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Posudek disertaéni prace Mgr. Petra Capala “Analysis of plant genomes using flow-sorted
chromosomes”

Cilem doktorské prace Mgr. Capala byl vyvo] metod pro analyzu DNA z jednotlivych rostlinnych
chromozomu a jejich aplikace na vyzkum genomu vybranych druht obilovin. Zakladem prace jsou
dvé provoautorské publikace v impaktovanych ¢asopisech; v prvni z nich je prezentovana metoda
amplifikace DNA pomoci polymerazy phi29, ktera byla vylepSena tak, Ze ji lze pouZit pro
amplifikaci genetického materialu z jediného chromozému. To umoZiuje provadéni naslednych
analyz jako jsou detekce nebo de novo skladani sekvenci gentl, coz bylo demonstrovano na piikladu
chromozéomu 3B pSenice. V druhé praci byla tato metoda s uspéchem vyuZita k detekci
chromozému nesoucich transgeny. Ve tieti publikaci (Dreissig et al. 2015) byla metoda amplifikace
extrémné malych mnoZstvi DNA aplikovana na jednotliva haploidni jadra izolovana z pylovych zrn,
coz v kombinaci s naslednou detekci vybranych molekularnich markert umoznilo stanoveni
frekvence meiotické rekombinace podél chromozdému 3H je€mene. Tyto prace jsou doplnény dvéma
pfehlednymi &lanky (u obou je P. Capal mezi spoluautory) zaméfenymi na aplikace pritokoveé
cytometrie v rostlinné genomice. VSech pét zminénych publikaci proslo mezinarodnim recenznim
fizenim, coz sv€dEi o jejich kvalité.

Disertaéni prace je po formalni strance pedlivé zpracovana. Uvod do problematiky je rozsahly a
dokazuje vybornou orientaci autora jak v nejmoderngjSich metodach pfipravy a analyzy
chromozdém(, tak v souvisejicich postupech vyzkumu komplexnich genomi Zivolichii a rostlin.
Tomuto textu lze snad vytknout jen pfili§ obsirné pasaze uzavirajici jednotlivé kapitoly a uvadéjici
ty nasledujici, kde se Casto opakuji tytéz obecné informace (napf. strany 20/21). Stejné tak styl
tvodu obé&as sklouzava do prili§ popularizani formy a misty postrada relevantni citace, které bud’
chybi nebo jsou nahrazeny odkazem na review.

Z obsahového hlediska jde o kvalitni disertaci, jejiz hodnotu nijak nesniZuje fakt, Ze jde o pfevazné
metodickou praci. Vyvijené metody jsou totiz z hlediska genomiky rostlin na Spi¢kové urovni a
zapadaji do kontextu soucasného vyvoje oboru, takZe lze ofekavat jejich brzke Sirsi vyuziti. K textu
prace a k prezentovanym publikacim mam nasledujici dotazy a pfipominky:

1. (k publikaci Cdpal et al, Plant J. 2015) Prace prezentuje metodiku displacement
amplifikace upravenou pro extrémné mald mnozstvi vychoziho materidlu (n€kolik
pikogramt), zatimco standardni protokol doporucuje fadové tisickrat vic templatu. Nikde
jsem viak nenasel popis podstaty tohoto vylepSeni ve srovnani s protokolem vyrobce kitu. O
jaké zmény se jednalo ?

2. (str. 839) Jak byla definovana uspésnad amplifikace pii stanoveni "64% amplification
success" ? Co podle vas vedlo k selhani amplifika¢ni reakce ?

3. Na obr. 2 je znizornéno pokryti chromozému 3B amplifikovanou DNA, které ukazuje
souhrnnou variabilitu, ktera je dle ofekavani znacna. Pro interpretaci vysledki a pouzivani
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metody by ale bylo uZitetné zjistit uspéSnost amplifikace s ohledem na vlastnosti templatu,
jako je tfeba obsah GC, sekundarni struktury, apod., coz z obrazku nelze vy&ist. Sledovali
jste tyto faktory ve vaSich analyzach ?

4. 'V praci je zmifiovana potencialni aplikace metody v kombinaci s mikrofluidickym
zpracovanim vzorkl, které ma poskytnout vy$si vyté€Zky a mensi zkresleni. Pro¢ se toto
piedpoklada (amplifikace komplexnich templatt v malych objemech by spiSe mé&ly mit horsi
vytézky, vzhledem k rychlejsimu vyCerpani reagencii) ?

5. (k publikaci Cdpal et al., Plant Methods, 2016) V této praci pfedchazelo detekci transgenti v
DNA amplifikované z jednotlivych chromozomi pomérné komplikované schéma tiidéni a
ovefovani identity rdznych frakci chromozémi. Nebylo by jednoduddi provést detekci
transgentl pfimo na nékolika desitkach nahodn& vybranych chromozémd, a pak provést
identifikaci pozitivniho chromozému na DNA z poolu pozitivnich vzorka ?

