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Ing. Irena Hostickova — Odpovédi na otazky oponentl disertacni prace
doc. Ing. Tomas Vyhnanek, Ph.D.

e Otdzka: Rozdil v terminologii , polyploid” vs. ,,amfidiploid”

e Odpovéd: Polyploid je jedinec, ktery ma v genomu vice sad chromozomi (stejnych nebo
polyploidizaci pak vznika fertilni amfidiploid (jedinec, ktery ma dvé sady chromozomu od
jednoho rodice a dvé sady chromozomtu od druhého rodi¢e a ma obnovenou fertilitu).

e Otdzka: Ktery patogen je pivodcem fémového ¢erndni stonku, je spravna formulace na str.
14 ... je Slechténi na odolnost k fémovému €erndni stonku, nebot existuje mnoho ras tohoto
patogena...”.

e Odpovéd: Puvodcem onemocnéni je houba Leptosphaeria maculans (teleom.) / Phoma
lingam (anam.). Odolnost rostlin k tomuto patogenu muzZe byt rasové specificka (tzv.
kvalitativni) nebo nespecificka (kvantitativni). V odborném textu se pouZivd oznaceni ,rasa”
(angl. race), které maze byt zaménéno také za slovo , patotyp”. FGmové ¢ernani stonku je
onemocnéni, nikoliv patogen, ve vété by mélo byt uvedeno, Ze existuje mnoho ras pavodce
tohoto onemocnéni.

e Otazka: Je moiné uvést rozdéleni genotypl pfed zahdjenim experimentu vzhledem ke
sledovanému faktoru v rémci experimentu B?

e Odpovéd: Genotypy pouZité v experimentu B byly vybrany na zékladé transkriptomické
analyzy (O. Hejna). Podle jeho hypotézy mély tyto genotypy mit odlidnou miru exprese genu
ERD10 v reakci na stres chladem. Tato hypotéza nebyla po provedeni analyzy RT-PCR
potvrzena, ale u genotypt byla pozorovana odlidna dynamika akumulace proteinu ERD10.
Proto byly tyto genotypy vyulity pravé v experimentu, pfi kterém byla analyzovana exprese
rbznych homologt genu ERD10 a dalSich gend, které jsou pravdépodobné zapojeny v
signélnich drahach reakce na chlad a které byly také vytipovany na zédkladé analyzy
transkriptomu.

e Otazka: Je sloZzeni média pouiitého v experimentu ,C” uvedeno v praci Verslues et al. (2006)?
Pokud ne, je moZné ho uvést?

e Odpovéd: V praci Verslues et al. (2006) neni uvedeno pfesné sloZeni média, je uveden
zpusob poutiti PEG pro simulaci osmotického stresu a viastni médium je zde uvedeno pouze
obecné - vzhledem k odli¥nym narokiim riznych druhd rostlin neni moZné poutzit vidy stejné
médium. Experiment zmin&ny v mé diserta&ni praci provadél kolega Urban (VURV, v.v.i.), jé
provadéla analyzu exprese vybranych gent. Pfesné sloZzeni média je uvedeno v
pfipravovaném rukopisu.



Otazka: Mohla by doktorandka charakterizovat a doporucit jiné metody, které by mohly byt
pouZité pro srovnani dosaZenych vysledkQ, resp. validaci metody?

Odpovéd: Metoda bude validovana pomoci metody Western blot. Bude poufit purifikovany
protein ovéfeny pomoci hmotnostni spektrometrie. Vysledky experimentu zminéného v
disertadni praci budou poté publikovany. K validaci by také mohla byt pouZita metoda ELISA.

Otézka: Jsou nékde dostupné vysledky analyzy MALDI-TOF/TOF vyuZité k vybéru genti?

Odpovéd’ Tyto vysledky nejsou v sou¢asné dobé nikde dostupné. Budou zvefejnény v
pripravovaném rukopisu.

