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Posudek na diserta¢ni praci Ing. Ireny Hosti¢kové: “Analyza geni indukovanych

abiotickym stresem u Fepky.*

Disertatni prace feSi téma, které je z pohledu soucasnych vykyvi pocdasi vysoce
aktuélni a vzhledem k pfedpovédnim modelim asi ¢im dale ¢astéjsi. Jedna se o problematiku
Slechténi rostlin na odolnost vigi abiotickym stresoriim. Z tohoto pohledu jsou vysledky
uvedené v ptedloZené disertaéni praci nejenom aktualni, ale také podnétné pro aplikovany, ale
i teoreticky vyzkum. Disertantka uvedenou problematiku fesila na nékolika vyznamnych
pracovistich v ramci studované problematiky, proto se domnivam, ze ziskané vysledky jsou
velmi zajimavé a cenné. Je na 3kodu, Ze vysledky byly opublikovany pouze v jednom
casopisu s IF.

Pfedlozena disertatni prace je ¢lenéna a psana standardnim zpiisobem a je napséna na
90 Cislovanych stranach textu. Ocefiuji velké mnozZstvi prostudované literatury, které zahrnuje
198  zdroji uvedenych v piehledu pouzité literatury. Jednd se ptedev$im o zdroje
z posledniho obdobi, ale i stariho data, ktera vhodnym zptsobem konfrontuje se sou¢asnou
urovni védeckého poznani.

V iivodu svého posudku bych chtél konstatovat, ze pfedloZena disertaéni prace je psana
velmi krasnou &edtinou, bez vyraznych pieklepd &i prohteskii proti gramatice (napf. drida,
tresu apod.). Také po formadlni strance se jedna o velmi kvalitn& zpracovanou praci. I piesto se
v textu n€které chyby &i preklepy objevuji. V ramci terminologie by bylo vhodnéjsi pouZivat
termin stresor a nikoliv stres. Jaky je v tom rozdil? V textu je nespravné uvadéno pracovisté
VURV, v.v.i. v Praze — Ruzyni. Pti psani fyzikalnich jednotek je nutné si uvédomit, jak jsou
Ctena, nebot’ pfi psani bez mezery se jednotka ¢te jako pfidavné jméno a v piipadé psani
s mezerou jako jméno podstatné. Dale védecka jména rostliny se pisi kurzivou (s. 26 -
Arabidopsis). Na s. 23 je text pon¢kud neupraveny, kdyz doslo k odskogeni odstavce a véty
od piivodniho textu. Domnivam se, Ze fyzikalni oznaleni jednotky Dalton je Da (kDa) a
nikoliv D, jak je uvedeno nas. 18.

V literarnim pfehledu se autorka zabyva pfedevsim problematikou 3lechténi fepky
olejky, jako vyznamné olejniny v podminkach CR a jeji odolnosti viigi stresortim. Pozornost

byla vénovana nejenom obecnym zakonitostem stresové reakce viéi vodnimu deficitu, ale
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také vii chladu. Autorka velmi pe&livé uvadi soudasné poznatky o vlivu sucha a chladu na
rostliny, véetné reakci rostlin. Neni opomenuta ani otazka LEA proteind a dehydrini. MoZna
by bylo vhodné text obohatit i o dalsi latky, které souvisi s reakci rostlin na vy$e uvedené
stresory. Jedna se o tzv. osmoprotektanty. MiiZete, prosim uvést nékteré pFiklady téchto ldatek?
Navrzené cile a hypotézy jsou jasné formulovany a navazuji na ni zvolené metody
zpracovani.

Zvolené metodické postupy jsou odpovidajici a poskytuji komplexni pohled na
geneticky zaklad stresovych reakci fepky olejky k vodnimu deficitu a chladu. V pfipadé
pouziti PEGu se spi$e jedna o osmoticky stres neZli vodni stres. V textu jsem nenael zminku
o stafi rostlin, pouze o délce pisobiciho stresoru, nebot jinak reaguji na stresor juvenilni
rostliny a jinak rostliny starsi, u nichz mohlo dojit k aklimatizaci. Prosim o doplnéni v ramci
obhajoby.

