e an— o

Stredoevropsky technologicky institut
BRNO | CESKA REPUBLIKA

Posudek diserta¢ni prace Miroslavy Karafiatové , Cytogenetic analysis of crop

genomes”

PredloZend disertaéni prace Miroslavy Karafidtové je kumulativniho charakteru, obsahuje
tvodni literarn{ re3er8i (35 stran), cile prace na péti Fadcich, obecné zavéry ve dvou
odstavcich (str. 72) a pét priloZenych publikaci doktorandky. Dvé publikace jsou
prvoautorské, z toho jedna je ve formé rukopisu pripraveného k recenznimu fizeni v
odborném ¢&asopise. Cty¥i ptiloZzené prace byly publikovany v impaktovanych ¢asopisech s
dobrym (Chromosome Research) aZ velmi dobrym impaktem (Plant Physiology). Soubor
publikaci tvorici jaddro disertaéni prace je mozné oznacit jako vysoce kvalitni a ve srovnani s

jinymi diserta¢nimi pracemi jako nadstandardni.

V tvodnim piehledu se autorka pokusila podat kratkou, a myslim uZite¢nou, charakteristiku
oblilnin a plodin, které byly analyzovany v péti zminénych publikacich. DalSi €ast popisuje
jaderny genom rostlin. Tato ¢ast price by podle mého ndzoru mohla byt obsahlejsi,
propracovanéjsi a 1épe osvédCujici autoréinu znalost problematiky. ZaraZejici je absence
citaci u mnoha zminénych fakti (napf. str. 21 neobsahuje jedinou citaci). SAm nejsem
piitelem uvadéni citaci ke kazdému faktu ¢&i skuteénosti, nicméné opacna strategie je
zejména v pripadé diplomovych a disertatnich praci ponékud problematickd. Tato ¢ast
prace k mému ptekvapeni neobsahuje snad jedinou zminku o podobnosti a evoluci
struktury genomu rostlin (genomova/genova kolinearita/syntenie), ackoliv priloZené
publikace se této problematice vénuji. Cast 2.3 se zabyvad popisem nejdileZitgjsich
klasickych i modernich cytogenetickych metod. Zatimco historické exkurzy do oblasti
cytogenetiky savcl jsou sympatické, postradal jsem ¢ast o pripravé hybridiza¢nich sond
vychazejici z analyz next-generation dat, stejné jako obsahlej3i rozbor srovndvaci
cytogenetiky rostlin (srovnavaci mezidruhova FISH/painting). Autorka zde ignorovala

pomérné rozsahly polet praci z ¢eledi lilkovitych, brukvovitych aj.
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Prvni ze dvou prvouatorskych praci pojednava o fyzickém mapovani nerekombinujicich
oblasti chromosomi jeémene pomoc{ FISH. Autol'i dspé3né pouZili kratké kddujici sekvence
(2 - 3,5 kb) k fyzickému mapovani centromerické oblasti chromosomu 7H. Tento pfistup
umoZiiuje mapovat strukturu chromosomovych tsekt s nizkou frekvenci rekombinace. Ve
druhé prvoutorské, dosud nepublikované, praci doktorandka a jejf spolupracovnici vyuZivaji
chromosomové specifické kédujici sekvence k malovani chromosomu 1H je¢mene. Prace je
origindlni kombinaci tfidéni chromosomti pomoci pritokové cytometrie a ziskani
chromosomové specifickych sekvenci (sond) pomoci piistupu “gene capture”. Takto ziskané
chromosomové sondy byly pouzity k malovani chromosomu 1H v pfitomnosti blokujici

DNA. Ackoliv je tento metodicky pfistup technicky a finan¢né naro¢ny, predstavuje tato

prace vyznamny poc¢in v malovani chromosomt rostlin s velkym genomem.
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V obou prvoautorskych publikacich prokézala Miroslava Karafidtovd schopnost tviiréi
védecké prace a soucasné obé prace osvédcuji autoréinu odbornou erudici v oblasti
rostlinné molekularni cytogenetiky. PfedloZena disertacni prace spliiuje poZadavky kladené

na disertacni praci v daném oboru.

Z téchto dtivodii diserta¢ni praci doporucuji k obhajobé.

MartinA-Lysak V Brng, 18.8.2014

VS Cytogenomika rostlin
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Oponentsky posudek na disertaé¢ni praci Mgr. M. Karafiatové

Cytogenetic analysis of crop genomes

Pfedlozena disertani prace byla zaméfena na studium genomu hospodaisky vyznamnych druht
rostlin pomoci cytogenetickych technik. Vytyéené cile zahrnovaly 1) cytogenetické mapovani
unikatnich sekvenci na chromozémech jeémene, 2) vyvinuti metody selektivniho barveni
chromozomi (whole chromosome painting, WCP) u je€mene, 3) cytogenetickou analyzu kostfavy a

jilku 4) cytogenetickou analyzu dvou odrid cizrny, Kabuli a Desi.

