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Odpovédi na pripominky k doktorské disertacni praci Mgr. Jany
Cizkové

Physical mapping and evolution of banana genome (Musa spp.)

Prof. Ing. Vladislav Curn, Ph.D.:

1. Obrazek 2 na str. 15 — je dilem autorky, ¢i byl prevzat z literatury? Polty
chromozomi jsou uvadény ponékud neobvykle, na prvni pohled se mize zdit, ze
se jedna o haploidni druhy, vhodnéjsi zpiisob prezentace je uveden v textu pod
obrazkem. Pro uplny piehled a dokonalost by bylo vhodné doplnit i data o
velikosti genomu. Do piehledu taxonomické klasifikace by také bylo vhodné
uvést nové popsané skupiny, zvlasté pokud jsou zmiiované v textu disertace a na
dalsim obrazku, Jaké je geografické rozsifeni dalSich dvou rodi v ramci celedi
Musaceae? Na Obr. 4 by bylo vhodné sjednotit barvy pro dva popisované druhy
rodu Musa.

Obrazek 2 na str. 15 jé dilem autorky a mél pfedev§im ilustrovat rozdily v zdkladnim
chromozémovém ¢isle u hlavnich taxonomickych skupin &eledi Musaceae. Uvedeni
po¢tu chromozdému v této forme viak miiZze byt matouci a nebylo nejstastn&jsi volbou.

Velikost genomu je u jednotlivych sekei rodu Musa pomémé variabilni a proto se ji
vénuje samostatna kapitola (2.2.1.2).

V taxonomickém piehledu jsou uvedeny pouze vSeobecné uznivané sekce Eumusa,
Rhodochlamys, Australimusa a Callimusa. Platnost sekce Ingentimusa, obsahujici
pouze druh M. ingens (Argent, 1976), je problematické. M. ingens se vyskytuje pouze
na Papui Nové Guinei a poftem chromozomii (2n = 14) se li§i od viech ostatnich
zastupcti Celedi Musaceae. Néktefi autofi fadi tento druh do spoleéné sekce s druhy
sekci Australimusa a Callimusa, zatimco jini ho pokladaji za zastupce samostatného
rodu.

Informace o geografickém rozifeni rodli Ensete a Musella jsou uvedeny v kapitole
2.1.2. Pavodnim aredlem vyskytu rodu Ensefe je jihovychodni Asic (od Indie po
Papuu Novou Guineu), ale byl rozsiten i do tropickych oblasti Afriky. Rod Musella se
vyskytuje v horskych oblastech jihovychodni Asie.

Na Obr. 4 byly zdmé&mé pouZity rozdilné barvy pro odliSeni aredlu vyskytu M.
acuminata a M. balbisiana, dvou plané rostoucich predchiidet v&tfiny péstovanych
kultivarii bananovniku.

2. Jake jsou realné vyuZitelné metody rezistentniho Slechténi u bananovniku?

Prvni programy zabyvajici se klasickym Slechténim bananovniku vznikly kolem roku
1920 a nejvyznamné&jsi z nich nyni b&zi v Nigérii (IITA), Hondurasu (FHIA), Brazilii
(EMBRAPA) a na Guadeloupe (CIRAD-FLHOR). VétSina pé&stovanych kultivari
bananovniku jsou triploidni, vegetativné se mnozici klony. Klasické $lechténi je
komplikovano ¢asteCnou nebo tplnou sterilitou téchto kultivard. Jednou z cest je ruéni



RNDr.

opyleni triploidnich kultivard se zbytkovou fertilitou diploidnim rodi¢em nesoucim
rezistenci vi¢i danému patogenu (Ortiz a Vuylsteke 1995). Jen v malém procentu
pfipadl dojde ke ziskani rezistentntho kultivaru, ktery by si zachoval poZadované
vlastnosti plivodniho kultivaru.

