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1) Jiz z nazvu celé studie vyplyva, Ze byl zvolen naprosto nevhodné a z genetického hlediska
je naprosto chybny. Pokud by dochazelo k netiplnému ptenosu genetické informace, jednalo
by se predevS§im o ztratu casti nebo celého chromozdému, a takovéto rostliny pak nesou
naprosté rastové anomalie, které jsou nékdy az letalni. Pfi procesu dédicnosti je téZ informace
v buiice stale kopirovana a je tudiz v procesu produkce sadby pfi kultivaci in vitro nodalni
kulturou stale stejnd a neménna. Pokud by doslo k mutaci na Grovni jaderné DNA, ktera by
byla trvald v genomu rostliny, pak by byly i nasledné rostliny takto vzniklé¢ z t€chto bunck
shodné a projevovaly se u vSech rostlin z ni mnozenych, coz v sadbovém materialu jako celku
nebylo prokazano. V celém sledovani problematiky bylo opomenuto zésadni genetické
dogma, ze fenotyp rostliny je tvofen genotypem a vlivem prostiedi. Vliv prostiedi, jako jsou
agrotechnika péstovani, hnojeni a ochrana rostlin, vodni a teplotni profil béhem rtstu rostliny,
jakoz 1 samotny vychozi stav u ozdraveného materialu, ktery je prosty od vSech patogent, tak
vyrazn¢ ovliviiuji fenotypové projevy a znaky u rostlin chmele. Proto nelze jednoznacné
deklarovat fenotypové zmény pouze genetickymi zménami, pokud nebyl sledovan a hodnocen
vliv prostiedi.

2) Jako pracovisté s dlouhodobou védeckou aktivitou na poli genetiky chmele jsme vyvinuly
velice ucinny nastroj kontroly genomu chmele pomoci molekuldrnich markerd, ktery byl
vyuzit téZ v ramci genetickych analyz zadanych UKZUZ v roce 2017. V téchto analyzach
vykazoval vzorek ¢.3 odlisnosti na urovni sledovanych DNA markerti od ZPC. Lze vsak
s naprostou jistotou vyloucit, Ze by se tento vzorek dostal do porostu se sadbovym materidlem
ZPC. Tato rostlina prokazatelné vznikla zkiizenim ZPC s planym saméim genotypem z okoli
a jako semendl vyrostla na prazdném misté v chmelnici. Fenotypové muze byt velice
podobna ZPC a nevim do jaké miry je zachovany polohopis vzorkil, aby ji bylo mozné
otestovat znovu s vzorky planych samcich genotypu v okoli, abychom toto kfizeni potvrdili.
Vyrok o Stépeni a degradaci genetické informace v kultufe in vitro je tak naprosto nepravdivy.

3) Vramci odborné diskuse vyplynuly urcité kritické body, které mohou zplsobovat
genetické/epigenetické zmény. Dovolte mi, abych se k jednotlivym bodim vyjadiil:

e Regeneraci rostliny z meristému doslo pouze jednou a to na pocatku zalozeni kultury
in vitro. Poté byly rostliny mnoZeny pouze z diferencovanych pletiv.

e Bchem kultivace in vitro je provadéno pouze fizkovani a tvorba kalusového pletiva na
misté poranéni je minimalni a vede pouze k tvorbé kofenli a nikterak neovliviiuje
rostouci meristematické pletivo diferencovanych pupenti. Sterila¢ni prostfedky nejsou
pouzivany.

e Donorové rostliny pochazely zudrzovaciho $lechténi ZPC, a jak bylo zminéno v
popisu skute¢nosti, zalozeni kultury bylo vletech 1988, 1996 a 1998. Veskery
péstovany ozdraveny material na chmelnicich v CR od tak pochazi z téchto meriklont.



v

Vzdy vykazoval viechny znaky ZPC a fenotypové odlisnosti (bujnéjsi rist, vétsi
listovd plocha, delSi pazochy, vy$$i nachylnost plisni chmele a vysSi obsah alfa
hotkych latek v prvnich letech) byl zplisoben pouze ozdravenim.

Slozeni média je standardni a je pouzivano pro vSechny mnozené odriidy chmelové
sadby v podminkéch in vitro. U téchto 10 odrid a dalsich klontt ZPC by tedy muselo
zpusobovat stejné genetické/epigenetické zmény.

