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Cile prace

Predlozena diplomova prace je zamétena na studium molekularnich mechanismt cilené
metylace genomové DNA v rostlinach, konkreétné na studium interakce proteinu AGO
s faktory NRPEI1, SPT6L a SPT5L pomoci AGO-hookd.

Struktura (¢lenéni) prace
Rozsah prace (pocet stran): Rozsah diplomové prace: celkem 105 stran, z toho 70 stran
vlastni prace, zbytek tvofi pfilohy, reference, seznamy zkratek, obsah a podobné.

Je uveden anglicky i Cesky abstrakt a kli¢ova slova? Ano

Formalni Grovein prace (obrazova dokumentace, grafika, text, seznam literatury)
Odpovida narokiim na diplomové prace. Mnozstvi pteklepl je minimdlni, obrazky jsou
prehledné. Vzhledem k mnozstvi experimentalnich vysledki bych spise uvazoval o redukci
nekterych obrazkii gelt a podobné, viz dale.

Logicka stavba a jazykova droveii prace
Velmi dobra,

Literarni prehled:
Odpovida tématu a je logicky ¢lenén? ano
Je napsan srozumitelné? Ano
Jsou pouzité literarni zdroje dostatecné, relevantni a aktualni? ano
Jsou literarni zdroje (v€etné obrazkl) v praci spravné citovany? ano

Material a metody:
Sife pouzitych metodik. Velmi velika
Odpovidaji popsané metody prezentovanym vysledkim?  Ano
Jsou metody srozumitelné€ popsany? ano

Experimentalni ¢ast:
Je vysvétlen cil experimenti? ano
Je dokumentace vysledkl adekvatni? ano
Je mnozZstvi provedenych experimentt dostacujici? ano




Diskuze:
Je opravdu diskuzi, nejde jen o konstatovani vlastnich vysledka? Ano
Jsou vysledky porovnavany s literaturou? Ano
Jsou uvedeny né&jaké hypotézy ¢€i navrhy na dalsi feSeni problematiky? ano

Zavéry (Souhrn):
Jsou zavéry podloZzené vysledky? Ano
Jsou vystizné formulovany? Ano

SpInéni cili prace a celkové hodnoceni:

Zavérem konstatuji, Ze posuzovana prace pln¢ odpovida jak rozsahem tak obsahem i formou
pozadavkiim kladenym na Diplomové prace. Cile prace byly splnény, i kdyz nékteré
mutanty a jejich kombinace se nepodafilo ziskat. Praci celkové hodnotim jako vybornou a
doporucuji ji k obhajobé

Otazky a pripominky oponenta (povinna ¢ast posudku):

Ptedlozena diplomova prace je zamétena na studium molekularnich mechanismt cilené
metylace genomové DNA v rostlinach, konkreétné na studium interakce proteinu AGO

s faktory NRPE1, SPT6L a SPT5L pomoci AGO-hookt. Prace je velmi rozsahla jak
metodicky tak i vzhledem k dosazenym vysledkim.

Cilem prace bylo pomoci CRISPR/Cas9 vytvofit cilené mutanty A. thaliana tak, aby dtlezité
kofaktory proteinu AGO ztratily tzv. AGO-hooky a nemohly tak s proteinem AGO
interagovat. V takto ziskanych mutantech byla poté stanovena metylace vybranych lokust .
Analyzou téchto dat Ize usuzovat na to, jakym zplsobem se tyto kofaktory podileji na
sméfovani AGO komplexu. Musim uznat, Ze zvolené cile jsou na diplomovou praci poméerné
sm¢lé, zejména kvuli ¢asové narocnosti, sam jsem béhem ¢teni nejiive myslel, ze jde o praci
dizertacni. Pfesto se diplomantka prace zhostila velmi dobie a zvladla rozséhlé spektrum
technik od navrhu CRISPR konstruktt, klonovéni, transformaci rostlin, genotypovani,
kiizeni A. thaliana a bioinformatickou analyzu NGS dat. Na diplomovou préci je to skutecné
neobvykly zabér , navic jde o praci ¢asove€ naro¢nou, kterou nelze urychlit.

