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PredloZend disertacni prace se zabyva velmi komplikovanou problematikou vyuZiti
molekuldarné genetickych markérii pro determinace hybridnich populaci rodu Pinus se
zaméfenim na taxonomické druhy Pinus silvestris L. a Pinus mugo Turra tvorici dle soucasné
taxonomie agregéat tif subspecii Pinus mugo Turra, Pinus uncinata Ramond in Lamarck et De
Candolle a Pinus rotundata Link. Autorka vSak hodnotila i dal$i druhy Pinus pseudopumilio a
Pinus nigra. Celkové€ tak bylo hodnoceno 27 evropskych populaci rodu Pinus v rozsahu od 5-
15 jedincti. ObtiZnost predloZzené studie spociva jiz ve vlastni biologii kveteni, Sirokém aredlu
rozSifeni a moZnosti vzniku introgresivnich hybridi u tohoto rodu. Navzdory dlouhodobym
taxonomickym studiim né€kolika generaci botanikli a taxonomu se dosud spolehlivé nedaii
zmapovat vzajemné vztahy a vazby mezi n€kterymi druhy rodu Pinus a vytvofit jednotnou
taxonomickou nomenklaturu.

Disertacni prace je ¢lenéna konvenéné na tivod, cile prace, reSerSi, metodicky postup,
vysledky, diskusi a zdvé€r. Soulasti disertani préce je i autoreferdt, jeZ rovn€Z zahrnuje
publikac¢ni aktivitu autorky.

Z reSerSni Césti této prace vyplyva, Ze si je doktorandka komplikovanosti problematiky
védoma a v textu jsou zasadni ,taxonomické konflikty* mezi jednotlivymi autory dobie
zaznamenany. Kladn€¢ hodnotim v reSerSni Cédsti zpracovanou aktudlni problematiku
hybridizace uvniti agregatu Pinus mugo se specifikaci oblasti naleziSt.

Cile priace byly jednoznatn€ a srozumitelné specifikovany do 4 okruhi:
1. optimalizovat techniky molekuldarnich markert, 2. posoudit miru vnitro- a mezidruhové
variability populaci, 3. vyhodnotit odliSnost determinovanych taxonii na molekuldrni trovni a
4. ujasnit taxonomické a terminologické problémy. Z metodického pohledu vybrany soubor
27 evropskych populaci, reprezentujici 6 taxonli rodu Pinus, véetn¢ planovanych Ctyf

molekuldrnich technik davaly dostate¢ny potencidl vytyCenych cili dosdhnout. K metodické



¢asti mam pouze jednu ptipominku, kdy u charakterizace studovanych materiald je uvadény
jejich pocet (str. 40), nicmén€ ve vlastnim hodnoceni pomoci molekuldrnich markerl je
hodnocen mnohem mensi pocet materidl od kazdé z populaci (5-15). Bylo by tedy vhodné
konkrétni po¢ty materidlii za hodnocenou populaci rovnéZz do kapitoly ,,Materidl a metody*
uvadet. Pro¢ nebyl pocet hodnocenych materialti za populaci jednotny?

Vysledkova ¢éast je zpracovdna piehledné. Ke grafické strdnce PCO grafi méam
nékolik poznamek. U obr. €. 7 popisujici velmi ndzorn€ genetickou variabilitu celého
testovaného souboru populaci by bylo vhodné piipojit vedle grafu legendu charakterizujici
taxon a oblast jeho vyskytu (sbéru). Rovnéz velikost popiskil v ndvaznych dil¢ich PCO
grafech bych doporucoval zvétsit (alespon u sumdrnich grafii za taxon). Doktorandka bohuzel
zminuje nemoznost aplikace RAPD resp. AFLP metod v disledku kontaminace materiala
houbami a tak se v praci u téchto analyz omezila pouze na ukdzku vystupu u né€kolika
populaci, na nichz tak doklddd optimalizaci metody. V tomto piipadé bych moZna
doporucoval nebdt se do vysledki vice rozepsat postup pfi optimalizaci vlastni metody. Jisté
s touto Cinnosti strdvila autorka vyznamnou Cdst v ramci svych laboratornich hodnoceni a
takovyto vystup by byl jist€ cenny i pro spoustu dalSich diplomanti a doktorandi. Zde bych
mél dotaz, zda jsou v souCasné dob€ znamy né&jaké spolehlivé moZznosti resp. postupy jak
ziskat materidl bez této kontaminace?

