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Autorka predloZené disertacni prace si vytkla nelehky cil a vzhledem k tomu, Ze se jedna o prvni praci
na toto téma na daném pracoviéti, neméla na co navazat.

Tim prvnim cilem byla dikladnd literdrni reder8e. Ta je presentovéna v prvni ¢asti disertaéni prace.
Zahrnuje velmi Sirokou oblast, od historickych aspektii {intoxikace ndmelem) pies biologii a genetiku
namele aZ po biosyntézu alkaloidl a jejich U¢inky a pouZiti. Pocet citaci j& velmi vysoky a jejich vybér
je, dle mého nézoru, representativni a podstatné chyby jsem tam nenasel. Drobnéjsi chyby se najdou,
tfeba informace na str. 26, Ze fermentace je vyuZivana k produkci paspalové kyseliny a jejich derivat
a Ze dokonce i ergopeptiny mohou byt hydrolyzovany na kyselinu lysergovou. Spravné by tam mélo
byt, Ze fermentace se vyuiivd jak k produkci kyseliny paspalové a amidl kyseliny lysergové
(ergometrin a ergin), které slou#i pro, vyrobu kyseliny lysergové, tak k produkci ergopeptint a
naopak, podstatna &ast kyseliny lysergové se vyrabi hydrolyzou ergopeptind, které pochézeji z polni
produkce namele.

Daldi dvé kapitoly disertani prace uZ zahrnuji experimentdlni €ast. Jsou v3ak napsény jako
samostatné celky, tj. vietné teoretické dsti, kterd je zde oznadena jako (vod. Nezda se mi to $fastné,
protoZe ctendf tu opakované Cte to, co uZ jednou Cetl, navic, zde, ve zjednodu3ené verzi. Uvod by
nemé| byt citovanim literatury, ale rozvedenim cile nasledujicich experimentd. To v3ak jsou jenom

wave

formdlni pfipominky, mnohem dileZitéjsi jsou fakta v experimentalnich kapitolach presentovand.

Druha kapitola se zabyva chemickou sterilizaci hostitelské rostliny (Zita) aplikaci tzv. gametocidd. Byla
provedena cela fada experimentd a dovedu si pfedstavit to mnoZstvi vykonané experimentdlni prace,
zvld3té kdy? cilem bylo vysledky kvantifikovat, tj. stanovit vynos namele v kazdém experimentu. Jako
gametocidy byly testovdny dvé latky (cyklicky hydrazid kyseliny maleinové {MH) a kyselina 2-
chlorethylfosfonova (ETH); ob& jsou u nas povoleny) a obé& mély v prvnim experimentu v roce 2012
negativni a na poufité ddvce zdvisly vliv, jak na vzrist hostitelské rostliny, tak na vynos namele
(tabulka 2). Pro dalsi negativni G¢inky na hostitelskou rostlinu byla ETH zdaldich experimenti
vyfazena a pro detailnéjsi experimenty v nésledujicich dvou letech byla pouZita jenom sterilizace MH.
Testy byly provadény na dvou typech Zita, na sterilnim Zité (ale nedostatecné sterilnim) a na fertilnim
Zité. Na obou byl jednoznaéné prokdzan vliv chemické sterilizace pomoci MH, jak na tvorbu pylu a
tudiZ i produkci semen, tak na vynos namele (tabulky 3 a 4). Velmi p&kné vysledky byly zejména u Zita
fertilniho. Ostatné firma Sanofi produkovala svij ergotaminovy namel na fertilnim Zité s vyuZitim
chemické sterilizace uZ pfed 30 léty. U Zita sterilniho jsou velmi rozdilné vysledky v roce 2013 {velké
mnoZstvi zrna v ndmelu) a 2014 (podstatné méné zrna) — dokéZe to autorka vysvétlit?



K tabulkam uvedenym v préci si dovolim poznamenat, Ze jsou velmi nepfehledné a t&#ko jsem se
v nich orientoval. A pfitom by stacilo dat do samostatnych tabulek Zito sterilnf a Zito fertilni a bylo by

wavs

to pFehledné&jsi.