V poslednich letech se do popfedi zajmu dostdvaji nejrizné€j$i biotechnologické
metody. Jejich aplikaci pro ziskani rezistentnich kultivarti bandnovniku se zabyva
napf. KatolickA Univerzita v Lovani v Belgii, Technologicka Universita
v Queenslandu v Australii nebo soukroma spoleénost SYNGENTA ve Velké Britanii.
VyuZiti transgennich rostlin nesoucich rezistenci viiéi riiznym patogenim je vSak ve
fazi vyzkumu a testovani (Sagi et al. 1995; Mahdavi et al. 2012; Namukwaya et al.
2012; Kovécs et al. 2013),

Ji¥i Siroky, CSe.:

V prvni ¢asti autofi detailné studuji oblast rRNA gent ITS1-58S - ITS2 v
uctyhodné kolekei 78 riiznych diploidnich druhii a triploidnich hybridi &eledi
Musaceae. Odhlédneme-li od zajimavych fylogenetickych vystupu, jednim z
hlavnich nalezii je znaéna konzervativmost obou intragenovych mezerniki
vnitrodruhovych hybridid. Zde bych se rad otazal, pro¢ u nékterych hybridi
dochazi ke genové konverzi spise nez u druhych. Jaké mechanizmy se p¥i tom
mohou uplatiiovat?

Geny pro ribozomalni RNA (v&etné obou vmitinich mezernik() podléhaji evoluci
v koncertu. Mezi pfedpokladané mechanizmy evoluce v koncertu pat¥i nerovnomé&my
crossing-over a genova konverze. Absence pohlavniho rozmnoZovani u vétSiny
hybridnich klonti bandnovniku miize vysvétlit pfitomnost obou rodi¢ovskych sekvenci
ITS oblasti. Pfedpokladame, Ze u hybridnich baninovnikd, u kterych je ITS oblast
vysoce homogenizovana, doSlo vpocatcich jejich evoluce k pohlavnimu
rozmnoZzovani (a k procesim nerovnomérného crossing-overu a genové konverze).
Nemtizeme ani vyloudit zp&tné kiizeni s nékterym rodi¢em (De Langhe et al. 2010).

DalS§i dvé price se soustfedi na vyhledavani markerd pro identifikaci
jednotlivych chromozomii u osmnéicti druhli bananovniku v prvni praci a 21
novych pririistki bananovych genetickych zdrojii Bioversity International
Transit Centre ve druhé publikaci. Auto¥i pfitom pouZili jakoZto chromosomové
specifick¢ sondy 45S rDNA a 5S rDNA, satelitni DNA i jednokopiové sondy.
Ziskané in situ hybridiza¢ni vzory, sekven¢ni udaje mezernikd ITS1 a ITS2 a
stanovené obsahy jaderné DNA ziskané cytometrii pFitom poslouZily jako zaklad
pro stanoveni (a doplnéni) fylogenetickych vztahii. Zde autofi rovnéz potvrzuji ze
sekce Eumusa a Rhodochlamys rodu Musa, v souladu s jinymi autory i
piedchozimi pozorovanimi a publikacemi olomoucké Laboratofe, by mély byt
slouceny v jedinou sekci. Svéd¢ci proto konetn¥ i fakt, Ze obé sekce maji stejny
zakladni pofet chromozomii (In = x = 11) oproti sekeim Callimusa a
Australimusa (9, resp. 10). V této souvislosti bych se Mgr. Cizkové rid otazal,
jaké ma zkuSenosti s tzv. botanickymi autoritami, které nékdy velmi tvrdo$ijng
Ipi na tradicni systematice podloZené morfologickymi charakteristikami. Obvykle
nebyva lehké s kacifstvim proti systematice prorazit.



Nasge laboratof se dlouhodobg zabyva studiem fylogenetickych vztahl bananovniku za
pouZiti molekuldrnich metod. Vysledky analyz viak konzultujeme s odborniky, ktefi
se vénuji taxonomii bandnovniku (prof. Edmond De Langhe, prof. Markku Hakkinen)
a miiZeme je tak dat do souvislosti s morfologickymi charakteristikami jednotlivych
druh.

