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Zapis z vefejné diskuze v pritbéhu obhajoby doktorské disertacni prace

Mgr. Veroniky BureSové dne 23. bfezna 2017

prof. RNDr. Ji¥i Fajkus, CSc.: Jaky plivod méla centromera u translokacnich linii pSenice x Zito?
Ovliviuje piivod centromery {pseniéna &i Zitna) jeji pozici v 3D struktuie jadra u introgresnich linii
psenice x Zito?

Mgr. Veronika Bure$ova: V translokacnich liniich byla éast centromery Zitné a &ast p3enicné. Vliv
pivodu dosud nezndme,

prof. RNDr. Milan Navratil, CSc.: Jaka je karyotypova stabilita introgresnich linii penice x Th.
ponicum?

* Mgr. Veronika Bure$ova: Introgresni linie nejsou tplné stabilni a je potfeba zjidfovat pfitomnost
introgrese u kaZzdé vyuZivané rostliny.

prof. RNDr. Martin Fellner, Ph.D.: Je evoluéni tlak pro vznik mezidruhovych hybridG?

Mgr. Veronika Bure3ova: Ano, evoluéni tlak pro vznik mezidruhovych hybridG existuje, predeviim ve
stresovych podminkach (napfiklad klimatickych).

Ing. Hana Simkova, CSc.: Pro€ i po optimalizaci nefunguje vice sond v metodé FISHIS ?

Mgr. Veronika BureSova: BohuZel se nam i pfes znacnou snahu a ¢as nepodafilo Gspé3né pouiit vice
sond. Je to dano pravdépodobné jejich malym zastoupenim v genomu.

prof. Ing. Ale$ Lebeda, DrSc.: Jaka je spoluprace na projektu cytogenetické analyzy pSenic
s modrym aleuronem s Mendelovou Univerzitou?

Mgr. Veronika Bure$ova: Projekt cytogenetické analyzy pSenic s modrym aleurcnem vznikl na podnét

brnénského pracovisté a pracovité ZvU Kroméfi?, kde se tématem modrozrnnych p3enic
dlouhodobé zabyvaiji.

prof. Ing. Miroslav Strnad, DrSc.: Jakym zplsobem dochazi ke spusténi drahy pro modry aleuron,
ktera je v héiné psenici seté neaktivni?

Mgr. Veronika Bure$ova: Nase domnénka je takova, Ze znak pro modry aleuron pfitomny, ale
neaktivni v b&Zné pienici se spousti az pfitomnosti introgrese. Vzhledem k dsekim chromatinu



detekovanym na rliznych chromozémech se zdd, Ze v introgresich je jeden &i vice regula&nich gend,
které tuto drahu spousti.

prof. RNDr. Martin Fellner, Ph.D.: Dochazi k degradaci anthokyani pfi stresovych podminkach?

Megr. Veronika BureSova: Dle dostupnych (daji z literatury se zdd, Ze fada anthokyant je
degradovana napfiklad vysokou teplotou a dal$imi zménami podminek prostiedi.

doc. RNDr. Vladan Ondfej, Ph.D.: Jakym zplsobem jste hodnotila experimenty s 3D strukturou
jadra a jak se urcuje threshold pro jaderny obal?

Megr. Veronika Buresova: Experimenty 3D FISH jsem hodnotila ve specializovaném programu Imaris
s pfednastavenymi prahovymi hodnotami. Kalibraci jsem nepouzivala.

V Olomouci 23.3.2017

prof. Ing. Ales Lebeda, DrSc.

(predseda komise)



PRIPOMINKY A DOTAZY OPONENTU

Ing. Pavel Neumann, Ph.D.

1)

2)

3)

Str. 17, obrazek 3. Schéma distribuce repetitivnich sekvenci. Obecné nemam tyto
modely rad, protoZe jsou témér vice ¢i méné zavadéjici. Na tomto konkrétnim
modelu mne zaujal pomér mezi rozptylenymi repeticemi a tandemovymi
repeticemi, pficemz vétSina DNA na raménkach chromozomti je podle tohoto
modelu tvofena tandemovymi repeticemi. Je autorce znam néjaky konkrétni druh,
ktery by vykazoval podobnou distribuci téchto dvou typl repetitivnich sekvenci?

¢ Model je skutecné zavadéjici a velmi vzdaleny od komplikovaného usporadani
sekvenci na rostlinném chromozomu

e Tandemova DNA neni takovym zplsobem distribuovana

Str. 18, odst. 2. PfestoZe je rozdéleni tandemovych repetic pouze podle délky
monomeru hojné pouzivané, neni Gpiné presné. Zcela jisté muZe existovat satelit s
monomerem kratsim nei 26 bp a naopak minisatelit s monomerem del$im nez 25
bp. Vite jaky je nejpodstatnéjsi rozdil mezi minisatelity a satelity? Také by mne
zajimalo, z jakého pramene pochazi informace, Ze bloky mikrosatelitii jsou dlouhé
okolo 150 bp.