V textu postradam bliz&i popis pouzitych statistickych metod, nebot’ ve vysledkove asti
je na né odkaz. Prosim o dopIn&ni v ramci obhajoby prace.

Vysledkova &ast je zpracovana velmi detailné a opird se nejenom o fotodokumentaci a
grafické zndzoméni dosaZenych vysledkd. Jedna se o piehledné vyjadfeni vysledku. Pri
hodnoceni ziskanych vysledki disertanta uvadi spiSe procentické rozdily hodnot nez hodnoty
naméfené. MozZna by bylo vhodné tuto &ast doplnit pravé o ziskana data z méfeni a stanoveni.
V textu se objevuji odkazy na statistické analyzy, ale v grafech nejsou tyto uvedeny. To
ponékud sniZuje vysledkovou €ast.

. Nas. 35 je uvedeno, Ze .. “U obou odriid Cadeli doslo po 24 hodindch..." Nejednd se o
varianty?

Dd se ze ziskanych vysledkii u sledovanych genotypii Fepky stanovit néjaky trend Ci
zdvislost, kterd by byla vyuZitelng vrdamci dalSiho Slechténi ¢i vybéru Slechtitelského
materialu?

Diskuse je v ramci celé prace sice relativng kratka, zahrnujici 11 stran textu, ale presto
je dostatujici. Autorka své vysledky srovnava s literarnimi daji a snaZi se je zobecnit a
zhodnotit. Z uvedené &asti je patrny zajem o danou problematiku a pochopeni jednotlivych
vztahti mezi méfenymi parametry a moZnou mirou odolnosti rostlin vici suchu. Autorka

v této kapitole prokazala své umeéni syntézy a praci s literaturou a interpretaci uvadénych
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skutednosti, véetné vytySeni dal§iho sméru vyzkumu v této oblasti. Nejednd se o pouhé
srovnani vysledki s literaturou.

Zavéry jsou shrnujici a postihuji vyznamné dosaZené vysledky, mozna bych je uvedl
pro ptehlednost do bodu a sefadil bych je podle cili a hypotéz.

V uvedené disertaéni praci viak postradam kapitolu vénovanou rozvoji dané védni
discipliny a uplatnéni vysledki v praxi. Byva totiZ zvykem, Ze uvedena kapitola je soucasti
disertaéni prace. Prosim disertantku, aby se v rimci obhajoby své prace zaméfila také na tuto
otazku.

Jak jiz bylo uvedeno vy3e, autorka cituje 198 literarnich prament. BohuZel né€kolik
literarnich pramenti jsem v pfehledu literatury nenaSel, nebo byl rozpor mezi citovanim
v textu a v piehledu pouZité literatury. Jedna se napf. o citovani zdroje Hughes et al. (2010;
2013), kdy v textu je uvedena Hughesova et al. (2010; 2013).

Naopak nékolik prameni jsem nenasel nebo piehléd! v textu (napf. Rurek (2010); Livak
and Schmittagen (2001); Nylandera et al. (2001)). U citace Hejna (nepublik.) by bylo mozné
uvést ustni sdéleni, které se viak také uvadi jako zdroj informace.

K disertantce mam nasledujici otazky:

1. Jaky je vztah mezi dehydriny a odolnosti vii€i nizkym teplotdm?

2. Jakym zptisobem dochazi k vymrzani porostii pfi nedostatku snéhu?

Zavérem bych chtél konstatovat, Ze predloZena prace Ing. HostiCkové spliiuje i pfes
uvedené poznamky &i pripominky kritéria pro disertaéni prace. Na zikladé svého posudku
doporuéuji uvedenou diserta¢ni praci k obhajob& a po jejim uspéiném obhdjeni navrhuji Ing.

Irené Hostickové udélit akademicky titul doktor, ve zkratce ,,Ph.D.*

V Praze: 15. 4. 2019
Doc. Ing. Franti$ek Hnili¢ka, Ph.D.