I na zaklad® naSich molekularnich analyz, analyzy diverzity a dalSich studii v této
oblasti do$lo ke zm&nam v taxonomii rodu Musa, a to ke slou€eni sekci Eumusa a
Rhodochlamys v sekci Musa a sekci Australimusa a Callimusa v sekei Callimusa
(Anne Vezina — hitp://www.promusa.org/tiki-view_blog_post.php?postld=312).

Doc. RNDr. Petr Bures, Ph.D.:

1.

In the paper 4.1.3 Molecular and Cytogenetic Characterization of Wild Musa
Species Newly Introduced to ITC Collection (Cizkova et al. in prep.), there are
nuclear DNA content as well as chromosome numbers of various taxa mentioned
in Table 2. When both these parameters are compared, the negative correlation
between 2n and 2C becomes to apparent (Spearman’s rho=-0.86; p=0.000002). —
(1a) How you can explain this inverted trend '"the less chromosomes, the more
DNA in somatic cells"?. (i. e, Which processes in karyotype evolution can be
responsible for such a trend?)

Zatim neni dostatek dat, na zdklad® kterych by bylo moZné urdit, k jakym procesiim
b&hem evoluce karyotypu dochizelo. Z fylogenetickych analyz vime, Ze evolucné
star&i jsou skupiny s niz§im poétem chromozoémi (n = 9), mizeme tedy spekulovat, Ze
v dal§im vyvoji mohlo dochazet ke 5t€peni nékterych chromozémi a ztratim
nékterych repetitivnich sekvenci. K lep§imu pochopeni evoluce karyotypu by mohlo
vést porovnani sekvenci genomil riiznych zastupcl Celedi Musaceae s referenéni
sekvenci druhu M. acuminata.

Most of cultivated bananas are seed sterile diploid, triploid or tetraploid clones. —
(2a) Is the hybrid (seed) sterility common feature in banana natural interspecific
hybrids? — (2b) Are some of them fertile (at least in male function)? — (2¢) What
genetic background is responsible for seed sterility in bananas? — (2d) Which one
of scenarios can be expected in formation of tripleid banana hybrids? [i. e., (i)
Hybridization between diploid and tetraploid parents or (ii) homoploid
hybridization between diploid parents followed by triploidization of F1.]

(2a, b) Mezidruhovi hybridi, ktefi vznikli pfirozenych kiiZzenim, jsou sterilni, néktefi si
v8ak zachovavaji zbytkovou fertilitu.

(2¢) Genetické pozadi zpiisobujici sterilitu hybridd zatim neni prozkoumano.



(2d) Neni zaznamenén piirozeny vyskyt tetraploidnich baninovnikii. Predpoklada se,
ze ke vzniku triploid dochézelo ki{Zenim dvou diploidnich rodi&i.

In the same paper you documented incomplete concerted evolution of ITS
sequences, i. e., the presence of conserved sequences of both parents in most of
banana hybrids. — (3) Can you estimate the age of these hybrids and if so, can be
concerted evolution expected in them?

Na zaklad€ sckvena¢nich dat ITS oblasti neni moZné urgit stafi hybridi.

One of the topics of your study was to reconstruct the phylogeny in Musa (not "to
reconstruct phylogenetic analysis - as mentioned on page 139"). Although in
banana "phylogeny", true evolutionary processes have actually combined with
intentional or inadvertent breeding, the potential patterns and questions which
can be addressed remain similar to classical phylogenetic study. One of
frequently debated questions in phylogenetic studies is the recurrent hybrid
speciation. The really detail study presented in the paper 4.1.1, "The ITS1-5.8S-
ITS2 Sequence Region in the Musaceae: Structure, Diversity and Use in
Molecular Phylogeny" (H¥ibova et al. 2011) revealed really huge amount of ITS
data for numerous taxa in the genus Musa. — (4) Is there any evidence for
independent hybrid events resulted to the formation of the same hybrid cultivar
or for reccurent hybrid speciation?

Predpoklada se, Ze kazdy hybridni klon je jedinetny. Nejsou Z4dné ditkazy dokladajici
opakovany vznik stejného hybridu.

"While the function of centromeres is conserved, the DNA sequence is highly
diverged and variable in length" as it is mentioned at p. 26. — (5) How this
seemingly paradoxical pattern is usually explained?

