Obhajoba disertaéni prace Ing. Aleny Novikové
ZF JU v Ceskych Bud&jovicich, dne 18.6.2009

Zapis z védecké rozpravy p¥i obhajobé disertaéni prace:

prof. Ehrenbergerovd — je dostupna jind geneticky modifikovana odriida brambor neZ

Amflora?

® pro svoji praci jsem velmi obtiZné sehnala modifikaci s GNA, tuto modifikaci
Jjsem pak pouzila v disertaéni praci; vyhoda je, Ze pro detekci jinych transgenii
1ze jen zaménit pfislusny primerovy par , postup izolace DNA, PCR analyzy a
detekce, pfipadng kvantifikace pomoci RT-PCR pak zistava stejny

prof. Ehrenbergerova — je mozné klasickymi postupy dosahnout mény poméru amylosy a
amylopektinu?

® ano, tohoto bylo dosaZeno u je¢mene

prof. Ehrenbergerova — uvadite, 7e u vEtSiny druht neni morfologickd charakteristika
dostatetna pro rozlideni odrid, pro¢ pak nejsou standardné pouzivany molekularni
markery?

* nejsou vypracovény standardni metody molekularni analyzy, je u urdita
rezistence ze strany spravnich orgdnu k pouziti jinych nez morfologickych
markerti, biochemické a molekularni markery jsou doporutené pro popis
odridy, ale nejsou zavazné

Mgr. Sykorova — proteinové markery - jsou vZdy nestabilni?

* ne, napf. u brambor jsou pouZivany jako dobry markerovaci systém pro uréeni

odriidy a odriidové pravosti
prof. Moudry — ekologické zem&d&lstvi a GMO — lze fici, Ze globalizace mé velky dopad
na biodiverzitu

e vliv GMo na biodiverzitu je tieba chépat v pojeti celého péstitelského systému,
ne jen jedné konkrétni parcelky, co se tyée omezeni poétu elitnich odrid — to je
typické nejen pro GMO odridy, ale i pro vSechny hlavni plodiny — p&stovani

jen né€kolika $pickovych odrid



prof. Kuzel — detekce GMO — v produktu bude detekovan transgen, co nam to fekne?
 legislativni hranice je 0,9%, v piipads vétsiho zastoupeni transgenu je nutné
tuto potravinu oznalit, u ekologického zem&d&lstvi neni moZné realizovat
produkci s vy$si kontaminaci neZ je 0,9%
® vyznamné pro ozanfovéani potravin a surovin, certifikace GMO-free produkti a
produkti ekologického zem&d&lstvi
Ing. Kukolikova — kdy bude dostupny Katalo g brambor
* je to vystup projektu NAZV a pro UKZUZ bude uvolnén v priibéhu leltosniho
roku
Ing. Krajnikova — je obdobny katalog dostupny jeste v n&jakém jiném state
¢ katalogy brambor — jako katalogy — popisné, zahrnujici pestitelské,
morfologické i molekularni tidaje jsou v Evropé¢ dostupné, tento Katalog m4 ale
podobu vyhledavaci databaze a podle zadanych znakt je moZno vyhledat a urgit

pfislusnou odriidu




ODPOVEDI NA OTAZKY OPONENTU
Doc. Ing. Miroslav Juzl, CSc.

