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Disertaéni prace ing. Lenky Havli¢kové je zaméfena na aktudlni oblast soucasné genetiky a
Slechténi — na uziti technik a pfistupii molekuldrni genetiky pfi Slechténi rostlin — microarray,
expresni QTLs a molekularni markerovani genu. Tt témata, kde byly jednotlivé techniky
aplikovany, jsou rovnéz aktualni: exprese genti suchovzdornosti u pSenice tvrdé, mapovani

kandidatnich genti suchovzdornosti pSenice a detekce autoinkompatibility u fepky olejky.

Disertace je napsana ve velmi modernim pojeti a to nejen svym obsahem, ale i formou
zpracovani. Je piehlednd, vhodné roz¢lenéna do deviti kapitol, napsana je v €tivé anglicting.
Velmi ocefiyji jednoznaéné napsané cile prace a v zavéru prehledné uvedené odpovidajici

zaveéry. Prace je nazorn€ doplnéna deseti piilohami. Disertace se da predkladat jako vzorova.

Doktorandka vyuzila spolupraci se zahrani¢im a ¢ast vysledkd presentuje ve spolupréci
s pfednimi vyzkumnymi centry v Italii. K tomu sméfuje mij prvni dotaz: Jaky podil na
uvedenych experimentech maji (maji-li vibec) pracovnici zjinych organizaci, napf. u

kultivacnich a fyziologickych méfeni? Uziti nejmodernéjsich technik molekularni genetiky je



skute¢né jedinecné a pfedstavuje $pi¢ku souéasnych metod a pristupd. Prace potvrzuje, Ze
doktorandka zvladla zadané téma vyborné. Nejen to, prace pfinasi fadu novych a origindlnich
vysledkil od identifikace genli exprimovanych b&hem sucha, pfes analyzu kandidatnich gend
suchovzdornosti pSenice az po aplikace molekuldrich markert pfi  detekei

autoinkompatibility fepky.

Nezbyva nez se zeptat na uplatnéni té€chto vysledka v dal$ich programech (v¢etné
Slechtitelskych) na uvedenych pracovistich. Vysledky si bezesporu zaslouZi vétsi publicitu a
to 1 formou védeckych publikaci. Uvital bych proto vyjadfeni doktorandky o rozpracovanosti

zverejnéni vysledkid v impaktovanych ¢asopisech.

Zavérecné konstatovani:

Predlozena diserta¢ni prace Ing. Lenky Havli€kové splituje podminky kladené na disertaci,
ukazuje, Zze doktorandka je schopna samostatné fesit odbornou problematiku a proto
doporucuji, aby prace byla piijata k obhajobé a po jejim Gsp&&ném obhdjeni ud€leni

jmenované akademicky titul Ph.D.

V Praze 6. listopadu 2011 RNDr. Ilja Prasil, CSc.
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a) aktualnost zvoleného tématu

Aktudlnost zvoleného tématu je vysoka, vzhledem ke stale rostoucimu vyznamu aplikace
modernich postupd vramci Slechténi pSenice i fepky olejky. Disledky abiotickych strest
v rozhodujicich vyvojovych fazich rostlin a poskozeni produkénich porosti pSenice jsou vyzvou
pro genetiky i Slechtitele. U pSenice je $lechténi na odolnost viéi suchu komplikovana predevsim
nizkou heritabilitou jednotlivych znakG a tim i nedostatkem dostatecné odolnych genetickych
zdroji.

Predlozena prace prinasi ptivodni vysledky studia zmén genové exprese u dvou odrad tvrdé
pSenice s odliSnou odpovédi na sucho s vyuzitim technologie DNA mikro¢ipti.

Autorka kromé& vysSe uvedenych studii zamé&fila své usili i na praktické aplikace ziskanych
poznatkG pii vyhledavani potencidlnich genil, které by mohly byt vyuzity pro Slechtitelské
programy.

Posledni ¢asti prace se autorka vénovala problematice studia mechanismu G€inku gent
ovliviiujicich autoinkompatibilitu u fepky olejky a na vyvoj a na vyuziti molekularnich markerti AI
v ramci $lechténi odrid.

b) zvolené metody, zpracovani
Prace je zpracovana v rozsahu 159 stran s bohatou tabulkovou a obrazovou dokumentaci.
Clenéni odpovida zavedenému schématu, jsou zde zafazeny Gvodni kapitoly literarniho ptehledu
(230 citaci), védecké hypotézy a cile, popsan pouzity material a metody, dosazené vysledky a
diskuse. V ramci jednotlivych kapitol jsou uvedeny hlavni klicové poznatky a doporuceni.