e Hlavni rozdil mezi satelity a minisatelity: v délce monomeru a cetnosti vyskytu

e Dalsi moznosti déleni: usporadani, ¢etnosti vyskytu, lokalizace na
chromozomu, rozmanitosti sekvenci v chromozomu/mezi chromozomy,
transkrip€ni a expresni aktivity, funkce,...

o Chaudhari et al. 2014, Liu et al. 2002

Str. 22, Fadky 4-5. Tvrzeni, Ze demetylace H3K9me2 umlcuje transkripci genli, neni
pravda. Pfredpokladam, Ze se jedna jen o preklep

» Jde o preklep, méla jsem na mysli dimethylaci histonu H3 na lysinu 9
(H3K9me2), ktera je dhleZitym epigenetickym markerem a koreluje s nizkou
genovou expresi



4)

5)

6)

Str. 28, posledni véta. Tvrzeni, Ze vétiina genli se nachazi v chromocentrech
tvorenych centromerickym heterochromatinem je chybné a cela véta by méla byt
preformulovana.

¢ Tvrzeni je samoziejme chybné, chromocentra jsou oblasti konstitutivniho
heterochromatinu, o némz je znamo, Ze je vysoce kondenzovany, transkripéné
umléeny, s nizkou frekvenci vyskytu genti

Str. 45, ods. 2. V textu se piSe, Ze metoda PRINS je oproti FISH vice specifickd a o
kus dale, Ze nevyhodou PRINS je relativné vysoké pozadi. Bez uvedeni dal$ich
faktort ovliviiujici vysledky téchto dvou cytogenetickych technik jsou tyto
informace ponékud matouci.

PRINS:

-> Vyhody: jednoducha, rychla

-> Nevyhody: nepouZitelna pro lokalizaci rGznych typd DNA sekvenci
FISH:

-> Vyhody: lokalizace jakéhokoliv typu DNA sekvenci, ,multimetodicki”

-> Nevyhody: ¢asové narocnéjsi

Introgresni linie pSenice a pyru pontického s modrym aleuronem vykazuji vyrazné
vy3si hladinu anthokyanil v porovnani s béznymi odriidami pSenice. V jedné z
publikaci se uvadi, Ze obsah anthokyanti u nékterych druhii rostlin, napf. v
bortivkach, miiZe obsahovat aZ 5 g v 1 kg. MoZn4 jsem jen nepozorny ctendf, ale
nikde jsem nenasel informaci o obsahu této latky u penice s modrym aleuronem.
Jako naprostého laika by mne také zajimalo, zda se anthokyany neniéi pfi
pekarském ¢&i kuchyriském zpracovani mouky.

Escribano-Baild et al. 2004:
-> Mouka: 20 mg/kg
-> Srot: 160 mg/kg
-> Otruby: 460 mg/kg
Anthokyany jsou latky nestabilni, citlivé na degradaci

Stabilita a koncenirace anthokyan( je zavisld na mnoha faktorech (struktura a
koncentrace pigmentd, pH, teplotg, intenzité svétla,...)

Bylo prokazano, Ze ze vzristajici teplotou, pH, intenzitou svétla dochazi k destrukci
anthokyanl obsaZenych v ovoci a zeleniné



Modrozrnna pEenice:

-> nevyhoda: pfitomnost anthokyanil v povrchové vrstvé obilky
-> velké &ast anthokyani odstran&no mletim, zbytek petenim

-> pfirodni barvivo potravin

Doc. RNDr. Viadan Ondfej, Ph.D.

1)

2)

Na strané 81 je uveden abstrakt tykajici se studia organizace genomu resp.
organizace bunécného jadra u mezidruhovych hybrid{i pomoci 3D FISH metody.
Vysledky jsou zde uvadény jako predbéiné, ovéem i vzhledem k nazvu prace by
bylo dobré se o nich vice zminit. Mohla by tedy studentka blize popsat ziskané
vysledky a v jakém stddiu se vyzkum v této oblasti nachazi?

Pfedbézné vysledky:

Hodnoty objemu jédra a délky ramen obdobné pro viechny linie (1200-1500 um3, 10-
13 um)

Zjistény 3 pozice Zitnych ramen v p3eniéném jadre:
—> Ramena jsou tésné vedle sebe na jaderné periferii
—> 1 rameno je na periférii, 2. prochézi stfedem jadra

—> Ramena jsou proti sobé na periferii jadra

Organizace interfazniho bunécného jadra je zajimavé i z pohledu rozdild mezi
usporadanim jadra Zivocicht véetné Elovéka a usporadanim bunééného jadra
rostlin. U Zivocichi hraje diileZitou roli v organizaci jadra i jaderna periferie véetné

laminy a rdznych proteinovych komplexd umist&nych u & v jadernych membranach.

MiZe autorka prace srovnat jaderné periferie mezi Zivotichy a rostlinami?

