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Oponentsky posudek
na dizertacni praci Ing. Jany Zaludové
» The structure and the function of the S-locus in oilseed rape (Brassica napus L.)*

Oponentka: Prof. Ing. Jaroslava Ehrenbergerova, CSc.,
Ustav péstovani, Slechténi rostlin a rostlinolékatstvi AF MZLU v Brné

Obecn4 charakteristika prace: Dizertatni prace Ing. Jany Zaludové se zabyva aktuslnim
tématem, nebot’ studium a poznani gendi a markerd autoinkompatibility fepky je dtleZitym
stavebnim prvkem pii tvorb& hybridnich odrid, zabezpec€ujici genetickou zabranu
samospraseni.. Prace je psana, dle mého nazoru, dobrym stylem, srozumiteln€ a Ctivou
anglitinou. Zvolené téma je velmi ndroéné a aé jiZz bylo v této oblasti mnoho poznatkil
géinéno, jak je zfejmé z literarniho piehledu, je stale v této oblasti nezbytny dalsi vyzkum
Repka je dnes vyznamnou plodinou a vyhodnou komoditou v EU i v CR. V CR zaznamenala
v poslednich letech prudky narust ploch a stala se vyhodnou piedplodinou pro obilniny
zejména pro jedmen, po redukci ploch cukrovky. Jedna se sou¢asné o plodinu, ktera ma stale
vice pfinaSet benefit v podobé ekologické energie. Je potSSitelné a vyznamné, Ze autorka
spolupracovala s vyznamnymi Slechtitelskymi pracovidti — VUO v Opavé, Slechtitelskou
stanici ve Slapech a VURYV v Praze, ve kterych pracuji asp&8ni autofi liniovych odrid fepky
( v roce 2006 odriida Oponent a nyni dalsi dvé registrované odridy). Aplikovala své znalosti a
naroéné experimentdlni techniky na studium S-lokusu na  konkrétnich liniovych,
Slechtitelskych materidlech ztchto pracovidt a vyuzila kromé& také Siroky soubor jiz
registrovanych odrad (15).

Price ma obvyklou strukturu dizertatnich préaci a obsahuje 76 stran. Literarni pFehled
je vénovany aplikaci molekularnich markerd ve Slechténi Brassica napus L. a
autoinkompatibility (AI) tohoto druhu. VE&tiina uvadEnych poznatki je z oblasti studia lokusu-
S u druhii Brassica napus & ptibuznych druhd rodu Brasicaceae, dale se zabyva genetickou
mapou genomu, kandidatnimi geny, genetickou diverzitou a moZnosti vyuZiti molekularnich
technik napt. pHi registraci kultivar(, kde je nutné potvrzeni odriidové pravosti, rovn€Zz jsou
zde uvedeny poznatky o mozném vyuziti molekularnich technik pfi zvySovani odolnosti vuci
chorobdm i zmén& kvality. V literarnim prehledu je erpano zvice jak 180 pivodnich
védeckych praci, publikovanych vé&tS§inou v renomovanych, vysoce impaktovanych
Zasopisech, z nichZ pouze 6 praci bylo publikovéno pfed rokem 1989. TakZe lze Fci, Ze
autorka vyuzila aktudlni literarni zdroje na souasné drovni svétového poznéani. Z nich
sestaveny seznam pouZité literatury je velmi peclivé vyhotoven.

Déle je prace &lengna na Sest tématickych studii, z nichZ ¢tyfi, rozvedené v kapitolach 5
— 8 jsou pivodni, soriginalnimi vysledky. Podkapitoly v nich odpovidajicimi Clenéni
ptivodnich védeckych praci.

Cile price byly jednoznatn& formulovany: od nalezeni specifického molekularniho markeru
pro recesivni typ Al, vyskytujici se u fepky, porovnani markeru SLG s markerovym genem
SCR po porovnani fenotypu s genotypem dihaploidnich rostlin s Al vlastnostmi.

Vysledky price jsou uvedeny celkem na 23 strandch, rozélenénych v pfisluSnych
tématickych studiich. Jsou vhodn& dokumentovany grafy, tabulkami, piehledy sekvenci,
dendrogramy aj. Z vysledkit je patrné, Ze se jednalo o velmi naroéné geneticke studie,
vyzadujici odbornou pfipravenost doktorandky a jeji velké pracovni Usili. Vysledky jsou
tadnym zpusobem diskutovany s citovanymi autory, diskuze je vé&cnd a dobfe vedena. I
v této oblasti je vidét schopnost samostatné tviiréi prace doktorandky.



DosaZené vysledky jsou shrauty podle vy€lenénych okruhii studii pfehledn€, jak
v anglickém, tak i ceském jazyce.

Nékteré drobné preklepy nesniZuji nikterak odbornou turoveil prace, uvadim jejich
pfiklady na zvias$tnim listu.