Posudek disertaéni prace

Nazev priace: Analyza geni indukovanych abiotickym stresem u fepky
Autorka: Ing. Irena Hostickova

Pracovisté: Jiho&eska univerzita v Ceskych Budéjovicich, Zemé&délska fakulta
Skolitel: prof. Ing. Vladislav Cumn, Ph.D.

Oponentka: doc. Dr. Ing. Pavlina Smutna, Mendelova univerzita v Bmé¢

Piedkladana prace se zabyva aktualni problematikou hodnoceni irovné odolnosti fepky olejky
vici abiotickym stresovym faktorim, konkrétné chladu a suchu. Vysledky uvedené v praci byly
ziskany v ramci $esti grantovych projekti podpofenych NAZV a Grantovou agenturou Jihoceské
univerzity. V teoretické ¢asti autorka struéné shruje vyznam fepky jako dulezité olejniny a zmiriuje
se také o Slechtitelské praci, diky niZ bylo u této plodiny dosazeno velkého pokroku. Vétsi
pozornost pak vénuje problematice abiotického stresu u rostlin, a to zejména z hlediska regulace
pribéhu reakce rostliny na stres jak na Grovni genu, tak na Grovni ochrannych proteind.

V casti ,Hypotézy a cile prace jsou definovany dvé vyzkumné hypotézy a formulovany tfi
diléi cile. Tyto cile na sebe logicky navazuji a vykazuji potenciadl pro ziskani vysledki
publikovatelnych ve védeckych casopisech.

V kapitole ,,Materiil a metody* jsou popsany tii experimenty. V prvnim byla u rostlin dvou
odlisnych odrid fepky péstovanych za nizké teploty hodnocena relativni exprese genu ERDI(Q
pomoci Rt-qPCR a zaroven stanovena akumulace odpovidajiciho proteinu pomoci metody SPR.
U navazujiciho experimentu byly vybrany ¢tyfi genotypy, u kterych byla o¢ekavana kontrastni
akumulace cilového proteinu. Rostliny byly opét péstovany v podminkach se fizenym stresem a
v odebranych vzorcich listi bylo stanoveno mnozZstvi proteinu a zaroveii exprese tii homolognich
sekvenci genu ERDI(0. Treti experiment hodnotil stresovou reakci u mikrosporovych embryi
kultivovanych v in vitro podminkach, stres suchem byl navozen pfidanim polyethylenglykolu do
kultivaé¢niho media.

V gasti ,,Vysledky*“, ktera je nejrozsahlej$i, jsou grafickou formou porovniny a
okomentovany urovné relativnich expresi sledovanych geni a odpovidajiciho proteinu zjisténé u
kontrolnich a stresovanych rostlin v jednotlivych experimentech. Také ¢ast vénovana diskuzi je
pomémé obsahla, autorka se zde snazi vysvétlit zji§téné rozdily a konfrontovat je sjiz

publikovanymi poznatky jinych autori. Price je napsand bez vyraznych gramatickych a



stylistickych nedostatkl a ma péknou grafickou upravu, pouze opakované pouZiti terminu , expresni

analyza geni“ nepovaZuji za pfili§ vhodné.

K jednotlivym ¢astem mam nékolik dotazi a poznamek:

1.

V experimentu ozna¢eném jako A bylo u rostlin odridy Cadeli péstovanych za nizké teploty
zjisténo vyrazné zvySeni relativni exprese genu ERDIO (Obr. 6), zatimco akumulace
odpovidajiciho proteinu hodnocena 11. den pusobeni stresu zlstala na trovni srovnatelné
s kontrolnimi rostlinami (Obr. 9). U druhé sledované odridy Navajo v3ak doslo
k o¢ekdvanému néristu koncentrace proteinu. Autorka tuto skuteénost vysvétluje tak (str. 59),
Ze vy3si poCate¢ni akumulace proteinu by mohla byt pfi¢inou pomalejsi reakce rostliny na
stres, a uvadi souvislost s niz§i urovni exprese genu ERDI0 u odridy Cadeli. Z obrazku 6
viak vyplyva, Ze vlivem nizké teploty doslo k vyznamnému zvyseni aktivity tohoto genu jiz
béhem prvniho a druhého dne trvani stresu u obou odriid v porovnani s kontrolni variantou.
Poté doSlo u obou odriid k poklesu relativni exprese, ktera byla hodnocena po dobu 13 dni,
akumulace proteinu vSak pouze 11. a 42. den. Je otazkou, jestli u takto koncipovaného
experimentu je mozné usuzovat néco o dynamice akumulace vySe zminéného proteinu,
ptipadné jeho efektu na pribéh stresové reakce.

