Zapis z védecké rozpravy:

obhajoba disertacni prace Ing. Lenky Havli¢kové
ZF JU v Ceskych Budé&jovicich, 10.11.2011

Ing. L. Kucera:

Pro normalizaci — hodnocent vysledkii RT-PCR jste pouZila jeden gen? Jaké
programy jste pouzivala pro normalizaci? Vysvétleni vybéru HskG.

Pro normalizaci byly vytipovany 4 geny, vzhledem ke stalibilt¢ excprese byl v
experimentech poZivan 1 gen, pro hodnoceni byly vyuZivané programy dostupné na
pracovisti CRA Fiorenzuola, kde jsem tyto experimenty provadéla. Jako HskGen
byly vytipovéany geny se stabilni expresi v pouZivanych experimentech.

prof. M.Jizl:

Dotaz na publikaci vysledki.

Ano vysledky jsou pfipraveny k publikovani, byly prezentovany na konferenci a
formou sd€leni v neimpaktovaném Casopise, pfipravuje se rozsahlejsi publikace do
Casopisu s IF.

doc. M. Sip:

Lze expresni Cipy vyuZit k identifikaci geni?

U expresni analyzy je obtizné ziskat vysledky bez validace, zilezi na kvalité
vzorkt, &ipy obsahuji anotované geny a ne vZdy jsou geny , které hledame jiz
pritomné na Cipu.

Dr. L. Prasil:

Ing. L.

Problematika detekce autoinkompatibilnich rostlin — jak drahé jsou analyzy?
Detekce spociva v provedeni PCR analyzy — pro potvrzeni analyza 2-3 genti. Cena
pak odpovida cené za izolaci DNA a provedeni PCR analyzy.

Kontrolni rostliny byly zality na 95% vodni kapacity, to je ale dost, nemohlo jiz toto
zpusobovat stres?

Postupovalo se podle metodiky, kterd byla na pracovi§ti CRA vypracovana a
dlouhodob¢ pouZivana.

Kucera:
Procje v genu HEL intron, miiZe se projevit v expresni analyze?
Sesttih je regulovan jako odpovéd’ na stres, intron se pak né€kdy nevystiihne.



Obhajoba dizerta¢ni prace Ing. Lenky Havlickové
Odpovédi na otazky oponentii

RNDr. Ilja Prasil, CSc.

»Jaky podil na uvedenych experimentech maji (maji-li viibec) pracovnici z jinych
organizaci, nap¥. u kultiva¢nich a fyziologickych méfeni?*

- Rostlinny material tvofeny RIL6 az 8 generace byl vytvofen ve vyzkumném centru
»CRA-Cereal Research Centre, Foggia — Italie.

- Veskeré experimenty provedené na tomto pokusném materidlu (RIL) vcetné
rodiCovskych odrud ,,Ofanto” a ,,Cappelli“ byly nasledné provedeny ve vyzkumném
centru ,,CRA“ — Genomic Researc Centre, Fiorenzuola d'Arda, Itdlie autorkou
dizerta€ni préce ve spolupraci s ¢leny tohoto centra (~90%).

- Vysledné statistické zpracovani naméfenych dat a eQTL analyza byla provedena v
centru ,,CRA*“ Foggia.

»Uplatnéni téchto vysledku v dalSich programech (véetné Slechtitelskych) na uvedenych
pracovistich“

Nové mozZnosti ve $lecht&ni na vynos a vynosovou stabilitu (mapovani genu HEL a detekce
robustniho QTL spojeného s toleranci vici stresu suchem).

Pouziti genu HEL jako molekularniho markeru ve $lechtitelskych selekénich programech.

Studium genové funkce tohoto genu a porozuméni mechanismu molekularni odpovédi na
stres suchem (GMO pfistup ve Slechténi na odolnost k stresu suchem)

»Uvital bych vyjadFeni o rozpracovanosti zvefejnéni vysledkii v impaktovych
casopisech“

Vyzkumny projekt uvedeny v Ph.D praci byl souéasti rozsahlého vyzkumného experimentu s
cilem pochopit molekularni odpovéd u pSenice tvrdé na pulisobeni stresu suchem. Cilem
celého projektu je identifikace suchem indukovanych genii v pouZitych odridach s kontrastni
urovni tolerance k tomuto stresu a objeveni mozného vyuziti téchto dat k nalezeni eQTL v
segregujici populaci a jejich propojeni k lokusim zodpovédnym za odolnost rostlin k
pisobenému suchu. V soucasné dobé& je v piipravé manuskript tykajici se vysledkd analyzy
transkriptomu, ktery by mél byt publikovan v Plant Molecular Biology Journal. Tato
publikace je pfipravovéana ve spoluprici mezi vyzkumnymi centry CRA - Fiorenzuola d'Arda
a CRA — Foggia spole¢n¢ s autorkou dizertaéni prace.



