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Otazky od oponent(- Prof. RNDr. Hana Cizkova, CSc.

1)Veskery popsany vyzkum byl proveden jako soudast tymovych projekti za spoluprace
s renomovanymi odborniky v CR i v zahraniéi. Z kvality disertace je zfejmé, Ze jeji autorka
plné vyuzila pfilezitost k védeckému ristu, ktera se ji tak naskytla. Nicméné v disertacich
tohoto typu se obvykle uvadi ptehled ¢innosti, které disertant provedl sam, nebo na nichZ se
podilel. Prosim autorku, aby takovy stru¢ny ptehled na obhajobé pfednesla.

e AMVIS LH11039 ,,Srovnavaci studie agresivnich invaznich americkych a pivodnich
agresivnich a neagresivnich evropskych populaci chrastice rakosovité (Phalaris
arundinacea)*. - ¢len fesitelského tymu.

e LH - KONTAKT I 12099: Je polyploidizace spoustécim mechanismem invazivniho
chovani vodnich rostlin? Piibéh stolistku. - ¢len feSitelského tymu

o GAJU 109/2015/Z: Geneticka a cytogenetickd variabilita stolistku Myriophyllum
sibiricum. Odli$uji se populace v nativnim a invaznim arealu druhu?-Hlavni feSitel

Samostatné prezentace vyzkumu na konferencich:

Kubatova, B., Travniéek, P., Prandl, J., Kavova, T., Hrdinova, M., Mandakova, T., Anderson,
N. O, (2015) Is invasiveness of Myriophyllum L. (Haloragaceae) triggered by
polyploidization? Ploidy Level Variation and Genome Size in the USA and Europe. SWS
Annual Meeting 31.5-4.6, 2015, Providence, Rhodes Island, USA.

Kavova, T., Kubatova B. Travnicek, P. Pran¢l, J., Andrson, N.O. Ploidy Level Vanation and
Genome Size in genus Myriophyllum. PopBio, Halle/ Saale, Germany, 18-20.5.2017

Kavova, T., Kubatova B. Travni¢ek, P. Pran¢l, J., Andrson, N.O. Cytotype and molecular
variability od Myriophyllum L. 2nd World Biotechnolgy Congress, Sao Paulo, Brazil, 4-
5.12.2017

Ugast na jinych projektech:

Citek J., Veterek L., Hanusova L., Samkova E., Hanu$ O., Ktizova Z., Kavova T., Jelinkova
I., Kala R. (2018): Genetické polymorfismy pro kvalitu kravského mléka. Certifikovana
metodika. ZF JU Ceské Budgjovic-certifikovana metodika

Kavova T., Nix T., Tonka T., Curn V. (2017): Identifikace viru $arky pomoci metody FISH.
Uroda 12, ro¢. LXV, védecka piiloha, s. 311-313, ISSN 0139-6013

2)Na str. 38 se piSe, Ze pfedmétem dalsiho vyzkumu by mohlo byt objasnéni pivodu &tyt sad
plané rostoucich genotypi chrastice v USA, které mohou hypoteticky pochazet ze Severni
Ameriky. Jaky metodologicky postup by disertantka pro takovou studii zvolila?

Idealné metodicky postup zaloZeny na celogenomovém sekvenovani, tedy pfistup oznaCovany
jako popula¢ni genomika. Prof. Anderson pravé takovyto projekt za€ind, a cilem je provést
celogenomové sekvenovani vech 1800 vzorkd Phalaris z Minnesoty u nichzZ jsou k dispozici
i fenotypova data z pfesného pokusu, a posoudit rozsah genetické variability v ramci vSech
sledovanych populaci na zakladé NGS dat.



Otazky od oponent(- Prof. Mgr. Bohumil Mandak, Ph.D.

1) Str. 20 — selekeni tlak neni zpsoben genetickym driftem. Jak plisobi drift, jak selekce a jak
hybridizace. Souvisi to spolu néjak?