Otdzka: Mohla by doktorandka uvést pfiklad metodiky studia néjaké vhodné kombinace
stresovych faktord pro jeji modelovou rostlinu?

Odpovéd: Vhodna kombinace stresovych faktort fepky by bylo napf. kombinace stresu
suchem a zérovefi vysokou teplotou ¢&i ozafenosti, ¢i kombinace chladu a sucha, pfipadné
chladu a vysokou ozafenosti. Tyto kombinace stresovych faktorli odpovidaji redlnym
stresovym podminkam, které plsobi na_rostliny v prGbéhu suchého horkého léta, ¢i suché
zimy bez snéhové pokryvky.

doc. Ing. FrantiSek Hnilicka, Ph.D.

Otézka: Jaky je rozdil mezi terminem ,stresor” a ,stres”

Odpovéd: Stresor je faktor, ktery na organismus plsobi, stres je stav, ve kterém se
organismus nachazi.

Otazka: Tzv. osmoprotektanty - muZete uvést nékteré priklady téchto latek?

Odpovéd: Jedna se o osmoticky aktivni latky, napf. rafinéza, stachyéza, trehaléza, sacharéza,
fruktany, cukerné alkoholy (galaktinol), alkoholy (pinitol, ononitol, glycerol, manitol),
aminokyseliny (prolin, asparagin).

Otazka: Doplinéni pouiitych statistickych metod

Odpovéd: Ziskané hodnoty byly testovany pomoci analyzy variance, provadéné v prostredi
Statistica, verze 12, spole¢nosti StatSoft.

Otazka: Str. 35 ,,U obou odriid Cadeli doslo po 24 hodindach...“ Nejednd se o varianty?

Odpovéd: Véta je napsana chybné, sprdvné méla byt napsana: ,U obou odrGd Cadeli i Navajo
doslo po 24 hodinach v chladu k 17ndasobnému zvyseni exprese”



Otazka: Da se ze ziskanych vysledki u sledovanych genotypt fepky stanovit néjaky trend &i
zdvislost, ktera by byla vyuZitelnd v ramci dal3iho $lechténi & vybéru Slechtitelského
materidlu?

Odpovéd: Ano, vyuZitelné je hodnoceni akumulace proteinu pomoci metody SPR a tento
postup by mohl byt pouZit pfi hodnoceni a vybéru $lechtitelskych materidld. V souasné dobé
se snaZzime tuto metodu optimalizovat do podoby skrininkového testu pro $lechtitele.
Akumulace proteind se jevi jako vhodnéjsi marker nez hodnoceni samotné exprese genu,
nicméné je potfeba vzit v Gvahu dynamiku akumulace konkrétniho proteinu.

Otdazka: Uplatnéni vysledka v praxi
Odpovéd:

o Vramcidisertatni prace byla optimalizovdana metoda SPR, jako vhodna metoda pro
studium akumulace nékterych stresovych proteinii v pletivech rostlin. Akumulace
proteinu ERD10 byla navrZena jako marker pro vybér genotypt s odli¥nou reakci na
stres chladem a metoda SPR jako vhodna metoda pro skrining vétsiho mnozstvi
genotypu.

o Exprese genu pro peroxiredoxin antioxiddzu stanovena pomoci metody RT-gPCR byla
navrZena jako potencidini marker pro vybér genotypd, které mohou byt odolné;jsi
stresu suchem.

Otazka: Jaky je vztah mezi dehydriny a odolnosti vuéi nizkym teplotam?

Odpovéd: Akumulace dehydrin(i je pravdépodobné hlavni fyziologickou odpovédi na stres
chladem. Tyto proteiny funguji jako chaperony, které interaguiji s jinymi proteiny, nukleovymi
kyselinami ¢i membranami a zabrafiuji tak jejich denaturaci vlivem dehydratace.

Otazka: Jakym zpusobem dochazi k vymrzani porostt v disledku nedostatku snéhu?

