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Oponentsky posudek dizertacni prace doktorandky RNDr. Veroniky Steinbauerové

“Structural and functional characterization of giant plant Ogre-like retrotransposon”

Dizerta¢ni prace RNDr. Veroniky Steinbauerové se zabyva velmi zajimavou a aktudalni
tématiku transponovatelnych elementt u rostlin. Ma dnes jiz béZnou formu, kdy obsahuje dvé
publikace v recenzovanych casopisech, jimz ptedchazi uvod a je ukonCena zavérem. VSe
v anglickém jazyce. Role oponenta je velmi omezena, zejména pokud jde o komentovani
vysledki a souvisejici diskuse, nebot’ prezentované vysledky i jejich zafazeni do kontextu
souc¢asné¢ho poznani, jiz uspé€$né proSly recenznim fizenim. Z publikaci vyplyva, ze

doktorandka zvladla $iroké spektrum metod jak experimentélnich tak i1 bioinformatickych.

Z uvedenych divodl bych si dovolil polozit doktorandce nékolik, spiSe obecnéjsich, otazek

jako zéklad pro diskusi:

1. V publikaci v MGG tykajici se sestiihu Ogre elementu jste prvni autorkou, ale nikde
v dizertaci jsem nenasel zminku o tom, které experimenty jste provadéla pravé vy a jaky je

tedy vas prinos k této publikaci.

2. Co si myslite o puvodi eORF? Jak si mechanisticky piedstavujete, ze se bunény gen
dostal do retrotransposonu? Je poloha eORF dana jen tim, Ze v téchto mistech je dalsi ORF
nejlépe tolerovan selekci anebo existuji mechanismy specifického v€lenovani eORF do téchto
mist? neni tfeba mozné, vzhledem ke ziejmé podobného mechanizmu replikace raznych
skupin gypsy elementu, Ze je poloha eORF (,,upstream* nebo ,,downstream* od gag/pol) spise
vysledkem ndhody nez né&jakych selekénich tlaki? V piipadé¢ chromovirt, kde gag/pol

zasahuje do pravé LTR, 1ze pochopitelné ¢ekat polohu eORF v levé ¢asti elementu. Mize byt




pritomnost PMD (plant mobile domain) u Tat elementt disledkem inzerce DNA transposonu

do retrotransposonu?

3. Dalsi otazkou je ptipadna uloha eORF. Jaka muze byt vibec selekéni vyhoda elementt
s eORF oproti elementim bez eORF, zejména pokud nejsou eORF translatovany? V Diskusi
se uvadi, ze u Vitis vinifera jsou Ogre elementy bez eORF, zatimco Ogre elementy u
piibuznych druht €ORF maji. Lze to vysvétlit tak, Ze u tohoto druhu doslo ke ztraté¢ eORF?
V kazdé¢ linii element jen ¢ast z nich obsahuje eORF. Lze porovnanim elementti bez eORF a
s eORF datovat okamziky, kdy se eORFs do elementl v linii jednotlivych rostlinnych druhii
dostaly?

Zavérem musim konstatovat, Ze celkové hodnotim dizertatni praci RNDr. Veroniky
Steinbauerové jako zdafilou. Doktorandka ziskala znatné mnozstvi originalnich vysledku, coz
svéd¢i nejen o laboratornich i bioinformatickych dovednostech, ale i o jeji schopnosti ziskané
vysledky spravné interpretovat a pifi tom zuro€it i svoje teoretické znalosti. K uspéchu prace
nepochybné vyznamné piispéla skutecnost, ze byla vypracovana ve S$pi¢kové laboratofi
v oblasti rostlinné genomiky Dr. Jifiho Macase, zabyvajici se otdzkami retrotransposont. Z

uvedenych divodi jednoznaéné doporucuji dizertacni praci k obhajobé.
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Oponentsky posudek disertacni prace

RNDr. Veroniky Steinbauerové

Structural and functional characterization of giant plant Ogre-like
retrotransposons.

Predlozena prace se zabyva studiem dvou specifickych znakt LTR retrotransposont Ogre, a
to analyzou extra ORF oblasti predchazejici gal-pol sekvencim, a pfitomnosti intronové
sekvence oddélujici sekvence pro protedzu a reverzni transkriptdzu. Obé uvedené
charakteristiky jsou unikatni pro skupinu Ogre element.

