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Predlozena doktorandska prace se zabyvd studiem mechanismu chladové aklimace
prostiednictvim analyzy dynamiky chladem regulovanych proteinii kontrastnich genotypt
jecmene a pSenice.

Prace je Clenéna do 5 casti odpovidajicich publikovanym nebo k posouzeni odeslanym
manuskriptim. Témto predchazi jednostrankovy uvod, popisujici struéné vychozi poznatky a
voln¢ definujici cile prace.

Ptestoze je tato forma pouzivana a stale vice rozsifena, osobné bych doporucoval a preferoval
jasnou formulaci vyzkumnych cilii a pfeci jen obsahlejsi biologicky tvod do problematiky,
coz vétSinou publikace az s vyjimkou review neumoziuji. Jako uvodni lze vSak chapat a
piijmout €lanek 1 (pfijaty k publikovani do Biologia Plantarum), coz je review pojednavajici
o roli specifické skupiny proteinti — dehydrinti v reakci na chladové piisobeni.

Protoze védecka ¢ast byla ¢i je v soucasnosti hodnocena odborniky v dané oblasti, zamétim se
v posouzeni celkové odbornosti a formalnosti piedlozené prace.

Clanek-Kkapitola 2: Proteome analysis in plant stress research, ptijaty do Czech Journal of
Genetics and Plant Breeding, je zaméfen jako kratky exkurs vyjmenovavajici soucasné
proteomické techniky, znichZ autor nasledné¢ sam pouzil 2-DE analyzu s LC-MS/MS
identifikaci diferencidln¢ exprimovanych proteinil. Jedné se o dosti struény metodicky néstin
proteomickych postupti vhodnych k analyze rostlin vystavenych ptisobeni stresu.

Clanek 3: WCS120 protein family and proteins soluble upon boiling in cold-acclimated
winter wheat, publikovany v Journal of Plant Physilogy, 2007, demonstruje vysledky
experimentll provadénych z vétsi Casti samotnym autorem. Je zde patrné usporadani
experimentd, tj. pouzity material dvou odlisnych odrid pSenice MIR a BEZ a vlastni proces
chladové aklimatizace rostlin.

MozZnost prace v zahrani¢ni laboratofi, Rise National Laboratory, Denmark umoznila jisté
podstatny progres v dané problematice a praci na presné identifikaci proteinii pomoci MS. Je
zajimavé, Ze Western blot 1-DE analyza pomoci WCS120 protilatek neodhalila vyznamné;si
rozdily mezi obéma genotypy (viz Fig. 1, str. 71), na rozdil od kvantitativni analyzy 2-DE
gela. Touto technikou pomoci barveni gelti, Western analyzy WCS120 protiladtkou a kone¢né
jasnou MS identifikaci dvou vybranych (WCS66 a WCS120) byly demonstrovany rozdily.
Nasledné bylo pomoci LC-MS/MS techniky identifikovano celkem 33 proteinti v pfipadé
chladové¢ osetfenych a 42 proteinti u kontrolnich rostlin. Dle o¢ekavani bylo identifikovano
mnozstvi proteinil podilejicich se jednak na fotosyntéze a fixaci uhliku, translaci, tak i
samotné cold-related proteiny (COR). Z téchto 3 byly spole¢né/identifikované pro oba
vzorky, zatimco zbyvajici 4 byly specifické pro chladoveé aklimatizované rostliny. Lze
pfedpokladat, Ze tyto vysledky mohou a budou slozit jako podklad k dalSimu studiu a
experimentim. JelikoZ se jednd o korelaci mezi fenotypovym projevem ovlivnénym
komplexem fysiologickych procesti a genovou expresi na Urovni proteinl, pro obecnéjsi
zavery by bylo nutné prostudovat jednak vice odliSnych genotypii tak i ptipadné kiizeni dvou
vychozich a studium segregujici F2 generace.



Clanek 4: WCSI120 protein family and frost tolerance during cold-acclimation, de-
acclimation and re-acclimation of winter wheat., v souCasnosti ve fazi odeslaného
manuskriptu.

Tato prace navazuje na predchozi a zabyva se podrobnéjSim studiem 5-ti ¢lent WCS120
skupiny proteini u ozimé pSenice Mironovskaya 808 béhem procesi dlouhodobého
chladového puasobeni, kratké a dlouhé faze de-aklimatizace. Soucasné byly sledovéany
fysiologické parametry, jako je suSina a mrazova tolerace listt.

Vysledkem 2-DE analyz a matematického modelovani bylo zjisténo, Ze maximum susiny
dosahly rostliny v dobé maxima vernalizacni doby, zatimco maximalni Grovenn mrazové
tolerance listll byla zjisténa o 14 dni diive. Zajimavé vysledky byly zjistény béhem procesu
re-aklimatizace, kdy WCSI120 proteiny re-akumulovaly v mensi mife u cCastecné
vernalizovanych rostlin, zatimco uroveil mrazové tolerance byla mensi v piipadé plné
vernalizovanych (saturovanych) rostlin.

Zde mam dotaz, poznamku tykajici se kvantifikace exprese pomoci Western analyzy 1-DE
(Fig. 1, str. 89, Fig. 2, str.90), vychazejici z kvantitativné stejné ,,loadovanych* geld (6
opakovani). Zde by bylo zadouci a pfesn€js$i mit moznost interniho standardu, coz vSak chapu,
7ze v ptipadé stresové fysiologie je problematické (aktin, tubulin apod. ?). Kazdopadné
kvantifikace exprese proteinii pomoci 2-DE je dosti naro¢na a problematicka.

