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Téma disertaCni prace s ndzvem VyuZziti molekularnich markera ve $lechténi hybridni
repky je aktudlni a pfinosné pro Slechtitele ozimé fepky a tim nasledné i pro péstitelskou
praxi. Doktorand Ing. Tomas Nix rozd¢lil svoji praci do sedmi ¢asti a ptipojil seznam zkratek
pro lepsi orientaci v textu.

Literarni ptehled je roz¢lenén do 4 hlavnich ¢asti tykajicich se pavodu fepky, historie
Slechténi fepky, hybridniho Slechténi a rezistence k Phoma lingam. Tento piehled je
zpracovan na zakladé pomérné rozsahlého poctu literarnich prament 117, z nichZ je vétsina
zahraniCnich.

Oddil vénujici se pivodu fepky je zpracovan prehledné a doktorand se v této problematice
dobre orientuje. Zde bych pouze duplicitu obdobnych schémat.

Oddil historie Slechténi se vénuje meznikim ve $lechténi, ale konstatovani soucasnych
trendl Slechténi s odvoldnim na zdroj zroku 1997 se nejevi piili§ aktudlng. Jaké jsou
Slechtitelské cile a postupy u fepky v soucasné dobg&?

V casti tykajici se hybridniho Slechténi doktorand shrnuje zékladni poznatky v této oblasti
velmi erudovanym zptsobem

V &asti tykajici se rezistence k Phoma lingam jednozna¢né konstatuje, Ze zaloZeni neni
komplexn¢ zndmo, ale je zndma fada markerd. Jaké pak je jejich obecné pouziti. Celkove
literarni prehled splnuje po obsahové strance pozadavky na disertaéni praci. S ohledem na
moznosti pocitatové techniky by se nemélo objevovat v disertaéni praci tolik pieklepi a
formalnich nedostatkl (zejména prehled literatury, formalné neni jednotny, chybi nékte
autori).

V kapitole Cil prace jsou v kratkosti definovany 2 hlavni cile a také dil&i cile. Chybi zde
veétsi konkrétnost jednotlivych cilti a hypotéz.

Kapitola Materidl a metodika je zpracovana velmi podrobné, jsou zde uveden jednotlivé
postupy.

Vysledky a diskuse je roz¢lenén do 2 hlavnich oddili a zahrnuje celkem 24 obréazki. Bohuzel
zde zcela chybi vysledky v tabulkach napf. na str.35. by byla vhodngjsi tabulka nez slovni
popis. Je zfejmé, ze doktorand odvedl v experimentalni ¢asti velky pocet méfeni a stanovent,
ale jsou dokumentovany pouze obrazky. Hodnoceni rezistence k Phomé doporucuji rozsifit o
tabulky testll, které umozni &tenafi 1épe zhodnotit dosazené vysledky. Formulace alespon

Castecna shoda bez dalsi kvantifikace nepatfi do védecké prace. Je shoda na 47% jeste

shodou ?



V zév€ru autor struéné shrnuje dosaZené vysledky, zde by bylo mozné diky obséhlym

experimenti dojit ke konkrétn&j$im zavértim.

Diserta¢ni praci pies nékteré nedostatky doporucuji k obhajobg, hodnotim ji jako
dobrou a doporucuji na jejim zékladé a po UspéSné obhajobé udélit Ing. Tomasi Nixovi

akademicky titul “Doktor*.
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Ve Stupicich 13.3.2009 Dr. Ing. Pavel Horcicka

Slechtitelska stanice Stupice /



Oponentsky posudek

Doktorské disertaéni prace Ing. Tomase Nixe ,, VyuzZiti molekulirnich markeri ve
Slechténi hybridni Fepky*

Disertalni prace se zabyva problematikou vyuZiti molekularnich markerti vybranych
znaki u hospodatsky vyznamné plodiny ozimé fepky. Prvnim cilem prace byla analyza geni
SLG a stanoveni moznosti jejich vyuZiti jako molekularnich markert autoinkompatibility (AI)
u fepky.