Pfi obhajob& bych pozadala doktorandku o zodpovézeni nasledujicich otazek, které maji
spise diskuzni charakter:
Autorkou nalezeny allelové specificky marker pro recesivni typ autoinkompatibility je
piinosem této prace, autorka v8ak uvadi jeho vyuZiti pouze u linii odvozenych z linie Tandem
6/85. Jakou moZnost vidi autorka dizertace pro frekventovangjsi a prakticky uceln€ vyuzivani
markeru tohoto typu (€i jiného typu) ve Slechtitelské praxi?
Jak autorka dizertace mize vysvétlit nalezeni obou genti SLG a SCR ve stejném genotypu
fepky, piestoZe je u ni pfedpokladan recesivni typ autoinkompatibility? Autorka uvadi, Ze oba
pouZité molekularni markery nevyselektuji stoprocentné Al rostliny, jakou dal3i cestu ke 100
% selekci by autorka dizertace v tomto sméru mohla nastinit?
Zajimavé je zjisténi o zOZeni genetického zakladu §lechtitelského materialu dlouho vedenou
selekci. Povazuje autorka tento jev ze svého, & Slechtitelského pohledu za pozitivni nebo
negativni?

Zavéreciné hodnoceni:

Prace piinasi nékolik vyznamnych vysledkd, at jiz voblasti vyvoje specifickych
molekularnich markert Al, markert asistované selekce (MASS), genetické detrminace Al a
rozdilné distribuce S-allel u komerénich odrtid a linii. Jevi se mi velmi ucelné spojeni
teoretickych poznatkl v této praci ziskanych, s vyusténim v praktické aplikace modernich
molekuldrnich technik ve Slechténi odrid fepky (Brassica napus L.). Autorka navézala
b&hem svého dizertaéniho vyzkumu spolupraci se $lechtiteli fepky a vyznamnymi védeckymi
pracovisti), coz velice kladn& hodnotim. Prace fe$i moZnosti jak jeji poznatky uplatnit pfi
vyuzivani metod MASS pii Slechtdni odriid fepky. Je skute¢nosti, Ze dosud jsou metody
MASS pro 3lechtitelskd pracovi$té ekonomickou z4t&Z{ (vybaveni laboratorni technikou i
odbornymi silami). Dikladnym pozndnim genetického pozadi materidli a nalezeni vhodnych
molekularnich markerd by mohlo metody Slechténi zefektivnit diky spolupraci s védeckymi
institucemi. PfedloZend prace je v tomto sméru piinosem.

Doktorandka samostatné a vhodnymi a naroénymi metodami molekularnich technik feSila
zadané cile, ¢imZ prokazala schopnost samostatné a erudované tviréim zpilisobem pracovat.
Po prostudovani dizertace mohu konstatovat, Ze jeji cile byly splnény. Autorka dizertace
publikovala svoje vysledky jako védeckou praci, uvedla je v monografii pfipravené k tisku a
v odborném &asopise. S vysledky byla v&decka vefejnost sezndmena na ndrodnich i
mezinarodnich konferencich, které byly rovnéZ publikovany v 10 sbornicich.

Préaci doporuduji jednoznaéné k obhajobé€ a po uspéSné obhajob¢ udélit Ing. Jané Zaludové
akademicko-védecky titul Ph.D.
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V Brné dne 21. kvétna 2007 Prof. Ing. Jaroslava Ehrenbergrova,CSc.



Technické poznamky:

Kap. 13 Shrnuti:

R. 7. % cili, ne cily

R. 17 ke, neske

R. 18 autoinkompatibility, ne autoinkoimpability

R. 24 dvéma, ne dvoum

V obsahu prace chybi uvedeni subkapitoly Results na str.48
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Oponentsky posudek na disertaéni praci doktorského studijniho programu
na téma

The structure and function of the S-locus in oilseed rape Brassica napus L.)

Skolitel: doc. Ing. Vladislav Curn, PhD.
Oponent: doc. Ing. Miroslav Bechyng, DrSc.

PfedloZend doktorska prace fesi vyznamny problém, jehoZ zejména druh4 &4st, tj. funkce
S lokusu v fepce olejné miZe podstatn® pfispét k dosud mélo vyraznym vysledkim ve
Slechténi hybridni odridy fepky vyuZitim autoinkompatibility. Domnivam se, Ze pravé
nedostateCné genetické podklady jsou jednou z hlavnich pficin pro¢ tomu tak v CR i
celosvétovém meéfitku je. Presto, Ze se tento tikol fe$i jiz po mnoho let a to i v ivodu
zmin&né Asociaci Ceska fepka, poet hybridnich kultivart fepky vyslechténych na bazi
sterility je Cetn&j3i.

Pravé proto povaZuji vyb&r tématu této prace za $tastny a prosp&iny jak z hlediska
zékladniho vyzkumu, tak pro praktické metody Slechténi. DosaZené vysledky mohou
podnitit zaméfeni Ceského Slechténi Fepky k je§té néarocn&j$im tvkolim v oblasti
genetického inZenyrstvi. A tak je zdhodno pfat si, spolu s doktorandkou, aby aplikace
znalosti z molekularnich analyz v praktickém $lechténi pomohla v uskuteétiovani dalsich
prospéSnych myslenkach.