Tato skuteCnost pak samoziejmé€ komplikovala moZnou udsp&Snou determinaci
hodnocenych populaci a analyzy se musely omezit na trojici po optimalizaci vybranych
specifickych mikrosatelitnich (SSR) markerti vykazujici vysokou troven polymorfismu uvniti
jednotlivych populaci, nicméné s nespecifickou vazbou k urenym taxoniim, jez se ve
vyslednych PCO grafech prostorové piekryvaly. Na tomto mist€¢ bych m¢l trochu hypoteticky
dotaz, zda by v piipad¢é hodnoceni vétSiho poctu zastupci jednotlivych populaci (50 a vice —
je-li to z pohledu jejich poc¢tu na naleziStich viibec mozné) nebylo mozné ocekdvat alespon
specifi¢téj$i frekvenci v pozicich fragmenti u té€chto vybranych markerd pro kazdy
determinovany taxon.

Z posledni vysledkové €asti prace jednoznacné vyplyvd, Ze nejnad€jnéjsi piinos pro
taxonomické studie bude ziejmé€ az v rozsdhlejSim sekvenci genomu s ptfimym nalezenim
odliSnych oblasti jednotlivych taxon. K diskusni ¢€asti praci nemdam zavazné&jSich
pfipominek. Autorka zde komentuje dosaZzené vysledky a snad jen n€které pocatecni pasize
maji trochu vice reSerSni charakter a zasluhovaly by hlubSi konfrontaci s dosaZzenymi
vysledky. Zavér prace pak reaguje na vytyCené cile disertace, jez lze na zdklad€ dosazenych

cili bez vyhrady akceptovat.



Diserta¢ni prace Ing. Martiny Beranové piinasi podnétné vysledky v oblasti taxonomie
rodu Pinus. V ramci pracovisté jsou jist¢ velmi cenné optimalizace u jednotlivych
molekuldrnich technik pro hodnoceni téchto materidli, véetné detekei rozdili v sekvencich
geonomu u modelové zvolenych populaci ¢tyf taxond. Disertaéni prace prokazuje zéroven
pozadovanou vysokou odbornou droven doktorandky i jeji pfipravenost pro samostatnou
védeckou praci. Proto po Gspé$né obhajob& disertacni prace doporuCuji Védecké radé ZF

JihoCeské univerzity disertacni praci schvdlit a Ing. Martin¢ Beranové ud€lit titul Ph.D.

V Praze 2.6.2008 Ing. Viaclav Dvoracek, Ph.D.
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Predlozend doktorskd disertatni prace Ing. Martiny Beranové feSi zajimavou
problematiku aplikace genetickych markert ve studiu mezidruhové a vnitrodruhové diversity u
borovice a moznosti vyuZiti tohoto pfistupu v populaéni genetice a botanické taxonomii. Jde o
problematiku, které u nds dosud nebyla vénovéina takovd pozornost, jakou si dle mého nazoru
zaslouzi. Zvolené téma a vlastni pifstup k jeho feSeni proto povaZuji za zajimavé a uZiteCné.
V tvodu price autorka volbu materidlu a d&elnost pouZiti molekuldrné biologickych metod
studia populaci borovice vhodné komentuje. Cile price, tj. ov€feni vhodnosti riznych DNA
markerti a jejich vyuZitelnosti pro posouzeni mezidruhové a vnitrodruhové variability a
taxonomické rozliSeni borovic, povazuji za dobie zvolené.