Kapitola 3 pojedndvd o genetické modifikaci ndmele. Autorka optimalizovala metodu poskytujici
velké mnoiZstvi transformovanych mutantd a tuto metodu aplikovala na dva produkéni kmeny
pouZivané v Tevé (kmen GAL404 produkujici ergotamin a kmen GAL130 produkujici ergocristin).
Vétsina mutantl pfestala produkovat alkaloidy. Nejsa genetik, netroufdm si hodnotit dosaZené
vysledky. Jenom se obavam, Ze dostat se touto cestou k néjakému ufiteénému kmeni bude trvat jedté
dlouho. Na druhou stranu by nas prvni nelspéch nemél odradit. Genetické inZenyrstvi je urdité
spravna cesta. Naopak, za (spéch povaiuji to, Ze se podafilo pfenést gen produkujici ergotamin do
ergocristinového kmene. Neni to sice to, co potfebujeme, ale Gspéch to nepochybné je. Je to také
prispévek k poznani, Ze je tvorba jednotlivych ergopeptinli dand geneticky. Na druhou stranu, kdy? se
podivdm na mnoistvi minoritnich ergopeptinl produkovanych primyslové vyuZivanymi kmeny
namele, neni ta genetickd determinace asi piili§ absolutni, ale to uZ se poustim do spekulaci a to mi
jako oponentovi nepfislui

Na zavér proto jenom konstatuji, Ze pfedioZenou disertaéni praci doporuéuji k obhajobé.

V Opavé 31. 5. 2018 Ladislav Cva
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Zhodnoceni vyznamu prdce pro piislusny obor
Ptedklddana disertadni prace je zaméfend na ovliviovéni produkce namelovych alkaloidd
organismem Claviceps purpurean.

Namelové alkaloidy se vyuZivaji k vyrobé lékd pro urychleni porodu, proti migréné, proti
Parkinsonové chorobé&. Vyrabéiji se z poloviny péstovanim Zita infikovaného ergotem, z poloviny
v submerznich kulturach. Dosavadni vwyrobni metody vykazuji malou vyiéZnost a je proto Zadouci
vytéZnost zvySovat za pouiiti novych metod molekularni genetiky.

Prace je hodnotnd svym originalnim postupem a ziskanymi daty pro zvy3ovani produkce
namelovych alkaloid z infikovaného Zita. Prace umoiiiuje nasadit maleinhydrazid do polni
produkce namelu a stavi zaklady pro dalsi rozvoj transformatnich technik €. purpurea. Vysledky byly
zdroceny ve dvou impaktovanych publikacich (Hanosova, 2015; Hulvowa, 2013).

Vyjadieni k postupu Feseni problému, pouzitym metoddam a splnéni
stanoveného cile

Dizertalni prace si kladla étyfi cile:
1) Zpracovat literdrni reserSi o Claviceps purpurea a ergotowych alkaloidech.

2) Zavést metodu transformace industridlnich kmeni Claviceps purpurea na Univerzitu
Palackého.

3} Indukovat konstitutivni zvySenou expresi gend na biosyntetické draze ergotovych alkaloid(.

4} Optimalizovat polni produkci namelowych alkaloid(t aplikaci vhodného gametocidu.

Ad 1} Literarni reSerSe je zpracovana logickym a diikladnym zplisobem. Zabyva se biologii
organismu Claviceps purpurea, genetikou produkce ndmelovych alkaloidd, jejich chemickou
strukturou a z ni vyplyvajici biologickou aktivitou. Popisuje biosyntetické drahy, metody
primyslové produkce namelovych altkaloid(, metody genové transformace organismu C.
purpurea a moznosti ovlivnéni produkce namelowych alkaloidi metodami molekuldrni
biologie.

Ad 2) Metoda transformace industrialnich kment C. purpurea, zajistujici zisk velkého
mnoZstvi transformantd, byla zavedena na oddélenf Molekuldrni biologte, Centra regionu
Hand, Palackého Univerzity za pomoci skupiny Prof. Tudzynského. Metoda byla pouZita
k pfipravé dvou nezavislych LpsA2 knock-out mutanti vyselektovanych z mnoZstvi 230
transformovanych kolonii. Chemicka analyza knock-out mutant( stejn& jako vzorkd
s nahodné integrovanou deleéni kazetou prokazala degeneraci kmene a z ni vyplyvajici
neschopnost produkce namelovych alkaloidil, znemoéiujici vwhodnoceni experimentd.

Ad 3) Zvyseni exprese tii gent: klastru pro biosyntézu namelowych alkaloidi {tj. dmaW, easC
a easG) pod silnym konstitutivhim promotorem gpdA nevedla k vyznamnému a udriiteinému
zvyieni produkee namelovych alkaloiddi v testovanych kmenech. Z druhé strany konstitutivni
exprese gen LpsAl, odpovédného za produkei ergotaminu v kmeni Gal 130 vedla k ziskani



dvou nezavislych transformant( Gal 130: OELpsA1, 20.1, u kterych bylo zji§téno vyznamné, a2
desetindsobné zvyieni relativniho zastoupeni ergotaminu oproti wildtype kmeniGal 130.