Jak uvadi autorka v v ivodni €asti préce, je jist® zavazné, Ze je daldi vyvoj modernich
Slechtitelskych metod u nds ovlivnén nedostatkem finan¢nich prostfedkii. Bylo by vSak
vhodné zjistit jak dalece byly poskytnuté finance vyuZity pravé pro moderni §lechtitelské
metody, zda by nepomohla je$té uzsi zahraniéni spoluprace s nejvyspélej$imi institucemi
a univerzitami.

I kdyZ je dostatek finan¢nich prostfedki jednim ze zasadnich piedpokladii pro sp&sny
vyzkum, je pfesto pon&€kud piekvapivé tvrzeni, Ze hlavnim cilem $lechténi je redukovat
vydaje, 1 kdyzZ je patrné zameéfeno na aktivity zminéné asociace.

Po formaélni strance je prace ¢lengna ponékud jinak neZ je napf. doporudena struktura
MSMT v doktorskych studijnich programech. Proti tomuto &lenéni nelze v zasadé nic
namitat, je pfijatelné. V tomto piipadé, kdy je vlastni pracovni &4st prace uvedena ve
formé publikovanych praci by bylo vhodné uvést zda byly jednotlivé &asti vypracovany
Jenom autorkou samotnou nebo ve spolupraci s dal§imi spoluautory. V druhém piipadd
by bylo vhodné uvést vlastni podil na ziskanych vysledcich. Zminka, ¥e je prace
rozd€lena do Sesti studii, z nichz &tyfi jsou ptivodni vyZaduje podrobn&jsi vysvétlen.



Velmi obséhly seznam prostudovanych literarnich prament sv&d¢i o nesmirné pili a
dokonalé piipravé autorky na feSeni stanovenych cild. Jist¢ ji velmi pomohly
v experimentalni praci i ve formulovani promyslenych zavért v jednotlivych studiich.
Rad bych viak védél pro¢ jsou aZ na jediny pfipad opomenuti e3ti autofi, véetnd
pfedchazejicich praci souvisejicich sfeSenymi problémy. V obecném piehledu pak
postraddam zasadni prace tykajici se Slechténi fepky napf. v Kanadg, Svédsku, Polsku i
v CR. Uvedené prameny dglaji dojem, Ze byly pfili§ ndhodné zvoleny.

Velmi nerad, i kdyZ se jednd o Cisté formalni zaleZitost, pfipomindm tak zbyteéné
mmnoZzstvi i hrubych gramatickych chyb v &eském shrnuti, ve srovnani s anglickou &4sti.
Je uvedeno pouze na jedné a Ctvrting stranky, coZ nemiZe podle mého nazoru plng
vystihnout problematiku a dosaZené vysledky prace. Ve srovnani s anglickymi zavéry je
tato Ceska Cast chudsi (i kdyZ se i v anglické verzi objevuji Cist€ Seské vyrazy- napf. na
stran€ 23). DE€l4a to dojem, Ze byla uskute¢néna v dost velkém chvatu pii ukonovani
prace. Je to Skoda, protoZe se tak pongkud sniZuje pohled na precizni zpracovani celé
prace.

V kapitole ,, Aplikace molekularnich markérii ve Slechténi fepky* se né&které &asti
zabyvaji spiSe vysledky tradiéniho §lechténi (délka SeSuli, barva osemeni aj.). Nabizi se
tu otidzka pro¢ byly pravé tyto znaky a vlastnosti vybrany. Je jich zde totiZ
charakterizovdano méné neZ v ufelné piehledné tabulce &.1. Pouze kolonka tykajici se
autoinkompatibility zde ziistdva nevyplnéna. Plné to viak vyvaZuje kapitola 4, v niZ je o
tomto problému dostate¢ny piehled. PouZzivani nazvu Brassica campestris a Brassica rapa
by mélo byt sjednoceno. MiiZe to navodit dojem, Ze se jedn4 o riizné druhy.

Ve vlastni praci doSlo tim, Ze byla rozdélena do Sesti studii, ke zbyte¢nému opakovani
Upln€ stejnych nebo podobnych vét v uvodnich &astech i v popisech metod prace. Také
konstatovani, Ze Brassica rapa je na rozdil od Brassica napus autoinkopatibilni, nemusi
byt uplné pfesné. Subspecie Yellow Sarson nebo Toria tomu pln€ neodpovidaji.

Ve svych vysledcich pfinasi pfedloZend prace velmi cenné a originalni poznatky.Za velmi
vyznamné pokladdm zjisténi, Ze nebyly nalezeny dvé€ alaly genu SCR bez ohledu nato, Ze
napf. molekularni marker autoinkompatibility se tzce vztahuje jen k pouZitému materialu
nebo byl marker determinujici autoinkompatibilitu pouze u kultivaru Tandem. Je také
piirozené, Ze u n€kterych kultivar nelze vylougit odlisné zmény.