Z vysledki ziskanych v experimentu B vyplyva, Ze u viech ¢&tyf hodnocenych odrid doslo
k zna¢nému néristu exprese testovanych gend (Obr. 11 az 13). U odridy Lagoda viak nebyla
po dobu pisobeni stresu zjisténa vyss§i akumulace dehydrinu (Obr. 10). V diskuzi jsou
uvedeny dv€ mozné pti¢iny tohoto zji§téni, a to pfitomnost mutace, ktera by mohla navodit
zmény v translaci, nebo moznost, Ze vyssi koncentrace proteinu v pletivech blokuje dalsi
expresi piislusného genu. Pfitomnost mutace by bylo mozné relativné jednoduSe ovéfit
pomoci sekvenovani produkti PCR. Druhé tvrzeni je problematické z divodu nesouladu mezi
dobou puisobeni stresu pro stanoveni akumulace proteinu (34 nebo 50 dni?) a terminy odbéru
vzorkt pro hodnoceni aktivity gent (6 dni). Domnivam se tedy, Ze na zakladé experimentu B
nelze popsat ptipadny dlouhodobéjsi ucinek proteinu nebo chladu na transkripci sledovanych
gend.

Hodnoty relativni akumulace proteinu se u kontrolnich rostlin v experimentech A a B vyrazné
1i8i (Obr. 9 a 10). Prosim o vysvétleni tohoto rozdilu.

Urc¢ité vyhrady mam k pouzitému rostlinnému materialu, jednotlivé genotypy nejsou v praci
popsany a ani neni ziejmé, jak se od sebe fenotypove lisi. Tvrzeni, Ze byly vybrany na zakladé

pfedchozich vyzkumi, by mélo byt podloZeno relevantnimi odkazy.



5. V metodice zcela chybi popis statistického zpracovani dat. U jednotlivych vysledki je
pribézné uvadéna informace o statistické prikaznosti vlivu stresu na expresi jednotlivych
geni zjiSténa pravdépodobné pomoci analyzy rozptylu. Korektni pouziti této statistické
metody vyzaduje data spliljici urcité pfedpoklady a v pfipadé signifikantniho efektu
provedeni nasledného testu pro porovnani priméri. Na zakladé prezentovanych vysledkd, a i
vlastnich zkuSenosti se domnivam, Ze hodnoty relativni exprese pro analyzu rozptylu pfili§
vhodné nejsou. Dalsi otazkou je pocet provedenych opakovani, v textu je pouze zminka o
tiech technickych opakovanich, jejichz hodnoty ovem nelze povaZovat za nezavislé. Prosim
o upfesnéni metodiky z hlediska statistického hodnoceni jednotlivych experimentu.

6. Druha z hypotéz je definovana ve smyslu zji§téni korelace mezi vysledky transkriptomickych
a proteomickych analyz, ale v kapitole vysledky ani v diskuzi tato otazka fe$ena neni. Pokud
by méla byt SPR metoda pouzitelna pro selekce, jak autorka navrhuje, bude nutné vse ovéfit
na vyrazné rozsahlejSim souboru odliSnych genotypu a vyhodnotit zavislosti nejen mezi
aktivitou genu a akumulaci ochrannych proteint, ale pfedevsim s fenotypovym projevem.