Ke zpracovani nemam ptipominky, text je srozumitelny a umoziiuje dobrou orientaci.

Mam jen drobné pripominky k nékterym castem. Podle mého nazoru nebylo nutné do
ptiloh zahrnout obsazné popisy protokolt rutinnich komerénich souprav pouzitych pfi
experimentalni praci.

Literarni piehled je velmi rozsahly a kvalitni a jist&¢ by mohl byt publikovan. Jen bych
doporucéil provérit kompletnost uvadénych prament pro pouZité pasaze textu.

Jen bych upozornil na urcité terminologické vahani autora pfedev§im u termint delta Ct
(ACt). Vyse uvedeny termin je ve vétSing€ pripadii uvaddén u expresnich analyz, kde je provadéna
normalizace k referenénimu genu, jak autorka naptiklad uvadi na stran¢€ 87.. Na strané 73 je vSak
pro ACt uvedeno, Ze se jedna o rozpéti (range) hodnot Ct. Definice pro ACt (patrné rovnéz se zde
jedna o rozpéti hodnot) na strané 65 chybi.

Zvolené metody jsou pIn¢ odpovidajici dil¢im cildm disertace a jsou dokladem vyhodnosti
vyuziti spoluprace s vyzkumnymi pracovisti.

c) vysledky disertace a ziskané nové poznatky



Ziskané vysledky jsou velmi cenné a pfinaseji nové poznatky z oblasti Slechténi p3enice na
odolnost vici abiotickym stresiim. Autorka dokladd nejen svou schopnost vyuzit poznatkii
molekularni genetiky, ale je schopna i samostatného rozhodovani pii volbé postupii a metod
hodnoceni.

Vysledky potvrdily potencidl novych modernich analytickych metod zkoumani exprese
genli pro vybér a validaci geni u pSenice i moznosti uplatnéni asistované selekce ve Slechténi
autoinkompatibilnich linif fepky olejky.

Dotazy:

Budou, nebo jsou vysledky jiz zpracovany a publikovany?

Pro¢ nebyly pro vybér referenénich genl pouZity i specializované nastroje hodnoceni,
naptiklad geNorm ¢i Normfinder?

Pro¢ byly pro expresni analyzy vybrany jako referen¢ni geny cyclophilin a TIM17 (viz str.
66). Pro cyclophilin nesvéd¢i data prezentovand v tabulce 13. ve vztahu ke kritériim vybéru na
stran¢ 73. Je tu také rozpor v uvedeném poctu vzorkd, u tabulky ¢.13 jsou pouzity 4 vzorky a na
strané 65 uvadi, Ze pro qRT-PCR analyzy stability referencnich genii bylo pouzito celkem 16
vzorkQ.

Jak byly propocitavany delta Ct (normalizace k referencnimu genu)? V kapitole 4.3.3. na
stran€ 86 nejsou pouZité postupy stanoveni relativni exprese dostatecn& popsany.

Pro¢ se autorka domniva, Ze negativni delta Ct u TaFBPase-1 je spojeno s naruSenim
distribuce u populace RIL?

d) vyznam pro dal$i rozvoj védy
Poznatky prezentované v predlozené praci maji vyznam nejen pro rozsifeni znalosti o
odolnosti vii¢i abiotickym stresiim u pSenice, ale lze je vyuzit i pro detailnéjsi studium genetické
determinace tolerance a pro vyhledavani novych vyuZzitelnych zdroji odolnosti. Vysledky
nepochybné pfispéji i ke zvyseni U€innosti nepfimych vybérovych postupti a pro vybér vhodnych
strategif Slechténi u fepky olejky.

e) splnéni sledovaného cile disertace
Prezentované pracovni hypotézy a cile, jsou jasn¢é formulovany a umoziiuji odpovidajici posouzeni
volby metod a shodu s vysledky prace.

