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Predlozena disertacni prace je tvorena shrnujicim textem v rozsahu 97 stran, ktery je doplnén
ptilohami - kopiemi dvou publikovanych praci a jednoho rukopisu v recenznim fizeni. Text splituje
vSechny formalni pozadavky na strukturu disertacni prace a obsahuje obvyklé nalezitosti jako Cesky
1 anglicky souhrn, obsah, cile prace, teoreticky tvod, pouzité metody, souhrn vysledkii spojeny
sjejich diskusi a zavér. Pfipojeny jsou seznamy citované literatury, zivotopis a piehled
publikacnich vysledki autorky.

Tématem disertacni prace jsou obranné mechanismy rostlin proti oxidativnimu stresu
vyvolanému abiotickymi i1 biotickymi stresovymi stimuly. Cilem autorky bylo sledovat zmény
fotosyntetického aparatu v listech je¢mene vlivem oxidativniho stresu indukovaného aplikaci
chemické latky methylviologenu a v listech hrachu zplisobené infekei virem enacni vyrastkové
mozaiky. V patosystému hrachu vystavenému virové infekci bylo dale cilem sledovat ulohu
reaktivnich forem dusiku a kysliku v signalnich drahach rostlinnych hormonti a lokalizaci jejich
produkce v infikovanych pletivech.

Cile prace byly splnény, jak je mozné posoudit z ¢lanki, na kterych se doktorandka podilela
jako spoluautorka, publikovanych v impaktovanych ¢asopisech Journal of Plant Physiology a Plant
Physiology and Biochemistry, a dalSiho rukopisu ¢lanku v recenznim fizeni. Helena Kyseldkova je
prvni autorkou na jedné publikaci a zaslaném rukopisu, a tfeti autorkou dalsi publikace; podil
autorky disertacni prace na piisluSnych experimentech a piiprav rukopisii jednotlivych publikacich
je vymezen v uvodnim prohlaseni.

V teoretickém uvodu jsou znacné rozsdhlou formou shrnuty soucasné poznatky o vzniku
reaktivnich forem kysliku v rostlinach, rozvoji tzv. oxidaéniho stresu a jeho souvislosti
s interakcemi rostlin s patogeny. V textu jsou detailnéji popsany nejvyznamnéjsi obranné
mechanismy rostlin vic¢i oxidativnimu stresu se zaméfenim na ochranu fotosyntetického aparatu.
Dale autorka uvadi velmi stru¢ny popis metod pouzitych v jednotlivych experimentech projekti.

Ve vysledkové casti jsou vystizn€ shrnuty stéZejni vysledky jednotlivych experimentalnich
studii, obsazené¢ v jednotlivych publikovanych ¢lancich a zaslaném rukopisu. V prvni studii,
publikované v Kotabova, Kana, Kyselakova a kol., 2008 (Ptfiloha I), byla potvrzena existence
nerovnovahy mezi rozsahem deepoxidace xantofylovych pigmentli a intenzity nefotochemického
zhaSeni (NPQ) v podminkéch oxidativniho stresu vyvolaného aplikaci methylviologenu na listy
jeCmene za slabého osvétleni bilym svétlem. Vysledky prokézaly, ze ackoli methylviologen
nezplsobuje meéfitelné zmény parametrii oxidativniho poskozeni buné€k, je rozsah oxidativniho
stresu mozno sledovat jako pokles aktivity aaskorbatperoxidasy a nardst aktivity glutathion-
reduktasy.

V dalsi studii, publikované v Kyselakova, Prokopova a kol., 2011 (Ptiloha II) byl prokazéano,
ze lokalni a systémova infekce rostlin hrachu virem enacni vyrastkové mozaiky vede k urychleni
senescence listl v disledku snizeni uc€inosti fotochemie fotosystému II. Vysledky ukazaly, ze
v pozd¢jsich stadiich infekce dochazi k odbouravani fotosyntetickych pigmentt, poklesu asimilace
CO, a aktivaci fotoprotektivnich mechanismii jako deepoxidace pigmentti a nefotochemického
zhaSeni. Navazujici studie, shrnutd v rukopisu Kyselakova, Sedlarova a kol. (v recenznim fizeni,
Ptiloha III) demonstrovala, Ze virova infekce je spojena se systémovymi odezvami zmén hladin
hormonit kys. abscisové a salicylové a s indukci akumulace heat shock proteint HSP70 a aktivity



peroxidas. Rozvoj infekce v pletivech byl doprovazen zvysenou hladinou reaktivnich forem kysliku
a dusiku, které se mohou ucastnit procest hyperplasie a diferenciace.