Clanek 5: Temperature-dependent accumulation of dehydrins in wheat and barley cultivars
with different frost tolerance, v soucasnosti ve fazi odeslaného manuskriptu, se zabyva
studiem 5-ti odriid pSenice a 2 odrid jeCmene s odliSnou toleranci k mrazu. Vysledkem je
zjisténi rozdill v suSin€, mrazové toleranci a indukci dehydrinii. Autofi konstatuji, ze
akumulace dehydrint v listech je zavisla na mife tolerance dané odridy a dale na teploté.
Nejvetsim piinosem prace je zjisténi, ze odridy pSenice odolné k mrazu akumuluji vyssi
hladiny WCS120 proteinti a to jiz pii teploté 17C. Podobné v ptipadé¢ ozimého a jarniho
je€mene byla zjisténa odlisSna hladina exprese DHNS proteinu (WCS120 ortologu). Validaci
téchto vysledkii na vét§im souboru odrid by bylo mozné doplnit a nasledné i urychlit
Slechtitelsky proces z hlediska vyhodnoceni chladové/mrazové odolnosti pSenice, ptipadné
jec¢mene.

Posledni ¢ast (str. 111-112) je vénovana struénému shrnuti vSech dosazenych vysledkt, da se
fici abstrakt jednotlivych abstraktt.

Syntéze, formulaci celkového ,,zdvéru“ celé prace je vénovan jen 4 tadkovy zavérecny
odstavec, konstatujici, ,, ..Ze chladova regulace exprese COR proteini a mrazova tolerance
mohou byt odli§né procesy, a Ze Groven exprese studovanych dehydrinti mize byt asociovana
nejen z mrazovou toleranci, ale 1 vyvojovymi stadii a rozdily v teplotach pii kterych byly
rostliny péstovany*.

Toto povazuji za nedostatecné a bylo by i vhodné formulovat ,,nové, odvaznéjsi ,, hypotézy,
popf. oddiskutovat moznosti a vzdjemné vztahy anatomie, fysiologie, ekofysiologie a
molekularni biologie. D4 se odhadnout a pohled do publikované literatury to potvrzuje, ze
odolnost k chladu/ mrazu neni déna je expresi COR proteinl, zde ptfedstavenych zastupci
jedné genové rodiny WCS120, ale i molekuldrné mnohem komplexnéj§im procesem, k jehoz
poznani ¢astecné prispéla i vlastni prace autora.
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castem) doklada dostatecny prehled autora v dané problematice. PiestoZe pracuji v jiné oblasti
biologie rostlin, letmy pohled a studium vybranych ¢lankii na Web of Science naznacuje



intenzivni praci v dané oblasti. Subjektivné bych ocenil zafazeni c¢lankd do diskuse
studujicich genovou expresi na urovni RNA a zabyvajicich se o ,,minimaln¢ jeden stupen
vySe postavenych® regulacnich proteinii — transkripénich faktort, viz napt. prace : Title:
Differential and coordinated expression of Cbf and Cor/Lea genes during long-term cold
acclimation in two wheat cultivars showing distinct levels of freezing tolerance

Author(s): Kume S, Kobayashi F, Ishibashi M, Ohno R, Nakamura C, Takumi S

Source: GENES & GENETIC SYSTEMS 80 (3): 185-197 JUN 2005.

Podobné by bylo vhodné oddiskutovat/ zminit prace zabyvajici se funkéni analyzou danych
proteinil napf. pomoci transgenose viz.

Yin ZM, Pawlowicz I, Bartoszewski G, et al.

Transcriptional expression of a Solanum sogarandinum pGT :: Dhnl0 gene fusion in
cucumber, and its correlation with chilling tolerance in transgenic seedlings

CELLULAR & MOLECULAR BIOLOGY LETTERS 9 (4B): 891-902 2004

Houde M, Dallaire S, N'Dong D, et al.

Overexpression of the acidic dehydrin WCOR410 improves freezing tolerance in transgenic
strawberry leaves

PLANT BIOTECHNOLOGY JOURNAL 2 (5): 381-387 SEP 2004

V piipadé pSenice by bylo zajimavé diskutovat a sledovat lokalizaci jednotlivych ¢lenli CR
proteint WCS120 rodiny pomoci substitué¢nich linii, tak jak bylo publikovano pracovistém
Skolitele :

Title: The relationship between vernalization requirement and frost tolerance in substitution
lines of wheat Author(s): Prasil IT, Prasilova P, Pankova K

Source: BIOLOGIA PLANTARUM 49 (2): 195-200 JUN 2005

Toto je vSak, jak jiz zminéno, samoziejme subjektivni selekce literatury a na podporu autora
je nutné zminit, Zze podobné prace zabyvaji se manipulaci mrazové tolerance popt. studiem
exprese v segregujici F2 populaci jsou zminény v ¢lanku-review €. 1.

Celkové prace vzhledem ke 3 pfijatym publikacim a dvou dal§im odeslanym manuskriptim
spliiuje formalni poZadavky na obhajobu u nasledné udéleni doktorské hodnosti. Autor
prokédzal schopnost samostatné experimentalni prace, analyzy a interpretace dosaZenych
vysledkd.

Je jasné, Ze ani autor ani ja nejsme rodilymi anglickymi mluv¢imi a nékteré ¢asti prace by
mohly byti formulovany jinak, ale nechci a nemohu hodnotit gramaticky aspekt pfedloZené
prace. Pfesto by nebylo od véci mit alesponl v matefském ceském jazyce stru¢né formulovany
vysledky prace, jedna-li se o doktorat obhajovany na ceské universite.
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