Studium bylo provddéno na dvou experimentdlnich modelech, obou zastupcli Fabaceae
(bobovitych) a to hrachu setého a modelové rostliné Medicago truncatula, se znamym
genomem.Tento vybér experimentdlniho materidlu reflektuje mnohaleté zaméreni a
zkusenosti skupiny Skolitele, Dr. J. Macase, kde RNDr. V. Steinbauerova vypracovala svou
disertacni praci.

Prace je tematicky Clenéna na dvé casti zabyvajici se vySe uvedenymi znaky. Prace je
v rozsahu a clenéni typickém pro disertaéni praci, celkem 78 stran véetné literatury a je
tvofena literarnim pirehledem (15 stran), uvedenim cile prace (1 strana) a dvémi
publikacemi, které tvori ¢ast obvykle vénovanou popisu experimentdlniho materidlu,
metodickym postuptm a nejdalezitéjsi casti — vysledkdam.

Literarni prehled:

Na 15 strandach je popsano ¢lenéni typd a skupin mobilnich DNA element( s dirazem na LTR
retrotransposony, dominuji genomy vy33ich rostlin. Clenéni a popis je ve stylu review,
nicméné z mého pohledu i pripadného dalsiho uplatnéni a vyuzZiti doktorské prace by nebylo
na Skodu jej udélat ve formé prehledné tabulky. Dobfe je provedena charakteristika vlivu
pritomnosti mobilnich element( (TE) na strukturu a funkci hostitelského genomu. Mozna
bych jesté doplnil ¢ast vénujici se plisobeni TE na fungovani celého hostitelského organismu,
tj. mozné reprodukéni vyhody/ nevyhody z pohledu adaptace na okolni prostredi, vyvoj
jedince a populaci v kontextu prostfedi a ¢asu. Podrobné je zpracovana problematika
struktury, replikace retrotransposon(, coz je dulezité pro vlastni experimentalni praci. Od
strany 9 do str. 15 je jiz proveden podrobny popis Ogre retrotransposont, od struktury, pres
sestrih dale studovaného intronu a pfitomnost extra ORF. Cely prehled je peclivé zpracovan,
s mnoistvim relevantnich citaci, vfetné nejnovéjSich a dokldda orientaci vdané
problematice.




Vysledky:

Toto je samoziejmé pro kazdou disertaci nejdulezitéjsi ¢ast, dokladajici vlastni praci. | kdyz
je zcela jasné dokumentovana pfilozenymi dvémi impaktovanymi publikacemi, zaslouzila by
si vétsi prostor, zvlasté prihlédneme-li k obvyklému faktu, Ze publikace obsahuje ¢ast
dosazenych vysledki. Na druhou stranu je tfeba fici, Ze uvedené publikace jsou naplnény
fakty a zcela odpovidajici na dva vytycené cile prace. Je tieba také vyzvednout Sifi
experimentalni prace autorky, kdy zvladla jednak bézné molekularni techniky, ale také
vysoce specializované jako je transformace hrachu a bioinformatické analyzy velkého
mnozstvi sekvenénich dat. Zde bych mél dotaz, co presné autorka sama experimentdiné
udélala a s ¢cim naopak pomohli kolegové, spoluautofi ? Dnes, v dobé publikaéniho tlaku a
specializace, neni ostudou, Ze danou ¢ast prace provede odbornik, na druhou stranu pravé
béhem PhD studia, je potiebné si ,,osahat” vlastnima rukama co nejvice metod.

Jelikoz v podstaté celd publikovana prace prosla recenznim fizeni a byla nebo bude
publikovana, je moje hodnoceni usnadnéno.

1).Experimental evidence for splicing of intron-containing transcripts of plant LTR
retrotransposon Ogre. Mol Genet Genomics (2008) 280: 427-436

Zde autorka, pomoci dvou komplementarnich postupt analyzovala sestfih predpokladaného
intronu.