Dosti piekvapivé vSak je zjisténi Ze ,genotyp“ neodpovidad teoretickému S$t&pnému
poméru dihaploidid odvozenych zF1 generace po k¥iZeni autoinkopatibilni linie
s aoutokompatibilnim donorem kvality (1:1 a 1:3). Lze, jak je vpraci uvedeno
pfedpokladat, Ze existuyje n&aky dal$i supresorovy lokus, ktery ovliviiuje
autoinkompatibilni reakci. Nékdy a to i velmi sloZitych p¥ipadech (a to se nemusi
vztahovat k uvedenému piedpokladu) miize byt jednodussi vysvétleni. V tomto piipadé
se nabizi otdzka realizace tzv. semennych testd (seed tests). UZ samotné oznadeni se mi
nezda dost pithodné. Jednalo se vlastn€ o odpocet semen v SeSulich izolovanych rostlin.
Podle uvedené metodiky spocivala ptiprava téchto testi v izolovani patrné celych rostlin
sacky. Nanestesti bez uvedeni izola¢niho materidlu.

V nasich pokusech, ovSem jiného zaméfeni, (napt. vlivu opaleni kvétd fepky velami na
nasazeni semen v SeSuli) jsme zjistili velmi podstatné rozdily pfi izolaci riznymi



prostiedky pfi izolaci celych rostlinného jednotlivych kvétda vlivem mikroklimatickych
podminek v izolatorech ve srovnani s prostorovou izolaci. Neni i zde moZné urcité
ovlivnéni poctu semen a tim i odpovidajicich zvolenych poméri 1,0:4,6 (6,4 ?) a dalSich?

Ve vSech uvedenych experimentalnich Castech lze vidét precizni védecké piistupy
vnichZ o to vice vynikaji nové, objevné rysy. V devaté kapitole porovnavéa autorka
piedpokladané cile prace s dosazenymi vysledky ve &tyfech proponovanych bodech. Toto
porovnani zaméri a vysledkd je bezpenym dokladem toho, Ze cile byly odpovédné
splnény. Svédei o tom i fakta v desaté kapitole zavéru.

Pro doplnéni celkového dobrého dojmu z vykonané si dovoluji pfipojit n&kolik dotazg.
Jaké jsou soucasné poznatky v této oblasti prace ve srovnani s pfedloZenymi vysledky,
zvlaste pak s ohledem na p¥isp&vky na nedavné svétové konferenci o fepce v Cing.

Jaky je vas ndzor na tvrzeni, Ze 0zima a jarni fepka jsou ve stejném druhu dvé geneticky
odlisné skupiny.

Jak dalece by krozsifeni uzké genetické baze v soudasném Slechtitelském materialu
prospé€lo prostudovani starych a plivodnich odriid, tfeba Slapské a Tiebitské, modernimi
metodami?

Da se podrobngji vyjadfit pozadavek ve tfetim bod& cilt prace o uginnosti a prosp&ch
selekce vyuzitim molekuldrnich markérd a to z hlediska praktického Slechténi a jeho
daliiho vyvoje?

Zavér: PredloZend préce splituje pozadavky kladené na tento druh védecké prace. Je
vhodnym a uCelnym pokratovanim vyzkumnych aktivit spojenych s hybridnim
Slechténim fepky pomoci autoinkompatibility. Vhodn& navazuje na ziskané poznatky
rozviji je. Je proto vyznamna z hlediska zékladniho vyzkumu a prosp&$na i pro praktické
Slechténi fepky.

Doktorandka zde jasné prokazala schopnost samostatné experimentélni prace, védeckého
mySleni a uvaZovani.

Proto tuto doktorskou disertani praci doporuduji k obhajob& a po jejim usp&iném
obhéjeni udglit Ing. Jan& Zaludové titul doktor (PhD.).

V Praze, 7.5.2007 M. Bechyn¢
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Oponentsky posudek na doktorskou disertacni praci

Néazev prace: The structure and the function of the S-locus in oilseed rape (Brassica napus L.)

Autor: Ing. Jana Zaludova 5
Jiho&eska univerzita v Ceskych Bud&jovicich
Agronomicka fakulta

Oponent: Doc. Dr. Ing. Pavel Vejl
Ceska zemé&délska univerzita v Praze
Fakulta agrobiologie, potravinovych a pfirodnich zdroji
Katedra genetiky a §lechténi