Ve zpracovani NGS dat tykajicich se metylace DNA v Arabidospis thaliana a vybranych
mutantnich liniich vidim hlavni ¢ast vysledka diplomové prace. Tato ¢ast je zpracovana
prehledné a diikladné a pfindsi zajimavé vysledky tykajici se rozdilné funkce dvou riznych
mutaci NRPE1 a funkce proteinu SPTOL.

Celkové je prace velmi dobfe zpracovana a to jak po strance formalni tak i obsahové a je
napsana srozumitelnym stylem. Na tom nic neméni ani nasledujici vy€et pfipominek a
dotazi. Diplomantku timto prosim, aby se zdanlivé dlouhym seznamem nenechala odradit,
berte je pouze jako doporuceni pro psani prace dizertaéni nebo pro vlastni publikacni
aktivitu.

K prici mam jen tyto drobné pripominky spiSe formalniho razu a nékolik dotazu




Pro mne jako ¢tenafe bez detailni znalosti problematiky AGO-hookt bylo zpocatku tézkeé si
piedstavit jakym zptisobem byly navrzeny delece. Uvital bych v ivodu schéma naznacujici
strukturu/velikosti genti nrpel, spt5 a spt6 s vyznacenym misty pro gRNA a pozici AGO
hookti. V uvodu se pise, ze primérna délka AGO-hooku je 84 aa (amk?) ale pokud dobie
chépu dalsi obrazky, byla navrhovana delece v genu Nrpe 1500 bp. Jsou v genech rozsahlé
introny a pochopil jsem obrazky spravné?

Literarni avod, str 12. : Citrus sinensis (Sabbione et al., 2019), Solanum lycopersicum (Bai et
al., 2012), kukuftice (Qian et al., 2011) a ryze (Kapoor et al., 2008). — pro¢ jsou n¢které
plodiny uvadény latinskymi nazvy a jiné trivialnimi?

Metodicka poznamka k tabulce 4 — slozeni restrikéné ligacni reakce. Zda se mi, ze pouzivate
velky molarni nadbytek inzertu nad vektorem, vychézi mi okolo 20 nasobku. Snazime se
pouzivat mnohem mens$i poméry — 1:2 u plazmidd, nebo 1:5 u PCR fragmentl. U vysokych
nadbytkil inzertu reakce nakonec v nasich rukou dopada hiire, nejspis diky saturaci enzymu.
Tabulka 12 — je dobré udat nejen objem pipetovanych primert ale i jejich po¢atecni a nebo
koncovou koncentraci, nejlépe ob¢.

Skutecné provadite flower dip transformaci v Petriho miskach? Nejsou pfilis mélké? Lze
pouzit 1 rizné plastové misky raznych hloubek a velikosti?

Str 32. DNA byla izolovana ze smésnych vzorkii napéstovanych tfitydennich rostlin. -
znamena to , Ze rostliny byly poolovany pfed izolaci DNA, nebo po izolaci, kolik rostlin?
Obr 9. i nékteré dalsi: Uvital bych néjaké grafické schéma jesté pred prezentaci analyzy PCR
fragmentl na elektroforetickém gelu, ptipadné odkaz na takové schéma. Ze samotného gelu
je tézké pochopit, co konkrétniho 1ze na gelu vidét. U gelt by mély byt popséany velikosti
jednotlivych bandl v markeru, nebo asponi téch hlavnich. Takto to vypad4, Ze non-template
control obsahuje band o velikosti 100 bp a plazmidy band o velikosti 750? Ale v textu se pise
626, zda se mi to vétsi?