Dil¢imi cili byla charakteristika genti SLG u odrid a linii fepky, porovnéani sekvenci a
stanoveni moznosti vyuziti nalezeného polymorfismu ve $lechténi, zjiSténi korelace mezi
fenotypovym projevem Al a molekuldrnimi daty a testovani metody PCR-RFLP za ucelem
odhaleni genetické odlisnosti materialu, potencialng pouZitelného v hybridnim Slechténi.

Dal§im cilem bylo hledani molekularniho markeru odolnosti fepky k houbové chorobé
Phoma lingam.

Dil&imi cili bylo vyhledani RAPD markeru pro odliSeni nachylnych a odolnych odrud,
ovéfeni segregace markeru v R1 generaci $tépici populace kiiZencii a rozpracovani metodiky
pro navrZeni specifického markeru odolnosti k P. lingam.

Disertaéni prace sestivd ze 75 stran textu, vletné obrazki sekvenci geni SLG a
elektroforeogramil, seznam pouzité literatury obsahuje 116 citaci.

V literarni reSer$i autor podava struény piehled o pivodu a systematice fepky, historii
Slechténi fepky a podstaté hybridniho §lechténi, uvadi mechanismy umoZiujici fizené
opylovani, se zaméfenim na sporofytickou autoinkompatibilitu a jeji molekularni zaklad.
Dalsi ¢ast je vénovana rezistenci fepky k chorob& Phoma lingam, jeji podstat€¢ a moznostem
molekularniho markerovani.

Kapitola Material a metody obsahuje charakteristiku pouZitého rostlinného materialu,
popis sklenikovych a laboratornich metod, extrakce DNA a molekulérnich analyz.

V &asti Vysledky a diskuse je popsana analyza geni SLG I, které se osvédCily jako
selekéni marker autoinkompatibility. Potvrdil se pfedpoklad, Ze gen SLG I se amplifikuje u
autokompatibilnich (AK) rostlin, zatimco u Al rostlin ne. Tato metoda neumoziuje odhalit
Castené Al rostliny, ale stoprocentné vyselektuje zcela AK jedince. Tuto ¢ast prace povazuji
za nejpiinosnéjsi z hlediska vyuzitelnosti ve Slechtitelské praxi. Vzhledem ke skutenosti, Ze
v populaci dihaploidii, odvozenych z F1 kifiZencii Al linii s AK donory kvality, se vyskytuje
pouze cca 10 — 20 % vysoce Al rostlin, v€asna negativni selekce AK rostlin miZe znacné
zefektivnit $lechtitelsky proces. Omezi se tak péstovani velkého poctu balastnich rostlin az do
faze kveteni.

Podafilo se osekvenovat funkéni alelu SLG II genu z genomu Brassica rapa u dvou
autoinkompatibilnich linii Start a Tandem. Sekvence alely SLG 1l z genomu B. rapa u linii
Start a Tandem byly stejné, ale lisily se od sekvence alely SLG 1I u linie WRG. Sekvenovani
Autor vyuzil informaci ze sekvenovani pro zptesnéni metody PCR-RFLP, ktera je daleko
levné&jsi a pro rutinni vyuziti vhodné&jsi.

Nebyly sice identifikovany vSechny alely u Al linii, které nejsou v dihaploidnim stavu,
ale byla rozpracoviana metoda PCR-RFLP, ktera alesponi Caste¢né pomiZe rozliSit S-
haplotypy. Tato metoda je uZitena pfi urovani hybridd mezi Al liniemi a urCovani S-
haplotypti v &asné fazi ontogeneze u dihaploidnich linii. Za pozitivni povazuji pfimou
navaznost v praktickém Slechténi hybridni fepky na bézi autoinkompatibility. Pomoci PCR-
RFLP miize byt napfiklad zjistovan pivod Al linie a moZnost kontaminace cizospraSenim
s jinou Al linii.



Pfi vyhledavani RAPD markeru odolnosti k Phoma lingam byly rozliSeny odolné a
nachylné odrtdy. Vytypovany RAPD marker se sice na 100 % neshodoval s fenotypem v R1
§tépici generaci, ale prece je zde patrna jistd shoda. Ve fenotypovém projevu infekce
jednotlivych rostlin R1 generace se neprojevily piili§ rozdilné ptiznaky. Problémem jsou
zfejmé& vychozi materialy mélo kontrastni v odolnosti/nachylnosti.