Odpovéd: Snih pokryvajici rostliny &i povrch pudy puasobi jako izolant. V pfipadé, Ze po
aklimaci dojde k opétovnému zvy3eni teploty, rostliny mohou svoji odolnost ztratit a dochazi
tak k vymrzani porosti. Dal$im efektem absence snéhové pokryvky je vyraznéjsi kolisani
denni noc¢ni teploty a pripadny fotooxidativni stres pfi slune¢ném pocasi.

doc. Dr. Ing. Pavlina Smutna

Otazka: Je moZné u takto koncipovaného experimentu (A) usuzovat néco o dynamice
akumulace vy$e zminéného proteinu, pfipadné jeho efektu na prubéh stresové reakce?

Odpovéd: Jak zmifiuji i ve své prdci, porovnavani vysledka proteomickych a expresnich analyz
je sloZité. Hlavnim divodem je pravé rozdil v rychlosti reakce na urovni genu (exprese gentl
se méni fadové béhem hodin po zatatku stresu) a na urovni proteinu (rozdil v akumulaci je
pozorovatelny fadové béhem tydn(). Urover exprese genu se velmi rychle méni a v prabéhu
stresu kolisa, i proto neni podle mého nazoru vhodnym markerem pro skrinink ¢i selekci



genotypu. Naproti tomu akumulace proteinu je dlouhodobéjsi. Navic zméfend vysoka
exprese genu nemusi znamenat, Ze se podle transkriptd opravdu vyrobi protein a Ze tento
protein nebude degradovan.

Otazka: Experiment B - nesoulad mezi dobou ptsobeni stresu pro stanoveni akumulace
proteinu (34 a 50 dni) a terminy odbéru vzork( pro hodnoceni aktivity gend (6 dni)

Odpovéd: Zména genové exprese je pozorovatelna v ramci nékolika hodin aZ dni po zaCatku
pusobeni stresu na rostlinu. Zména akumulace proteinu je pozorovatelna dny aZ tydny po
zaddtku stresu podle pouité metody. Z vysledkt experimentu B vyplyvd, Ze mnozstvi
proteinu ERD10 v listech rostlin pfed zatatkem stresu ovliviiuje jeho akumulaci v pribéhu
stresu chladem. Cim vice je tento protein akumulovan v podminkach pfiznivych, tim méné
ochotné ho rostlina akumuluje v priib&hu stresu. Sesty den po zactku stresu neni méfitelny
rozdil v akumulaci proteinu mezi kontrolnimi a stresovanymi rostlinami a zéroven SOty den
stresu neni rozdil v expresi genu mezi stresovanymi a kontrolnimi rostlinami.

Otézka: Hodnoty relativni akumulace proteinu se u kontrolnich rostlin v experimentech A a B
vyrazné liSi (obr. 9 a 10). Prosim o vysvétleni tohoto rozdilu.

Odpovéd: Jedna se o relativni hodnoty. Rozptyl hodnot je tedy ovlivnén hodnotou vzorku,
ktery se pouiije pfi vypoltu jako kalibrator. Pro porovnavani jednotlivych experimentl mezi
sebou by musel byt zméfen i standardizovany vzorek, podle kterého by byly hodnoty
pfepolteny. Vzhledem k ¢asovému odstupu mezi jednotlivymi experimenty toto neni moZné.

Otézka: Jednotlivé genotypy nejsou v praci popsany a ani neni zfejmé, jak se od sebe
fenotypoveé lisi.

