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Cile prace

Pomoci CRISPR/Cas9 mutageneze odvodit stabilni SP6A knock-out linie pro dva kultivary
(Desirée a Otava) kulturniho bramboru Solanum tuberosum. Prostfednictvim charakterizace
téchto linii pak prispét k objasnéni role SP6A, jednoho z hlavnich regulatort tuberizace.

Struktura (¢lenéni) prace

DP je klasicky ¢lenéna (do kapitol Uvod, Literarni prehled, Material a metody,
Experimentalni ¢ast, Diskuze a Zavér). Soucasti je i podkapitola s jasné definovanymi cili
prace. Obsahuje téz anglicky i ¢esky abstrakt, klicova slova a podrobny seznam
pouzivanych zkratek. Rozsah prace je 74 stran (v€etné seznamu pouzité literatury a dalSich
zdroju).

Formalni droven prace (obrazova dokumentace, grafika, text, seznam literatury)
Prace je velmi kvalitné a pecliveé zpracovana.
Obrazova dokumentace je zpravidla kvalitni.
e Jen u fotodokumentace z regenerace transformantt (Obrazek 9) by bylo vhodné doplnit méfitko.
o U mapy vektoru (Obrazek 3) by se dala zvysit piehlednost vypusténim nepodstatnych popiska (napf.
,»Sapl site removed*), a naopak zvyraznénim klicovych komponent jako je specifickd gRNA.
e  Ponékud matouci je prezentace elektroforetickych gelt, kdy v nékterych piipadech (Obrazek 8) je
orientace dle ocekavani a konsensu tak, jak dochazi k separaci fragmentii (od nejvétsich
k nejmensim), ve vétsiné piipadu (napt. Obrazek 16) je vSak orientace gelti opa¢na.
Obrazky, grafy a tabulky jsou opatfeny vhodnymi popisky a v textu je na n¢ vhodné
odkazovéno. V seznamu citaci jsem neobjevila zddnou formalni vadu.
V rdmci iivodni strany bohuZel neni uvedeno jméno konzultantky Mgr. Andrey Zounkové¢.

Logicka stavba a jazykova uroveii prace

Jazykova uroven je vysoka. Neobsahuje gramatické chyby a mnozstvi pieklepti je
minimalni. Prace je vhodné¢ strukturovana a vcelku ¢tiva. Jen ojedinéle se vyskytuji
kostrbatéjsi véty (napf. prvni véta diskuze). Termin ,,vzdusné hlizy* (str. 6) by bylo vhodné
nahradit nadzemnimi. Jen zifidka se vyskytuji anglicismy (,,upregulovana exprese®, str.11),
kterym by se ale v ¢eském textu dalo vyhnout.

Literarni prehled:

Literarni ptehled je logicky ¢lenén a provazi ¢tenare procesem tuberizace od obecného, pies
vycet faktort ovlivitujici tento komplexni proces az po vlastni specifickou tuberigenni
signalizaci se zam¢fenim na lohu FT homologl a zejména pak SP6A.

Uvodni kapitoly o faktorech ovliviiujici tuberizaci by bylo vhodné pro méné znalého
Ctenafe vice rozepsat. Jednotlivé vnéjsi faktory ovliviiujici nastup tuberizace bych
doporucila jasné oddélit odstavci (dostupnost dusiku by pak nenésledovala hned za
informaci o fytochromech). V pasazi rozebirajici diisledky overexprese upravené verze
SPBAP (str.13) by bylo vhodné uvést, v ¢em tato modifikace spocivala.




Text je vcelku srozumitelny - pochopeni pomaha i zafazené schéma pievzaté ze Susila a
Purwestri (2023). Kapitola o SP6A ucelné shrnuje nejaktualnéjsi informace.

Prace obsahuje celkoveé 104 citaci (z toho 3 citace diplomovych praci ze $kolitelské
laboratofe; zhruba kolem 10 citaci ptehledovych ¢lank). Zdroje jsou relevantni,
dostate¢né a ve vhodném formatu uvedené v seznamu literatury.