Po odborné strance neméam k praci Zzadné zavazné pfipominky a hodnotim ji kladné.

K formalni strance mam nékteré konkrétni pfipominky:

Textu by prospéla korektura pteklepti a pravopisnych chyb, které by se v disertatni praci
nemély vyskytovat. V literarnim pfehledu pouzity termin ,,divoka™ fepka plati pro Zivocichy,
pro rostliny se pouziva vyraz plana. Uvedené schéma vyroby hybridniho osiva na zékladé
CMS Ogu-INRA odpovidd kompozitnim hybridim typu Synergy, bez obnovy fertility, dnes
jiz nevyuzivanym. Po ziskani zlepSenych obnoviteli fertility se snizenym obsahem
glukosinolatii, se jiz produkuji pouze restaurované, pylové fertilni hybridy s 00 kvalitou.
V piehledu systém@ umoziujicich kontrolované opylovani by stila za zminku sterilita
indukovana transgenozi, tzv. Seed-link systém, kombinovany s herbicidni rezistenci.

V praci by mél byt uveden, kromé& seznamu pouzité literatury, t€Z seznam autorovych
vlastnich publikaci.

K praci mam nékolik dotazi:

Je analyza SLG I genu, osv&d&ena u linii ptivodem z odriidy Tandem pro selekci AI/AK
rostlin, vyuZitelnd i pro dalsi S haplotypy ? Jaky vliv na spolehlivost této metody mohou mit
modifika¢ni geny ¢i genetické pozadi ?

Lze jako selek&niho markeru AI/AK rostlin vyuzit i dal$i geny S lokusu ?

V préci je uvedeno, ¢ RAPD markery vykazuji horsi opakovatelnost. Jaké jsou vase
praktické zkuSenosti s timto problémem ?

Jaka je pravdépodobnost, Ze se podafi nalézt spolehlivé markery pro odliSeni nachylnych
a odolnych genotypti vii¢i Phoma lingam pfi kvantitativni podstaté odolnosti ?

Disertacni prace prispéla k rozsifeni poznatki o moZnostech vyuZiti molekularnich
markertl ve Slechténi fepky. Lze konstatovat, Ze stanovené cile prace byly splnény. Autor
prokazal b&hem doktorandského studia i pfi zpracovani disertace dobrou schopnost védecké
prace.

Uvedené dotazy a pripominky slouZi pouze jako namét pro obecnou diskusi
k problematice obhajované prace a v Zadném pfipadé nesnizuji kvalitu dosaZenych vysledka.

Doktorskou disertaéni praci ,,VyuZiti molekularnich markeri ve $lechténi hybridni fepky*
hodnotim kladn& a doporuéuji, aby po jejim posouzeni a tsp&$né obhajobé byl Ing. Tomasi
Nixovi udélen titul Ph.D.
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Praha 7.3.2009 Ing. Vratislav Kucera, CSc.

Vyzkumny ustav rostlinné vyroby
161 06 Praha 6-Ruzyné



Oponentsky posudek

Disertac¢ni prace: ,, Vyuziti molekularnich markeru ve slechténi hybridni fepky*
Autor diserta¢ni prace: Ing. Tomas Nix
Oponent: Ing. Vaclav Dvoracek, Ph.D.

PredloZzena disertatni priace Ing. TomaSe Nixe na téma: ,,VyuZiti molekuldrnich
markerG ve Slechténi hybridni fepky” se zabyvala dvéma hospodafsky vyznamnymi
problematikami, a to genetickym studiem autoinkompatibility fepky olejné (Brasica napus)
s vyuzitim analyzy polymorfismu SLG genli jako moZnych molekuldarnich markerli a
hledanim vhodnych molekuldrnich RAPD markerd odolnosti k houbové chorobé Phoma
lingam.