Ad 4) Vynos sklerocii mliZze byt vyznamné navysen, pokud bude zabréangno opyleni, které

zabrafiuje infekci ovarii sporami C. purpurea. Aplikaci vhodného gametocidu dochazi

k vyznamnému zlepieni sterility Zita s nedokonale navozenou cytoplasmatickou sterilitou i
indukci sterility u fertilniho Zita. Doktorandka srovnala gametocidni d€inky ethrelu a
maleinhydrazidu, Pro zisk vysokého mnoistvi sklerocii pfi minimalnim zneéi§té&ni zrnem
vybrala maleinhydrazid, kiery prokazal vysokou miru gametocidniho G&inku u obou variant
Zita a pfitom mél zanedbatelny efekt na klieni spor C. purpurea. Urtila také optimalni éas
aplikace a optimalni davkovéni.

Postup feSeni problému a pouZité metody jsou inovativni a adekvatni. Ze éty¥ cil( byly tfi splnény
tplné, pficemi k jednomu cili vedla cesta aZ druhym testovanym zphiscbem. Jeden cil skonfil
experimentatorskym nedspéchem. Tento netispéch nebyl zpisoben chybou designu nebo
provedeni pokust, ale rozsahem ukolu nad ramec dizertaéni price.

Stanovisko k dosaZenym vysledkitm piedkladatele dizertaéni prdace

Doktorandka prokazala:

znalosti chemie, bun&&né biologie, biochemie, agronomie, farmakologie
schopnaost kriticky studovat odbornou literaturu ohledné ndmelowych alkaloid(
laboratorni dovednosti

schopnost rozpoznat védecky zajimavé otazky, formulovat hypotézy a také zpilsob jejich
testovani

schopnost reagovat na vyvraceni hypotézy generovanim hypotézy nové
schopnost dosdhnout védecky relevantni vysledky, obhajitelné v mezindrodnim méFitku

schopnost prezentovat vysledky védecké prace pisemnou formou.



Vyjadieni k usporadanosti, prrehlednosti, formdlni tipravé a jazykové
trovni dizertacni prdce

Prace je teméf bez formalnich a pravopisnych chyb a bez preklepd (str.8 ofergot je spojeno
dohromady spise chybou tvorby pdf formdtu neZ pfeklepem).

Popis plnéni étyr cilli v dizertaéni praci je rozdélen do tii édsti: cil 1 je umistén do &astil, cile2 a3 do
¢astilll a cfl 4 do &asti I, Toto Elenéni nepfidava na prehlednosti price. Lépe by bylo pouiit stejné
Elenéni pfi definici kol i p#i popisu jejich plnéni.

Popisy elektroforetickych obrazk{ jsou nedostatedné — kaZdy Zebiik musi mit alespori nékolik prouzki
charakterizovanych svou délkou {nestadi ndzev zebfiku).

Zkratka dpi, pouZita v textu, je poprvé definovana jako ,days post infection” na strané 94. Do té doby
je £tenaf v nejistoté, zda-li to znamena ,dots per inch” nebo ,,department of public instruction”.

Dotazy

Na doktorandku mam nasledujici dotazy, na které ofekavam odpovéd v prib&hu obhajoby dizertaéni

prace:

1)

4)

5)

6)

7)

laké moinosti vidite vzhledem ke globainim zménam klimatu k péstovani Claviceps africana
nebo Claviceps gigantea u nas?

Jsou né&jaké daldi moZnosti indukce sterility neZ saméi sterilita? Existuje u Zita néco jako
PuraMaize™ gene system (na bézi Gal-s) pro kukufici?

Isou néjaké moZnosti synchronizovat zrani Zita pro aplikaci Claviceps purpurea?

Produkci C. purpurea ovliviiuje potasi, kdy je pfihadné vihko. Méfo by smysl pouZit umélou
mihu pro zvyieni infekénosti C. purpurea?

Jak si vysvétlujete degeneraci mutantiy (napf. Gal4D4)? MiZe mit vliv v€lenéni kazety do
dal3ich mist genomu?

Nedavno se podafilo dosdhnout transformace C.paspali pomoci Agrobacterium tumefaciens-
zprostfedkované transformace (Kozak, 2018) a byla popsdna metoda Chromosome-End
Knockoff Strategy pro zménu profilu produkce alkaloidld (Florea, 2016).Jsou tyto
metody vhodné i pro C. purpurea?

Molekutarné genetickym ,hitem” poslednich let je metoda CRISPR-Cas9. Byla pouiita uZ i pro
vlaknité houby (Nodvig, 2015). Jaké vidite moinosti jejiho pouZiti pro C. purpurea?



Zaverecné vyjadieni

Autorka ve své dizertaéni praci prokdzala schopnost samostatni tviréi prace v daném oboru. Préce
splfiuje pozadavky standardné kladené na dizertaéni prace v daném oboru. Praci doporucuji

k obhajobé a v pfipadé Uspéiné obhajoby doporucuji udélenf akademického titulu Ph.D. dle §47
Zakona o vysokych $koldch €.111/98 Sb.

V Olomouci, 23.4.2018
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