Material a metody:

Sife pouzitych metodik je velka, pro téely DP bezpochyby dosta¢ujici. Ocefuji pestrost
metodik od prace s rostlinnym materialem v in vitro podminkach, zvladnuti
transformacéniho protokolu bramboru az po molekularni metodiky (v¢éetné RT-gqPCR) a
vlastni zavedeni CRISPR/Cas9 mutageneze v tzké spolupraci s konzultantkou prace.
Popsané metody odpovidaji prezentovanym vysledkiim. Metody jsou srozumitelné a velmi
podrobné rozepsany.

Objevila jsem tyto neptesnosti (které neni potfeba béhem obhajoby komentovat):

e  Vzhledem k uvedené podrobnosti by bylo vhodné zdtraznit, ze listy po kokultivaci se pfenasi na
pinzetou rozmélnéné CIM médium (a posléze SIM) tak, aby celou plochou pfiléhaly k médiu
obsahujici claforan (a zabranilo se tak prertistani agrobaktéria).

e LB médium obsahuje 5g/l kvasni¢ného extraktu (namisto uvedenych 10g/I).

¢  YEB médium zpravidla neobsahuje NaCl.

e  Pfi odbérech materidlu pro RNA izolaci by bylo vhodné, co nejvice specifikovat podminky (které by
mohly ovliviiovat expresi SP6A) véetné napt. denni doby.

e U nékterych kli¢ovych metodik (transformace bramboru, izolace DNA pomoci CTAB, kmen
agrobaktéria) bych ocenila citaci ptivodni prace, ze které byl protokol pfevzat.

e Ne vzdy je u pouzivaného softwaru uvedena i verze programu.

Experimentalni ¢ast:

Experimentalni ¢ast je vhodné strukturovana a vychazi z vytycenych cilii. Bohuzel u
n¢kterych dil¢ich pokust by se hodilo podrobnéjsi vysvétleni a definovani hypotéz - napf.
divody, pro¢ byly pro ¢asové nadro¢nou mutagenezi zvoleny dva odlis§né kultivary se ctenaft
dozvidé az na zacatku diskuze. TéZ chybi vysvétleni, pro¢ tuberizacni pokusy probihaly pii
riznych koncentraci sacharozy (6%, 8% a 9%).

Dokumentace vysledk je adekvatni, 1 kdyZ urcité neptesnosti obcas komplikuji
porozuméni a interpretaci vysledkl — napf-.:
e jiz zmifovana ,,opacna“ orientace elektroforetickych gelt
e U prezentovanych PCR chybi pozitivni kontrola, u nékterych (viz Obrazek 23) chybi dokonce i
negativni kontrola (autorka tak spravné ptipousti moznost kontaminace)
e schéma (Obrazek 6), vysvétlujici detekci pomoci enzymu HpyAV ma nestastné (ne)oznacenou

sekvenci klicové 8nt delece, aby tento pfistup mohl fungovat a bylo naruseno rozpoznavaci misto
enzymu

® hodilo by se piidat i schéma s nasedanim primeri v piipadé detekce kontrolni a mutované alely (s
uvedenou 8nt deleci), aby bylo na prvni pohled jasné, jak je zajisténo odliSeni alel.