Prace je napsana v anglickém jazyce, a i kdyZ se misty vyskytuji pieklepy €1 gramatické
chyby, pisobi celkové dobrym dojmem. Literdrni piehled (35 stran) je zpracovan podrobné a
srozumitelné, coz svéd¢i o dobré orientaci doktorandky v dané problematice. Za literarnim
pfehledem nasleduje seznam cili a zejména shrnuti nejpodstatnéjSich vysledkt. Z nich bych rad
vypichl piedevS§im vyvinuti velmi origindlniho postupu ziskani sondy vhodné pro WCP. Novy
postup, zaloZeny na selektivnim vychytdvani fragmenti genli z DNA chromozému vytifidénych
pomoci prutokové cytometrie, je pfislibem SirStho vyuziti metody WCP i u druhd s velkymi
genomy a vysokym podilem repetitivni DNA. Za vétsi zminku jist€ stoji 1 vyuziti metody FISH pro
fyzikalni mapovéani a urCeni pofadi vybranych geni na chromozému 7 je¢mene. Doktorandka
dokazala lokalizovat 22 z 25 cDNA sekvenci, jejichZ délka ¢inila pouhych 2 — 3,5 Kb. Detekovani
takto kratkych sekvenci na chromozémech neni b&Zné ani jednoduché. Dokonalé zvladnuti této
metody tudiZ naznacuje vybornou experimentalni zruénost doktorandky.

Cytogeneticka analyza se vyznamné uplatnila také pfi studiu chromozému 4F kostfavy luéni
a pii mapovani rekombinacnich mist mezi homeolognimi chromozémy kostfavy lucni a jilku
mnohokvétého u uméle vytvofenych substituénich linii. U cizrny umoznila detailni analyza
velikosti chromozému odhalit, Ze rozdily mezi odriidami Kabuli a Desi jsou vétsi, neZ se
predpokladalo. Analyza dat ziskanych sekvenovanim DNA z jednotlivych chromozému obou odrad
cizrny navic odhalila chyby v diive publikovanych sloZenych sekvencich.

Podrobné jsou vysledky popsany a zasazeny do $ir§tho kontextu ve &tyfech védeckych

¢lancich publikovanych v impaktovanych c¢asopisech (Chromosome Research, IF: 2.847;
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Cytogenetic and Genome Research, IF: 1,885; Plant Biotechnology Research, IF: 5,181; Plant
Physiology, IF: 7,084) a jednom hotovém rukopise. U dvou z téchto praci je doktorandka uvedena
jako hlavni autor. Bylo by nicmén¢ vhodné kdyby doktorandka b&hem obhajoby bliZe specifikovala
svij podil na jednotlivych experimentech ¢i vysledeich.

Vzhledem k tomu, Ze vétSina vysledkd jiz byla publikovand a tudiZ proSla piisnym
recenznim fizenim, moje role jako oponenta je velmi usnadnéna. Nezbyva mi neZ konstatovat, Ze
diserta¢ni prace M. Karafidtové je velmi zdafila a proto ji jednozna¢né doporuéuji k obhajobé.

Nicméne€, mam par otazek:

1. V praci Karafidtovd a kol. (2013) jste ukézali, Ze velmi dilezitou roli pfi detekci relativné
kratkych (ca 3kb) unikéatnich sekvenci hraje typ fluorochromu. Nejlépe se osvédCil fluorochrom
. 1exas Red“. Na druhé stran¢ sondy znacené pomoci Alexa488 nebyly detekovatelné, ackoli tento
fluorochrom ma podobnou hodnotou QY jako Texas Red. Jaké jiné faktory nez je QY by teoreticky
mohly byt kliCové pro vyuzitelnost uritého fluorochromu pro tuspé&$nou detekci unikéatnich
sekvenci? Jsou v literatufe popsany Uspé$né experimenty s pifimou detekci unikatnich sekvenci o

velikosti ca 3 kb pomoci sondy znacené jinym fluorochromem nez je Texas Red?

2. Detekce kratkych unikatnich sekvenci na chromozémech predstavuje Casto problém i
v laboratofich, kde je metoda FISH dobfe zab&éhnuta. Stava se dokonce, Ze dva kolegové ve stejné
laboratof1 postupujici podle stejného protokolu stabilné dosahuji vysledkii velmi rozdilné kvality.
To sv&d&i o tom, Ze nekteré v protokolech chybéjici detaily mohou hrat velmi podstatnou roli. Co
kromé typu znaceni sondy povaZzujete za klicové pro tsp&$nou detekci? Lisi se n&jak protokol pro

detekei unikatnich sekvenci od ,,béZného* protokolu pro FISH?

