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Piedlozena prace Ing. Aleny Novakové se zabyvala problematikou vyuziti
molekularnich markeru pro identifikaci sou¢asného sortimentu registrovanych odrid brambor
véetné moznosti specifické detekce pfitomnosti transgenu pro lektin u geneticky
modifikované odridy bramboru Desirée. Velky diraz byl v praci vénovan sumarizaci a
porovnani metodickych postupi vyuziti soucasnych molekuldrnich markerd zahrnujici
testovani osmi specifickych DNA izola¢nich postupti a hodnoceni polymorfismu vyznamnych
molekularnich markerti (RAPD, SSR, ISSR a AFLP) v¢etné popisu separacnich, detekénich a
vyhodnocovacich technik. Resenou problematiku vidim jako vysoce aktudlni a to jak ve
vztahu k obchodni ¢innosti spojenou s pozadavkem odridové deklarace vyplyvajici ze
zdkona, tak predevsim k efektivni Slechtitelské Cinnosti s vyuzitim molekularnich markert
resp. téchto optimalizovanych technik pro asistovanou selekci. Prosazeni molekuldrnich
technik jako selekénich nastroji ve Slechténi brambor logicky nahrava obrovska konkurence
v poltu nabizenych odrud a tak jejich kratsi Zivotnost resp. nizsi efektivita na trhu, coz nuti 1
Slechtitele urychlovat vyvoj a snizovat naklady u nové vyslechténych materialt. Zvolené
postupy feSeni v této praci povazuji za spravné, odpovidajici souasnym smérim vyzkumu
této problematiky. Z obecného hlediska se mi dlouhodobé libi védecka kontinuita tymu kolem
profesora Curna.

7 formalniho hlediska je uvodni ¢ast prace ¢lenéna standardné, vysledkova resp.
diskusni ¢ast je pak dolozena konkrétnimi vystupy ve formé dvou jiz publikovanych praci
(védecka publikace, uznana metodika), odkazem na vypracovanou internetovou databazi
screeningu registrovanych odrid brambor a tfemi ukoncenymi vystupy piedlozenymi k
schvalovani. Tento zptsob ¢lenéni prace s pfilozenim vlastni publika¢ni ¢innosti mé¢ osobné
velmi rezonuje, protoze je tak zaroven jednozna¢né potvrzena schopnost doktorandky tspésné
védecky pracovat. Mozna drobnou osobni pfipominku bych mél k volbé jazyka pro prezentaci
diserta¢ni prace, kdy pfi volbé angli¢tiny bych asi zvolil rovnéz alesponi zkraceny preklad i
dolozenych metodik, jez jsou zpracovany v ¢esting.

Z testovani vybranych molekularnich markerd (RAPD, SSR, ISSR a IRAP) jako
potencionalnich markerti pro moznou identifikaci v CR registrovanych odriid brambor byly z
pilotnich studii vybrany SSR a IRAP. Naopak RAPD a ISSR markery vykazovaly
intraodridovou variabilitu a nestabilitu v zavislosti na stafi a pivodu DNA. K této ¢asti praci
véetné prezentovanych metodickych vystupti bych mél n€kolik otazek.

Jevi se n&jaké moznosti v piipadé jinak vysoce polymorfnich ISSR markeri na sniZeni resp.
odstranéni jejich variability resp. nestability u brambor?

SSR markery byly na zaklad& pilotni studie vyuZity pro identifikaci vice nez 160 v CR
registrovanych odrid s dostupnym vysledkem na internetu. Bohuzel bez pfistupového hesla
nebyla pro mé databaze pfistupna a proto bych se rad zeptal, zda byly vSechny odridy
jednozna¢né determinovany a jaky byl po¢et SSR markert vyuzitych pro tuto identifikaci?
Jako vysoce perspektivni se jevi vyuziti IRAP markert. Pfedpoklada se rovnéz jejich zatazeni
do vysSe uvedené databaze?



Pti findlni vyhodnocovani podobnosti jednotlivych odrid vyuzivate dva zplsoby grafickych
vystupti Dendrogram resp. PCO analyzu. V ¢em vtomto konkrétnim piipadé spatiujete
vyhodu zmého pohledu trochu duplicitni prezentaci vysledki? Je mozné uvést podily
vysvétlujici variability pro jednotlivé osy u PCO analyz?

V publikovaném metodickém vystupu (Curn a kol. 2008) jsou velmi podrobné a peclivé
rozebrany jednotlivé izola¢ni techniky DNA s naslednym doporu¢enim nejvhodnéjSich z nich
pro jednotlivé markerovaci systémy. V této souvislosti bych se zeptal pro¢ nebyly zafazeny
rovnéz do této prace i perspektivni IRAP markery?