Geneticky drift - Snizi-li se vyrazn¢ velikost populace, zaéne se uplatiiovat disperzivni proces,
ktery méni frekvence alel v malych populacich nesystematickymi, nahodnymi procesy. Proces
neuplného nahodného piedani gend z jedné generace do druhé se nazyva nahodny
posun (geneticky drift). V malych populacich v disledku nahodného vybéru vzorku mezi
gametami (chyba vybéru) dochazi ke zinénam v Eetnosti alel (nahodnost evolu¢niho procesu).
Cim mensi vybér, tim vétsi je jeho chyba.

Selekce (vybér) - Podstatou selekce je, Ze se na tvorbé nové generace podili jen vybrana ¢ast

vvvvv

adaptace, uzitkovost), aby se rychleji rozmnozZily Zadouci geny a nevyhodné geny byly
eliminovany. Dégje-li se tak pusobenim pfirodnich faktori, jednd se o pfirodni selekci.
Rozhoduje-li o vybéru rodi¢i c¢lovék, jednd se oselekci umélou. Lze rozlisit
selekci pozitivni (vybér pozadovanych jedincd) a negativni (vylu¢ovani neZadoucich jedinct).

Hybridizace - kiiZeni, splynuti gamet dvou rodi¢ovskych jedincu, v piipadé€ , Ze jsou geneticky
odli$ni dochézi cestou pohlavniho rozmnoZovani k roz$ifeni genetické variability.

Souvislost — dostate¢né velkd populace — heterogenni, genetickd variabilita se udrzuje
hybridizaci ,,¢lent* populace, je adaptabilni, tj. pfi zméné podminek muze dojit k preskupeni
poméru jednotlivych genotypt (selekce). Pfi fragmentaci populace a izolaci vzniklych
metapopulaci dochazi ke genetickému driftu, miZe dojit k vyraznému ziZeni genetické
variability a populace pak ztraci adaptabilitu, sniZzeni genetické variability mize vést i k sniZeni
vitality populace.

2) Str. 21 - rozezniavame homoploidni a heteroploidni hybridizaci a autopolyploidni a
allopolyploidni polyploidizaci. Allopolyploid nemusi mit nutné lichy poc¢et chromosomt a
problémy s parovanim chromosomti mohou mit jinou pfi¢inu. Jakou?

Pfi alopolyploidii dochazi k zmnoZeni rozdilnych chromozomovych sad pochazejicich od
riaznych druhti po kfiZzeni rodi¢i. Zatimco u Zivocisnych druhd dochézi vyhradné pouze k
autopolyploidii, u rostlin nalezneme jak autopolyploidni, tak alopolyploidni druhy. Je znamo,
Ze polyploidie poskytuje rostlinnym druhdm vétsi variabilitu oproti diploidii, ktera jim
umozZituje pfizplsobit se 1épe a rychleji podminkam vnéjsiho prostiedi.

Problémy s parovanim chromozomt u allopolyploidi jsou dané

- odlisnym poétem chromozomu rodic¢ovskych druhd

- v pfipadé stejného poctu pak jejich nehomologii

- nebo poruchami na drovni regulace genové exprese (,,8patna komunikace* mezi geny od
obou rodi¢u)



U sterilniho vzdaleného hybrida je moZné obnovit fertilitu jeho polyploidizaci a polyploidizace
ve spojeni s hybridizaci ma proto obrovsky vyznam v evoluci vysich rostlin, uvazuje se ze az
70% krytosemenych rostlin jsou kryptopolyploidi.

3) Str. 21 — Ellstrand & Schierenbeck (2000) skuteéné uvazuji o tom, ze hybridizace mtize mit
vyznamny dopad na invazni dspé$nost. Nicméné jejich pfedstava je trochu jind nez uvadi
autorka prace. Pro€ je v tomto piipadé vnitrodruhova hybridizace tak dilezita? Co se vlastné
s ¢im kombinuje tak, aby v sekundarnim arealu doslo ke vzniku invaznich genotypi? Pro¢ ty
samé genotypy nemohou vznikat v aredlu ptivodnim?

U Ellstrand & Schierenbeck (2000) je dle mého nejdilezitéjsi domnénkou, Ze ke vzniku
uspé$nych populaci invaznich rostlin je potfeba urcity ¢as a opakované introdukce nepivodnich
rostlin — nutny pfedpoklad pro tvorbu hybridnich populaci. Ve svém vyzkumu poukazuji na
jev, kde hybridizace pfedchazela invaznimu chovani. Domnivaji se, Ze urité vyhody invaznim
rostlindm poskytuje skutecnost, Ze neinvestuji tolik energie do tvorby trvalych pletiv, nybrz do
pletiv zajist'ujici rozmnoZovani, a Ze maji vice Casu se stabilizovat nez jednoleté rostliny. Vice
nez polovina invaznich druhi pochazela z jednoho nebo dvou pro danou lokalitu nepivodnich
rodi¢ovskych druh.

4) Str. 24-27 — uvedené molekularni techniky jsou opravdu jen ty zakladni. Skoda, Ze autorka
nezminila vyznam NGS technik pro analyzu popula¢né genetické struktury invaznich rostlin.
Jaké modernéj$i nez ISSR genetické techniky by autorka navrhovala pouzit, pokud by zaéinala
pracovat na disertacni praci nyni. Jaké maji tyto moderni techniky omezeni a jaké vyhody, a
pro¢ se v soucasnosti opousti od analyzy populaéni struktury pomoci technik jako napf. RAPD,
ISSR ¢i AFLP?

NGS techniky a komparativni genomika (populaéni genomika) je modernim trendem, ktery se
zacina objevovat i1 ve studiu invaznich rostlin. Tento trend je dan rozvojem sekvenacnich
technik a jejich zlevnénim. Omezeni NGS technik mize byt dano napf. obtiznosti sekvenovani
daného druhu ,,de novo“, ale napf. kombinace pfistupd Nanopore a Illumina sekvenovani
mohou tyto problémy piekonat.

RAPD/ISSR/AFLP- nestabilita , nizka opakovatelnost a reprodukovatelnost analyz, rovnéz
rozdily ve spektrech markeri v zavislosti na izolovaném pletivu a podminkéach kultivace.
Naro¢nost technik, mozna chyba v lidském faktoru, niz$i pocet markerti, vys§i cena za marker.

Phalaris arundinacea

5) V piipadé sbéru populaci Phalaris arundinacea mi neni jasné, jak se daji v terénu poznat
pivodni a neplivodni genotypy. Pokud chce autorka determinovat napf. miru introgrese
neptivodnich nebo kultivovanych populaci do populaci plivodnich, jak vi, Ze skute¢né pracuje
s &istou populaci, kterou pak muZe porovnavat s populacemi, které byly pod néjakym vlivem
zavle€enych, nepivodnich, jedinci.

Vychazelo se s dat kolegi z Univ. Minnesota — v rdmci jejich pfedchozich studii byly v oblasti
indianskych rezervaci v severni Minnesoté nalezeny izolované populace Phalaris arundinacea



oznacené jako ptivodni severoamerické populace. Tyto populace maji i odlisny ,,fenotyp* ,
nevytvafi masivni monokulturni porosty, tak jako populace ozna¢ované jako invazni — populace
Sifici se podél fek, silnic, zaristajici mokfady — opét tyto populace byly natipovany americkymi
kolegy. Populace z CR jsou povaZovény za nativni. Péstované genotypy — zahradni, picninafské
kultivary a genotypy pouZivané pro COV byly ziskany od $lechtiteld & genovych bank.

Myriophyllum sp.

6) Jak si autorka vysvétluje rozdilné velikosti genomi stejnych druhd v Severni Americe a
v Evropé€? Lisi se tito jedinci morfologicky?

Geograficka izolovanost je jednou z hlavnich pfi¢in vzniku novych taxoni, takZe je to
samoziejmé i jeden z faktori, ktery po ur¢ité dobé muze vést k rozdilné velikosti genomu.

U zminénych druhi jsme Zadné morfologické rozdily nepozorovali. Je ale tfeba uvazit, Ze jde
o rostliny, které maji zna¢nou fenotypovou plasticitu a za druhé nékteré kliCové znaky nejsou
vZdy k dispozici (hlavné kvéty a plody). Na morfometrice pracujeme.

7) Prace tykajici se rodu Myriophyllum sp. je zaloZena na obrovském mnoZstvi sesbiranych a
analyzovanych rostlin. Je $koda, Ze nebyla doposud opublikovana, protozZe vysledky jsou velmi
zajimavé a kvalitni. Mohla by autorka pohovofit o celkovém taxonomickém konceptu rodu ve
svétle zjisténych vysledku?

Ohledné taxonomickyho konceptu. Toto je véc, kterou se chystame udé€lat aZz "nakonec" - po
tom, co budeme mit reprezentativni pocet jedinci, které zpracujeme cytometricky, geneticky,
morfometricky. Dosud neznamou a nepopsanou diverzitu jsme zachytili a chystame se ji
opublikovat.

Pokud se ptate na celkové ¢lenéni rodu na podrody, sekce apod. rada bych poukézala na
publikovanou fylogenezi Myriophyllum L. (Moody & Les 2007). NaSe vysledky na této
fylogenezi aZ tolik nezméni, i proto, Ze Upln€ nejvétsi diverzita stolistkidl je v Australii a za
druhé, Ze tato studie zahrnuje téméf vSechny druhy tohoto rodu.



Otazky od oponentu- doc. Dr. Ing. Pavel Vejl

1) Které mokfadni rostliny se vysazuji jako medonosné a maji schopnost se stat invaznimi

— strana 18?

Mezi medonosné rostliny, které maji schopnost stat se invaznimi bych zafadila:
Kiidlatka japonska, kiidlatka sachalinska

Topoly

Kyprej vrbice

2) MiiZete bliZe charakterizovat, o jaké utoéniky se jedna, mezi kterymi existuje synergické

interakce — strana 16?

Jedna se pouze o hypotézu, kdy uvazuji nad uréitou kooperaci invaznich druhd, ktera mtize vést
k rychlejsi adaptaci zavleceného druhu, ¢ zvySeni efektivnosti. Touto synergii mohou

organismy docilit napf. prostoru pro expanzi, vymizeni jiného druhu, ktery jim branil v expanzi.

3) Na strané 19 definujete populaci a uvadite, Ze jedinci populace mimo jiné pochazeji ze

spole¢ného piedka. MiiZete toto tvrzeni bliZe specifikovat?

Toto tvrzeni jsem nezvolila §fastné a nepovaZovala bych ho za definici populace. Samoziejmé,
Ze populace miZe vzniknout ze dvou jedincti a tudiZ nasledujici generace budou mit spole¢ného
predka, ale nepovaZovala bych to za pravidlo. ,,Populace je soubor vech jedinci stejného
druhu, ktefi ve stejném Ease existuji na stejném misté a navzijem si vyméiiuji genetickou

informaci. Dale uvazujeme, Ze jedinci se mezi sebou mohou volné kfizit”
4) Na strané 19 uvadite, Ze mutace vytvaii tok gend. Jakym zptisobem?
Chaépala jsem problematiku toku gent, pohybu genti mezi populacemi, jako evolu¢ni proces,

ktery pfinasi potencionalné nové alely do populace a timto charakterem je tento jev obdobny

mutaci.
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5) Jaky je nejbéznéjsi esky ekvivalent anglického terminu ,,bottleneck effect“?
Efekt hrdla lahve. Dochazi k nému pfi prudkém poklesu poétu jedincd v populaci. P¥i tomto

ne¢ekaném ziZeni populace dojde k poklesu gen. diverzity.
6) Jak si pfedstavuje michani populaci — strana 19?

Uvadim zde “.....kdy potencidlné uspésny geneticky material vznikd nejc¢astéji smichanim
odli$nych zdrojovych populaci, mezidruhovym, ¢i vnitrodruhovym kfiZzenim a pravé tento
pooling vede k vy$§imu stupni diverzity.” Za michani populaci si pfedstavuji proces, kdy se
smichaji dvé geneticky odlisn€ populace, napf. piekonaji geografické bariéry, a nasledna

mezidruhova, ¢i vnitrodruhova hybridizace miZe poskytnou Zadouci geneticky material.

7) Na strané 19 uvadite dvé protichidné informace. Nejprve tvrdite, Ze rekombinace a
kfiZeni jedinci vedou k zvySovani genetické diverzity. Nasledné pak uvadite, Ze toto k¥iZeni

muzZe vést khomogenizacim. MiZete prosim tato protichidnd tvrzeni objasnit?

Ano uvadim, protoZe tyto situace, dle mého, mohou nastat. Tak jako mtiZe nastat obohaceni
genetické variability, tak muiZe nastat pfipad, kdy dojde k homogenizaci geograficky
oddélenych populaci.

8) Uved'te prosim, jakym mechanismem geneticky drift a hybridizace zplisobuji selekéni
tlak — strana 20. Vysvétluji jiZ u prof. Mandaka

9) Na strané 21 zmiiiuje problémy se segregaci chromozémt do gamet u vzdalenych
| hybridd a uvadite, Ze hybrid tento problém fesi zdvojenim chromozomové sadky. Skutené si

hybridni jedinec miZe sam cilené zdvojit pocet chromozémi s cilem stat se fertilnim?

Cilené tento proces navozuje $lechtitel napf. pfi vzdalené hybridizaci a polyploidizaci vzniklych
sterilnich hybridd. V pfirodé miZe po vzdalené hybridizaci dojit k spontanni ,,polyploidizaci*
— tvorbou neredukovanych gamet a splynutim téchto neredukovanych gamet.



10)  Jak si vysvétlujete vy$si zastoupeni apomixie u polyploidnich druht - strana 22?

Pfi apomixii se rostlina rozmnoZuje, aniZ by do$lo ke splynuti gamet, takZe pohlavni proces
zcela ¢i do znaéné miry vymizi. U hybridnich polyploidi je pomémé velké riziko, Ze budou mit
sniZenou fertilitu, takovy druh by za normalnich okolnosti nemél $anci tvofit semena. Apomixie
je tudiZ zpiisob, jak i za takovych podminek tvofit semena (mechanismus, ktery jim pomiiZe se
rozsifit, neZ by zanikli, protoZe je zde $ance, Ze napf. polyploidni rostlina v mofi diploidnich

rostlin se nema s kym rozmnoZzovat, tak voli tuto cestu- napf. jestfabnik, ostruZinik).

11) Na stran€ 23 uvadite, Ze pro studium diverzity jsou vyuzZiviny zejména DNA
polymorfismy. Pokuste se charakterizovat metodicky postup hodnoceni diverzity na urovni
RNA.

Zvolila bych metodu sekvenovani transkriptomu — napf. ptistup RNA-seq. Pii této metodé se
misto kompletniho genomu zjistuje sekvence pouze aktivnich gend, tedy gend, které jsou v
buiikach v danou chvili pfepisovany do medidtorové RNA (mRNA) a piekladany do proteint.
Vyhoda sekvenace transkriptomii oproti celym genomum spociva v ziskani sekvenci geni bez

balastni (nepotfebné) nekodujici ¢asti genomoveé DNA.

12)  Nastranich 25 a 26 charakterizujete polymorfismy jaderné rDNA. Co znamena, Ze tyto
oblasti genomu podléhaji koncertované evoluci? Pro¢ 1ze markery lokalizované v oblasti IDNA
pouZit i u relativné starého biologického materialu, jako jsou herbafové polozky uvedené na
strané 26?7

Ribozomalni jaderna DNA (nrDNA) je v genomu v né&kolika stovkach aZ tisicich kopii v
nékolika lokusech. Zakladni stavebni jednotka ntDNA je usek ITS nesouci geny pro
ribozoméalni DNA. Ribozomalni DNA se na potomstvo pfenasi biparentlné, tedy potomek nese
kopie obou rodi¢l, které se mohou liit, coz komplikuje fylogenetické analyzy. Nicméné je
Znamo, Ze tyto kopie se v ramci jedince postupem ¢asu homogenizuji do jedné sekvence. Tento

jev se nazyva koncertovana evoluce (Elder et Turner, 1995). U hybridnich taxont, kde jesté

nedoslo k uplné homogenizaci tohoto useku je mozné (napf. pomoci rozklonovani) zjistit obé
rodiovské varianty sekvence a tim tvofit hypotézy o moZnych rodi¢ich. Vzhledem k variabilité
tohoto tiseku je ITS vhodny pfedevsim pro studium na mezidruhové a mezirodové urovni (Krak,
2011). DNA je u herbafovych poloZek ¢asto degradovana (stafim, nevhodnych skladovanim,
pouzitymi postupy konzervace), miiZeme ale izolovat a amplifikovat vysoce repetitivni regiony

jako je napi. IDNA nebo organelové genomy.



13)  DNA barcoding je u fady biologickych druhi zaloZen na druhové specifickych sekvenci
mtCox1 genu. V em spocivaji vyhody a nevyhody tohoto systému pii studiu variability
populaci?

Mitochondridlni DNA se vyznacuje pfedev§im maternilni dédiénosti a na jejim zakladé lze
urcovat napf. migrace populaci, pfedky. Nevyhody jsou, Ze jakmile se v mtDNA objevi mutace,

je pfedavana dal v linii.

14)  Dovolim si tvrdit, Ze v roce 2019 jsou techniky celogenomickych sekvenaci povaZovany
za bé&Zny nastroj pro hodnoceni genomi riznych organismi. Proto mé piipada zcela
nedostate¢né, Ze tyto typy analyz jsou v literarni reSers$i zminény pouze jednim slovem. Mizete
prosim uvést, které techniky NGS jsou pouZivany nebo které by byly vhodné pro hodnoceni

genomu invaznich rostlin?

Sekvenovani dal$i generace je vynikajici nastroj, ktery umoziiuje sekvenovat bud cely genom,
nebo jeho Easti, které jsou v dané chvili pfedmétem studia. Tyto metody umoziuji predevsim
rychlou a cenové piiznivou produkci velkého mnoZstvi osekvenovanych vzorki najednou.
Vyuziva se principu paralelizace procesu sekvenovani, kdy dochazi k sekvenovani tisict az
milionti sekvenci soucasné. Nevyhodou v§ak je kratka maximalni délka vyslednych sekvenci
(100-500bazi/Sangerova metoda az 1000 bazi) . VSechny tyto metody se daji vyuzit k
vyhledavani mutaci, SNP(vyhledavani vSech alel dan¢ho gmu), genotypizaci a mnoho dalsiho.

e 454 sekvenovani, Ion Torrent, [llumina, SOLiD/ PacBio-SMRT, Nanopore

15)  Na strané 38 pfedpokladate simulaci stejnych podminek v okoli ¢eskych a americkych
fek. Byly podminky skute¢né stejné? Jak byla naptiklad ovéfena shoda ptidnich a klimatickych
podminek?

Simulace podminek byla myslena tak, Ze vSechny. péstované rostliny v naidobovém pokusu

mély stejné podminky.

16)  Jaké jsou predpoklady pro pouZiti metod ANOVA a GLM pii hodnoceni variability
kvantitativnich znakt. Jak byly tyto pfedpoklady ve Vasi diserta¢ni praci hodnoceny a s jakym
vysledkem — strana 40?



Jednorozmérné analyza rozptylu (ANOVA) - model analyzy rozptylu je specialnim piipadem
obecného linearniho modelu (GLM). Predpoklady pro pouZiti metody ANOVA: 1. Nezavislé
vybéry (skupiny) 2. Normélni rozdéleni dat 3. Homogenni rozptyly uvnité skupin. Ovéfeni
predpokladu: testy normality, test homogenity rozptyli (Bartlettliv test, Bartlett-Boxiv test).
Statistika byla provadéna kolegou Michaelem F. Nelsonem z Univ. Minnesota a ja jsem dodala
primarni data a Michael poskytl zpracované statistiky.

17)  Jakym zpisobem byly Cerstvé rostliny stolistku z celé Evropy odeslany do laboratofe
pritokové cytometrie AV CR v Prithonicich — strany 83 a 84?

Ze sbéri z USA byly rostliny posilany do laboratofe pomoci sluzby Fedex, stejné tak tomu bylo
i u rostlin z VB (zabalené do vihkého papiru v zipovych saccich). U sbéru ze Skandinéavie byly
rostliny uchovavany v mobilni lednici, kdy pfedtim byly fadné ocistény a oznaceny. Po

navraceni se z cest, byly okamZité analyzovany v laboratofi pritokové cytometrie.

18) Jaké byly piiblizné cenové naklady na stanoveni ploidie u 2650 jedinci rodu
Mpyriophyllum?
Cena cytometrické analyzy je v fadu korun za analyzu/ na vzorek. Pokud do ceny nepromitame

pofizovaci cenu piistroje.