7. Vyse uvedené piipominky jsou pievazné metodického charakteru. Je $koda, Ze se autorka
béhem studia nepokusila o vétsi uplatnéni dosaZenych vysledki ve védeckych Casopisech,

véfim, Ze béhem redakéniho fizeni by doslo k vyjasnéni a napravé vétsiny nedostatku.

Na praci oceiiuji snahu o studium reakce rostlin na stresové podminky nejen na urovni
transkripce, ale také translace. Proteomické analyzy jsou finanéné€ a technicky naro¢né a
neumoziiuji snadnou separaci jednotlivych proteinl, coz limituje jejich pouzitelnost pro selekci.
Originalita pfedloZené prace spoc¢iva v pouZiti inovativni optické metody rezonance povrchového
plazmonu pro stanoveni specifického produktu hodnoceného genu. Tato metoda vykazuje podle
dostupnych informaci velky potencial pro zdkladni i aplikovany vyzkum. Z pfedkladanych
vysledkli je vSak ziejmé, Ze bude nutné tuto metodu optimalizovat a ovéfit na dalSich

experimentech.

PiedloZzena disertaéni prace Ing. Ireny Hostickové prokazuje, Ze doktorandka je
schopna samostatné feSit odbornou problematiku na pozadované urovni. Doporuduji tedy
pFijeti prace k obhajobé a po jejim uspésném obhijeni navrhuji udélit vySe jmenované

akademicky titul Ph.D.

V Bmé, dne 18. 4. 2019 doc. Dr. Ing. Pavlina Smutna
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Nazev: Analyza genu indukovanych abiotickym stresem u fepky

Oponent: Doc. Ing. Tomas Vyhnanek, Ph.D.
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Oponovana disertaéni prace je standardné &lenéna (Uvod, Literarni prehled,
Hypotézy a cile prace, Material a metodika, Vysledky, Diskuze, Zavér). Na zagatku
prace je uveden seznam recenzovanych publikaci a aplikovanych vystupl, kde je
doktorandka soucasti autorského kolektivu; a dedikace piedloZzené doktorské
disertacni prace na 6 vyzkumnych projektt (3x NAZV a 3x IGA JU). Disertaéni prace
ma 90 stran, obsahuje 23 obrazk( a 4 tabulky.

Souhrn (Summary) je standardni a sumarizuje dosazené vysledky v pribéhu
reSeni doktorské disertac¢ni prace.

V gastech Uvod a Literarni piehled autorka shrnuje poznatky o fepce olejce
s dirazem na charakteristiku studovaného objektu a jeho §lechténi. Nejrozsahlejsi
Cast je zaméfena na abioticky stres u rostlin. Je $koda, Ze autorka neudrzela
jednotnost v psani a vysvétlovani zkratek (a to v celém textu disertacni prace).
V piipadé, Ze prace je psana v eském jazyce, povazoval bych za vhodné uvadét
obsah obrazk(i v ceském jazyce a nekombinovat esky text s anglickymi grafickymi
pfilohami. Autorka na str. 12 pouziva termin ,amfiploid“. Bylo by mozné vysvétlit
rozdil v terminologii ,polyploid*“ vs. ,amfiploid“? Na str. 14 je uvedena formulace ,...je
Slechténi na odolnost k fomovému ¢&ernani stonku, nebot' existuje mnoho ras tohoto
patogena...“. Je tato formulace spravna? Ktery patogen je pivodcem onemocnéni?
V textu se objevuji i tzv. anglikanismy, napf. overexprimovany.

Hypotézy a cile disertacni prace jsou jasné a srozumitelné formulovany.

Material a metodika je relevantné charakterizovan material. V ramci
experimentu ,B* bych povazoval za vhodné charakterizovat (rozdélit) kontrastni
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genotypy. Je mozné uvést jejich rozdéleni pied zahajenim experimentu vzhledem ke
sledovanému faktoru? V metodice experimentu ,C* je uvedeno vyuZiti pevného
diferenciaéniho média. Je jeho sloZeni uvedeno v praci Verslues et al. (2006)?
Pokud ne, je moZné ho uvést? V pfipadé software pouzitych pro statistické analyzy
by se mi zdalo vhodné uvadét i verze software. Od této Casti se v textu vyskytuje
rizny nazev VURV Praha-Ruzyné.