V ptipadé vypracované metodiky detekce GMO u brambor je mozZno ocenit
validované postupy izolace DNA vhodné pro detekci a kvantifikaci transgeni, vCetné
navrzeni specifického duplexu primert pro detekci vneseného lektinového transgenu. RT —
PCR pak potvrdila vysokou detekéni i kvantifikaéni schopnost pfitomného transgenu.
Spolehlivost detekce v praxi tak dle mého soudu bude pfedevsim zavisla na reprezentativnim
primarnim odbéru vzorkl na stanovisti.

Celkové nemam k praci Zadnych zavaznéjsich pfipominek, doktorandka jednozna¢né
prohloubila studovanou problematiku a pocty vystupli v podobé velkého poctu prezentaci na
konferencich, vypracované metodiky i védecké publikace jsou toho jednoznaénym dokladem.
Predlozena disertaéni prace vice neZ spliiuje pozadovanou odbornou uroven a pfipravenost
doktorandky pro samostatnou védeckou praci. Po uspésné obhajob¢ disertatni prace tak
doporucuji Védecké radé ZF Jiho&eské univerzity disertaéni praci schvélit a Ing. Alené
Novakové udélit titul Ph.D.

V Praze 12.6.2009 Ing. Vaclav Dvoracek, Ph.D
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POSUDOK NA DIZERTACNU PRACU
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Autorka dizertacnej prace: Ing. Alena Novakova
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rastlin, Trieda A. Hlinku 2, 949 76 Nitra

Posudzovana dizerta¢na praca je predlozena ako subor vedeckych prac a metodik prace
DNA analyz so Specifickym zameranim na detekciu odrod Fulka zemiakového a identifikaciu
geneticky modifikovanych rastlin. V prvej ¢asti dizerta¢nej prace je uvedeny literarny prehlad

k problematike molekuldrnych markérov. ktoré vyuzivaju polymorfizmus DNA. Nésledne su
uvedené texty ¢lankov zverejnené v ¢asopisoch a vo forme metodik.

Aktudlnost’ zvolenej témy

Téma dizertacnej prace je aktualna z pohladu riesenia otazok prehibenia poznatkov
o uplatiiovani DNA markérov v zakladnom vyskume a rieseni praktickych uloh identifikécie
genotypov rastlin konkrétne zbierok odrod I'ulka zemiakového. ako aj stanovovania pritom-
nosti cudzorodych génov v geneticky transformovanych rastlinach. Pristup autorky dizertac-
nej prace k (éme a vyber samotnej témy je odborne opodstatneny. ma jasny a motivacny pri-
stup k rieseniu vedeckého a spolocenského problému. Ocenujem nadviznost” krokov riesenia
dizertacnej price od urcenia problému. vytvorenia hypotézy na jeho riesenie, dynamiku pre-
hlbovania metodickych postupov na overenie hypotéz a vyjadrenie konstruktivnych zaverov
uplatnenia vysledkov dizertacnej prace pre d’alsi rozvoj vedy a spolocenské uplatnenie.

Splnenie sledovanych ciel'ov

Ciele dizertacnej prace boli splnené. Zrozumitel'na formulécia zamerania dizertacnej prace
zhutnend do ciel'ov umoznila posudzovatelovi dobri orienticiu pri zhodnoteni ich splnenia.
Uplatnovanie metod molekulovej biologie a genetiky v posudzovani zhody a rozdielov medzi
genotypmi nie je konzervativny stav ale dynamicky proces uplatiiovania rozvijajucich sa po-
znatkov o gendmoch rastlin. Polymorfizmus DNA Jedine¢nych a opakujucich sa poradi nuk-
leotidov je bezhrani¢ny priestor pre vyvijanie novych metodickych postupov a tvorbu marké-
rov pre riesenie vseobecnych a Specifickych uloh, ako st napriklad oblasti evolu¢nych vzta-
hov, urovania vztahov kvality a kvantity produkényceh znakov rastlin. a identifikécie identity
organizmu a d'alSich savislosti. Prave v tychto stvislostiach sa odvijalo riesenie dizertacne;
prace pre naplnenie ciel'ov s uplatnenim presnych a exaktnych metad.