Posuzovana disertaéni prace piedstavuje jiz pfi zb&Zném pohledu velice kvalitni
odbornou praci vénovanou aplikované molekularni genetice rostlin. Po formalni strance je prace
vhodng logicky ¢lenéna do kapitol, které postihuji jak obecnou problematiku aplikované
molekuldrni  genetiky, tak i specializovanou problematiku  genetické  determinace
autoinkompatibility u &eledi Brassicaceae. Prace je zpracovina v anglickém jazyce. Vlastni
doktorska disertaéni prace je rozd&lena do péti zékladni &asti: uvodni obecnd literarni reSere, cile
prace, &tyfi kapitoly popisujici oddélend jednotlivé experimenty, shrnuti vysledkil a zavéry. Toto
nepiili§ standardni roz&lenéni prace v sob& odrdZi logicky postup, ktery doktorandka pouZila. Kazda
ze 4 kapitol vénovanych experimentalni ¢innosti v sob& zahrnuje souhrny vysledk, dal$i detailni
literarni prehledy, pouZité metodiky, ziskané vysledky a jejich diskuse. Vsechny kapitoly
predkladané disertadni prace jsou velice peclivé a kvalitné zpracovany. Domnivam se, Ze tato
netradi¢ni forma zpracovani price nikterak nesniZuje jeji celkovou vybornou drover. Mohu
konstatovat, Ze jednotlivé kapitoly vénované provadénym experimentiim jsou logicky sefazeny od
optimalizace a nalezeni DNA markerd genii zodpovédnych za autoinkompatibilitu fepky, testovani
jejich specifi¢nosti aZ po hodnoceni jejich segregace v populacich dihaploidnich linii.

Disertaéni price ma rozsah 76 textovych stran. Prace je dopln€na 12 obrazky, na
kterych jsou dokumentovany vzorové elektroforeogramy a kladogramy. Autorce disertani prace
bych doporuéil sjednotit &islovani obrazkd. Domnivam se, Ze i pfi zvoleném zptsobu ¢lenéni, musi
disertadni prace plisobit jako jednotny celek a neni vhodné aby napiiklad oznaceni ,Fig. 1. bylo
pouZito u 4 riznych obrazki.

AKTUALNOST ZVOLENEHO TEMATU

Aktualnost zvoleného tématu jasné vyplyva ze zvolenych cili vlastni doktorandské prace.
Hlavni cile prace jsou zcela jasné a konkrétni. Jedna se o zpracovani molekulérnf studie struktury a
funkce S-lokusu u fepky. Hlavni vyzkumné cile doktorské disertatni price se zaméfuji na vyvoj
molekularnich markerd recesivniho typu autoinkompatibility fepky olejky, porovnani novych
markert s publikovanymi markery SLG genu, aplikaci markerd pii selekénich postupech vedoucich
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k vyslechténi novych odriid a hodnoceni polymorfismi alel SLG genu u riiznych Slechtitelskych
materiald. Jiz z vy¢tu zékladnich cil prace jasn& vyplyva, Ze doktorandka si zvolila velice aktualni
téma, které v sobé nese prvky zakladniho i aplikovaného vyzkumu.

ZPRACOVANI LITERARN{HO PREHLEDU

Uroveti zpracovéni literarniho piehledu svédei velice dobrém pfehledu doktorandky nejen
v oblastech molekularni genetiky, mechanismi opylovani a §lechténi u celedi Brassicaceae.
V disertadni praci je tomuto literarnimu uvodu vénovano 19 textovych stran v obecné ¢asti. Do
literdrniho ptehledu je rovn&Z zapotfebi zahrnout &asti viech podrobnych kapitol, ve kterych
doktorandka podava velice podrobné informace tésné se vztahujici k provddénym experimentiim.
Tato dalsi ¢ast literarniho pfehledu ma rozsah 7 stran.

Literarni tvod mohu oznaéit ze velice kvalitng zpracovany, vyuZivajici vyhradné aktualni
védecké publikace z oblasti molekuldrni genetiky a $lechténi rostlin. Toto kladné hodnoceni se
opira o skutetnost, e doktorandka v disertaéni praci cituje celkem 199 literdrnich prament, které
jsou z naprosté vétSiny velice aktudlni. Jedné se témé&f o vyhradni citace ptivodnich zahrani€nich
praci, které byly publikovany ve vyznamnych recenzovanych Gasopisech zaméfenych na obecnou i
aplikovanou molekuldrni genetiku. Doktorandka cituje pouze jednu praci uvedenou v Ceském
védeckém &asopise. Pfi porovnani po&tu stranek literarniho ptehledu a poctu citovanych autord je
patrné, Ze tato &ast prace je naplnéna velkym mnoZstvim zejména téch nejaktudlnéjsich informaci
vénovanych problematice molekularni charakteristiky genomu fepky, aplikace markeri a zejména
mechanismu autoinkompatibility. Pozitivné ocefiuji, Ze autorka disertatni prace se zbytetné
nezabyva obecnymi a vSeobecn& zndmymi informacemi. Na druhou stranu vSak musim upozornit
na to, Ze takto podané vysoka koncentrace informaci klade zna¢né naroky na pozornost ¢tenafe a
soulasné porovnavani informaci v jednotlivych dil¢ich kapitolach se mlZe stat Castedné
neptehlednym.

PiestoZe literarni piehled povazuji ze velice zdafily a nasvédcCujici Sirokému odbornému
prehledu autora, mam na doktorandku dva odborné dotazy vyplyvajici z posuzovani této kapitoly:

1. Na strang 13 je popsdno hodnoceni polymorfismu fad2 genu pomoci metody
jednonukleotidového polymorfismu (SNP). Jakym zpisobem je SNP detekovan a
vyhodnocovan? Jaky je V43 nazor na vyuZiti metody SNP v praktickém Slechténi rostlin
a jaka je jeho finan¢ni naro¢nost?