O dobré piipravé na vlastni experimentdlni praci svédci logicky ¢lenény literarni prehled,
ktery na 31 strandch textu pojednévé o botanické systematice a nomenklatufe agregatu Pinus
mugo v ramci podrodu Strobus, sestdvajiciho z druhti Pinus mugo, Pinus uncinata a Pinus
rotundata. Rod Pinus a jeho jednotlivé druhy autorka ddle podrobné analyzuje, vetné
biologickych charakteristik a aredlu vyskytu. Dal$i ¢ast literdrniho pfehledu vénuje autorka
procesu hybridizace u borovic a jejimu vyznamu v evoluci. Popisuje rovnéZ znamé zmény
genomu v diisledku hybridizace, vyskyty abnormalit a popt. vznik novych druhd. Podrobné je
pojedndna hybridizace uvniti agregatu Pinus mugo , zejména hybridni kombinace Pinus mugo x
Pinus rotundata, jejiz nékdy rozséhlé populace jsou rozsiteny v zdpadnich a v jiZnich Cechach.
Vzhledem k rozsahu a variabilité t&chto populaci a absenci nékteré ¢i obou rodi¢ovskych forem
v aredlu vyskytu se predpokladd jejich ddvny znik. Stejnou pozornost vénuje autorka i
hybridnim populacim mezi Pinus mugo a dal§imi druhy mimo tento agregdt- napf. s velmi
roz§ifenym druhem Pinus silvestris , ktery je geneticky a morfologicky relativné vzdaleny; jsou
uvedeny lokality vyskytu v CR a na Slovensku. V CR je déle zaznamenén vyskyt hybridnich
populaci Pinus rotundata x Pinus sylvestris a polyhybridniho komplexu Pinus mugo x Pinus
rotundata x Pinus sylvestris. V&Sina mezidruhovych hybridi vramci rodu Pinus je
zivotaschopna a ve vétsin¢ piipadi také relativné fertilni.

V daldf ¢asti je diskutovéana genetickd variabilita v ramci  druh a vyuZiti molekularnich
markeri pro jeji studium a charakterizaci. Nejlépe prostudovan je nejvyznamngjsi a
nejrozsitendjsi druh Pinus sylvestris . Viechny druhy borovic maji 12 chromozomd, 1isi se vSak
velikosti  genomu. V zavére¢né &asti  literarntho prehledu autorka popisuje metody
molekuldrniho markerovani (PCR, RAPD, AFLP, SSR a sekvenovani DNA). Priklady vyuZiti
DNA markerii u jehli¢nant (a specificky u borovic) jsou uvedeny pro SSR markery, ptiklady
vuziti dalsich DNA markeri jsou potom zminovany az v diskusi. Zde domnivdm, Ze pro uplnost
a vyvazenost prindSenych informaci mohly byt stru¢né zmin€ny i aplikace ostatnich metod
markerovani, i kdyZ vzhledem k okolnostem nejsou vysledky téchto aplikaci v praci uvedeny.

Préce ¢erpd z 227 literarnich prameni; literarni piehled md logickou strukturu a povazuji
jej za dobie sestaveny a dostacujici.

Navazujici kapitola Materidl a metody pfindsi piehled 27 studovanych populaci na
lokalitich v Cechdach, na Slovensku, v Némecku, Polsku, Rakousku, Svycarsku, Albanii ,
Turecku, Bulharsku a Itélii. Studované populace patfily k péti druhtim rodu Pinus- P. uncinata,
P. rotundata, P. mugo, P.sylvestris, P. nigra a P. pseudopumilio a byly reprezentovany 5 az 52
jedinci (u vétSiny populaci §lo o cca 35 az 45 jedinct). Z populaci bylo odebrdno 25 — 50 vzorku
pro analyzy DNA (tam kde byly k dispozici). Takto Sirokého experimentdlniho materialu bylo
mozné vyuzit diky ndvaznosti prace na vyzkum provadény tstavem Sylva Taroucy pro krajinu a
okrasné zahradnictvi v Priihonicich. Velmi ocenuji tuto provazanost, kterd jist¢ piispéiva ke



komplexnosti vyzkumu na obou pracovistich. Pfedpokladdm, Ze takto Siroky soubor geograficky
vzddlenych populaci byl zdrukou existence dostate¢né vnitrodruhové i mezidruhové genetické
diversity. Diskutovat by bylo ziejm& moZné o minimédlnim poctu jedinci pro efektivni analyzu
populace. Pro populaci ¢. 21 chybi v tabulce tidaj o odbéru vzorki- ktery vsak byl ziejmé
proveden (viz analyzy v kapitole ,,Vysledky™).

