1. Myslim, & neni zeela presné nazywat konstrukt pERS-IR
invertovanouw repetici. ledna se o typicky vidsenkowy (hairpin) konstrukt, ktery obsahuje jen
malou £ast jako obracenou sekvenci (<1 kb z celkovych »5 kb, Navic jsou invertované GFP
geny addéleny relativiné dlouhym mezernikem, pfidem? druha kople GFP neobsahuje
promotor, Ke konvergované transkripci tak patrmé nedochazi na rozdil od invertované
repetice T-DNA. Bylo by proto na tomto mistd spravnéjsi konstrukt pojmenovat jako pER-HP
thairpin}.

Supplement 10.6 obr. 2. V experimentu chybi kantrola, tj. netransformovany kalus nesouci
akceptorovy GFP lokus wwstaveny plsobeni estradiolu.

Supplement 10.6. Wéta “The silencing maintenance was unlikely caused by promoter
leakiness because in all analyzed lines the silencer transcript levels at day 35 were lower
than the background levels”, Aviak dale se pise, e ", maintenance of silencing in the LT3
line was accompanied by the continual presence af sRNAs™. Tud(Z v rozporu s prvni vétou
dany silencer konstrukt produkuje transkripty (GFP transkripty silenceru a akceptoru nelze
jednoznacné odlidit). Transkripce je viak v tomto pfipadé patrmé fizend jinym promotarem
nef je pIND. Skuteénast, Ie linie UT3 wkazuje metylaci DNA jesté pfed indukel podporuje
hypotézu, Ie se jedna o rearaniovany a inherentné epigeneticky nestabilni lokus,
Nekanonicka inlclace transkripce z endogenniho nebo | transgeniho promotoru je zde tudiz
ofekavana.

Str. 56. Véta " abzence of mutant lines and genome instability; Kovarik et al., 2012, not later
canfirmed by Srba et al., 2016)*. Mahl by autor, prosim, vysvétlit, v cem spofiva rozpor mezi
abéma publikacemi.

Str. 58, Fig.4.4.4b Pictures of tobacco BY2, Je evidentni, Ze v piitamnosti estradiolu dochazi
k wyhasinani exprese reporterového genu. Meni tudi pachyb o tom, e silencer konstrukty

v transgennich bufkach BY2 funguji. Ma tomto misté ocenuji usili spojené s pripravou
dimyslnyeh vektorl, které jisté zabraly autorovi hodné Easu. Pozarujl viak, e i v kontrolnich
bufAkach neovliivnénych estradiolem jsou bufiky, které wkazuji nizkou fluorescenci. Mize to
byt zplsobenou tim, e promotor induktaru je “leaky”, anebo e se v linii BY-2 projevuje
geneticka a epigeneticka variabilita. Prosim o Vas nazor.



Str. 65. Protoplasts were prepared from three different lines (GRED213, GRSA33 and GRCEL)
and treated with sRNA solution..,

Otdzka: laka byla ddinnost protoplastavani? Obvykle jen male procento BY-2 bunék je plné
protoplastovdno a tvofl typické sférické budky. VEtiina bunék ma jen parcidlné natravenou
bunécnou sténu. Ptam se, zda tato heterogenita nemiie ovliiviovat interpretaci wsledkd.
Dale pak, byla exprese transgend analysovana v protoplastovych klonech nebo ve smési
bunék? Analyza klonh by mohla byt pfesnéjgi.

Pro studium mechanismu transpartu a Sitenl siRMA by moina bylo lepsi pougit in vitro
syntetizovane molekuly siRMA (jedno nebo dvouvlaknove] nei izolovanow RNA frakei z
bunél. Je totif zndma, Fe mnodstvi lokus specifickych-siRNA je v celkové RNA pomérmé malé
a jen velmi téiko kvantifikovatalné (nejwétsi dil patfi ribosomadlnim BNA). Navic nelze
wylougit, e nadbytek nespecifické RNA nezplsobi v bufice pleiotropni efekty, Syntéza 21-25
nt RMA formow zakazky neni v dneini dobé finanéné i technicky narona.

Formalni nedostatky nejsou v praci teméar Zadne;
5tr. 35. “..Tocreate” = chybi mezera

Zkratka “RNAI" by mohla byt rozepsdna, Lj. “BNA interference”, v ndzvu prace.

Zavér

Disertagni prace ANDr Dimitrije Tyée obsahuje fadu kvalitnich origindlnich poznatkd, které
vyznamné piispély do mozalky nasich poznatkd o RNA interferenci u rostlin. Po strénce
ohjemu vykonané prace, mnodstvi dat | publikaci prace prevyiuje celostatni primeér v daném
oboru, Lze uzaviit, Ie se doktorand zhostil wiyEenych tkold na vwhornou.
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