> Déle mam dotaz, jak4 je v soutasné dobé u nés realita a perspektivy péstovani
geneticky modifikovanych rostlin, pro¢ tato technologie za¢ind byt vyznamna
a jaky ma autorka vlastni ndzor na moZnosti budouci registrace a vyuZiti
geneticky modifikovanych odrdd bramboru, jako je napfiklad primyslova
odriida Amflora. Pro¢ ji autorka v diserta¢ni praci nepouzila pro vlastni vyvoj
metody pro detekci transgent u bramboru?
. Podle registru GMO (MZP) je vkapitole Uvddeéni do 7P 22
modifikovanych plodin, z toho 7 modifikaci bramboru, 12 kukutice a ddle pak
modifikace Inu, slivon& a tabéku. Pro kapitolu Uvddéni do obéhu v CR plati
seznam EU, ktery podle nejnov&jsi novelizace zahrnuje pro dovoz a zpracovani
4 modifikace kukufice, 2 modifikace fepky a pro dovoz fezanych kvé&ti
modifikovany karafiat. Modifikace bramboru schvalené v CR pro uvadéni do
7P pro ucely registranich pokust jsou nasledujici: fa BASF — brambor se
zménénym sloZzenim $krobu, - brambor se zménénym sloZenim $krobu
AMFLORA, - brambor se zvy$enou odolnosti k plisni bramborové, - brambor
se zvySenym podilem amylopektinu, - brambor se zvySenym podilem amylézy.
Fa Vesa Velhartice ve spojeni s UEB AVCR — brambor se zménou obsahem
cukrli, - brambor se zménou odolnosti k plisni bramborové. GMO plodiny
uréené ke komerénimu péstovani fe$i EU katalog registrovanych odrad.
= GMO plodiny jsou perspektivni. Nebyt tabuizovani této problematiky,
Sifeni popladnych zprav, piekrucovéni veédeckych poznatki a vyroby
»veédeckych® poznatkd na miru odptirci GMO, bylo by jejich rozsiteni v EU
jisté veétsi. Vzristajici plocha BT kukutice v CR (2005: 150 ha, 2008: 8380 ha)
je viak jistou znamkou uvédomeéni si piinosu GMO plodin. P&stovani plodin
odolngjsich k chorobam a sktidctim, potaZmo rezistentnich k herbicidim nejen,
Ze zvySuje ekonomicnost takového péstovani, ale pro mnohé ,.ekology* jist&
paradoxné, pfispiva k ochrané Zivotniho prosttedi a biodiverzity.
= GMO odrida brambor AMFLORA se fadi mezi modifikace brambor se
zménénym sloZenim Skrobu. Modifikace je provedena vnesenim bramboru
vlastniho genu ghss (syntetdzy) v antisence orientaci k fragmentu gbss
promotoru bramboru, dochdzi tak k redukci podilu amylézy ve prospéch
naristu amylopektinu. Néami zvoleny systém detekce a kvantifikace GMO neni
pro tuto odridu vhodny, pravé z divodu vneseni genu, ktery se v ploding
piirozené vyskytuje, nadto, tato plodina nam nebyla poskytnuta, pro detekci
takovéhoto druhu GMO plodiny by musel byt zvolen jiny systém, ktery by
nedetekoval pfimo zajmovy gen, ale nékteré jiné selekéni markery, kontrolni
clementy, které se v GMO plodinach vyskytuji napf. 35S promotor viru
mozaiky kvétaku (CaMV), T-nos termindtor genu pro nopalin syntazu
z Agrobacterium tumefaciens a neomycin fosfotransferaza (nptl]) v zavislosti
na daném konstruktu. Fa BASF testuje dal$i obdobné modifikace v tomto
sméru a za velmi perspektivni povazuji testovanou modifikaci bramboru se
zvySenym podilem amylopektinu v kombinaci s odolnosti k herbicidu
imidazolinonu.




> Jaka je podstata molekuldrnich markert a jaké jsou jejich vyhody ve vztahu
k morfologickym markertm ?
. Techniky zaloZené na polymorfismu proteinii: ve srovnani s DNA
markery jsou mén& polymorfni, ale zavislé na prostiedi a vyvojové etapé
rostliny.
. DNA markery detekuji polymorfismus na drovni DNA. Nejsou
ovlivnény prostfedim ani vyvojovou fazi rostliny a jejich variabilita (podle
zvoleného markerovaciho systému) je relativng velmi vysoka.
. Morfologické markery jsou jisté platnym nastrojem pro posuzovani
plodin, ale pro G&ely rychlé a rutinni analyzy nejsou pravé vhodné z divodu
velkého mnoZstvi posuzovanych znaki a nutnosti sledovani riznych znakd po
celou dobu vegetace. Pro velmi proslechténé plodiny je mira variability
morfologickych markert pro odliseni genotypid nedostateéna.