Aktudlnost’ zvolenych metod prace

Skupina metod, ktoré boli pouzité v ramei riesenia dizertatnej prace ma spolo¢ného me-
novatela v analyze polymorfizmu DNA pomocou polymerdzovej retazovej reakcie (PCR)
a Stiepenia DNA restrikénymi enzymami. Na zaklade PCR boli uplatnené metody rozlisujice



polymorfizmus DNA s ndhodnymi prajmermi (RAPD) a prajmermi. ktoré boli odvodené na
zaklade opakujicimi sa poradiami nukleotidov usporiadanymi za sebou alebo satelitov (SSR,
[SSR) a opakujicimi sa poradiami nukleotidov usporiadanymi rozptvlene. predovsetkym re-
trotranspozonov (IRAP). Jedinecnost’ Stiepenia poradi nukleotidov restrikénymi enzymami
bola zakladom uplatnenia metddy RFLP. Za opodstatnené a vhodné povazujem pouzitie tech-
nik PCR, konkrétne multiplex PCR. duplex PCR a RT PCR pri detekcii a kvantifikacii GM
[ulka zemiakového. Vsetky pouzité metddy patria k Standardnym uznavanym s dobrou opa-
kovateI'nostou (okrem RAPD) a kvalitnou reprodukovatel'nostou.

Prinos pre d’alsi rozvoj vedného odboru

Vysledky dizertacnej prace st prinosom v dvoch rovinach, jednak obohacuji poznavanie
polymorfizmu genému jadra bunky l'ul'ka zemiakového a su¢asne st zdrojom exaktnych pri-
stupov pri identifikacii registrovanych odrdd, vystavovani certifikatov pravosti, vydavani pas-
portov, rieSeni pritomnosti transgénov v rastlinach a d’alsich moznostiach rastlinnej produkcie
(identifikacia patogénov v rastlinach, odhad genetickej podobnosti a vzdialenosti pre $lachti-
tel'ské programy a iné). Predpokladam d'alsi rozvoj metdd molekulovej bioldgie a genetiky na
riesitel'skom pracovisku, ktoré podnietila autorka dizertatnej prace. Kvalita dizerta¢nej pra-
ce, infraStruktara vedeckej zakladne riesitel'ského pracoviska, medzindrodnd spolupraca au-
torky a spoluriesitel'ov st zarukou rozvijania tvorivého potencialu pracoviska.

K dizertacnej praci nemdm zdsadné pripomienky. Publikované prace boli oponované
a metodiky st overované laboratornymi postupmi.

Zaver

Dizerta¢na praca je vedecké dielo prehlbujice I'udské poznanie v oblasti molekulovej bio-
logie v rastlinnej produkeii. Publikovanim ziskané vysledky putaji pozornost v domacich a
medzindrodnych suvislostiach. Su podkladom pre geneticky vyskum a ich cielavedomé uplat-
novanie v rastlinnej produkecii.

Na zaklade postdenia dizerta¢nej prace Utilization of molecular markers on potato for va-
riety identification and GMO detection and quantification navrhujem Ing. Alene Novakovej
udelit titul "philosophiae doctor" v skratke PhD v odbore Specialni produkce rostlinna.

Nitra 10. jan 2009 Y, P

prof- RNDr. Milan Bezo, CSc.
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Predlozend disertaéni prace, kterou Ing. Alena Novakova vypracovala na
téma: ,,Utilization of molecular markers in potato for variety identification
and GMO detection and quantification®, je velmi aktudlni a celkové
zpracovana na vysoké védecké Grovni. Prace se zabyva moznostmi vyuZiti
molekularnich marker® pro charakterizaci odrid bramboru. Hlavnim pfinosem
predlozené disertaéni prace je skuteCnost, Ze autorka optimalizovala studovane
metodické postupy véetné izolace DNA, pro vyuziti v konkrétnich podminkach.
Prace ma celkovy rozsah 177 stranek textu, ktery je vhodné doplnény
mnozstvim tabulkovych, obrazkovych a grafickych priloh. Autorka rozdélila
svoji disertaéni préci, kterd byla Gaste¢né napsand v anglictin€, celkem do 9
kapitol. V seznamu pouzité literatury uvadi v kap. 4 na str. 24-38, citace celkem
173 autorti, coz svédéi o jejim zodpovédném pristupu k zadanému tématu prace
i vedeni ze strany $koliteld. V predlozené disertacni préci, kterd byla podporena
projekty NAZV, GACR a EU-MATEO, byly stanoveny jednotlivé cile prace
odpovidajici cilim uvedenych projekti. Podrobné jsou zpracovany kapitoly
popisujici védecké hypotézy a jednotlivé diléi cile jsou naplnény citacemi jiz
publikovanych oponovanych védeckych praci.