Jednim z nich byla RT-PCR analyza vybranych ¢tyf (MT1-MT4) skupiny Ogre retrotransposont
v genomu Medicago truncartula. Pomoci analyzy tfi typa organi: korene, listd a kvét, byl
prokazan sestrih ¢asti retroelementt viech ¢tyf skupin a ve viech pletivech, s dominanci
sestrihu v kofenech v pripadé MT4 skupiny. Navic u toho typu byla zjisténa exprese antisense
transkriptl. Proc¢ prdvé jen u tohoto typu a jen u vzorku RNA z kofene ? V ptipadé MT3 a
MT4 skupin nebyla prokdzdna existence bezintronovych kopii téchto elementd
integrovanych v genomu M. truncatula a proveden tak dikaz o funkénim sestfihu introni.
Cilem prace nebyla kvantifikace ucinnosti sestfihu, na druhou stranu by byla zajimava a
relativné jednoduse proveditelnd pomoci qRT-PCR.

Druhym postupem byla pfiprava chimérického transgenu s GUS reportérovym genem
prerusenym vloZenim Ogre intronu. Byla ziskdna kultura transgennich vlasovych kofenu
hrachu a analyzovan sesttih. Byly analyzovany 4 transgenni linie, kde byl prokazan ¢astecny
sestfih intronové sekvence Ogre elementu. Zavérem je konstatovana, Ze signal pro sestfih je
slaby a navic se projevila kryptickd sekvence GUS genu pro sestfih (80/82 testovanych
klonl). To je dosti vyrazny podil. Nepfemysleli jste o testovdni intronu v jiné ¢dsti GUS genu,
popf. jiném genu napf. GFP ? Zajimava je linie PO10d, kde na obr. 3 je dramaticky pomér
sestrizenych (99.9) versus nesestfizenych (0.1) transkriptd. Zda se Ze, u této linie i celkova
uroven exprese transgenu byla vyssi, ale to nemusi byt pravda, nebot neni ukdzana
kvantifikace/normalizace k néjakému konstitutivné exprimovanému genu hrachu. Autorka
(autofi) sledovali také bunécnou distribuci transkriptu pomoci frakcionace polyribozom, coz




by dokladalo export RNA do cytoplasmy a jeji navazani na aktivné syntetizujici ribozomy, tj.
moznou probihajici translaci. Zvlastni predchozi prace na obdobnych frakcionacich
v kontextu exprese genl vim jak tato metoda je citlivd na metodiku provedeni a jak je tfeba
pouzit vhodné kontrolni geny (proteiny) pro dikaz Cistoty dané frakce. Zajimavé pro mé je
fakt, Ze diraz byl kladen na pfitomnost nesestfizenych RNA v cytoplasmé, tedy jakysi diikaz
exportu z jadra. SpiSe bych ofekaval separaci intaktnich jader versus cytosolickou frakci. Na
ribozomech bych spiSe ofekaval sestfizené, potencidlné translatované RNA. Co by mi na to
odpovédéla autorka ?

2) A widespread occurence of extra open reading frames in plant Ty3/gypsy
retrotransposons. V. Steibauerova, P. Neumann, P. Novak, J. Macas