2. Na stran& 20 je citovana informace o retroelementech, kterd byly detekovany v
genomu Brassica napus. Jaké typy transponovatelnych elementl jsou charakteristicke
pro rostlinny genom a jaky maji pivod? MuZe pfitomnost retroelementl ovlivnit vyuZiti
genetickych markerd zaloZenych na polymorfismu DNA?

STANOVENE CiLE A JEJICH REALIZACE

V Gvodu disertadni prace si doktorandka vytycila 4 zékladni cile, které spojuje
problematika studia genetickych mechanismil autoinkompatibility u fepky olejky. Cile prace
povazuji za dobie zvolené. Odrazeji v sob& viechny nezbytné kroky genetické analyzy, které musi
byt bezchybn& splnény pro ziskani reprodukovatelnych vysledkd. Doktorandka si tudiZ spravné
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zvolila cile zaméfené nejprve na rozSifeni spektra markertt SCR genti, porovnani vysledkd analyzy
pfi pouZiti novych a dosud publikovanych markert a studium polymorfismu SLG genu. Jeden z cilt
doktorské disertatni prace mé praktické vyusténi. Je zaméfeny na aplikaci markerti gent fidicich
autoinkompatibilitu fepky olejky v procesu “Marker Assisted Selection”.

Mohu konstatovat, Ze doktorandka splnila v§echny vytyéené cile. Tomuto hodnoceni plné
nasvédCuje ta skuteCnost, Ze doktorandka navrhla novy specificky marker recesivniho typu
autoinkompatibility vcetné detekce jeho alely metodou PCR. Autorka price rovn&Z uspé&$né
provedla porovnani tohoto nového markeru s jiz znamym markerovanym genem SLG pro tiidu I S-
haplotypti. Studie variability sekvenci SLG genu tiidy I a II byla rovnéZ isp&$né provedena v&etng
nalezitého statistického vyhodnoceni.

POUZITE METODICKE POSTUPY

Metodice provadénych experimentii a charakteristice hodnoceného biologického materidlu
je vpraci vénovano 5 textovych stran. Metodika experimenti je popsana jednotlivé u kazdé
podrobné kapitoly. PrestoZe je metodika velice struéna, podava dostateény piehled o zpiisobu
provadéni experimentl. Doktorandka vzdy struéné charakterizuje hodnoceny rostlinny material,
metody izolace DNA a RNA, podminky PCR amplifikace a tvorby cDNA a zpiisob klonovani
fragmentd. Ze struéné metodiky je patrné, Ze byly zcela vhodné zvoleny metody vyuZivajici
komeréné vyrdbéné kity, kterd zaruduji vysokou stabilitu reakénich podminek a tim i vysokou
reprodukovatelnost vysledkt. Kity byly pouzity pro izolaci nukleovych kyselin, pro tvorbu cDNA,
klonovani i sekvenovani.

Veskeré metodické postupy jsou popsany jasné a srozumitelné scilem maximalni
reprodukovatelnosti experimenti. Domnivam se, Ze uvedend metodika pfedstavuje vysledky celé
fady optimalizaénich experimentt. Z téchto divodu hodnotim optimalizované metodické postupy
jako vyznamnou soucast vysledkt doktorské prace.

V ramci obhajoby disertacni prdce mam na doktorandku nékolik dotazii a drobnych
pfipominek tykajicich se této problematiky:

1. Na strané¢ 28 jsou vedeny rodi¢ovské kombinace, u kterych byla hodnocen F,
generace. Celkovy pocet rostlin populace je 118. Jak tato populace vznikla? Jedinci
tvofici tuto populaci jsou odvozeni z riiznych rodi¢ovskych kombinaci?

2. Na stran€ 36 jsou shodné rodi¢ovské kombinace uvedeny u populace dihaploidd,
kterd méla rovnez Cetnost 118 jedinct. Jedna se o stejné nebo rozdilné populace?

3. U podminek amplifikace, které jsou uvedeny na stranach 27, 36 a 42 doporuduji
uvést typ termocykleru. Jaky je Vas$ nazor na moznosti kontaminace laboratofe DNA
nebo PCR produkty jako na zkreslujici faktor provadénych analyz?

4. Pro prvni 3 experimenty byla pouZita rostlinndi DNA izolovand z mladych listh
rostlin starych 2 tydny. U posledniho experimentu byla DNA izolovana z déloh. Jaky
je Vas nazor na vliv stafi a typu materidlu ureného pro izolaci DNA na vysledek
PCR analyz?

5. Doporucuji u vSech providdénych PCR amplifikaci jednotné uvadét sekvence
pouZzitych primerd.
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6. RovnéZ u podminek elektroforetické separace markert uvedenych u jednotlivych
dil¢ich kapitol doporuduji rozsifit informace o sloZeni a koncentraci geld, popiipadé
o barveni polyakrylamidovych gelt. RovnéZ u vzorovych elektroforeogrami
doporucuji doplnit typ pouzitého hmotnostniho standardu véetné velikosti jeho
fragmentt.