Studie zabyvajici se strukturou a funkei rostlinnych centromer ukazuji, ¥e zatimco
jejich funkce je vysoce konzervovana, na sekvenéni trovni se mohou centromery ligit i
mezi blizce pfibuznymi druhy. Nicméng&, u vétSiny studovanych rostlin se v oblasti
centromery nachdzeji tandemové repetice a rliizné typy retroelementt.

Vzhledem k tomu, Ze urcitd oblast chromozému mtiZe za urditych okolnosti ziskat
centromerickou aktivitu (neocentroméra), afkoliv obsahuje sekvence DNA odliné od
sekvenci v centroméfe, pfedpokladi se, %e centroméra neni definovéna urditou
sekvenci DNA, ale spise specifickou organizaci heterochromatinu, ktera je regulovéna
epigeneticky (Houben a Schubert 2003; Ma et al. 2007; Slotkin a Martinessen 2007).
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ZAPIS Z DISKUSE OBHAJOBY DOKTORSKE PRACE
Mgr. JANY CIZKOVE

1) prof. Ing. Vladislav Curn, Ph.D.: ,R4d bych se zeptal, zda by nebylo piinosné do
fylogenetického stromu (kladogramu vytvoien¢ho na zakladé analyzy SSR markeri) doplnit
také idaje morfologické a cytogenetické (velikost genomu,...). Mohlo by to pomoci v rychlejsi
analyze 'skupin’ v ramci rodu Musa, které navrhujete na zakladé molekulirni analyzy spojit.*

Mgr. Jana Cizkova: SSR kladogram, ktery je soucasti disertaéni prace obsahuje pouze 69
referen¢nich druhl rodu Musa a 21 nové charakterizovanych poloZek. Vzhledem k probihajicimu
projektu, je nyni analyzovéano cca 500 poloZek a analyza diverzity pomoci SSR genotypovani stéle
pokraduje. Struktura stromu obsahujici vSechny dosud analyzované poloZky vypadd jinak — s
kaZdou dal3i analyzovanou polozkou dochédzi k vy$§imu rozlideni... Dochdzi ke zpfestiovani této
analyzy.

2) doc. RNDr. Eduard Kejnovsky, CSc.: ,,Myslim, Ze konstrukee stromi je oSidnd atoiz
hlediska genové konverze. Pokud se bavime o analyze ITS oblasti, jak jste Fekla, néktefi
hybridi banianovniku maji rDNA lokus a to véetné ITS sekvenci vysoce homogenizovany a u
nékterych jsou zachoviny rodiovské typy ITS sekvenci. Genova Kkonverze neni navizina jen
na rekombinaci — tedy pohlavni mnoZeni. Nemiize byt tedy skuteénost rozdilného stupné
homogenity ITS lokusu zpiisobena rozdilnym sta¥im studovanych hybridii?*

doc. RNDr. Petr Bures, Ph.D. ,Rad bych se piidal k doc. Kejnovskému, jak je zndmo
rekombinaci miize dochézet v pribéhu Zivota i somatickych buiikdch.

doc. RNDr. Eduard Kejnovsky, CSc. ,,Ano, napf. Toto je dnes hojné studovano a
dochizi k tomu velmi hojné v priabéhu neurogeneze mozku, kdy dochizi k tisicim
somatickych rekombinaci. Genom je neobydejné dynamicky.“

doc. RNDr. Petr Bures, Ph.D.: ,,To jo, ale z mozku do spermii se ti to uz nedostane...
Ale u téch banani se to miize projevit!“

Mgr. Jana Cizkova: Zatim nevime, jestli miZe stafi hybrida ovlivnit stupeii homogenity ITS
lokusu. Ke genové konverzi samoziejmé miiZze dochézet i v somatickych buiikach, ale nejsem si
jista, jestli potom bude dochdzet k homogenizaci ITS lokusu ve viech butikach stejng. Pokud dojde
ke genové konverzi nebo ke crossing-overu béhem pohlavniho rozmnoZovani, dostane se tato
informace do v8ech bunék potomka.