V ¢asti Vysledky autorka popisuje dosazené vysledky ve vSech tfech
experimentech spojenych se studiem abiotického stresu (chlad a sucho) u fepky.
Mirné stizena orientace ve vysledcich je zplUsobena skutecnosti, Z2e odkazy na
jednotlivé obrazky (grafy) jsou uvedeny az za jejich umisténim v praci. Nékdy se
objevuje nepfesna formulace, napf. str. 35 ,,.....u obou odrid Cadeli....“. Spravné by
meélo byt asi uvedeno ,...u obou variant odrid Cadeli....“. Vyznamny vysledkem
disertacni prace se jevi i vyvoj a testovani bioCipu (SPR analyza) a testovani trovné
genové exprese u kandidatnich oblasti spojenych se stresovym faktorem sucho.
Z vysledkl (ale i navazujici diskuze) se rysuje moznost vyuZiti metody SPR pro
kvalitativni detekci a nikoli pro kvantitativni detekci. Mohla by doktorandka
charakterizovat a doporucit jiné metody, které by mohly byt pouiité pro srovnani
dosazenych vysledku, resp. validaci metody?

Na dosazené vysledky navazuje ¢ast Diskuze, kde se povedlo autorce
relevantné srovnat dosazené vysledky s jinymi autory (publikacemi), véetné vyvozeni
zavérd. Vmnoha pfipadech jsou nastoleny dal§i otazky pro sméfovani studia
problematiky abiotického stresu u fepky. Je Skoda, Ze aspori jeden z terminll SPR
analyzy neodpovida ¢asové ose pro analyzu genové exprese genu ERD10. Timto by
mohl byt vytvofen prostor pro dalSi diskuzi ziskanych vysledkd. V ramci vysledk, ale
i diskuze je zmifiovana skute¢nost o vybéru genu na zakladé analyzy pomoci MALDI-
TOF/TOF. Jsou tyto vysledky nékde dostupné? Vzhledem k ziskanym vysiedkiim, Ze
vramci plsobeni riznych abiotickych stresovych faktori jsou do obrannych
mechanisml zapojeny stejné geny (oblasti), autorka v diskuzi zmifiuje vhodnost
studia kombinace stresovych faktorli. Mohla by doktorandka uvést piiklad metodiky
studia néjaké vhodné kombinace pro jeji modelovou rostlinu?

Zavér doktorské disertacni prace je adekvatni svym obsahem i rozsahem.

V Seznamu literatury je uvedeno vice nez 190 literarnich prament zejména
zahraniéni provenience. BohuzZel nejsou uvedeny vSechny /napi. Rurek (2010) str.
18, Hugnesova a Graether (2010) str. 19/. Rovnéz citace nejsou uvedeny
v jednotném formatu, coz je nejvice vidét na formatu citovani ¢asopist v piném a
zkraceném formatu (dokonce dvé varianty) nebo v diakritice jmen autoru.

Zaveér. Doktorska disertaéni prace Ing. Ireny HostiCkové je zpracovana na velmi
zajimave a hlavné aktualni téma. Byly ziskany velmi podnétné vysledky, které mohou
byt vyuzity v dalSim studiu abiotického stresu u fepky, ale i v praxi. Bohuzel se
autorka nevyvarovala drobnych formalnich nedostatk(, které je mozno odstranlt napr
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formou opravného listu. Tyto nedostatky ale nesnizuji odbornou Grover vlastni prace.
Na zakladé vyse uvedeného doporucuji prijmout doktorskou disertaéni praci
k obhajobé a na zakladé jeji aspésné obhajoby udélit titul ,,doktor (Ph.D.)*.

Doc. Ing. Tgmas Vyhnanek, Ph.D.
V Brné, dne 15. 4. 2019
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