Jak autor v predlozené praci doklada,
e byl vypracovan kvalitni literarni pehled k dané problematice,
e Dbyly zvlddnuty a optimalizovany metody vybéru referencnich gend a kandidatnich genti u
pSenice tvrdé
e a byla ovéfena moznost integrace MAS u fepky olejky s vyuZitim informaci o pfitomnosti
vhodnych alel souboru gend ridicich SI

Zavér hodnoceni:
PredloZena diserta¢ni prace ,,The application of molekulattechniques in plant breeding®,

autorky Ing. Lenky Havli¢kové, svym zaméfenim, dosazenymi vysledky a zplisobem zpracovani
splfiuje kritéria kladena na disertaéni prace. Je bezpochyby ptinosem nejen pro vyzkum



determinace odolnosti vii¢i abiotickym strestim, ale i pro rozvoj MAS ve $lechténi odriid fepky
olejky v CR. V priibéhu feseni byly ziskany piivodni poznatky, které obstoji i v mezinarodnim
méftitku.

Souhlasim, aby prace byla pfijata k obhajobé a po jejim uspésném obhajeni udélen
jmenované akademicky titul ,,Doktorka®.

V Praze dne 7.11.2011

Ing.Ladislav Kucera, CSc.
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PhD thesis review: THE APPLICATION OF MOLECULAR TECHNIQUES IN PLANT
BREEDING, by Lenka Havli¢kova.

Reviewer: Andrea Carra, PhD, researcher, Research Unit for Wood Production Outside

Forests, CRA, Strada Frassineto 35, 15033, Casale Monferrato, Italy.

This thesis describes the application of molecular markers to genetics and breeding of two
major crops, durum wheat and oilseed rape. While aiming to this purpose, the author addresses two
basic themes of plant biology: response to water stress and mechanisms of self-incompatibility.
These topics are presented in their complexity in the background section, which defines their
practical importance and gives a comprehensive overview of their genetic and molecular bases.

The scientific background of the work is up to date, including, for instance, the recent
discovery of ABA receptors, which was immediately recognized as a milestone in research on plant
abiotic stress responses, and the unveiling of transcriptional silencing mechanisms underlying plant
self-incompatibility.

The techniques applied are sound and the experiments are carefully prepared, so that they
lay on a solid methodological basis. For instance, the selection of the reference genes for qRT-PCR
analysis of gene expression in water stressed wheat plants is very accurate.

Microarray analysis was first used to gain a general view of gene expression changes in two
wheat cultivars with different degree of drought tolerance, 'Ofanto' and 'Cappelli'. Then gqRT-PCR
was used to validate the results, but also to gain further insight. Indeed, following an interesting
experimental design, qRT-PCR was used to detect the expression of drought responsive genes in
plants collected at an earlier stage of development, comparing to microarray, adding a further-level
of complexity. This allowed to validate the majority of the genes identified in the microarray
experiment, but also revealed a different behaviour of the two cultivar when exposed to water stress
at a different stage.

The set of drought responsive genes identified are good candidates to be used as markers. In
addition, some of them would deserve further investigation to elucidate their functions in drought
tolerance.

The application of the HEL gene as expression marker in eQTL analysis of a collection of
RILs is an example of how expression data can be used for genetic mapping of useful traits. Thus,
the practical impact of the results obtained from the microarray and gqRT-PCR experiments can be

immediately appreciated.



The work on oilseed rape is introduced by a thorough description of the major objectives in
breeding programmes for this crop. The technological aspects of importance (glucosinolate and
erucic acid content) for industry transformation, linked to desirable genetic traits, are met by the
increasing adoption of hybrid cultivars, which requires the use of self-incompatible genotypes for
their production. Thus, the identification of molecular markers for the selection of self-
incompatibility alleles in crossing populations is of great interest.

The experimental work, which was conducted by comparing molecular and biological data
(seed production in isolated flowers), resulted in the validation of a set of markers useful to
discriminate self-compatible plants. In addition, preliminary data were obtained for markers
potentially useful to select self-incompatible plants.

The results are discussed properly with reference to their practical applicability in the
breeding programmes, as well as in their biological aspects. Irregular segregation of marker linked
with self-incompatibility traits is interpreted in terms of allele variability at the loci considered.
Thus, beside offering useful tools to oilseed breeding, the results help to shed light on the intricate

molecular basis of self-incompatibility in plants.

In view of these observations, I accept the work presented in this thesis as being of
sufficient depth and quality for the granting of the PhD degree, and consider it ready for

defense.

Andrea Carra