3) doc. RNDr. Eduard Kejnovsky, CSe.: ,,Rad bych se je§té zeptal, jestli jsou v genomu
bananovniku opravdu jen dva satelity, které jste v ramci své price analyzovala. Obyéejné se v
genomech vyskytuje vice satelitnich typii DNA sekvenci a vyskytuji se také v centromerickych
oblastech.“

Megr. Jana Cizkova: Bylo zjidténo, %e oproti genomidm jinych rostlin obsahuje genom
bandnovniku jen malé mnoZstvi satelitnich sekvenci. Na zakladé analyzy 454 sekvenaénich dat M.
acuminata 'Calcutta 4' byly identifikovany dva hlavni DNA satelity CL18 a CL33. Kromé t&chto
dvou satelitl obsahuje genom bandnovniku jest€ nékolik daldich satelitnich sekvenci, ale ty jsou
ptitomné jen ve velmi malém poctu kopii. V centromerickych oblastech chromozémé bananovniku
pak byly identifikovany retrotranspozény (pfedevsim LINE element),



4) Mgr. Karel Dolezal Dr.: ,,Zminila jste se o tom, Ze analyzované polozky pochizely z
genové banky, kde jsou udrZoviny in vitro. PFi jejich pasiZovini dochdzi k pouZivani
vysokych Koncentraci fytohormoni, coZ mize vést k somaklondlni variabilité€. Zajimalo by
mé, co délate s polozkami, kde k tomuto dojde?*

Mgr. Jana Cizkova: Na ovéfovani a hodnocenf poloZek genové banky uZ pracujeme vice nez
deset let a zdd se, Ze k somaklondlni variabilit¢ u nich moc &asto nedochazi. Pokud vEak
identifikujeme napt. poloZku se zmé&nénou ploidii, v dal§im vyzkumu uzZ ji nepouZivame.

5) prof. Ing. Ale$ Lebeda, DrSc.: ,,Dospéla jste k zavérim, které se tykaji fylogenetického
rozdéleni rodu Musa. Mé v této praci chybélo dat si dosazené molekulirni vysledky do
souvislosti geografického rozsifeni studovanych druhii.“

Megr. Jana Cizkova: Vzhledem k tomu, ¥e jsme pfedeviim molekularni biologové a nase
znalosti geografického rozsifeni jednotlivych druhd jsou jen obecné — ve smyslu toho co jsme
schopni dohledat v jiZz publikovanych pracich, nae vysledky konzultujeme vZdy s naSimi jiZ
zmifiovanymi kolegy — a to pfedevdim s Prof. De Langhem, ktery je nejvétsim odbornikem v oblasti
taxonomie bandnovnikem a na¥e vysledky je schopen a ochoten davat do téchto
geomorfotaxonomickych souvislosti. Jak je patrné i z vy$e uvedenych publikaci, tykajicich se studia
diverzity a fylogeneze rodu Musa, respektive Celedi Musaceae.

6) prof. Ing. Ale§ Lebeda, DrSc.: ,Zmifiovala jsi, Ze baniny se Slechti na rezistenci. O
jaky typ rezistence jde? A co je zniamo o interakei mezi zistupci bananovniku a
Mpycosphaerellou?*

Mgr. Jana Cizkova: Rezistence viiki patogenu miZe byt kmenové specifickd nebo
nespecifickd. Kmenové specifické rezistence je obvykle kontrolovana pouze jednim genem (nebo
skupinou nékolika genil). Rostlina nesouci tuto rezistenci je schopné rozpoznat konkrétni patogenni
kmen a rychle reagovat na jeho pfitomnost v pletivu, neni viak odolnd vi¢i ostatnim kmenfim.
V piipadé nespecifické rezistence vede infekce rostliny patogenem k sérii reakei, které omezuji
vyvoj patogenu a jeho vliv na hostitelskou rostlinu. Tento typ rezistence je kontrolovan Sir3{
skupinou genidl a zahrnuje v&t§i $kalu kmend patogenu. Mycosphaerella se do listd bandnovniku
dostava priiduchy a nasledn& tvoi{ haustoria v mezibun&&ném prostoru. Rezistentni kultivary
bananovniku aktivuji metabolismus houbového patogenu, ktery zaCne tvofit vétSi mnozstvi 2,4,8-
trihydroxytetralone. Toxin zptisobi nekrézu okolnich bungk (mikroléze) a infekce se nemiZe Sifit do
dalsich &asti pletiva.