Dalii ¢4st metodiky je vénovédna postupim extrakce genomové DNA a metodickému
postupu provadénych analyz DNA markerd (RAPD, AFLP, PCR, SSR, sekvenovini DNA) a
postupu elektroforézy v agarovém gelu. Pokud mohu jako specialista na pon€kud jinou oblast
tuto &ast metodiky posoudit, je zpracovédna standardné a piehledn€é. Domnivdm se vSak, Ze
soutdsti metodiky mé&l byt i alespon stru¢ny popis pouzitych metod hodnoceni dat a zpusobi
interpretace vysledki (¢ast téchto informaci 1ze nalézt v kapitole ,,Vysledky™).

V kapitole ,,Vysledky* autorka shrnuje a analyzuje ziskand data. Pro RAPD analyzy bylo
pouzito celkem 60 primerd; bylo moZné detekovat vysokou variabilitu v rdmei populaci i mezi
populacemi, jak ukazuje ptilozeny dendrogram (ktery neni fadné popsdn). BohuZel byla zjiSténa
kontaminace houbami a rozhodnuti vylougit vysledky téchto analyz z dalsiho hodnoceni povazuji
za spravné. Obdobné& tomu bylo s vysledky AFLP analyz, ddle nevyuZitych ze stejného divodu.
Za pozitivum povazuji, Ze byla optimalizovana AFLP a je na pracovisti k dispozici pro dalsi
analyzy. Po téchto omezenich se stala zakladem préice analyza SSR, kterd vyuziva specifickych
markeri a mohla byt tedy u vzorkd Gsp&né¢ provedena. Pro analyzu bylo k dispozici 12
primerovych péri; po jejich testovani byly vybrany 3 péry, které vykazovaly spolehlive
reprodukovatelné spektrum fragmentii u vSech taxoni. Jisté $lo o potfebny a pragmaticky krok-
ktery ovSem znamenal sniZeni rozliSovaci schopnosti analyz.

Pouzité primery umoziiovaly identifikovat na agarézovém gelu celkem 20 pozic
(SPAG7.14 - 6, PtTx3116 - 9 a SPACI1.6 - 5). Nasledna hodnoceni genetické variability
jednotlivych populaci z tohoto vychézeji a uvadgji obsazeni pozic na elfo- gelech pro jednotlivé
primery a analyzované vzorky (Tabulky 4a az 4z). Ke kazdé analyzované populaci (1 az 27) je
uveden komentaf charakterizujici piivod populace, zjiStény stav pfitomnosti fragmentd
v jednotlivych pozicich a mira amplifikace fragmentii. Domnivdm se, Ze by zde mohl byt i
velmi struény komentdi k diversit¢ populace. Pro zhodnoceni mezidruhové a vnitrodruhové
genetické diversity celého souboru 27 populaci byla pouZzita analyza hlavnich komponent.
BohuZel analyza jednotlivé populace vyznamné neodlisila a (obvykle nasledujici ) shlukova
analyza nebyla proto provedena. Vice informaci pfinesly PCA analyzy genetické diversity
populacemi v rdmci druhu naznadeny (napf. u P. rotundata populace odlidnost populaci 10 a 14,
u P. mugo populace 4 oproti 7 a 16, u P. sylvestris populace 5 a 8). Vice by mohl ukdzat vypocet
genetickych vzdalenosti mezi jednotlivymi populacemi. Skute¢nost Ze pii analyze slouCenych dat
nelze identifikovat shlukovani, nemusi popirat existenci genetickych rozdilii mezi populacemi-
tyto mohou spocivat spise v riizné frekvenci vyskytu alel nez v jejich pfitomnosti ¢i absenci.
Domnivam se Ze zavér formulovany na stran& 75 Ze ,,vnitropopulacni (genetickd) variabilita je
dokonce vy$&i nez variabilita mezi taxony* je pouze velmi relativni (jde o rizné kategorie dat);
jde o soucdst variability taxonu.