Odpovéd:

o Genotypy pro experiment A byly vybrany na zdkladé zku3enosti a doporuéeni
Slechtitell.

o Genotypy pouiité v experimentu B byly vybrany na zdkladé transkriptomické analyzy
(0. Hejna). Podle jeho hypotézy mély tyto genotypy mit odlisnou miru exprese genu
ERD10 v reakci na stres chladem. Tato hypotéza nebyla po provedeni analyzy RT-PCR
potvrzena, ale u genotypl byla pozorovdna odlisnd dynamika akumulace proteinu
ERD10. Proto byly tyto genotypy vyuZity pravé v experimentu, pfi kterém byla
analyzovana exprese riznych homologu genu ERD10 a dalsich genl, které jsou
pravdépodobné zapojeny v signdlnich drahdch reakce na chlad a které byly také
vytipovany na zakladé analyzy transkriptomu. Jejich fenotypovy projev je predmétem
soucasného zkoumani a bude soucasti pfipravovaného manuskriptu.

o Experiment C provadél kolega Urban (VURV, v.v.i.), vybér genotyp( byl v jeho refii.



Otazka: Upiesnéni metodiky z hlediska statistického hodnoceni jednotlivych experimetu.

Odpovéd: Ziskané hodnoty byly testovany pomoci analyzy variance, provddéné v prostredi
Statistica, verze 12, spolecnosti StatSoft.

Otaézka: Korelace vysledkl transkriptomickych a proteomickych analyz, ovéreni poutitelnosti
metody SPR na rozsahlejSim souboru genotypl, porovnani s fenotypem.

Odpovéd: V ramci dizertacni prace bylo testovano jen nékolik genotypd, bylo odebirdno vice
vzorkl od kaZdého genotypu v pribéhu stresu. Optimalizace vlastni selekéni metody viak
vyZzaduje je3té dalsi testovani vétSiho souboru genotypl a samoziejmosti je porovnavani s
fenotypem. Piedpokiadam, Ze v ramci selekce by se netestovalo tolik vzorkd od kazdého

genotypu.



Zapis z priibéhu obhajob doktorskych disertaénich praci — OR Zemé&délské biotechnologie

Irena Hostickova
25.4.2019

Zahajeni — prof. Pokorny, pfedstaveni komise a disertantky, CV, publikace, granty
I. HodtiCkova — prezentace vysledkl disertacni prace

posudky oponentu:
1. doc. Hnili¢ka
2. doc. Vyhnanek
3. doc. Smutnd

odpovédi na posudky oponent:
doc. Hnilitka — otazky a dotazy oponenta zodpovézeny
doc. Vyhnanek — zodpovézeno, data z analyzy proteint jsou pfipravena k publikaci, zatim
nejsou dostupna
doc. Smutna - dalsi doplnujici dotazy na statistické zpracovani dat, diskuse ke statistickym
metodam a pfistupim

védecka rozprava:

doc. Vejl — data z RT-PCR byla vyfazovana na zdkladé hodnoty s, nebylo by lepsi pouzit
parametr VK?

doc. Repkova — v prezentaci nebyly uvedeny cile a hypotéza prace

doc. Repkova — existuje korelace mezi transkriptomem a proteomem?

doc. Repkové — sledovéni relativni exprese — jaky byl pouZit referenéni gen a byl spolehlivy?

doc. Vejl - statistické zpracovani — jaky byl rozdil mezi biologickymi replikdty

doc. Vejl - byla stejna eficience u sledobvanych genui a aktinu?

doc. Vyhnanek - pro RT byly odebirany 4 listy, jaké byly navdzky

doc. Repkové — jak byla stanovena integrita RNA?

doc. Smutna — jakd byla cena stanoveni proteinu pomoci SPR

prof. Pokorny — ve které fazi vyvoje Fepky se sledovaly rostliny? , prot se ztraci schopnost
tolerance vicéi stresu, jaky je rozdil mezi vymrzanim a vyzimovanim

disertantka zodpovédéla na viechny dotazy, ¢lenové komise i oponenti vyslovili souhlas
s drovni odpovédi, do disertace bude vloZen opravny list — doplnéna chybéjici citace

prof. Pokorny — zhodnoceni prabéhu obhajoby, hlasovani