V kontextu s obecnou snahou stdlého zvySovani intenzity produkce zemédé€lskych
plodin sméfujicimu jednozna¢né v piipadé fepky k hybridnimu Slechténi a vyuZiti efektu
heterose 1ze predevSim prvni z vySe uvedenych cilii povaZovat za vysoce aktudlni. Velmi
kladné hodnotim moznost zapojeni mladych védeckych pracovnikii (doktorandli) do vzdjemné
kooperace dalSich vyzkumnych pracovist, v tomto piipadé VUOL Opava a VURV v.v.i.
Praha. Tento systém kooperace bohuZel neni zcela béZny a mohl by byt tak vzorovym
modelem pro vyzkumnou ¢innost v dalSich oblastech.

Vyuziti SLG geni jako molekularnich markerd pro detekci sporofytické
autoinkompatibility (SI) vychéazi jiz fadu let ze znamych studii, jeZ identifikovaly dva
piibuzné geny (SLG a SRK) tzv. komplexu S-lokusu, které jsou exprimovany na povrchu
bun€k blizny piedstavujici receptorovy komplex, kde S—glykoproteid (SLG) pusobi jako
transportni bilkovina pfenaSejici urcity protein pylu (sam¢i ligand —SP11) na S-receptor
kindzu (SRK). Takovyto mechanizmus pak logicky ptfedpoklddd vysoky polymorfismus
celého komplexu. Komplikované allotetrapoidni sloZeni geonomu fepky a i s tim spojeny
velky pocet alel v S-lokusu ovlivilujici autoinkomapatibilitu jednozna¢né molekularni
markerovani zna¢n¢ komplikuje. MoZnosti této prace tak byly pfedev§im v ndvaznosti k jiz
ziskanym dil¢im vysledkiim na pracovisti a jejich dal$i prohloubeni. V tomto kontextu tak i
tuto praci chapu a hodnotim.

Zvolené postupy feSeni v této praci povazuji za spravné, odpovidajici souCasnym
smérim vyzkumu této problematiky. Cennd je jiZ vySe zmin€nd spoluprice s obéma
vyzkumnymi institucemi, coZ pfineslo vybér a piipravu vhodného souboru testovanych
materidlii a metodicky precizni charakterizaci fenotypového projevu autoinkompatiblity.
Naopak zarazeni problematiky markerovani odolnosti materidlti k houbové chorobé Phoma
lingam mi v Kkontextu této prace pfipadd trochu jako zbyte¢ny apendix tfiStici zaméreni
doktoranda na zcela jinou problematiku. Z formalniho hlediska je disertaCni prace Clenéna
konven¢n¢. ReSerSni €ast prace je strucnéjsi, nicméné vystiznad. V metodické ¢asti prace bych
doporucoval napf. pomoci nadpisti vztahovat jednotlivé postupy k definovanym cilim a ve
vysledkové Casti by tak tyto popisy nemusely byt znovu Siroce opakovany.

Ziskané vysledky SLG I gend v kombinaci s fenotypovym projevem
autoinkompatibility hodnocenych materidlti jsou dle mého soudu velmi cenné. Pfi dodrzeni
podminek pro sclektované populace zminované autorem je amplifikovany gen SLG 1
minimalné Sikovnym ndstrojem pro pozitivni vybér autokompatibilnich materidli. V této
souvislosti bych se zeptal na fenotypovou podstatu dané hranice mezi plné resp. Cistecné
autoinkompatibilnimi materidly z pohledu poctu vytvofenych semen. RovnéZz bych



doporucoval po molekuldrni strdnce zhodnotit u tohoto materidld s rozdilnou urovni
autoinkompatibility komplexy geni SRK a SCR, pokud se tak jiZz ned&je v né€kterych
z paralelnich praci. Pozitivn€ hodnotim nalezeni alelické¢ho polymorfismu genu SLG I u dvou
testovanych materiald s odliSnou alelickou sestavou, neZ byla zmifiovand alela Al0.
Souhlasim s navrhovanou potencidlni moznosti vyuZiti tohoto pfistupu pro Kkontrolu
samospraSeni Cistotu a detekci né€kterych odrid. Skoda jen, 7e se nepodafilo dokongit celou
sekvenci téchto odliSnych alel. RovnéZ rozséhlej§i analyza vétSitho poctu materidlti odridy
Global by mozna mohla odhalit i n€které dalsi odli$né alely. Pro dalsi hodnoceni z pohledu
autoinkompatibility by mozna bylo zajimavé tyto materidly s odliSnou alelickou skladbou
separovat a vyhodnotit jejich vlastnosti v€etné kiiZeni s néjakou autoinkompatibilni linii.
V tomto sméru doporucuji k prostudovani i zajimavy C¢lanek Cinskych autorGi Zhang et al.
2008 v casopise Teor. Appl. Genet.