Vysledkem sekvenovani ribozomdlni RNA byla predevS§im optimalizace této metody,
ktera je nyni k dispozici pro dalsi vyuziti. Pro ovéfeni metody byly zvoleny 4 populace po dvou
rostlindch. Pies potize s kontaminaci DNA hub byly prokdzany rozdily mezi druhy ale i rozdily



mezi dvéma analyzovanymi populacemi P. rotundata. Oproti SSR markerim ma tato matoda
vyhody a bude zfejmé dale vyuZita.

V diskusi, kterd ma charakter podrobné literdrni reSerSe, autorka informuje o vysledcich
taxonomickych studii a nomenklatufe borovic a vysledcich a moznostech vyuZiti molekulérnich
markerii. Zavérem jsou shrnuty vlastni dosaZené vysledky analyz SSR a konstatovdna shoda
s praci Monteleone et al., 2006. Zavéry jsou formulovany stru¢né a vystizné.

Doktorskd disertaéni prace Ing. Martiny Beranové pfispivd k feSeni taxonomickych
problémii u evropskych populaci borovic a pfinasi dil¢i poznatky o jejich genetické diversité.
Vyznamym pifnosem jsou poznatky metodického charakteru, tykajici se aplika¢nich moZnosti
DNA markert. Dil¢i pfipominky a dotazy k nékterym Cdstem préce jsou uvedeny v posudku.
Price je logicky &lenéna, vyvozované zdvéry jsou dobie formulovany. Dobrd je i technicka
dprava. Po formdlni strance méd price vSechny ndleZitosti. Dle mého nézoru doktorandka
prokdzala erudici pro védeckou praci. Vzhledem kuvedenym skuteCnostem doporucuji
piedlozenou doktorskou disertaéni préci k obhajob&, po jejim dsp&né pribehu doporucuji
udéleni védeckého stupné PhD.

V Praze dne 3. 6. 2008

Ing. TLadislav Dotlacil, CSc.
VURYV v.v.i., Praha



Oponentsky posudek disertacni prace

Doktorand: Ing. Martina Beranova

Nézev prace: Pouziti molekularnich markert v populaéni genetice a taxonomii na
modelu Pinus mugo
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Diserta¢ni prace se zabyva zdvaznym problémem z hlediska védniho, ktery se zaroven obrazi
i v lesnické praxi v oblastech specifikovanych v nazvu. Téma poskytuje disertantovi Siroky
prostor pro prokézani nabytych teoretickych znalosti, ziskanych laboratornich dovednosti a
odpovidajici prezentaci na oéekdvané védecké trovni. Vybér tématu proto povazuji za
zdafily poéin. JelikoZ jsem oponoval také diplomovou praci M. Beranové, mam za to, Ze jeji
zajem 0 moznosti feseni nékterych otevienych otazek taxonomie s vyuzitim soudobych
sofistikovanych metod pochézi uz z t¢ doby.

Prace obsahuje 114 stran, pevné spojenych knihatskou vazbou. Barevné nebo Cernobilé grafy
a prehledové tabulky jsou vloZeny na patii¢na mista ptimo do textu. Vnitini ¢lenéni odpovida
standardni struktufe védeckych publikaci. Rozsah prace je pfiméfeny obsahu i formé
prezentace, vlastni prace piedstavuje 7 celkového rozsahu. Vyjadiovani Ize oznacit jako
vystizné a srozumitelné, po gramatickeé strance bez vétsich piipominek, formalni stranka je
piijatelna. Udaje odpovidaji soustavé SI.

Zpracovani disertacni prace je zaméfeno vyhradné na okruh otazek vymezeny nazvem.
V Literarnim piehledu lze nalézt citlivé vybrané podklady z domaéci i zahrani¢ni literatury
k védnim okruhtim, které se tykaji systematiky rodu Pinus L., geografickému roz§itent,
otazkam hybridizace, genetické variabilit€ a hlavné vyuziti metod molekularnich markeru.