7. Z vysledkd prace je ziejmé statistické hodnoceni podobnosti sekvenci DNA. V
metodice prace doporucuji rozsifit informaci o programu Bioedit, ktery byl pouZit.
Na jakém principu pracoval? Jaké znate dal3i typy vypo&th shlukovych analyz, které
se pouZivaji pro konstrukei fylogenetickych stromi?

VYSLEDKY DISERTACNI PRACE A JEJICH DISKUSE

Pii hodnoceni pfedchazejici €asti disertaéni prace zaméfené na metodiku jsem se zminil o
tom, Ze vypracovani spolehlivych metodickych postupit pro aplikaci PCR, PCR-RFLP markert,
ziskani cDNA, jeji klonovéani a sekvenovani povazuji ze nedilnou souéast vysledki disertaéni
prace. Vlastnim vysledktim a jejich diskusi je v praci vénovano pfiblizn€ 20 textovych stran.
Vysledky a diskuse jsou soucasti kazdé diléi kapitoly vénované jednotlivym experimentiim.

Kapitoly zaméfené na prezentaci vysledkd a na jejich diskusi povazuji spolu s literarnim
piehledem za nejzdafilej$i Casti prace. Jasn€ z nich vyplyva velkd Sife experimentti a nezbytna
odborna erudovanost doktorandky, které byly zcela nezbytné pro toto velice kvalitni zpracovani. V
prvni specialni kapitole autorka prace hodnoti nalezeni nového PCR markeru pro recesivni typ
autoinkompatibility. Segrega¢ni analyza provedena u tohoto markeru odpovidala pfesné€ teoreticky
o¢ekavanému St€pnému pomeru. Pozitivné hodnotim rovné€z to, Ze doktorandka si pfi hodnoceni a
diskusi tohoto vysledku velice dobfe uvédomila, Ze tento alelicky specificky marker spravné
funguje pouze u materiald, které byly odvozeny od jedné konkrétni linie Tandem 6/85. Z diskuse
vyplyva, Ze doktorandka si je dobfe v€doma urCitych omezeni pii aplikaci tohoto markeru ve
Slechtitelském procesu. Pfi feSeni dalSich ukold disertaéni prace byly zjistény vysledky, které se
neshodovaly s oéekavanym teoretickym §tépnym pomeérem. Autorka velice dobfe dokézala vysvétlit
pfi¢iny téchto disproporci. Vyslovila hypotézu o existenci dal$iho supresorového lokusu, ktery
ovliviiuje autoinkompatibilni reakci u fepky olejky. Piesto je z vysledkt prace patrné, Ze byla
navrZzena metodika, kterd umoZiiuje vyrazné sniZit procento autokompatibilich rostlin v populaci.
Velice pozitivn€ hodnotim rovnéZ vysledky posledni experimentalni casti prace, ve které
doktorandka podala velice pfesvéd¢ivy diikaz o tom, jak dokéZe vlastni data — sekvence nukleotidli
porovnat s informacemi mezinarodnich nukleotidovych databéazi. Doktorandky bych se rad zeptal
na nasledujici problematiku:

1. Na stran& 26 je uvedeno, e v genomu Brassica oleracea je gen S"°-SP11 duplikovén.
Duplikace této alely je popsana i v dalsi ¢asti prace. Jak si vysvétlujete mechanismus vzniku
té€chto duplikaci? Je zndmy vliv bodovych mutaci na funkci S alel u Celedi Brassicaceae?

2. Na obrazku uvedeném na strané 29 jsou popsany 2 fragmenty o velikosti 1000 bp a 450 bp.
Z obrézku je vSak velice dobfe patrny vetsi poet fragmenti, které jsou rovnéZz velice dobie
patrné i v profilu Brassica rapa var. rapifera. Jak si vysvétlujete jejich pfitomnost? MuizZe se
jednat o pseudogeny nebo sekvenéni homology studovanych genti?
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VYZNAM VYSLEDKU PREZENTOVANYCH V DISERTACNI PRACI PRO DALSI ROZVOJ VEDY

Zpracovana disertaéni prace pfedstavuje vyfeSeni velice kompaktni, ucelené problematiky
polinaje izolace DNA, vyb&ru vhodnych typti markert, nalezeni novych markert, odvozeni cDNA,
sekvenace PCR produktl a jejich restrikéni analyzy. Mohu jednoznaéné konstatovat, ze pii feSeni
_prace byly pouZity moderni trendové postupy, které umoznily ziskat mnoZstvi vysoce originalnich
vysledkii. Velky vyznam vSech ziskanych vysledkil jsem jiZz pozitivn& hodnotil v pfedchazejicich
Castech mého posudku. Pii celkovém hodnoceni doktorské disertaini prace mohu konstatovat, Ze
vSechny vyty¢ené cile byly velice Gisp&$n& splnény.