Jaderny obal je u ZivoZichl a rostlin organizovan obdobnym zplisobem
Proteiny vnitfni a vnéjsi jaderné membrdany:
Zivotichové: multiproteinovy komplex LINC s doménami KASH a SUN

Rostliny: ? multiproteinovy komplex? domény KASH (WIPs, WITs) a SUN (AtSUN1 +
AtSUN2)

—> obé membrany se lidi také chemickym sloZenim lipidovych komponent

Proteiny jaderné laminy:

[ e



Zivotichové: proteiny laminy (Lamin A, B, G}

Rostliny: CRWN (CRWN1-4), KAKU (KAKU4)

Doc. Mgr. Martin A. Lysék, Ph.D.

1)

2)

3)

Byl jsem pfekvapen zji§ténim, 3e atkoliv se doktorandka zabyvala tfidénim
chromozomii pritokovou cytometrii, v préci neni zminka o procesech
zodpovédnych za rozdilny potet chromozomd a jejich (ne) rozdilnou velikost {nap#.
prestavby chromozomi, bimodalni karyotypy, strukturalni genomova diploidizace
nasledujicich po genomovwych duplikacich - kukuiice, viletka — kdyz zlistaneme u
trav). V zdvére€né praci jsem postradal jakoukoliv zminku o oligo-paintingu, FISH na
DNA vlaknech, ,,natahovani chromzoma* pomoci pratokové cytometrie (a to taktné
prehliZim, Ze nékteré z téchto technik jsou spojeny s pracovistém doktorandky).
Kdyi je diskutovana organizace chromozomi v interfizi a obecn& malovéani
chromozomi (chromosome painting), nechapu absenci relevantnich praci na
vale€kach (Brachypodium) ~ pravda, neni to tribus Triticeae.

Prace byla koncipovana ur&itym zptsobem a vySe uvedené procesy a techniky, i pies
jejich nepopiratelny vyznam k dané problematice, nebyly jejim primarnim citem.

vvvvvv

Za nejproblematict&jsi pokladam dvé &éasti disertaéni prace. V prvé fadé jsou to
strohé cile (str. 67). Ctenafi naprosto unika, jak byly tyto cile stanoveny a proc bylo
podstatné je fesit. Tuto vytku nelze odbyt konstatovanim, Ze je to uvedeno v
pfiloZzenych publikacich. Podobné struéné jsou zdvéry. Z formulace druhého ze
zavéri je zfejmé, Ze metoda FISHIS byla aplikovéna pfi tiidéni chromozomii u
nékolika druhii trav. Jednoduse chybi diskuze, porovnani, problémy, interpretace,

vyzvy apod. MoZn4 by price méla obsahovat diskuzni &ast a moZna by takov3 ¢ast
méla byt obligatni souéasti disertacnich praci.

Souhlasim, Ze zavedeny koncept neni Uplné vhodny a Ze by diserta&ni prace méla mit
jasngji stanovenou formu. Svoji disertagni praci jsem viak koncipovala na zakladg
konceptu nékolika pfedeslych disertagnich praci, které jsou takovymto zp(isobem
strukturované.

s wr

Atkoliv vyuZiti pFistupu FISHIS bylo kli¢ové pro viechny publikované studie, ani v
jedné z publikaci neni popsana optimalizace {v rozporu s cilem prace). O to vic
zaraii absence rozsahlejsiho zavéru a diskuze alespoii k tomuto cili prace. Takto
préace navozuji dojem, Ze doktorandka pouze aplikovala jiZ etablovanou metodiku.



Mozna by tyto optimalizace mohly byt diskutovany v ramci obhajoby disertaéni
prace,

Synchronizace BC pfiprava chromozomové suspenze:
—> dle protokolu spoleZného pro ob& laboratofe

—> zvySeni koncentrace chromozom: v suspenzi

DNA sondy:

—> zvySeni koncentrace

—> testovana Siroka $kala synteticky pFipravenych oligonukleotid(i (Sigma-Aldrich:
FITC, Cy3; zplisoby znaeni: aba konce sondy, jednotlivé nukleotidy)

Alkalicka denaturace: zkraceni ¢asu (z 20 na 15 minut)
Hybridizace: zkréceni €asu (z 2 na 1 hodinu)

Tridén{ chromozomu: jednozna&na dvouparametrické analyza —> nebyio nutné dale
ménit podminky

Technika byla zkousena na vybranych druzich z rodu: Triticum, Aegilops, Hordeum,
Agropyron, Silene, Festulolium,...

Z predloZené disertace si oponent miiZe uddlat jen mlhavy obrizek o védeckém
potencionalu uchazetky, zviasté kdyz viechny predlozené prace jsou kolektivniho
charakteru. Neni také zcela zfejmé, jakym dilem se Veronika podilela na vzniklych
publikacich?

Na pfedioZenych publikacich jsem se podilela metodicky (FISHIS bylo nutné pro kazdy
projekt zoptimalizovat) a nasledné rutinni praci v délce nékolika mésicl/projekt.
Tridéni chromozomii provadél Mgr. Jan Vrdna, PhD. Zna&eni chromozom(i v suspenzi
bylo provadéno pouze nasi laboratofi.

Podilela jsem se na psani metodiky a ¢teni manuskriptd