6. Jak tézké by bylo modifikovat stavajici postup tak, aby $lo identifikovat sekvence do
kterych je transgen integrovan, a tim zjistit i jeho presné misto v genomu ?

7. (Introduction, str. 30) "...mapping sequences to translocated regions between field pea and
garden pea (Macas et al. 1993)" - tato prace se nezabyvala hrachem, ale vyuZivala
translokované linie bobu (field bean).

Zavérem Ize konstatovat, ze Mgr. Cépal pifi feSeni své dizertalni prace prokazal potiebné
védomosti, orientaci ve studované problematice a tviir¢i schopnosti a Ze prace spliiuje pozadavky
kladené na dizerta¢ni price v oboru Molekularni a bunééna biologie.

V Ceskych Budgjovicich, 5. 12. 2016
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Oponentsky posudek na disertacni praci
Nazev prace: Analysis of plant genomes using flow-sorted chromosomes
Autor: Mgr. Petr Capal

Analyza sekvenci na drovni jednotlivych chromosomi a bunék predstavuje aktudlni
védecky smér generujici mnoho novych poznatkid a usnadnujici studium komplexnich
biologickych systému. Mgr. Petr Capal se ve své disertacni praci zaméfuje na optimalizaci
metody ziskani jednotlivych chromosomd & bunék pomoci pritokové cytometrie a jejich
vyuziti v genomice rostlin. Disertacni prace je sepsana klasickou formou, kdy za anglicky
napsanym prehledem studované problematiky a stanovenim cild prace nasleduje pét
origindlnich publikaci autora.

Uvodni East préce, kterd je napsana velmi precizné a ¢tivé, je piehledné rozdélena do t¥i
hlavnich kapitol. V prvni kapitole se autor zamysli nad plvodem komplexity rostlinnych
genomi, sddrazem na polyploidii, akumulaci transponovatelnych element(
a subgenomy u polyploidnich rostlin. Druha kapitola je zaméfena na analyzu
komplexnich genomu a jejich rozdéleni na uUroven jednotlivych chromosomd pomoci
pritokové cytometrie. Posledni kapitola Uvodni Casti disertaéni prace predstavuje
detailni prfehled metod analyzy jednoho chromosomu ¢i jedné bunky a jejich aplikace
v klinickém vyzkumu, mikrobiologii a v genomice rostlin.

Publikace, které predstavuji jadro disertacni prace, jsou ukazkou vynikajici védecké
prace na nejvyssi Urovni, ktera pfinasi plvodni a vyznamné poznatky. Prvni studie
publikovand v prestiznim casopise Plant Journal (Cdpal et al. 2015) predstavuje
optimalizovany protokol na amplifikaci a sekvenaci DNA zjednotlivych tfidénych
chromosom{l a porovnani ziskanych sekvenci s referencni sekvenci chromosomu 3B
pSenice. Proveditelnost této metody autor demontruje i ve své druhé studii publikované
v Plant Methods (Capal et al. 2016), kde byly tfidéné chromosomy pouzity jako templat
pro PCR a FISH s cilem identifikovat chromosomy nesouci transgen. Tato metodika je
aplikovatelna k lokalizaci jakychkoliv single-copy sekvenci u prakticky jakychkoliv rostlin,
u nichZ je moiné pfipravit suspenzi intaktnich mitotickych chromosomud. Metodika
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zoptimalizovand Mgr. Petrem Cdapalem byla také uspésné aplikovana pfi analyze
meiotickych crossing-overd a frekvence rekombinace jednotlivych chromosomdi
v pylovych jadrech je¢mene (Dreissig et al. 2015, Plos One). Kromé tfi originalnich
védeckych studii je Mgr. Petr Capal také autorem review publikovaném v asopise
Biotechnology Advances (DoleZel et al. 2014), které shrnuje pokroky chromosomové
genomiky rostlin, védniho oboru, ve kterém se snoubi cytologie a genomika. Posledni
publikovou praci autora je kapitola v knize Applied Plant Cell Biology (Vrana et al. 2014),
ktera popisuje aplikace metody pratokové cytometrie u rostlin.