Mnozstvi odvedené prace je vice neZ dostacujici pro DP. BohuZel vzhledem k tomu, zZe se
ptes veskeré usili nepodatilo odvodit knock-out linie, ale nakonec jen ¢aste¢né editované
linie, tak se obavam, ze z ¢asovych diivodil bylo pfistoupeno jen ke dvéma tuberizaénim
pokustim, pro které navic byly vybrany z ne Gplné jasnych diivoda rizné linie (a jen u
nékterych z nich byla stanovena hladina transkriptu SP6A, coz komplikuje nasledné
interpretace). Navic data z tuberiza¢nich experimentd vychazi z analyzy jen velmi malého
poctu segmenttl, a tim padem jesté mensiho poctu zalozenych hliz, coz omezuje statistické
zhodnoceni i naslednou interpretaci. Jen sté€zi tak 1ze odlisit mozny efekt mutaci od
pfirozené variability materialu — myslim, Ze by pfip. pomohlo zatfazeni pozitivni a negativni
kontroly — tedy jiz dobie charakterizovanych linii s vyraznym vlivem na tuberizaci (ov§em
pokud jsou takové linie dostupné).




Diskuze:

Nekteré tiseky jsou jen konstatovanim vysledkii nebo jejich odivodnénim, které by se
hodilo uvést diive. Zbytek diskuze ale vhodné konfrontuje vysledky s dosavadni literaturou,
piip. nepublikovanymi daty konzultantky. Autorka se zamysli nad tim, z jakych divoda
mohlo byt netspésné editovani vSech alel SP6A a tedy odvozeni knock-out linii a navrhuje
mozna feSeni. V nékterych oblastech by vsak §lo jit vice do hloubky (napf. posoudit vliv
pouzivaného konstruktu nebo mezi alternativnimi pfistupy pro vnaseni Cas9 zminit virovou
infekci). K interpretaci vysledki z tuberiza¢nich pokust autorka pristupuje patiicné
kriticky.

Zavéry (Souhrn):

Zavery jsou jasné formulované a podloZzené vysledky. I kdyz bych osobné zdtraznila, ze
Caste¢na editace znamenala u nejnadéjnéjsi linie 18/R3/4 ptitomnost nemutované alely

Z 40% (dle odhadu pomoci softwaru TIDE), coz miize byt dostacujici pro zajisténi funkce
SP6A V rostlinach.

Splnéni cili prace a celkové hodnoceni:

Ambiciozni cile prace se povedlo naplnit pouze ¢astecné. Autorka jen s mirnym ¢asovym
odstupem za konzultantkou prace Mgr. Andreou Zounkovou zacala s mutagenezi pomoci
CRISPR/Cas9 u bramboru. Tato metoda byla tak ve skolitelské laboratofi teprve zavadéna,
ucinnost mutageneze byla nejista a téz bylo potteba za pochodu optimalizovat vhodné
pristupy pro detekci mutaci u tetraploidniho modelu. I pies ohromné usili a odvozeni
velkého mnozZstvi transgennich linii (jak po transformaci, tak v druhém kole regenerace) se
bohuzel nepovedlo odvodit zadnou knock-out linii v SP6A. Vzhledem k tomu, ze predikéni
programy pouzivané pro design gRNA zdaleka nezahrnuji vSechny faktory ovliviiujici
nasedani a §tépeni Cas9, tak je stale vysledek do velké miry otdzkou §tésti. Osobné bych
tedy ocekavala, Ze soucasti prace bude design novych gRNA, které by eventudlné Slo

v budoucnu pouzit. Autorka se sice v diskuzi zamysli nad pouzitim jinych gRNA, ale
konstatuje, Ze by bylo jen obtizné najit alternativu, kterd by byla specificka pro vSechny
alely SP6A a nezasahovala dal$i FT-homology. Vystupy z predikéniho programu ani
sekven¢ni porovnani jak alel SP6A, tak ptibuznych FT-homologi vSak nejsou nikde v praci
ukazany! (Vzhledem k tomu, ze se autorka nepodilela na prvotnim designu a dostala
ptipraveny konstrukt, tak mam jisté pochyby, jestli by byla schopna samostatné zvladnout a
zvazit vSechna kritéria pro vybér gRNA a s tim souvisejici vhodny pfistup pro detekci
mutacnich vystupt - budu rada, pokud mé autorka béhem obhajoby piesveéd¢i o opaku).
Vzhledem k ¢asové narocnosti regenerace a detekce mutaci a zminovanému riziku, ze se
nepovede odvodit knock-out linie, bylo dle mého nazoru velmi ambicidzni od $kolitelského
kolektivu zafazovat mezi cile 1 fenotypovou charakterizaci pfipravenych linii.
Piedpokladam, ze zopakovani tuberiza¢nich experimentu, ptip. pfevedeni do ex vitro
podminek (jak navrhuje autorka v diskuzi) se jiz z ¢asovych divodi nestihalo. Osobné
bych se do budoucna piimlouvala za strategii poskytnout pro blizsi charakterizaci jiz
pfipraveny material tykajici se tuberigenni signalizace, na kterém by bylo moZné