Rustové regulatory a hormony (cytokininy a auxiny) nejsou v kultivaénim médiu
pouzivany.

U tohoto bodu nelze popfit, Ze in vitro kultura je dlouholetd a nelze tak vyloucit vliv in
vitro kultivace na troven metylaci (Peredo et al. 209) ¢i hladinu hormont (Plackova et
al. 2015). Tyto epigenetické a hormonalni zmény ovSem po ptevedeni do polnich
podminek vétSinou vymizi. Totéz potvrzuji i Smykal et al. (2007), kde rostliny hrachu
z 24 let kultivované nodalni kultury nevykazuji zddné rozdily od ptivodnich genotypu.
Relevantni diikazy o moznych genetickych/epigenetickych zménéch neexistuji a bude
potieba toto provértit v ramci nasich experimentt.

Materialy in vitro jsou oprostény od vSech endogennich patogentl.

Termoterapie byla provedena pouze jednou a to na zacatku zalozeni kultury in vitro.
Aktivita retrotranspozonti u chmele je nulova.

Jelikoz je kultivace in vitro hojné pouzivéana k vegetativnimu mnozeni rostlin, byla podrobena
mnoha studiim, které prokazaly genetickou stabilitu téchto kultur. Pii existenci somaklonalni
variability, nebyla u rostlin mnoZenych z vrcholovych a axilarnich pupent nikdy nalezena
(Krishna et al., 3 Biotech 6:54, 2016). Abychom se ujistili, 1 my jsme pozéadali o odbornou
diskusi nase ptedni odborniky a pracovniky v této oblasti. Odpovédi na naSe otazky uvadime
v ptiloze. Vysledky diskuse lze shrnout takto:

1.

Myslite si, ze mohou probihat dramatické dédiéné zmény v genomu intaktnich rostlin,
mnoZzenych z nodalnich tizki (rist nové rostliny z axilarnich ¢i apikalnich meristémil)
v podminkach in vitro?

Dédiéné genetické zmény neprobihaji. Moznost vzniku epigenetickych zmén pfi
vysokém selekénim tlaku.

Myslite si, Zze frekvence mutageneze u intaktnich rostlin v podminkach in vitro a in
vivo je rozdilna (bez selek¢niho tlaku a cilené mutageneze)?

Mira mutageneze v obou systémech je shodna. Dilezity je vliv vnéjsich faktord, jez
muze byt v in vivo podminkach paradoxné vyssi. Pfi pouziti stresovych a mutacnich
faktorti v podminkach in vitro se frekvence zvysi. Presto spisSe epigenetické zmény.

Myslite si, ze je vyznamny rozdil mezi mikromnozenim nodadlnim fizky ve
sklenikovych a in vitro podminkach?

Rozdily jsou spise technologickeé, kdy je tfeba aklimatizace a razné zptisoby kofenéni.
In vitro je efektivnéjsi a materialy jsou bez patogenti. Piesto je tieba se vénovat snizeni
stresovych faktora. Je zde vyrazna odlisnost pro jednotlivé rostlinné druhy a nelze tak
problematiku zobecnit.



Zavérem lze Fici, Ze tvrzeni o genetické degradaci ZPC je chybné a neni podlozeno zadnym
ditkazem. Lze zcela vyloucit genetické zmény v jaderné DNA vzniklé v podminkach in vitro.
Epigenetické zmény vylou€it nemtzeme, jakoz ani jejich dopad na fenotypové projevy.
Piesto, i kdyby takovéto zmény probéhly, stile se geneticky jedna o rostliny ZPC. Vzdyt
samotnd epigenetickd variabilita, vznikld prostiedim po dobu tisice let péstovani, dala
vzniknout vybérim Osvaldovych klont, a lokdlnim odriiddm Spalt, Tettnang, Striesselspalt,
Nadwislavsky a Lubelski.

Nemiizeme ani souhlasit s vyrokem, ze bychom né¢kdy pochybili a nedodrzeli pravidla
vyrobniho a mnozitelského cyklu, a nami dodavana sadba tak byla vadna.

V Zateci, 6.6.2019 Ing. Josef Patzak, PhD.