3. Velmi nizkd reprodukovatelnost metody WCP u je¢mene je bohuzel pomérné vaZznou vadou na
krase unikatniho postupu. Kde vidite nejvétsi prostor pro zlepSeni? Co pfesné je mysleno jednim
experimentem, kdyz piSete, ze pouze 10 % experimentl bylo uspésnych (nova sonda i blokovaci

DNA, nebo tfeba jen jedna z komponent mixu nova)?
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V Ceskych Budgjovicich, dne 20. srpna QOIf - Pavel Neumann
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Posudek na disertaéni praci Mgr. Miroslavy Karafiatové ""Cytogenetic analysis of crop

genomes"

Mgr. Karafiatova si pro svoji préci zvolila naroéné téma molekularné cytogenetickych
analyz rostlinnych chromosomt. Price mé nékolik zékladnich ¢asti. V prvni autorka
predklada zevrubny literdrni pfehled o jadernych genomech a jejich - zejména -
cytogenetickych analyzach. Po Cilech prace nasleduji Vysledky a zavéry a celkem &tyfi
publikované a jedna dosud nepublikovand, do tisku odesland prace. Poget i kvalita
predloZenych publikaci jsou impozantni. Zde rad konstatuji, Ze se mi, zejména z hlediska

publikaci pfedloZend préace libi.

Vzhledem k tomu, Ze v posudcich oponentti by méla zaznit i kritika, tak zde tedy je.
Piedeviim se mi zd4, Ze anglicky text (price je v angli¢ting) obsahuje pfemiru gramatickych
chyb. Zajimave sice, ale mélo anglicky péisobi n€které novotvary (colourability). Nékteré
ilustrace v Gvodai ¢asti jsou pon€kud nepiehledné, prinejmensim jim chybi legenda. To plati
napiiklad pro tabulku na stran& 26; 1 kdyZ je pfevzata z literatury, terminy jako MDR & WGS
nejsou vysvétleny a tak je tabulka pro ¢étenafe malo srozumitelnd. Podobné je tomu na
obrézku na stran€ 45. Nu, a pokud jde o kritiku, vyhrady mam také ke dvéma odstavclim
nazvanym "General Conclusion”. O¢ekaval bych né&jaké kritické shrnuti dosazenych vysledki

ve svétle recentni literatury, prosté néjaké poctenicko.

Pokud se tyka piedloZenych publikaci, zde jiz #4dn4 kritika na mist& nent. Vsechny
pace se vétsi nebo mensi mérou tykaji hybridisact iz sifu a jsou publikovany v Casopisech
Chromosome Research, Cytogenetic and Genome Research, Plant Biotechnology Journal a
Plant Physiology, tedy v periodikach s p&€knymi IF. Dale se v8ak zaméfim pfedevSim na

prvoautorské prace "Mapping nonrecombining regions in barley using multicolor

FISH" (Chromosome Res 2013) a preprint "Chromosome painting in barley — the new
milestone in cytogenetics of cereals". V prvni z uvedenych praci autofi dosahli vysoké
citlivosti FISH za pouZiti flourochromt s velkym kvantovym ziskem. Podafilo se jim tak

brilantn& vizualizovat pomé&mé velmi kratké jednokopiové oblasti na chromosomech jeémene.



Nicméné, ojedingle se vyskytly slabé signaly i na neolekdvanych mistech v genomu - na
jinych chromosomech. Autorka se domnivé, e se jedn4 o Sasteénou homologii. Zde bych
namitl, Ze se bude jednat o useky natolik kratké, Ze by jejich detekce méla byt pod rozliSovaci
schopnosti metody. Navrhuje disertantka n&jaké jiné vysvétleni? Tolik moje otdzka. Ve druhé
zminéné praci jdou autofi jest& dale - pokusili se totiZ o "malovani” specifickych je¢mennych
chromosomil. Des4hli toho jednak pouZitim vyhradng jednokopiové DNA z jednoho
chromosomu a specifickou blokaci repetic ostatnich chromosomz. Ukézalo se, Ze blokovani
nespecifické hybridizace pomoci obecné DNA ostatnich chromosomi je nedostateéné, az
reasociovand DNA Cgt = 100 v hybridizadnim roztoku umoZnila specifické malovani 1H.
Moje otézka zde zni: Jak velky rozdil (ve smyslu repetic a jednokopiové DNA) je v obou
blokovacich DNAs? Kazdopadné, jestliZe autofi jiZ v nadpise prace konstatuji, Ze jde o "New

Milestone in Cytogenetics ...", domnivam se, Ze to neni nikterak nadnesen.

Celkové hodnotim ptedloZenou disertaci jako velmi zdatilou. Piedlozené publikace
obsahuji fadu zcela prioritnich vysledkd. Zavérem mi nezbyva, nez konstatovat, Ze disertadni
praci doporuéuji k obhajobg, hodnotim ji jako vynikajici a doporucuji na jejim zaklad& udalit
Magr. Karafidtové védecko-akademickou hodnost PhD.

V Brné& 19, 8. 2014

Jitf Siroky