v mezicase (béhem odvozovani ,,crisprovych® linii) délat experimenty a ziskat
daveéryhodnéjsi data.

Celkove¢ je prace na vysoké formélni Grovni. Bc. Jitka Myslivcova zvladla fadu metodik a
odvedla velké mnozstvi prace. Vystupem prace je kromé odvozeni linii S ¢aste¢nou editaci
SP6A 1 zhodnoceni tuberizacniho potencialu u vychozich kultivari Desirée a Otava.
Z4sadnéjsi vyhrady mam zejména k experimentalni ¢asti, kde ob¢as chybi zasazeni
experimentl do kontextu a srozumitelnéji pfedstaveny design. Vyhrady k vlastnim
tuberiza¢nim pokustim jsou uvedeny vyse.

Ptes uvedené vytky doporu¢uji praci k obhajobe.




Otazky a pripominky oponenta (povinna ¢ast posudku):
M¢la bych nékolik dotazi k odvozovani transformovanych linii:

Pickvapilo mé mnozstvi fale$n¢ pozitivnich regenerantti po transformaci — prakticky
polovina nenesla kyzeny transgen. Je takto vysoka frekvence porovnatelna

s literaturou ¢i zkusenostmi ve Skolitelské laboratofi? Jakym zptisobem by $lo
optimalizovat?

Pro detekci transgenu byly pouzity primery, o kterych se v Tabulce7 docteme ,,ze
cili do T-DNA oblasti plasmidu®, coz mi ptijde ponékud vagni (zvlast kdyz nelze
nic usuzovat dle nazvu primeru ¢i zietelného vyznaceni v mapé vektoru). Poprosila
bych o vysvétleni, kam konkrétné primery nasedaji?

Jaky vyznam ma ptidavek ZnSO4 béhem tvorby kalusii a regenerace de novo? Proc¢
byl vynechan v SIM médiu oproti CIM?

Dalsi dotazy :

Jak si autorka vysvétluje dramaticky pokles transkriptu SP6A az na 10% hladiny
WT u linie 19/R1/2? Jak vychazely u testovanych vzorki hladiny referenéniho
transkriptu UBI?

Pokud by byla mutageneze tspé$na, tak by $lo slovy autorky ,,analyzovat dasledky
kompletniho knock-outu SP6A genu®. Krom¢ pfimého vlivu na tuberizacni
potencial — jaké biologicky zajimavé otazky by §lo v budoucnu zkoumat?

Po absolvovani naro¢ného procesu odvozovani ,,crisprovych® linii u bramboru a
ovéfovani navozenych mutaci (bohuzel bez kyzeného ziskani knock-out mutanta)
ziskala autorka jisté predstavu, cemu by se dalo pro pfisté¢ vyhnout, které procesy by
Slo urychlit ¢i jinak optimalizovat? Poprosila bych o tivahu napt. nad vlastnim
designem gRNA, pouzivanym vektorem ¢i praktickymi postichy béhem regenerace
de novo...

Navrh hodnoceni oponenta (prosim zaskrtnéte X)

[ ]vyborné (1) [X] velmi dobie (2) [ ]dobie (3) [ ]nevyhovél/a (4)

Podpis oponenta:




