ZAapis z priibéhu obhajoby disertaéni prace Mgr. Miroslavy Karafidtové konané
dne 16. zari 2014

Doktorsky studijni program: P1527 BIOLOGIE
Studijni obor: BOTANIKA

Téma:
,»Cytogenetické mapovani genomit hospodaisky vyznamnych plodin®
Obhajoba se konala dne 16. za¥{ 2014 v 10,00 hodin ve Velké zasedaci mistnosti

Ustavu experimentalni botaniky AV CR, v.v.i., Slechtiteli 31, 78375 Olomouc-Holice

Komise se sedla v celkovém poétu 10 &lentl véetn€ 2 oponentl:

Predseda: prof. Ing. Ale§ Lebeda, DrSc. (UP, Olomouc)
Mistopiedseda: prof. RNDr. Boris Vyskot, DrSc. (BFU, Brno)
Clenové: prof. RNDr. Jit{ Fajkus, CSc. (MU, Brno)

prof. Milan Navratil, CSe. (UP, Olomouc)
prof. RNDr. Zden&k Opatrny, CSc. (UK, Praha)

- omluven
prof. Ing. Miroslav Strnad, CSc., DSc. (UP, Olomouc)
doc. RNDr. Martin Fellner, Ph.D. (UP, Olomouc)
doc. Mgr. Petr Galuszka, Ph.D. (UP, Olomouc)
doc. RNDr. Vladan Ondfej, Ph.D. (UP, Olomouc)

Oponenti: doc. Martin Lysdk, Ph.D. (MU, Brno)
Ing. Pavel Neumann, Ph.D. (BC, Ceské Budgjovice)
- omluven

RNDr. Jifi Siroky, CSe. (BFU, Brno)
Skolitel: Mgr. Jan Barto$, Ph.D.

Prbeh obhajoby fidil pfedseda disertaéni komise prof. Ing. Ale§ Lebeda, DrSc. Po uvitani
Gdastnikdt vefejné &asti obhajoby sezndmil pfedseda komise piftomné se stru¢nym
Zivotopisem Mgr. Miroslavy Karafiatové. Dale prof. Lebeda pfednes! stanovisko Skolictho
pracovist¢ (Katedra botaniky PIlF UP a Ustav experimentélnf botaniky AV CR, v.vi ).
Nasledn® Mgr. Jan Barto$, Ph.D. piednes! stanovisko Skolitele. Poté se ujala slova
doktorandka Megr. M. Karafidtovd a prednesla pfednasku o tématu své disertalni prace,
kterd trvala piiblizné 20 minut. Doktorandka vyuZila k prezentaci vysledkl dataprojektor.
Béhem obhajoby kolovaly mezi piftomnymi exemplafe disertatni prace a autoreferaty.

Dale oponenti -  doc. Martin Lysak, Ph.D. a RNDr. Ji{ Siroky, CSc. -  pfednesli své
posudky. Za nepfitomného Ing. Pavla Neumanna, Ph.D. pfe€etl oponentsky posudek prof.
Ing. Ale¥ Lebeda, DrSc.

Doktorandka postupne odpovidala na pripommky a dotazy jednotlivych oponentt. Tyto
odpovédi méla rovnéz pisemné zpracovany a jsou soudasti tohoto zapisu.



Vyjéd¥eni k pfipominkdm oponentii k disertaéni praci Mgr. Miroslavy
Karafidtové

»Cytogenetic analysis of crop genomes*

Ing. Pavel Neumann, Ph.D.

Piipominka 1: Podrobné jsou vysledky popsany a zasazeny do SirSiho kontextu ve
étyfech védeckych &lancich publikovanych v impaktovanych dasopisech a jednom
hotovém rukopise. U dvou z téchto praci je doktorandka uvedena jako hlavni autor.
Bylo by nicméné vhodné kdyby doktorandka béhem obhajoby bliZze specifikovala sviij
podil na jednotlivych experimentech ¢i vysledcich.

Komentdf 1: U prvoautorské publikace tykajici se lokalizace jednokopiovych oblasti
v centromerické oblasti 7H je¢mene jsem autorkou veSkerych cytogenetickych experimenrfl.'
Dopliiujici bicinformatické analyzy jsem zpracovala s pomoci svého Skolitele Mgr. Jana
Bartofe, Ph.D. V publikaci zamé&fené na chromosome painting jsem s v{jimkou izolace
genovych sekvenci z &ipu a t¥{déni chromozémii také providdé€la vSechny potiebné
experimenty od izolace DNA, pfes pfipravu sond a blokovacich DNA aZ po mikroskopii. U
spoluantorské publikace analyzujici distribuci homoelognich rekombinaci u kostfavy luéni a
jilku mnohokvétého jsem byla odpov&dna za detekei rekombinantd pomoc{ GISH techniky a
déle jsem provadéla méfeni velikosti vnesenych tsekt s ndslednym statistickym zpracovanim
ziskanych dat. V publikaci v€nujici se porovndni genomi dvou variet cizrny berani jsem
autorkou zikladnf cytogenetické charakteristiky chromozdémii obou genoml a také jsem
pomoci FISH kontrolovala €istotu tiidénych frakei chromozém pro sekvenovani. V posledni
praci jsem po sekvenoviani 4F chromozému lokalizovala metodou FISH vytipované

tandemové repetice na chromozdm izolovany pratokovou cytometrif,

Otazka 1: V praci Karafidtova a kol. (2013) jste ukazali, Ze velmi dileZitou roli pfi
detekci relativné kratkych (ca 3kb) unikdtnich sekvenci hraje typ flnorochromu. Nejlépe
se osvédéil fluorochrom ,,Texas Red®. Na druhé strané sondy znatené pomoci Alexa488
nebyly detekovatelné, ackoli tento fluorochrom ma podobnou hodnotou QY jako Texas

Red. Jaké jiné faktm:y nez je QY by teoreticky mohly byt klicové pro vyuZitelnost



urditého fluorochromu pro tspésmou detekei unikatnich sekvenci? Jsou v literatuie
popsany tspéiné experimenty s pfimou detekcf unikatnich sekvenci o velikosti ca 3 kb

pomoci sondy znacené jinym fluorochromem nez je Texas Red?

Odpovéd’: Velmi dlleZitym parametrem je krome& QY velifina nazyvané extinkéni koeficient
(), ktery souvisi s chemickou strukturou fluorochromu a znaéi, kolik fotond je dand ldtka
schopna absorbovat. Cim vice fotonit fluorochrom absorbuje, tim vice jich miiZe emitovat,
coZ pfispivd kjasngjfimu signdlu. V piipad¢ zmitiovanych fluorochromti je hodnota
extink&niho koeficientu 71000 cm™M™ pro Alexa488 a 85000 cm™M™! pro Texas Red. Z toho
je patrné, Ze Texas Red je schopen pohltit vice fotontl a proto je signal Texas Red pfi stejném
kvantovém vytézku jasn€jsi. Dal§imi stéZejnimi parametry jsou jisté velikost, tvar & polarita
molekuly fluorochromu, coZ miiZe umoZnit za¢lenéni vice jeho molekul do sondy, kterd by ve
vysledku emitovala jasn&jsi signdl. Detekce sond krat§ich nez 10 kb je tak stdle spiSe
ojedindlou zaleZitosti a v t&ch mdlo publikovanych studiich zabyvajicich se lokalizaci takto
malych sond byl pouZit vidy Texas Red fluorochrom (Danilova et al., 2014), piip. nepfimé

znaceni pomocf biotinu (Fusch and Schubert, 1995).

Otazka 2: Detekce kratkych unikdtnich sekveﬂci na chromozémech predstavuje casto
problém i v laboratofich, kde je metoda FISH dobie zab&hnuti. Stiva se dokonce, Ze
dva kolegové ve stejné laborato¥i pestupujici podle stejného protokolu stabilné desahuji
vysledkii velmi rozdilné kvality. To svédéi o tom, Ze nékteré v protokolech chybégjici
detaily mohou hrat velmi podstatnou roli. Coe kromé typu znadeni sondy povazujete za
kli¢ové pro 1ispéSnou detekci? Lisi se néjak protokol pro detekci unikatnich sekvenci od

MW A

»beZného* protokolu pro FISH?

Odpovéd: Kromé postfixaéniho kroku, kdy jsou prepardty oSetfeny 4% roztokem
formaldehydu, se protokol nijak vyrazn€ neli¥i od klasického protokolu, ktery jinak b&Zn&
kvalitu sondy. U idedlnich preparath je nutné odstranit veSkerou residudlni cytoplasmu, kierd
by mohla komplikovat detekci signdlu. U sondy je pak rozhodujici jeji koncentrace,

specifi¢nost a zvoleny typ fluorochromu.



Otazka 3: Velmi nizk4 reprodukovatelnost metody WCP u je¢mene je bohuZel pomé&rng
vA¥nou vadou na Krase unikatniho postupu. Kde vidite nejvétsi prostor pro zlepSeni? Co
piesné je myileno jednim experimentem, kdyZ piSete, Ze pouze 10 % experimentit bylo

lispéSnych (nova sonda i blokovaci DNA, nebo t¥eba jen jedna z komponent mixn nova)?

Odpovéd: Vzhledem ktomu, Ze pfevdind vétfina experimentl konila nespecifickym
signdlem na viech chromozémech, tak pfedpokldddm, Ze jisté rezervy by mohly byt
v pouZivanych blokovacich DNA. V recentnf analyze sekvenci obsaZenych v sond€ jsme
zjistili, 7e oproti pivodnim pfedpokladdm jsou v sekvencich pfekvapivé péti procenty
zastoupeny i repetitivni sekvence. Oproti plvodnimu obsahu repetic v genomu jedmene je to
sice mnoZstvi zanedbatelné, ale stile dostate¢né, aby mohlo zptsobovat komplikace v takto
ndrodném experimentu. Toto zji¥téni otevird dal§i moZnost obohatit blokovaci DNA
specificky o nejvice zastoupené skupiny repetic a potlacit tak pozadi, které pravdépodobné
zpisobuji. Koncentrace blokovacich DNA jsou také znaén€ vysoké s ¢imZ souvisi i viskozita
vyslednych roztokd a problémy pfi rozpousténi pelet DNA po pfesrdZeni. Pfedpokladdm, Ze
findini roztok blokovaci DNA nemusi byt homogenni a tedy koncentrace blokovaci DNA
v jednotlivych reakcich se miZe lisit, coZ miiZe mit esencidlni vliv na vysledny signal.

U druhé &asti otdzky jde nejspie o nedorozuméni. Touto formulac jsem chtéla zduraznit, Ze i
v ptipadg, kdy jsem se snaZila eliminovat mnoZstvi proménnych v experimentech a pouZila
jsem napf. v deseti experimentech za sebou naprosto totoZzné chemikdlie a aliquoty, tak pouze

jeden z deseti pokust byl isp&sny.

RNDr. Jifi Siroky, CSc.

Pripominka 1: N&které ilustrace v vvodni &isti jsou ponfkud nepiehledné,
p¥inejmensim jim chybf legenda. To plati napiiklad pro tabulku na stran€ 26; i kdyz je
prevzati z literatury, terminy jako MDR & WGS nejsou vysvétleny a tak je tabulka pro

ttendie malo srozumitelna. Podobng je tomu na obriazku na strané 45.

S piipominkou naprosto souhlasim. Viechny zkratky pouZité v textu vysvétleny jsou, ale uZ
jsem opomné&la do nich zahrnout i zkratky objevujici se v ilustracich. Zde je dodateéné

doplnéni kapitoly 6 LIST OF ABBREVIATIONS...



EdU — ethynyl-deoxyuridin

NUBI-R — maize knob probe

MCCY - maize centromeric probe
MDR — mathematically defined repeats
WGS — whole genome shotgun

Pripominka 2: Vyhrady mdm také ke dvéma odstaveim nazvanym "General
Conclusion". O¢ekaval bych néjaké kritické shrnuti dosaZenjch vysledkii ve svétle

recentni literatury, prosté néjaké poctenicko.

Koment4: Jist® bylo moZné takovéto shrnuti napsat. Vzhledem k tomu, Ze veSkeré vysledky,
které byly soudasti disertalni préce, jsou velmi podrobn€ shrnuty a diskutovany v
jednotlivyich publikacich, kde maji pfimou névaznost na pouZitou metodiku a jsou jasné dané
do souvislosti s moZnymi aplikacemi a navazujicim vyzkumem, jsem se zvolila pouze

obecnéj§i formu shrnuti.

Otazka 1: V publikaci Karafidtovd a kol. (2013) se poda¥ilo brilantné vizualizovat
pom&rné velmi kratké jednokopiové oblasti na chromosomech jefmene. Nicméné,
ojedinéle se vyskytly slabé signily i na neotekdvanfch mistech v genomu - na jinych
chromosomech. Autorka se domnivd, Ze se jednd o &isteCmou homologii. Zde bych
namitl, 7¢ se bude jednat o viseky natolik kratké, Ze by jejich detekce méla byt pod

rozliSovaci schopnosti metody. Navrhuje disertantka néjaké jiné vysvétleni?

Odpovéd: Zde bych si dovolila pln& nesouhlasit. VSechny signdly, kieré se vyskytovaly na
jinych mistech, byly vZdy slabii ne¥ signdl origindlni, coZ naznaduje, Ze homologni tiseky
jsou ve vysledku krat¥{ neZ plvodni{ sonda. Pfedpokldddme, Ze duplikované signaly
nepochézeji ze sekvenci s ndhodou homologii, ale z duplikovanych kopif pivodniho genu. Na
utvdfeni genomtt obilovin z &eledi Triticeae se v prib&hu evoluce vyrazné podilely rizng
rozs4hlé duplikace, diky emu? se v téchto genomech objevuje velké mnoZstvi duplikovanych
genil. Soudasna sekvence téchto duplikovanych gend neni jisté naprosto totoZnd se sekvenci
pivodniho genu, ale v n&kterych krat¥ich oblastech si zachovali dostate€nou miru homologie,
kter4 mitze vykazovat afinitu k sondg. Je pravda, Ze homologické sekvence kratsi neZ 1-1,5 kb
jsou velmi pravd&podobng na hranici rozli§ovaci schopnosti metody, ale jejich detekce moZna

je, i kdyZ s niZ¥f spolehlivosti, jak popisuje Danilova et al. (2014) v prici, kde lokalizovali



c¢DNA klony na metafdzni chromozdmy pSenice a nejkratsi detekovanou sondoun byla cDNA o
délce pouhych 1,1 kb. Proto pfedpokldddm, Ze homologie, které maji i jen poloviéni{ délku

oproti plivodni sond€, mohou byt viditeIné.

Otazka 2: Jak velk§ rozdil (ve smyslu repetic a jednokopiové DNA) je v obou

blokovacich DNAs pouzitych v protokolu chromoesome paintingu?

Odpovéd’: Blokovaci DNA typu Cot obsahuje repetitivni sekvence. SloZeni této blokovaci
DNA vychézi z pravidla reasociace ssDNA, u kterého plati, Ze nejrychleji se zpét do
dvouvldknové formy pdruji sekvence, které jsou nejvice abundantni, tedy pritomny
v nejvatiim mnostvi kopif.  Cislo frakce pak koreluje s dobou reasociace. Tedy v Cot-1
budou zastoupeny jen ty nejéetnd;3i repetice, které se stihly sparovat v kratSim Case, zatimco v
Cot-100 se reasociovaly i sekvence s mensim poctem kopii. Nereasociované sekvence, tedy ty
nejméng podetné aZz unikatni, jsou po reasociaci odsiranény a nejsou tedy soudasti blokovaci
DNA. Naopak blokovaci DNA z tf{dénych chromozémil je pfipravovdna klasicky jako
z genomové DNA napf. u GISH, kde jsou zastoupeny vSechny sekvence nezivisle na jejich
detnosti v genomu a tato blokovac{ DNA pak mitiZe potladit i pfipadny nespecificky signal

pochédzejici z homolognich sekvenci na jinych chromozémech.

doc. Mgr. Martin Lysak, Ph.D

Pripominka 1: Jedna &ist popisuje jaderny genom rostlin. Tato &ast price by podle
mého ndzoru mohla byt obsahlejsi, propracovanéj$i a 1épe osvédéujici autoréinu znalost
problematiky. ZardZejici je absence citaci u mmoha zminénych faktii (nap¥. str. 21

neobsahuje jedinou citaci.

Komentdf: Ano, souhlasim, Z7e nékteré kapitoly v disertaci by si zaslouZily dostat vice
prostoru, ale literarni pfehled je i tak v pfedklddané préci zastoupen na 35 stranéch.
S ohledem na to aby rozsah literdrniho pfehledu neustédle nenariistal jsem se bohuZel musela
omezit pouze na hlavni fakta a st€Zejn{ témata. Kvili limitované délce dvodu nebylo tedy
mo¥né viem zajimavym a Easto logicky navaznjicim tématiim vénovat dostatedny prostor. Ze
stejného diivodu nebylo moZné se zabyvat n¥kteron dal¥f problematikou (napf. kolinearitou

ptibuznych genom), kterd by literdam{ ptehled jist€ vhodn& doplnila.



Také pripoustim, Ze v disertatni praci by mélo byt citaci rad&ji vice nez méné. Nektera fakta a

informace mi pravd&podobng pfisla natolik zékladni, Ze jsem myln¢ nepovaZovala za nutné je

podpofit referenci.

Pripominka 2: Cést 2.3 se zab§va popisem nejdileZitjSich Klasickych i modernich
cytogenetickych metod. Zatimco historické exkurzy do oblasti cytegenetiky savcii jsou
sympatické, postradal jsem ¢ast o piipravé hybridizanich sond vychazejici z analyz
next-generation dat, stejné jako obsdhlejSi rozbor srovmavaci cytogenetiky rostlin
(srovnavaci mezidruhova FISH/painting). Autorka zde ignorovala pomérné rozsihly

pocet praci z eledi lilkovitych, brukvovitych aj.

Koment4¥: Souhlasfm, e vzhledem k tomu, %e ,,chromosome painting® predstavuje jedno ze
dvou st&Zejnich témat disertadni préace, kapitola vénovan4 této problematice mohla byt delsf a
lépe propracovand. Zaméfila jsem se pfedeviim na piivod a sekvenénf podstatu paintingovych
sond a price na zmifiovanych eledich vyuZivaji stejny typ sond jako citovand price na
A.thaliana (Lysdk et al., 2001), zdstupce z &eledi bruktovitych. Nicméné komparativni
mezidruhovd hybridizace (CCH) je bezesporu velmi zajimavou variantou chromosome
paintingu a urité¢ méla byt v textu zmindna. Komparativn{ chromosome painting (CCP)
ptedstavuje velice efektni metodu studia p¥fbuznosti druhi a evoluci jejich genomi, pfi které
je sonda specifickd pro jeden chromozém jednoho drubu hybridizovéna proti genomu druhu
piibuzného. Metoda je vhodna pfedeviim pro studium allopolyploidnich druhil s malymi

genomy a je velmi propracovand zejména v ramci eledi Brassicaceae.

V Olomouci dne 4} G . ;Ze?ﬁ é
. a4

Mgr. Miroslava Karafiatova



Z4pis z volné diskuse obhajoby disertacni prace
Mgr. Miroslavy Karafiatové

prof. RNDr. Jifi Fajkus, CSc.: ,,V prabéhu prezentace jste zminila, Ze v pFipadé dvou
c¢DNA sond, které jste mapovala pomoci FISH na metafazni chromozém 7 jeémene, jste
nebyla schopna jednoznacné urdit jejich poradi vii¢i telomeie/centromere. Jak by se dal
tento problém vyresit?*

Vzdjemnd poloha téchto dvou kloni by se dala uréit na objektech, které poskytuji vyssi
rozlifeni neZ pouZit€ metafdzni ¢i prometafdzni chromozémy. To mohou byt napf.
chromozémy pachytennf nebo DNA vldkna.

doc. Mgr. Martin Lysak, Ph.D.: ,,Tak pro¢ jste tedy k rozkli¢ovani pozice téchto dvou
low-copy sekvenci nepouZili pachytenni chromozomy?*

FISH na pachytennich chromozémech jsme s témito dvéma sondami samoziejmé zkouseli,
ale vzhledem k velikosti genomu je problém pfipravit kvalitni prepardt s dostateéne
separovanym chromozémem, ktery nds zajimia. Rozvolnény chromatin pachytennich
chromozémi, kde jiZ neni viditelnd centromera, dale také zt€Zuje identifikaci daného
chromozému a to i spouZitim identifikaéniho markeru. Navic, FISH na prepardtech
pachytennich chromozomii se vyznauje vy$8im pozadim, co¥ je pfi lokalizaci kritkych
jednokopiovych sond problém.

doc. Mgr. Petr Galuszka, Ph.D.: ,,Cilem jedné ¢asti Vasi prace bylo pomoci FISH se
single-copy sekvencemi zlepSit anotaci genomu jeémene v nerekombinujcich oblastech v
okoli centromery. Pro¢ jsou obecné oblasti centromery hiife anotovany? Je to
diisledkem pi¥itomnosti vét§iho podtu repetitivnich sekvenci?*

Problémem je piedeviim velmi nizk4 &etnost rekominace v t€chto oblastech a tim zpdsobeny
nedostatek molekularnich markerd, které se vyuZivaji pro ukotveni jednotlivych kontigh.
Piitomnost repetic v t&chto oblastech se pak odrdZi i v niz&§im zastoupeni téchto tisekid v BAC
knihovnach, coZ pfipiva k problémim skladani fyzickych map v téchto oblastech.

prof. Ing. Ales Lebeda, DrSc.: ,,V ramci studia se ti podakilo vypracovat metodiku
chromosome painting pro je¢men — rostlinu s velkym genomem. Tyto metody malovani
chromozomi byly puvodné vypracoviny a pouzivany hlavné v lidském a Zivodisném
vyzkumu. Mohla bys obecné shrmout mozZnosti dalSiho vyvoje a postupu malovani
chromozomii u cévnatych rostlin? V jakém ¢asovém horizontu se podari painting
aplikovat i na ostatnf cévnaté rostliny?

S ohledem na atraktivitu metody a jeji potencidl si myslim, Ze snahy o vypracovini
univerzdlntho protokolu chromosome paintingu u rostlin budou pokrafovat dél. Se
soucasnymi vysledky si dokonce myslim, Ze se takovyto protokol opravdu poda¥i vytvorit, ale



je to otdzka €asu, §tésti — vsadit na tu sprdvnou strategii a hlavné penéz. Spousta projektd,
které totiZ nekondi dspéchem v relativné kritkém &asovém horizontu, je zastavena z divodu
omezenych financi. A bohuZel, pravé u takovychto projektd typu chromosome paintingu je
diblezitad praveé vytrvalost, jak vim z vlastni zkusenosti.

prof. Ing. Ale$ Lebeda, DrSc.: ,,Painting se vyuZiva piedevsim pro nap¥, komparativni a
evoluéni studie nebo pro studium chromozomalnich zmén jako napy. translokace.
Vyuziva se painting také pro kvantifikaci?*

Z mého pohledu si ted’ okamZit€ nedovedu vybavit, co by se takto dalo kvantifikovat. Obecné
se painting pouZiva pro vizualizaci, kdy je nejdaleZit€jsi informact, kde se v interfdznim jadte
chromozém nachdzi, jaky chormozém je v jeho blizkosti ¢i zda je toto rozloZeni neménné
mezi jednotlivymi délenimi. Tohle by se teoreticky kvantifikovat dalo.

Na tohle téma se rozpoutala diskuse, kde napf. Fajkus tekl, Ze u Zivodichl se n&co jako
kvantifikace pomoci paintingu pouZiva napf, pro studium lokalizace vice exprimovanych
genll — ty jsou uloZeny smérem do centra chromozoml/genomu, ale to je tak vie. Daji se
samoziejmé kvantifikovat teritoria jednotlivych chromozomi v jadfe, apod....