V prvni  &asti se autorka zaméfila na vyhodnoceni a ovéfeni
doporu¢ovanych molekuldrnich markeri a metodickych postupl, vyuZitelnych
pro ucely popisu, identifikace a naslednych aplikaci markert na cely soubor
dostupnych a registrovanych odrid bramboru v Ceské repubhce Tato Cast prace
pfinasi fadu hodnotnych vysledkil a novych poznatkii, které jsou teoretickym i
praktickym piinosem v oboru. V dal§i Casti se zabyvala moznostmi vyuZiti
jinych DNA markerovacich systémt vhodnych pro feSenou problematiku. Cilem
bylo vyvinuti metody pouzitelné pro tely hodnoceni realné dostupnych
transgent u bramborti v CR. Zvolen byl dostupny GNA gen - lektin ze
snézenky, vzhledem ke skute¢nosti, Ze jiné transgeny v této dob& nebyly u nas
oficialné dostupné. Do studie autorka zafadila postupné jesté¢ i analyzu
mikrosatelitd ISSR, kterd se podle dostupnych literarnich zdroji jevila pro
sledovany ucel jako vhodna, protoZe poskytovala vyssi pocet amplifikovanych
druht. Pii opakovanych analyzach vSak autorka zjistila nestabilitu tohoto
markerovaciho systému hlavné v zavislosti na stafi a ptivodu DNA , jakoz i
zna¢nou variabilitu uvnitt sledovanych odrtd. Dalsi sledovanou oblasti se stala
analyza transponibilnich elementt, tj. retrotransposonti a to predevSim analyza
IRAP, ktera zajistuje velmi dobré moznosti presné identifikace jednotlivych
odrid bramboru ve velkém souboru jejich genotypti. Tato analyza byla pouzita
pro nasledny screening souboru 164 registrovanych odrid brambor v Ceské
republice. Dal$im feSenym tkolem byla aktudlni problematika testovani GMO u
brambor, kde autorka zvolila metodu multiplex, respektive duplex PCR. Pro
naslednou kvantifikaci GMO u bramboru zvolila metodu Real-Time PCR. Obé
tyto testované metody se ukézaly pro feSeni dané problematiky jako vhodné,
které s ohledem na poziti poskytuji dostate¢né detekéni a kvantifikaCni limity.




K disertacni prdaci mam do diskuse ndsledujici dotazy a pripominky:

1.) Autorka se v piedlozené disertatni praci dopustila pouze nékterych
drobnych formélnich nedostatkd, jako napiiklad v obsahu prace v kap. 6.

2.) Dale mam dotaz, jaké je v souCasné dobé u nds realita a perspektivy
péstovani geneticky modifikovanych rostlin, pro¢ tato technologie zacina byt
vyznamné a jaky ma autorka vlastni nazor na moznosti budouci registrace a
vyuziti geneticky modifikovanych odrdd bramboru, jako je napfiklad
primyslova odrida Amflora. Pro¢ ji autorka v disertatni praci nepouzila pro
vlastni vyvoj metody pro detekci transgent u bramboru ?

3.) Jaké je podstata molekularnich markert a jaké jsou jejich vyhody ve
vztahu k morfologickym markertim ?

4.) Jaky ma autorka nazor na soucasnou potiebu a diileZitost ndstroji pro
identifikaci odrtid bramboru a dal3ich polnich plodin u nas, tj. Cistotu odridy,
osiva a sadby, pravost odriidy v obchodnim styku a ve vztahu ke spotiebiteli.

Zavérem je mozno konstatovat, ze disertacni prace kterou Ing. Alena
Novékova predlozila, ma vysokou teoretickou i praktickou hodnotu zvlasté pro
$lechtitele bramboru, ale i jejich péstitele. Je zpracovana na vysoké védecké
Grovni, piinasi fadu novych cennych teoretickych i praktickych poznatku.
Autorka prokézala schopnost samostatné védecké prace ve studovaném oboru.
Vlastni vyzkumné vysledky autorky znamenaji vyznamny zdroj informaci, které
budou jisté nachazet konkrétni vyuziti i v zemedelské praxi. Uvedené dotazy a
pripominky nesnizuji celkovou vysokou teoretickou, védeckou i praktickou
Groveni predlozené disertaéni prace, maji byt spiSe piinosem pro autorku v jeji
dalsi veédecké praci.

Na zakladé uvedenych skute¢nosti proto doporucuji oponentni radé
Zemédglské fakulty JihoGeské univerzity v Ceskych Budgjovicich disertaéni
praci Ing. Aleny Noviakové pFijmout k dal§imu Fizeni a po jejim uspéSném
obhajeni udélit jmenované akademicky titul ,,Doktor®.

V Brné€ dne: 27.5. 2009 Vypracoval: 7
Ustav péstovani, §lechténi rostlin a
rostlinolékarstvi AF-MZLU v Brné
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