V piipadé hodnoceni SLG II autor vyuZil zkuSenosti predchozich pracovnikd této
laboratofe, potvrdil rozsitfeni nefunkéni alely S 15 u $ir§iho testovaného souboru odrid veetné
tii autoinkompatibilnich materidli. Zaroven vSak danou problematiku dspé€Sn€ obohatil o
oblast sekvenace pravdépodobné funkéni izolované alely SLG genu tridy II s prokdzanim jeji
vzajemné identity u Al odriid Tandem a Start. Pfes asi prokdzanou kompatibilitu mezi obéma
materidly by byvalo vhodné a jasn¢ vypovidajici otestovat tuto vlastnost na zkouSenych
autentickych materidlech. Nabizi se i zde u téchto materidld molekuldrni mapovéani geni
SP11 a SRK. Velmi pe&kny je pak prakticky dikaz vyuziti RFLP analyzy k potvrzeni
odlisnosti S-haplotypt a hybridizace materidlli ve srovnini s RAPD metodou.

V piipad¢ hledani molekuldrntho markeru k fomové hnilob€, jez patii mezi

nejvyznamnéjsi choroby fepky, se nemohu ubrdnit jiz difve uvedenému dojmu tématického
odboc¢eni prace. Vyuziti techniky RAPD je jednim zmoZnych a vyuZivanych pfistupi
k hledani markerovani této rezistence. V souvislosti s v této praci zjiSt€énou problematickou
opakovatelnosti n¢kterych RAPD primerd bych se rdd zeptal zda vytvofeny dendrogram
genetickych vzdalenosti odpovidd skutecné fylogenetické piibuznosti hodnocenych materidli
piipadné je vice zatiZzen zvolenym spektrem RAPD primerti. V piipad€ ovérovani segregace
zvoleného primer OPA 14 mi nebylo jasné, zda je na obrdzku 5.24. zachycena segregace
tohoto markeru u FI1 kiiZzenci nebo jiz u F2 Stépici populace vytvorené pylovou
embryogenezi. Uvedené rozdily v infekci u téchto materidlti byly pouze na drovni 2 stupnd
z bonita¢ni stupnice, jaky je tedy bé€Zn€ pouZivany rozsah a byly vramci tohoto testu
vyhodnoceny paralelné¢ i vychozi rodiovské materidly? V ptipad€¢ hodnoceni shody
markerové a fenotypové segregace jste zvolil v piipad€ fenotypové reakce jako segregacni
kritérium index napadeni 1,5. Je to standardni hodnota, jeZ b&éZné¢ oddé€luje tolerantni a
nachylné genotypy nebo to byla hodnota, pfi které byla ziskdna nejvétSi shoda markeru
s fenotypem?
v diskusni Casti opfit o predchozi vysledky provedené na tomto pracovisti a studovanou
problematiku prohloubil. PredloZend disertacni prace spliuje dle mého soudu poZadovanou
odbornou udroven a pripravenost doktoranda pro samostatnou védeckou praci. Rovnéz
predpokladdm, Ze tyto ziskané poznatky budou brzy publikoviny ve védeckém tisku. Na
zakladé vySe uvedencho a po usp€Sné obhajobé¢ disertatni prace doporucuji Védecké radé¢ ZF
JihoCeské univerzity diserta¢ni praci schvalit a Ing. Tomasi Nixovi udélit titul Ph.D.

V Praze 17.3.2009 Ing. Vaelav Dvoracek, Ph.D