Ing. Ladislav Kudera, CSec.
» Budou, nebo jsou vysledky jiZ zpracovany a publikovany?“

Vyzkumny projekt uvedeny v Ph.D préci byl souasti rozsahlého vyzkumného experimentu s
cilem pochopit molekularni odpovéd’ u pSenice tvrdé na ptisobeni stresu suchem. Cilem
celého projektu je identifikace suchem indukovanych genti v pouZitych odridach s kontrastni
urovni tolerance k tomuto stresu a objeveni moZzného vyuziti téchto dat k nalezeni eQTL v
segregujici populaci a jejich propojeni k lokusim zodpovédnym za odolnost rostlin k
puisobenému suchu. V soucasné dobé je v pfipravé manuskript tykajici se vysledkli analyzy
transkriptomu, ktery by mél byt publikovan v Plant Molecular Biology Journal. Tato
publikace je piipravovana ve spolupraci mezi vyzkumnymi centry CRA - Fiorenzuola d'Arda
a CRA - Foggia spole¢né s autorkou dizerta¢ni prace.

»Pro¢ nebyly pro vybér referencnich genu pouzity i specializované nastroje hodnoceni,
napiiklad geNorm ¢i Normfinder?“

Referenéni geny byly vybirany na zéklad€ pfedeslych zkuSenosti z experiment provedenych
ve zmiflovanych vyzkumnych centrech, kde tyto HKG geny prokazaly pozadovanou expresni
stabilitu v ramci studovaného rostlinného materidlu (analyzy provedeny na stejné odridé,
stejné ristova vyvojova faze ¢i pod vlivem pilisobeni stejného stresového faktoru). Postupné
byla tato sada roz$ifena o geny z literarnich zdrojG, zabyvajici se podobnou problematikou.
Dal$im hodnotnym zdrojem byly samotné vysledky microarray provedené na stejném
materidlu, které vedli k detekci novych gent vykazujicim stabilni expresi v ramci tohoto
materialu. Vzhledem k pouZitym strategiim vybéru té€chto gend, nebylo pfistoupeno k pouZiti
téchto programu za ucelem detekce HKGs genti s nejvétsi stabilitou pomoci téchto programa.

»Pro¢ byly pro expresni analyzy vybrany jako referené¢ni geny cyclophilin a TIM17 (viz
str. 66). Pro cyclophilin nesvéd¢i data prezentovana v tabulce 13. ve vztahu ke kritériim
vybéru na strané 73. Je tu také rozpor v uvedeném poétu vzorku, u tabulky ¢.13 jsou
pouzity 4 vzorky a na strané 65 uvadi, Ze pro qRT-PCR analyzy stability referen¢nich
geniu bylo pouzito celkem 16 vzorkii.“

Kritéria vybéru referenénich geni byla nasledujici:

] AC; indikuje rozdil C; max — Ci min ziskany ze tfech opakovani pro dany
gen
. stanovenym kritériem bylo nalézt gen s minimalnim rozdilem AC;
prezentujici jeho stabilitu v rostlinném materidlu po expozici
stresovym faktorim
. hranice akceptovatelného referen¢niho genu byla AC; <1
z vyfezu tabulky €. 13 je patrné, Ze TIM17 byl (RSWC%)  Act
vhodnym referenénim genem pro série RSWC 78/79 1890
78/79; 49 a 27/28. U vzorkia RSWC=34/35 _, . . = 1176
v s eqs cyclophilin 34735 (.680
byl pouzit referenéni gen cyclophilin, 27/28 1510
vzhledlem kjeho lep$i stabilit¢ jeho total 2.840
expresniho profilu. 78/79 0.820
49 8914
TIMi7 34/35 1470
27728 0.52¢
tozal 1478




. kazda série (RSWC) se skladala ze 4 vzorki rostlin ve 3 opakovanich
jejich expresniho profilu. Pro kazdy testovany gen bylo tedy pouZito
celkem 16 vzorku ve tfech opakovanich.

»Jak byly propoditavany delta Ct (normalizace k referenénimu genu)?“
» V Kkapitole 4.3.3. na strané 86 nejsou pouZité postupy stanoveni relativni exprese
dostate¢né popsany.“

Normalizace vnitfni kontroly byla pocitdna porovninim cilového genu k jeho endogenni
kontrole: AC; = C; cilovy gen— Ct referencni gen

Normalizace ke referen¢niho vzorku (kalibratoru): AC;vzorku — Ct katibratorn = AAC;
Referen¢nim vzorkem byla pro vSechny vzorky kontrolni rostlina Ofanto (95% RSWC)
Pouzitim vzorce 24 byla nasledné ziskéna hodnota ,,fold changes* (FC) — ndsobna zména
Postupy vysvétlujici hodnoceni exprese byly popsany v predeslé kapitole 3.3.6 popisujici

podminky RT-PCR analyzy. Za neuvedeni konkrétnich postupti v nésledujici kapitole doslo
neimyslnym nedopatfenim a autorka se za tuto chybu omlouva.

»Pro¢ se autorka domniva, Ze negativni delta Ct u TaFBPase-1 je spojeno s naruSenim
distribuce u populace RIL? ,,

Expresni analyza tohoto genu vykazovala hodnoty AC; u kontrolni odriidy Cappelli pé€stované
spoleéné s RIL populacemi ~ -2,92 (Ofanto jako kalibrator = 0).

Vysledna analyza provedena na RIL populaci vykazovala u viech vzorkt negativni hodnoty
korespondujici hodnotam pouze jednoho rodice.

Tento fakt vedl k predpokladu, Ze genetické zaloZeni tohoto znaku je komplexni a ve
zmifiovaném kontextu bylo toto ,,naruSeni distribuce* minéno jako neshoda p{edpoklédanou
segregaci u tohoto znaku. \
|
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