Vtéto casti prace byla provedena rozsidhld bioinformaticka analyza celkem 12,6 Gbp
sekvencnich dat scilem identifikace LTR retrotransposoni. Bylo ziskdno celkem 88 000
potencidlnich elementi, z nichZz 18 172 Ty3/gypsy elementt bylo podrobeno dalSimu studiu,
tj. identifikovani extra ORF. Tyto byly skute¢né nalezeny ve trech liniich, s nejcastéjSim
vyskytem (77%) a také nejvétsi variabilitou v pfipadé retrotransposoni linie Tat,
Chromoviruses a Athila. Athila linie obsahovala eORF jen v 3°Casti, kdeZzto Ogre elementy
obsahovaly eORF jak v5°tak 3’oblastech. Tyto eORF vykazovaly vyraznou sekvencni
variabilitu. Takto rozsahla analyza vedla k identifikaci Ogre-like element( v dalSich celedich
(Malvaceae, Myrtaceae) a poukdzala pfibuznost 5'eORF napfic¢ fylogeneticky vzdalenymi
druhy. Zaroven viak byly zjiStény i vyjimky, jako v pfipade GmOgre u séji a Ogre-SL u silenky.
Analyza proteinové sekvence kédované eORF vedla k nalezeni podobnosti k ,plant mobile
domain (PMD)“, coz naznacuje jejich moiné puvod ztransposonovych sekvenci
mechanismem genové transdukce. V pfipade 3'eORF u Athila linie, jejich vztah
k retrovirovym envelope-like genim byl shledan diskutabilni. Nalezena vysokd sekvencni
variabilita naznacuje jejich nezavisly vznik, rizného puvodu. Stile zlstava otazkou plvod
téchto extra ORF a jejich translace a funkce. Bylo by zajimavé otestovat jejich translaci napf.
v heterolognim systému, nebo po ziskani specifickych protildtek pfimo v hostitelském
organismu. V kontextu prvniho cile prdace, tj. sledovani sestfihu intronu v Ogre elementech,
nebyl takto rozsahly soubor zdroven analyzovdn z tohoto pohledu ? Z pfilozenych obrazki
Fig. 3-5 je patrna jista fylogeneticky interpretovatelna souvislost. Nepokousela se autorka
dat do druhové/rodové fylogenetického kontextu (napf. v pfipadé Poaceae s dobrymi
genomickymi a fylogenetickymi daty) pfitomnost a sekvenci ORF, popf. i celych
retrotransposonu a fylogenetické pozice druhu ?

Kazdopadné je tfeba vyzdvihnout praci celého autorského kolektivu, jenz je na vedouci
svétové pozici v analyze repetetivnich sekvenci rostlinného genomu, jejiz dalezitost (kromé
vlastni evolucni otazky) vyvstava pfi analyze a sestavovani sekvencnich dat.

Diskuze: myslim si, Zze navzdory diskusi v jednotlivych ¢élancich, by bylo vhodné zaradit
celkovou zavérecnou diskusi k danym studovanym cilim prace, kde by pravé byla vétsi
moznost predstaveni svych viastnich postfehdi, hypotéz a moinych sméri dalSi prace.
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Soucasna forma a rozsah publikaci toto neumoznuji. Na druhé stranu chapu i moZznou obavu
s prilisného otevreni/zvefejnéni téchto pracovnich hypotéz pro Siroky okruh moznych
¢tenard volné dostupné doktorské prace.

Jaky je ndzor autorky na dosti specifickou pfitomnost extra ORF a intronovych ¢asti v Ogre
retrotransposonech ? Je mozné vypozorovat néjakou fylogeneticky interpretovatelnou historii
téchto sekvenci ? Jak treba vypadd v podceledi Vicieae (rodd Vicia, Lathyrus,Pisum) a 15
miliénd let evolu¢né oddélené Medicago ?

Zavéry, 1 strana (66) strucné, ale jasné shrnuje dosazené vysledky, z ¢eho? je zcela zfejmé Ze
dva pivodné vytycené experimentalni cile byly dosazeny.

Seznam pouzité literatury — 9 stran, pokryva dostatek aktudlnich a relevantnich citaci a
svédci o prehledu autorky v dané problematice.

Nasleduji 2 prilohy — pfijaté publikace, v nichZ je autorka prvnim autorem.

V. Steinbauerovd, P. Neumann, J. Macas. Experimental evidence for splicing of intron-
containing transcripts of plant LTR retrotransposon Ogre. Mol Genet Genomics (2008) 280:
427-436 (IF3010 = 2,456).

V. Steibauerova, P. Neumann, P. Novak, J. Macas. A widespread occurence of extra open
reading frames in plant Ty3/gypsy retrotransposons. Genetica (2012) (IF5010 = 2,358).

Vysledky prace byly dale presentovany formou 2 posteri na mezinarodnich konferencich.

Autorka prokazala schopnost samostatné experimentdlni prace, analyzy a interpretace
dosazenych vysledkii. Béhem své prace se sezndmila s mnoha metodickymi postupy a
jejich kombinacemi, coi je potfebné pro dalsi védeckou praci.

Celkové je predloZena disertacni prace na velmi vysoké urovni a spliiuje poZzadavky pro
obhajobu doktorského titulu Ph.D.
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