19)  Vysvétlete prosim termin oktoloidni karyotyp uvedeny na strané 94.
Na strané 94 hovofim o stanoveni celkem 5 ploidnich urovni-diploidni, tetraploidni,

hexaploidni, oktoploidni a nonaploidni. Doslo zde k pfeklepu. Omlouvam se.

20)  Jak dlouho trvala extrakce genomické DNA metodou CTAB u piibliznych 6000 vzorkt
uvedenych na strané& 96? '

6000 vzorki bylo sesbirano. U kazdé populace, byly vytipovani 3-4 jedinci, u kterych probihala
samotna extrakce. V soucasné dobé je vyextrahovano pies 2500 vzorki a hrubym odhadem to
po kaZdém sbéru trvalo dva aZ tfi mésice danou sadu vyextrahovat.

21)  V soucdasné dobé je standardni ziskané sekvence, které jsou zmifiovany ve védeckych i
disertagnich praci zvefejnit napiiklad pomoci databaze NCBI s cilem piedlozeni vérohodnych
vysledkli. Kde byly zvefejnény Vase vysledky sekvenacnich analyz rDNA oblasti ¢i useki
chloroplastového genomu — strana 96?

Nebyly zvefejnény, ke zvefejnéni v databazi NCBI dojde.



22)  Jaké typy mutaci byly charakteristické pro oblasti DNA? Vzhledem k rozsahu
analyzovanych druhi a populaci Ize pfedpokladat i vyskyt inzeréné-dele¢nich polymorfisma.
Jakym zpusobem jste vyfeSila vyhodnoceni téchto polymorfismi pfi pfimé amplikonové
sekvenaci?

Nachazel se zde bodovy polymorfismus-substituce, inzerce, delece jednotlivych bazi

U druhu M. aquaticum se objevila delece 10 nukleotidi, ktera byla pro tento druh specificka
Sekvenanéni data byla zpracovana v programu Geneious, kde byl proveden alignment sekvenci
a zde jsem hodnotila kvalitu sekvenace a jeji vyhodnoceni.

Pouzili jsme postup jiz dfive vyuZity pro hodnoceni rDNA a cpDNA sekvenci Phalaris,
Lythrum, Phragmites a Gymnadenia.

23)  Na strané 96 se zmifujete o neexistujicim fylogenetickém stromu — obrazek 12. Jakym
zpusobem jste oSetfila mozné prostorové konformace rRNA, které vznikaji transkripci IDNA
regionu? Jakym zpisobem bylo provedeno zakofenéni stromu? Jaky genotyp byl pouZit jako

,outgroup*?

Mozné prostorové konformace vtomto pfipadé nebyly oSetfeny, byla porovnavana pouze
sekvenéni shoda, pro porovnani struktury rRNA by bylo mozné pouzit napf. programu
MFOLD. Jako outgroup jsme vybirali stolistkim nejpodobnéjsi taxon a zvolili jsme Haloragis

erecta.

24)  Zavér prace by mél obsahovat jasné odpovédi, které védecké hypotézy byly potvrzeny
&i vyvraceny. Tyto zavéry by mély byt naleZité statisticky potvrzeny. MiiZete prosim stru¢né
charakterizovat hodnoceni jednotlivych védeckych hypotéz véetné statistickych dikazi?

e Zhodnoceni genetické variability komerénich a okrasnych kultivari a piivodnich
populaci chrastice rakosovité. Rozsah genetické variability u vzorki z Minnesoty
(kultivarti i vzorkl z invaznich populaci a extenzivnich ploch) je o cca 10% nizsi nez-
li je tomu u ¢eského materialu.

e Posoudit vhodnost technik ISSR markert pro odliSeni komerénich kultivart a rostlin z
invaznich a nativnich populaci.
Ano, je mozné vyuZit molekularni analyzu/markery pro hodnoceni rozsahu genetické
variability? Ano. je mozné vyuZit molekudlmich markerd. Tyto vysledky byly .
publikované v obou pracech, tykajicich se Phalaris arundinacea.

e Lisi se nativni a invazni populace stolistki velikosti genomu a urovni cytotypové
variability? Velikost genomu (2C) se pohybovala v rozmezi od 0,41 pg u diploidniho
M. humile (2n = 14) do 2,66 pg u nonaploidniho M. sibiricum (2n = 63). Cytotypova



heterogenita byla zjisténa u 4 populaci. U vSech druhi, zafazenych do datasetu, byl
urcen ploidni stupe, ktery byl ovéien karyologicky.