Cile prace jsou stru¢né formulovany ve 4 bodech, hypotéza neuvedena. Vychodiskem a
stéZejnim pro celou praci se jevi prvni bod (Optimalizace techniky molekuldrnich markert na
modelu rodu Pinus L. a posouzeni vhodnosti vybranych metod).

Material a Metody: Vzorkovy material dodal VU v Prthonicich a &ital 25 — 50 polozek,
patiici k Sesti ptirodnim populacim Pinus z riiznych stati Evropy. Jsou tu vystizn€ popsany
pouzité postupy extrakce genomové DNA, analyzy RAPD, AFLP, SSR, klonovani a
sekvenovani DNA a elektroforézy v agarézovém gelu.

V kapitole Vysledky oceiiuji pe¢livé zdokumentovani vysledki, kterych bylo dosaZeno za
pouziti vyse uvedenych postupt pfi analyze jednotlivych populaci. Utfidéni vysledki je
piehledné a vystizné, hodnoceni moZnosti nasazeni jednotlivych metod a limit pouZiti
realistické. Kladn& hodnotim kriticky p¥istup v piipadech kontaminace ne€kterych vzorki
cizorodou DNA (kontaminace houbami). Prezentace je velice promyslené propracovana a
piesvédeiva. Lze jen litovat, Ze do hodnoceni nebylo mozné zatadit morfologicka data, nebot
dodavatel vzorkti morfologicka méfeni pro jednotlivé populace nestacil systematicky
zpracovat a dodat. Bez nich nelze pfistoupit ke genetickym analyzam.

V kapitole Diskuse se konfrontuji dosazené vysledky s daji povétsinou citovanymi ve
vstupni kapitole. Kapitola je vécna a obsazna, s podstatnymi vyvody a souvislostmi. Cizoroda
DNA ¢&ini metodu RAPD a AFL k danému téelu nepouzitelnou, jako vhodn&jsi se tedy
ukazuji mikrosatelity, z nichZ byly pro komplexni hodnoceni vybrany tii markery. Tato



markery spolehlivé amplifikovaly fragmenty u véech zkoumanych populaci. Dale bylo v praci
pouzito sekvenovani ¢asti genil pro ribozomalni RNA u &tyf ndhodn& vybranych populaci.
Byly vyfeseny otazky optimalizace, nalezeny vhodné primery a vhodna metoda pro
amplifikaci. Sekvenovani v ptipadech rozséhlého prekryvani markert fingerprintt, jak bylo
zji$téno u jednotlivych populaci, se ukazuje jako postup k danému tcelu nejvhodné€jsi, ale
také nejdrazsi.

Zavér je struéné a vystizené formulovan ve &tyfech bodech. Rod Pinus se ukazuje jako jeden
z nejvice geneticky variabilnich v celé rostlinné ii8i. Po¢et druhti uvnitf rodu zifejmé neni pro

hodnoceni taxonomickych otazek hlavnim kritériem, dileZit&js$im jsou vzajemné vztahy
pfirodnich populaci.

K praci nemam podstatnych vécnych pfipominek. Seznam vlastnich publikaci disertanta jsem
nalezl v autoreferatu: Ze tiech zde uvedenych je Ing. Beranova ve dvou piipadech uvedena na
prvnim misté autorského kolektivu.

Prohlasuji, Ze disertaéni prace splituje viechny pozadavky kladené na tento typ praci podle
74k, & 111/1998 Sb. Proto komisi pro obhajobu pii JCU ZF v Ceskych Budgjovicich
doporuéuji praci v pfedlozeném znéni pfijmout jako podklad k obhajobé a po jejim Gspesném
obhéjeni jmenované udélit akademicky titul ,Doktor“c —")

Z/ / é U \//

V Tébote, dne 26. kvétna 2008 Ing. Viaclav Mika, DrSc. N—
VURV Praha, v.v.i.