7) prof. Ing. Ale§ Lebeda, DrSc.: ,,Vi se néco podrobnéji o roz§ireni a reakci druhi rodu
Musa a jejich patogenii, ktefi negativné ovliviiuji jedlé péstované druhy? Pochopeni téchto
interakei by mohlo vést k tomu, Ze bychom tyto choroby mohli lépe pochopit a Iépe pak
porozumét jejich interakeim s jedlymi typy.*

Mgr. Jana Cizkovéa: Jak uZ jsem uvedla, naSe znalosti rozdifeni jednotlivych druhd jsou
pouze obecné, stejné tak se nev&nujeme studiu chorob bandnovnikdl ani jejich pévodcim.
Problematice rozdifeni jednotlivych patogenil se viak vénuje mnoho jinych laboratofi po celém
svét& a jejich poznatky jist¢ pomohou 1épe pochopit interakce mezi patogeny a jedlymi kultivary
bananovniku a ndsledné i v boji proti chorobdm devastujicim trodu.



8) prof. RNDr. Ladislav Havel, CSc.: ,,Jak jste jiz zmitovala, jedlé typy bananovniki
maji bezsemenné plody vypInéné duZinou, k é&emu? dochazi diky partenokarpii.
Partenokarpie je u rostlin vyjime&n4, rdd bych se proto zeptal, jestli se vi néco bliz§iho o
genetickém pozadi partenokarpie.*

Mgr. Jana Cizkova: Genetické pozadi vzniku partenokarpickych plodii u bananovniku zatim
neni prostudovano. Pfedpoklada se, 7e za vznik partenokarpie jsou zodpovédné tii dominantni geny
P;.3, ale pro dikladné pochopeni tohoto problému je nezbytny dal3i vyzkum.

9 prof. RNDr. Ladislav Havel, CSc.: ,,M4 bandnovnik zirodeény vak typu Polygonum?“

Mgr. Jana CiZkova: Ano, bandnovnik mé zéarodetny vak typu Polygonum (monosporicky,
osmijaderny).



V nevefejné Casti obhajoby bylo uskuteénéno tajné hlasovéni. Z celkového poctu 11 &lent
komise pro obhajobu disertaéni prace se hlasovani zudastnilo 10 ¢lent. Viechny hlasy byly
souhlasné. O hlasovéni byl proveden samostatny zapis.

Na ndsledném vefejném zavéru obhajoby oznamil prof. Ing. Ales Lebeda, DrSc.
doktorandce, Ze na zékladé¢ jednani komise a v souladu s &lankem 47, odst. 7 Studijniho a
zkuSebniho tadu Univerzity Palackého v Olomouci ze dne 1.&ervence 2011, obhajila
disertaéni préci a je hodnocena klasifika¢nim stupném ,,prospéla“

Mgr. Jana Cizkova podepsala prohlaSeni, Ze ji pfedseda komise s vysledkem obhajoby
seznamil,

Vzhledem ke skute¢nostem, Ze Mgr. Jana Cizkova tlisp&§né vykonala statni doktorskou
zkousku a obhéjila disertadni praci, stivé se dle &lanku 48, odst. 1 Studijniho a zkuSebniho
fadu Univerzity Palackého v Olomouci absolventkou doktorského studijniho programu
P1501 BIOLOGIE, studijniho oboru BOTANIKA.

Komise doporuéuje, aby byl Mgr. Jan& Cizkové pfiznan akademicky titul ,,doktor*
(ve zkratce Ph.D.).

V Olomouci 5.9.2013

/
/-//z’ S0C prom.

Zapsala: Alice Moso&iova

Tldudy,

prof. Ing. Ale§ Lebeda, DrSec.
predseda komise