Obr 11 — ale plati i pro jiné obrazky gelt - legendy by bylo dle mého vhodné 1épe
pojmenovavat, aby bylo z nazvu ziejmé o jaky jde experiment. V tomto konkrétnim ptipadé
bych gel nazval Colony PCR pro detekci spravné sestavené SPT5L kazety nebo podobné.
Dalsi obecna poznadmka — stoji za tivahu, zda podobné gely do vysledkl viibec davat. Prace
ma velké mnozstvi dat a vysledki, gely ukazujici meziprodukty klonovani mohou ztistat v
ptiloze. Zde pouze vyvolavaji zbytecné dotazy oponenti. Naptiklad v tomto piipadé —
markeru by sluselo oznaceni alespon hlavnich velikosti, a je zfejme pteloadovany, proto je
tak nerovny. A dal$i —velikosti amplikonil se mi nezdaji stejné veliké - ¢im to miZe byt a
jakou to ma relevanci? Citelnost pro &tenafe lze rovnéz zvysit tim, Ze se velikost
o¢ekavaného amplikonu vyznaci ze strany Sipkou. Kontroly bez templatové DNA se vétSinou
oznacuji jako NTC (non template control) Na obr 23 je kontrola oznacena jako blank, je to
trochu matouci.

Na dvou mistech je chybny odkaz na zfejmé obrazek nebo tabulku :

Z narostlych bakterialnich klont (napé&stovany dle postupu viz kapitola Chyba! Nenalezen
zdroj odkazil.) str38 nahote

na selek¢ni médium (postup viz kapitola Chyba! Nenalezen zdroj odkaz{.). strana 42

Obr 14 - Dle mého dalsi ptiklad nadbyte¢né obrazku. Stacilo by konstatovani, zda byly
realné sekvence konstrukti shodné s navrzenou sekvenci. Takto obrazek jen vyvolava otazky
- kazety jsou pomerné veliké cca 1700 bp? zda se, Ze kvalita ¢teni v stiedu sekvenovani je
slabsi. Kazety by mély mit 100% shodu, mé¢ se ale zd4, Ze Cerna Cara je na n¢kolika mistech
prerusena. Co to znamena, je mozné, ze jsou v kazetach mutace oproti navrhu?

Obr. 15 a 16 —Osobn¢ mne piekvapuje, ze pouze zhruba polovina kolonii A. tumefaciens
m¢éla vlozeny plazmid. S tim se nesektadvame. Ptipravujeme velka mnozstvi plazmidi pro
transientni expresi, které zpravidla maji n&jaky fluorescencni marker. Kolony PCR z Agra
zpravidla neprovadime , testujeme je aZ na rostlindch. Kolonie, které nemaji vloZeny plazmid




nebo je poskozeny - nefunkéni, sice existuji ale jsou vyjimecné, v fadu procent. Miize mala
uspésnost prenosu plazmidit do A. tumefaciens souviset s velikosti plazmidu nebo je to
artefakt PCR?

str 43 V ptipad¢ SPT5L nebylo cileno na mutaci ptimo ve ¢tecim ramci, vSechny rostlinné
linie tedy bylo mozné pouzivat v dalSich generacich. .... nerozumim véte.

Navrh hodnoceni oponenta (znamka nebude soucasti zvetejnénych informaci)

DX vyborné (1) [_] velmi dobte (2) [ _] dobie (3) [ ] nevyhovél/a (4)

Podpis oponenta:

Pozn. Obvykla délka standardniho posudku je cca 2-3 strany.

Instrukce pro vypracovani a odevzdani posudku-po dokonéeni posudku moZno tyto instrukce smazat:

e Pro vypracovani posudku diplomové prace pouzijte tento formuldf, text standardnim pismem slouzi
jako voditko

® Posudek mutizete sami vlozit do SIS, anebo s predstihem zaslat v elektronické podobé na adresu:
hana.konradova@natur.cuni.cz, a dale zajistit dodani podepsaného originalu (v 1 vytisku, jako soucast
protokolu o obhajob&) na sekretariat Katedry experimentalni biologie rostlin PiF UK (p. Adéla
Spinova), Vini¢na 5, 128 00 Praha 2. Podepsany original posudku s navrzenou klasifikaci musi byt
dodan pted vlastni obhajobou, bez ného nesmi byt obhajoba zahajena!