O splnéni vysledkt svéd¢i rovnéZ posledni kapitoly prace zaméfené na shrnuti vysledki. Z
tohoto pfehledu vyplyva, Ze byla ziskdna fada cennych vysledkd, které se nachazeji na rozhrani
zdkladniho a aplikovaného genetického vyzkumu. Vzhledem k originalit¢ doporuduji autorce
diserta¢ni prace tyto vysledky publikovat ve védeckém tisku. Domnivam se, Ze struktura piedloZené
disertacni prace, ktera je roz¢lenéna na 4 samostatna témata, miize odpovidat 4 kvalitnim védeckym
publikacim. Pfedpokladdm také, Ze doktorandka, které profesné pilisobi jako vysokoSkolsky ucitel,
uspéSné vyuzije ziskané teoretické znalosti i praktické zkuSenosti v procesu vyuky napiiklad
formou modelovych uloh pro odborné pfedméty nebo v podob&é moderni studijni literatury
zaméfené na molekularni genetiku a $lechténi rostlin.

V zavéretné Casti prace bych doktorandce dale doporugéil uvést vlastni doporudeni, které se
bude tykat aplikace ziskanych kvalitnich vysledki ve Slechtitelském procesu a v dal$im genetickém
vyzkum fepky olejky. V ramci v€decké rozpravy, ktera je souéasti obhajoby doktorské prace, bych
se doktorandky velice rdd zeptal na nasledujici problematiku, kterd se dotykd pravé tohoto
posledniho doporuéeni:

1. JiZ v literarnim dvodu Va$i prace se zmirtiujete o aplikaci DNA markert pfi selekci
(Marker Assisted Selection). Pokuste se na zakladé VaSich odbornych znalosti
navrhnout konkrétni uplatnéni DNA markertt pfi Slechténi Ceskych odriid fepky
olejky.

2. Existuji vyznamné vlastnosti fepky olejky, na které je selekce provadéna
standardnim zplsobem velice obtizna a kde by aplikace markerti mohla vyrazné
zefektivnit proces tvorby nové odridy? Jaké je konkrétni praktické uplatnéni
genetickych markert ve Slechténi ¢eskych odrid fepky olejky?

Z formalniho a grafického hlediska je prace zpracovana velice pfehledné. Ocenuji rovnéz
vybornou znalost anglického jazyka doktorandky. Z formalniho hlediska doporuduji odstranit
nékteré drobné nedostatky jako je naptiklad courent na strané 5, conluded na strané 11, bebore na
stran¢ 18, nor na starn€ 19, usinginterspecific na stran€ 22, napusis na strané 22, situacion na strané
22, a na stran€ 27, recantly na stran¢ 40, fe na strané 43, s ke na stran& 75 nebo autoinkoimpatibility
na stran€ 75. Autorce prace rovnéz doporucuji ujednotit psani latinskych nazvii botanickych druhi a
rodl pismem typu kurziva. Stejné tak vyraz et al. je obvykle psan shodnym typem pisma.

1Co
5 60460709



CESKA ZEMEDELSKA UNIVERZITA V PRAZE
FAKULTA AGROBIOLOGIE, POTRAVINOVYCH A PRIRODNICH ZDROJU
KATEDRA GENETIKY A SLECHTENI
Kamycka 129, 165 21 Praha 6-Suchdol, tel.: +420 224384571, fax: +420 234381801; e-mail: vejl@af.czu.cz

ZAVERECNE HODNOCENI

Z predchozich ¢asti mého oponentského posudku vyplyvé, Ze doktorskou disertacni praci
pani Ing. Jany Zaludové hodnotim po vSech strankich velice kladn&. Cile prace, které si
doktorandka vytkla, byly velice naro¢né, ale pfesto beze zbytku splnéné. Pozitivn€ hodnotim to, Ze
Ing. Jana Zaludové dokazala v priibéhu doktorského studia realizovat pomérné néro&né analyzy, pro
které bylo zcela nezbytné zvladnout fadu naroénych technik molekularni genetiky.

Touto praci doktorandka podava jednoznaény dikaz o tom, Ze béhem svého doktorského
studia ziskala nejen vyborny teoreticky pfehled o problematice aplikované molekuldrni genetiky,
ale zejména celou fadu praktickych dovednosti a zkusenosti, které jsou zcela nezbytné pro tsp&Snou
realizaci v8ech naro¢nych experimenti. Pfipominky a dotazy, které jsou v tomto posudku uvedeny,
nikterak nesniZuji vybornou troveri doktorské diserta¢ni prace a slouZi pouze jako podklad pro
rozvinuti védecké rozpravy, ktera je soucasti obhajoby doktorské disertatni prace.

Bez vyhrad proto doporuéuji, aby prace byla pfijata k obhajobé a na zaklad¢ GspéSné
obhajoby doporuduji udélit pani Ing. Jang Zaludové akademicko-v&decky titul doktor (Ph.D.).
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