V celkovém hodnoceni predlozené disertacni prace poklddam za potiebné vyzdvihnout Sirokou
paletu metod, které doktorandka zvladla v ramci jednotlivych experimentli, a rozsahlou tadu
vysledkt ziskanych pfi studiu systémové odezvy na zemédélsky vyznamnou infekéni chorobu
hrachu. Po formalni strance se na druhé strané v textu vyskytuje velké mnozstvi pravopisnych
nedostatkil: Casty vyskyt preklepti, chybéjici nebo zdvojenych slov a neshod podmétu s piisudkem,
které se domnivam S$lo relativné lehce odstranit pouzitim piislusného nastroje textového editoru.
Velky rozsah teoretického tivodu prace je vSak bohuZzel spojeny také s neprehlednym usporadanim
textu nékterych kapitol, véetné nekterych vécné nespravnych tvrzeni. Dle mého nazoru jsou prilis
Casté citace diplomovych praci, ptehlednych referatii starSiho data a habilitacni prace doc.
Sedlarové (citovana celkem 18x) také slabsSimi misty prace autorky s literarnimi zdroji prace.

V Souhrnu prace neni zminéna dulezitd signalni funkce ROS a jejich produkce v prib&hu
fyziologickych procesti, v dal§im textu podrobné€ popsand. Oproti velmi kvalitné zpracované
kapitole 3 vénované obrannym mechanismil by si pfedchazejici kapitola 2 o vzniku ROS zaslouZila
daleko peclivéjsi zpracovani. Napt. usporadani obsahu kapitol 2.1 a 2.3 neni piehledné — odd¢leni
prehledu zdrojii a lokalizace produkce ROS je nepiilis $tastné. Uvodni odstavec kapitoly 2.1 byl
ptevzat z prehledného ¢lanku zaméfeného na zivoc¢isné mitochondrie a obsahuje fadu nepfesnosti ve
vztahu koncentrace kysliku a produkce ROS v dychacim fetézci rostlinnych mitochondrii. Napt.
tvrzeni ze ,,Ctyfelektronova redukce kysliku v respiraénim ETC je vzdy spojena s ¢aste¢nou redukei
...“(str.4), nebo ,,Hlavni podil na produkci superoxidu ma cytochrom c oxidasa ...“ nejsou spravna -
navic v rozporu s textem prace v kap 2.3.2., kde se ovSem na str.13 objevuje tvrzeni, ze ,,aktivitu
komplexu III inhibuje KCN*. Obdobné je pon€kud neuspoiadany tvod kap. 4 — napt. definice
pojmu ,hostitel“ se objevuje az na nasledujici str. 33. Uvodni odstavce kap.6 Material a metody
(str. 64), které zdivodnuje na kterych projektech a pro¢ se doktorandka podilela, by pattily
obsahem do uvodu kapitoly 7 Souhrn vysledkli. Obdobné velkd ¢ast kap. 6.1 a 6.2 na str. 65-68,
vénované mechanismiim ucinku methylviologenu a biologii PEMV viru, patfi dle mého nazoru
naopak do tivodniho ptehledu problematiky.