Je vinvaznich populacich mens$i rozsah genetické variability v disledku ,.efektu
zakladatele“? Je patrne Ze rozsah geneticke variability u severoamerickych populaci je
Stanovit velikost genomu a ploidni drovéii v populacich stolistku pomoci metody
priitokové cytometrie. Ano, tento cil byl splnén, byla optimalizovana metoda FCM pro
zjiSténi velikosti genomu a vyskytu cytotypu u stolistka.

Provést analyzu molekulamich markeri a vyhodnotit rozsah genetické variability ve
sledovanych populacich chrastice a stolistku. Ano, tento cil byl splnén -byly provedeny
analyzy molekularnich markert u obou modelovych rostlin.

Prosim doktorandku, aby se vyjadtila, jaky byl jeji podil (%) na nasledu_|1c1ch metodickych
postupech a ziskanych vysledcich:

Odbér vzorki- Phalaris v terénu 50%, prace v BU Tieboi téméf 80%, Myriophyllum v
terénu- 70%

Izolace DNA-70%, Cytometrické analyzy 70%

Optimalizace amplifikace vybranych jadernych a mitochondrialnich markerii-50%
SSR a ISSR analyzy- SSR analyzy 50%, ISSR analyzy 80%

SSR genotypovani-20%

Piiprava vzorki pro sekvenaéni analyzy-100%

Korekce a editace ziskanych sekvenci-40%

Hodnoceni variability vybranych znakii-30%

Statistické hodnoceni molekularnich dat z hlediska popula¢ni genetiky-40%
Statistické hodnoceni kvantitativnich znakil pouZitych pro deskripci vzorki-20%

Fylogenetické analyzy-30%
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Zapis z pribéhu obhajob doktorskych disertacnich praci — OR ZemédéIské biotechnologie

Tereza Kavova
26.4.2019

Zahajeni — prof. Pokorny, predstaveni komise a disertantky, CV, publikace, granty
T. Kdvova — prezentace vysledkt disertacni prace

posudky oponentu:
1. prof. Cizkovéa
2. doc. Vejl
3. prof. Mandéak

odpovédi na posudky oponentu:
prof. Cizkova — otazky a dotazy oponentky zodpovézeny, oponentka uvedla, Ze by vysledky
mély byt publikovany v dalSich pracech
doc. Vejl — zodpovézeno, formalni pfipominka k poctu publikaci uvedenych v disertaci a
formalni upravé ceskych komentu — bude opraveno v podobé opravného listu
prof. Manddk — dotazy zodpovézeny

védeckd rozprava:

prof. Pokorny — osvétlete terminy imigrace, emigrace

doc. Vejl — vyhody a nevyho dy NGS, emtodicky postup

doc. Vejl - lze zjistit vysledky NGS sekvenovani - v pfipadé jesté nepublikovanych a
neanotovanych genomii

doc. Vejl - co to je ITS, co to je koncertovana evoluce :

doc. Vejl — co je prvnim krokem pfi fylogenetické analyze, Ize analyzu provadét nejen podle
sekvence ale i podle strukrury RNA?

doc. Vejl - jak se identifikovaly haplotyty? heterozygoti?

Doc. Vejl — znate mokradni ptaky?

DOC. Repkova — provédela se FISH analyza?

prof. Cizkova — kde je uloena bionaka sbérd

prof. Citek — byla sledovana zavislost velikosti genomu na severojiznim gradientu?

doc. Vejl - vyhody metody CTAB

Ing. Klima — pro¢ mokfady fadime mezi biotopy néachylné k invazi?

disertantka zodpovédéla na viechny dotazy, lenové komise i oponenti vyslovili souhlas
s urovni odpovédi, do disertace bude vioZen opravny list — opraveny formalni chyby a
doplinén souhlas od spoluautort a fesitell projektu s publikovanim dat a uvedenim
podilu vlastni prace

prof. Pokorny — zhodnoceni prib&hu obhajoby, hlasovani