Viechny autorovy publikace byly zvefejnény ve 3pickovych védeckych casopisech.
Ziskané vysledky tak prosly pfisnym recenznim fizenim a mné nepfisludi je hodnotit.
Magr. Petr Capal ziskal znaéné mnozstvi originalnich vysledk(, coZ svéd¢i nejen o vyborné
laboratorni dovednosti v oblasti nejpokrocilej$i cytologie a genomiky, ale i o jeho
schopnosti ziskané vysledky spravné interpretovat a pii tom zurodit i svoje teoretické
znalosti. UZ jen znacné mnoiZstvi citaci v Gvodu disertaéni prace odrazi ohromny prehled
autora. PredloZend disertaéni prace je tak krasnym dilem dokladajicim, Ze autor je jiz
pomérné vyzralou védeckou osobnosti. Proto se domnivam, Ze neni adekvatni se
zabyvat detaily prace. Rada bych ale autorovi poloZila nékolik otazek, které mohou
poslouzit jako zaklad pro diskusi:

1. Autor shrnuje paleopolyploidni udalosti, ke kterym doslo v evoluci nejvyznamnéjSich
rostlinnych skupin, neuvazuje vSak vyznam recentnich celogenomovych duplikaci.
Berouc v potaz veskeré paleo- i neopolyploidni udalosti, jaky ploidni stupef maji nap¥.
fepka nebo p3enice? Pfevazuji v evoluci rostlin auto- nebo allopolyploidni udalosti? Jak
si autor vysvétluje triplikace genoma — jako jednu udalost nebo dvé po sobé jdouci
duplikace? Pro¢ je polyploidie u rostlin tak casta?

2. Jako jednu zpfFigin komplexnich genom( rostlin autor uvadi akumulaci
transponovatelnych element( (TEs). Jaky maji TEs vyznam v evoluci? Lisi se jejich
zastoupeni mezi jednotlivymi skupinami rostlin? Mohl by autor porovnat rostliny
a Zivo€ichy ve vztahu k mnozstvi TEs, jejich distribuci na chromosomech a homogenizaci
mezi chromosomy?

3. Autor se zabyva pouze mechanismy zvy3ovani velikosti/komplexity genomu. Jaké jsou
véak naopak mechanismy sniZovani velikosti genomu a jsou u velkych rostlinnych
genom( (napf. Fritillaria) tyto mechanismy méné ucinné?

4. Jednotlivé homeology v polyploidnich genomech se mezi sebou obvykle odliSuji.
Jednou z pfi¢in mlZe byt preferenéni frakcionace jednoho subgenomu. MiZe se autor
zamyslet nad tim, jak a proc k ni dochazi?
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5. Podminkou nutnou pro aplikaci metody amplifikace DNA zjednoho tfidéného
chromosomu je ziskani suspenze intaktnich mitotickych jader. Tzn. pfedpokladem je mit
z daného rostlinného druhu dostatecné mnoiZstvi semen nutnych pro synchronizaci
bunééného cyklu v kofenovych 3Spickach. Jaka je Sance takto analyzovat vzacné druhy,
u kterych je sdispozici médlo semen, nebo druhy, které semena netvofi vibec
a rozmnozuji se vegetativné? Pfedstavuje v tomto pfipadé metoda mikrodisekce lepsi
alternativu pro izolaci jednotlivych chromosom?

6. Mohl by autor stru¢né porovnat (ne)vyhody metodiky ziskani jednotlivych pylovych
jader pomoci pritokoveé cytometrie s metodikou mikromanipulaéni extrakce mikrospor,
tzn. pfistupy vyuZité ve Dressig et al. 2015 a Li et al. 20157

7. Ma moznost studia rekombinace jednotlivych chromosom( v jednotlivych pylovych
zrnech praktické vyuZiti, napr. ve Slechtitelstvi?

8. Studium organizace a chovani jednotlivych chromosom( v pribéhu interfaze, mitosy
a meiosy je u velkych rostlinnych genomi{ obtizné, protoZe nejsou k dispozici
chromosomové specifické sondy. Mohou byt takové sondy vyvinuty s vyuZitim
jednotlivych tfidénych chromosomG?

Je mi potésenim konstatovat, Ze disertacni praci Mgr. Petra Capala hodnotim jako velmi
zdafilou. Prace zcela jednoznaéné spliiuje poZadavky kladené na disertaéni praci
v daném oboru. K Uspéchu prace, ktera ma obecny pfrinos pro Sirokou védeckou obec,
také nepochybné vyznamné prispéla skutecnost, Zze byla vypracovana ve Spickovém
védeckém tymu pod vedenim prof. Jaroslava Dolezela, na jehoZ prikopnickou praci
v oblasti chromosomové genomiky nelze neZ vzhlizet snaprostym respektem
a obdivem.

Z vyse uvedenych divod( jednoznacné doporucuji disertacni praci Mgr. Petra Capala
k obhajobé a hodnotim ji jako vynikajici.

V Brng, dne 8. prosince 2016

",{;) é_‘:_j'_\"s_.......‘ =
Mgr. Terezie Mandakova, Ph.D.
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