Jako dalsi vytky k vécnému obsahu prace bych si dovolil zminit:

- opakované pouzivani vyrazu ,,enzymy/latky odklizejici ROS*

- nemoznost existence ,,-CH,- skupiny obklopené z obou stran dvojnou vazbou* (str.8)

- na rozdil od tvrzeni na str. 34 1 systémové reakce rostlin mohou byt velmi ¢asné — zde
postradam zminku o pfedchdzejicich studiich pracovisté doktorandky vénované Sifeni elektrickych
signalli pii poranéni tabaku

- kap. 4.1.1. na str. 34 je nazvana ,Konstitutivni obrana“ ale vétSina textu je vénovana
mechanismiim indukovaného zvysSeni mechanickych bariér nebo reorganizaci cytoskeletonu

- zvla$tni vydéleni kap. 4.1.3 na str. 40 nazvané ,Biochemickd rezistence”, jejimz
mechanismiim se ovSem jiz rozsahle vénuje kap. 4.1.2., pficemz kap. 4.1.3 je zamétena prakticky
vyhradné na tématiku PR proteinii, ponékud v rozporu s definici ,,biochemické obrany* uvedené
v prvni vété této kapitoly.

- kap. 4.4 na str. 46 je vyClenéna, jako by NO nepatfil mezi ,,jiné signalni molekuly®,
popisované v kap. 4.3

- v kap. 6.3 je na str. 68 zminéna metoda kvantifikace peroxidu s vyuzitim ¢inidla Amplex Red,
tento postup ani piislusné vysledky jsem vSak v publikaci III nenalezl.

V posledni kapitole textu jsou opét struéné shrnuty zasadni vysledky jednotlivych studii,
bohuzel zde postradam diskusi jejich souvislosti v navaznosti na pfedchazejici vysledky pracoviste
autorky a spoluautoriti. Nekteré formulace zavéru jsou pfilis ,,silné* v souvislosti s provedenymi
experimenty, napf. v pokusech popsanych v publikaci III nebylo nijak testovano a tudiz ani
potvrzeno, ze se ,,ROS, NO a POX podileji na reorganizaci bunécéné stény*



Ve vztahu k zavérim uvedenym v diskuzi bych autorce polozil nasledujici otdzky:

1. Na str. 37 je popsan vznik ,,hnédé pigmentace ... v disledku tvorby melaninu® — je u rostlin
znamo, jakym mechanismem dochézi k biosyntéze melaninu?

2. Na str. 46 autorka uvadi ze ,,NO reaguje nepiimo s DNA, proteiny a lipidy”“. Prosim o
vyjasnéni, co je konkrétné mysleno ,,neptimou reakci* NO s biomolekulami.

3. Je opravdu mozné zdlivodnit naméteny pokles aktivity askorbatperoxidasy v extraktech listu
je€mene (publikace I, diskuze viz kap. 7.1, str. 70) nedostatkem substratu askorbatu nebo
rozkladem enzymu pisobenim peroxidu? Je mozné piedpokladat jiny mechanismus inhibice
enzymu v daném ¢asovém intervalu provedené¢ho experimentu? Je mozné odhadnout, jakou ¢ast
naméiené aktivity predstavuji cytosolické a chloroplastové formy APX?

4. Je mozné bliZe objasnit, v ¢em se lisi zavér publikace II o pozitivni korelaci hodnot deepoxidace
xantofylovych pigmentd a nefotochemického zhaSeni oproti zaveérim publikace I (viz kap. 7.2
na str. 74)?

5. Proc¢ byly v experimentech inokulovany pravé prvni dva pravé listy rostlin hrachu a parametry
sledovany ve 3. a 4. listu? Bylo testovdno, nakolik se mohou liSit hodnoty métenych parametra
mezi 3. a 4. listem?

V souhrnném hodnoceni disertaéni prace Mgr. Heleny Kyseldkové konstatuji, ze celkova
uroven préce, originalita a kvalita dosazenych vysledkt, které byly publikovany v impaktovanych
Casopisech nebo byly zaslany a pfijaty do recenzniho fizeni, spliiuji obvyklé pozadavky na vysledky
doktorského studia. Doktorandka prokézala tviréi schopnosti, jeji predlozend prace spliuje
pozadavky kladené na disertacni praci v daném oboru, a proto disertacni praci doporucuji
k obhajobé.

V Olomouci dne 21. 8. 2012
Mgr. Marek Pettivalsky, Dr.
Katedra biochemie PiF UP