RNDr. Ji¥i Siroky, CSc.: ,,Kdyi to zjednodusim, tak se da Fict, Ze repetitivni sekvence u
Zivolicha jsou chromozémové specifické, kdezto u rostlin jsou genomové specifické. 7
toho tedy vypliva, Ze u Zivolichi se pro painting pouZivaji repetice, ale u rostlin se k
paintingu pouZivaji pravé jednokopiové nebo low-copy sekvence. CoZ tedy bylo vyuZito
pro painting u brassicaceae, kde bylo vyuZito znalosti celogenomové sekvence pro
identifikaci vhodnych BAC klonu a ty byly ndsledné pouZzity jako sonda pro painting,*

Tady nebyla poloZena otézka. Slo pouze o komentsf k diskutovanému tématu mnoZstvi a typu
repetic v rostlinnych genomech.

doc. Mgr. Martin Lysik, Ph.D.: ,,V prubéhu prezentace jsi zminila, Ze i pfes pouZiti
blokovaci Cot DNA, jsi p¥i paintingn pozorovala nespecificky signil ma ostatnich
chromozomech. NemiiZe byt tento nespecificky signil niahodou pozistatek genomovych
duplikaci?*

Vzhledem k tomu, Ze v experimentech byla vyuZita blokovaci DNA pfipravena z ostatnich
chromozém, kterd by pravé tyto duplikované signdly méla potlait, tak si myslime, Ze
nespecificky signdl mé jinou pfi€inu.

prof. Ing. Miroslav Strnad, CSc., DSc.: ,,Bylo zminéno, Ze genom jecmene obsahuje 80%
repetic. M4 pritomnost tak velkého poftu repetic néjaky pozitivni vliv pro rostliny a
jejich preziti? Pro¢ maji rostliny ve svych genomech tolik repetitivni DNA?«

Na tuto otdzku neexistuje jednoznacnd odpovéd’. Je to siln€ diskutované téma, které je stile
pfedmétem studii. Obecné prevlada nidzor, Ze valnd vétSina téchto repetic predstavuje uréitou
balastni DNA bez vyraznéj§i funkce. D4 se ale predpokliddat, Ze toto mnoZstvi repetic
umoZiiuje rostling vyrovnat se lépe se stresovymi podminkami, kterym jsou denné
vystavovdny. Bylo popsdno, Ze pro nékteré rostliny je velky genom a tedy piitomnost



velkého procenta repetic evoluéni vyhodou, pfedeviim vzhledem k pomalej§imu buné¢nému
cyklu, ktery hraje roli v adaptivnim procesu rostlin vici prostfedi. Dale, nékteré repetice,
pfedevS§im mobilni elementy hraji roli v duplikaénich procesech nékterych genu, respektive
vzhledem k moZnosti jejich aktivniho pohybu v genomu mohou hréat roli v mife exprese
nékterych gent (pokud se inzertuji do napt. promotorovych oblasti genil) a dal3i typy repetic
— tandemove organizované jsou nezbytnou soucasti centromer u rostlin a telomer.

V Olomouci dne 16.9.2014 /{/GUL a%l UZU"ML

Mgr. Miroslava Karafidtova
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V nevefejné ¢asti obhajoby bylo uskute¢néno tajné hlasovani. Z celkového poctu 12 ¢leni
komise pro obhajobu diserta¢ni prace a oponentt se hlasovani zucastnilo 10 ¢lent. VSechny
hlasy byly souhlasné. O hlasovani byl proveden samostatny zapis.

Na nasledném vefejném zavéru obhajoby oznamil profng. Ale§ Lebeda, DrSc.
doktorandce, Ze na zaklad¢ jednani komise a v souladu s ¢lankem 47, odst. 7 Studijniho a
zkusebniho fadu Univerzity Palackého v Olomouci ze dne 1.Cervence 2011 a rovnéz
v souladu se Smérnici dékana PiF UP, kterou se provadi néktera ustanoveni Studijniho a
zku$ebniho tadu UP, obhdjila disertadni praci a je hodnocena klasifikaénim stupném

wprospéla*,

Mgr. Miroslava Karfiatova podepsala prohlaseni, Ze ji pfedseda komise s vysledkem
obhajoby disertaéni prace sezndmil (podle ustanoveni Studijniho a zku$ebniho fadu UP
v Olomouci, ¢ast II, ¢lanek 47, odstavec 7).

Komise doporucuje, aby byl Mgr. Evé Miroslavé Karafiatové udeélen akademicko-
veédecky titul ,,doktor* (ve zkratce Ph.D.) v souladu se zakonem ¢. 111/1998 Sb.

Tl

prof. Inl. Ales Lebeda,
predseda komise

V Olomouci dne 16. zaii 2014

Zapsala: Irena Vaculova