Ing. Viclav Dvoraéek, Ph.D.

> Jevi se n&jaké moznosti v piipads jinak vysoce polymorfnich ISSR markert na
sniZeni resp. odstran&ni jejich variability resp. nestability u brambor?
. Tento problém je i neni fesitelny, z vysledka vyplyva, Ze optimalizaci
izolace DNA a PCR cyklu a ptedeviim uziti vyhradné erstvé DNA lze do jisté
miry tento problém vyfesit (pfes znadnou pracnost). Nicméné, stejné jako u
RAPD markerd, nelze dosdhnou dostatedné opakovatelnosti experimentd, o
pienositelnosti na jiné pracovi§té nemluvé.

> SSR markery byly na zakladg pilotni studie vyuZity pro identifikaci vice ney
160 v CR registrovanych odrid s dostupnym vysledkem na internetu. Bohuzel
bez pristupového hesla nebyla pro me€ databaze pfistupnd, a proto bych se rad
zeptal, zda byly vSechny odriidy jednozna¢né determinovany a jaky byl podet
SSR markerd vyuZitych pro tuto identifikaci?
] Databdze KOB bude pro vefejnost dostupna od r.2010 a dostupnost
bude pravdépodobné podminéna registraci.
= V prezentaci bylo pro determinaci souboru 147 odrad pouzito 9 SSR
markert, touto kombinaci bylo moné rozligit 102 odriid.
. V katalogu je v soutasné dob& uvedeno 164 odrtid a 7 SSR markert,
databéze se stéle upravuje.

> Jako vysoce perspektivni se jevi vyuZiti IRAP markerd. Ptedpoklada se rovng
Jejich zafazeni do vyse uvedené databaze?
. Ano, budou vloZeny.

> Pii findlni vyhodnocovéni podobnosti jednotlivych odrd vyuzivite dva
zpusoby grafickych vystupti Dendrogram resp. PCO analyzu. V &em v tomto
konkrétnim p¥ipadé spatiujete vyhodu zmého pohledu trochu . duplicitni
prezentaci vysledkd? Je mozné uvést podily vysvétlujici variability pro
Jednotlivé osy u PCO analyz? '
. Pro hodnoceni podobnosti jsou vyuZivany dvé odlisné statistické
metody, klastrova/shlukova analyza a ordinagni analyza (PCO) vystupem
té&chto metod je pak dendrogram a ordinaéni diagram, za pfinosné povazuji
fakt, Ze vysledky obou analyz vykazuji stejny trend a variabilitu hodnoceného




souboru je pak moZné lépe interpretovat. Podil Variability vysvétleny
Jednotlivymi osami ordina¢niho diagramu Jsou pro ordina¢ni diagram uvedeny
v prezentaci pro SSR markery nésledujici: pro osu 2 (x) 13,8% a pro osu 1 (y)
18,2%.

>V publikovaném metodickém vystupu (Curn a kol. 2008) jsou velmi podrobné
a pecClivé rozebrany jednotlivé izoladni techniky DNA s naslednym
doporu¢enim nejvhodné&jsich z nich pro jednotlivé markerovaci systémy.
V této souvislosti bych se zeptal pro nebyly zafazeny rovnéz do této préce i
perspektivni IRAP markery?

" IRAP resp. markery zaloZené na polymorfismu transponibilnich
elementd budou mit svou vlastni metodiku, neb Je to docela nové a zasloui si
samostatnou publikaci.

prof. RNDr. Milan BeZo, CSc.
» Oponent nema otazky
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