Zipis z vé€decké rozpravy — obhajoba doktorské disertaéné price Ing. Janv Zaludové.
30.5.2007, ZF JU Ceské Budgjovice:

doc. Vejl: Jakd je ndrocnost SNP techniky a jaké jsou jeji praktické aplikace?

vychézi ze sekvenovani, resp. separace je provadéna na sekvenatoru, tim je dana i
cena této techniky, je moZzno vyuzit i modifikace a techniky PCR-RFLP, v pipads
Ze mutace zasahuje rozpoznavaci sekvenci dané restriktazy, p¥ipadnd techniku
SSCP, kterd rovné€Z zlevni cenu SNP markerovani, aplikace pak jsou v markerovéni
a mapovani

doc. Vejl: Jaky je evolucni piivod LTR retrotranspozonii?
pivod — v retrovirech, retrotranspozony pak mohou ovlivnit i vysledky markerové
analyzy

doc. Viasdk: Jaké byly pouzivdany primery pro SCR geny, Ize pFedpoklddat, e alely byly
velmi odlisné.

byly vyzkouSeny univerzalni publikované primery, a pak byly odvozeny alelicky
specifické primery, které umoZnily specifickou amplifikaci jen cilové alely z linie
Tandem

doc. Vejl: Za jakym dicelem byly vyuzivina technika PCR-RFLP pro odliseni alel SCR
genu?

Pivodni predpoklad byl odliSeni SCR alel a nalezeni druhé, zatim neznidmé funkéni
alely. Pfednostn¢ byla ale z genomické DNA amplifikovéana jen jedna alela, proto
byla technika PCR-RFLP vyuZivéana ke $t&peni zaklonovanych fragmentt a jejich
odliseni pte sekvenovanim.

vvvvv

V literatufe je tento jev popsany, ukazuje se rizny projev Al alel v rizném
genetickém pozadi a pfi rizné kombinaci alel. Je tieba objasnit vzajemny vztah
alel, pfipadné supresorti a zde se ukazuje vyhoda alelicky specifickych markert.

Ing. Mika: Proc¢je v Kanadé vyuzivina Al u hybridii jarni Fepky?

V Kanadg se pfevazné Slechti a péstuje Fepka tytu canola — jarni fepka, proto je i Al
vyuzivana pfi Slechténi hybridd jarni fepky.



Obhajoba diserta¢ni prace na téma:

The structure andthe function of the S-locus in oilseed rape (Brassica napus L.)
autor: Ing. Jana Zaludové
Odpovédi na otazky oponenta

doc. dr. Ing. Pavel Veil

Otazky k literarnimu piehled

1) Jakym zpusobem je detekovan a vyhodnocovan SNP? Jaky je Vas nazor na
vyuziti metody SNP v praktickém Slechténi rostlin a jaka je jeho finanéni
naro¢nost?

SNP narozdil od RFLP nemohou byt detekovany konvenéni gelovou
elektroforézou a proto pro jejich detekci byly navrzeny nové techniky. VéEtsina protokolt
detekce SNP vyzaduje PCR amplifikaci cilové sekvence v kombinaci s fluorescenéné
znatenym dideoxynukleotidem, ktery ukoncuje reakci v rizné vzdalenosti za primerem
podle sekvence jednotlivych alel. Vé&tSinou se tyto fragmenty stanovuji automatickym
sekvenatorem. Pro potieby analyzy vétsiho mnoZstvi vzorkd mize byt aplikovana metoda
DNA ¢ipu. Nova a velice vykonna metoda, ktera se da aplikovat v detekci SNP je matrix-
assisted laser desorption/ionization time of flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS).

2) Jaké typy transponovatelnych elementi jsou charakteristické pro rostlinny
genom a jaky maji pivod? MiiZe pFitomnost retroelementu ovlivnit vyuZziti
genetickych markerii zaloZenych na polymorfismu DNA?

V heterochromatinu centroméry je pfitomno velmi malé mnoZstvi geni, ale mnoho
druhi repetitivni DNA a ptedpoklada se , Ze mnoho z ni bude mobilni. VétSinu repetitivni
DNA, ktera je mobilni tvoii LTR-retrotransposony. Je to piivodné sekvence RNA, ktera se
zmeénila reverzni transkripci na DNA a integrovala se do chromozému. Neékteré jsou
schopny pravidelné tento proces opakovat, protoZe si koduji vlastni reverzni transkriptazu
a vznikly ndhodnym uzavienim genu pro RT mezi dv¢ inseréni sekvence LTR - (long
terminal repeat). Musi také kodovat transponazu.

Pokud by doslo k transpozici kde je ur¢itym molekularnim markerem detekovany
polymorfismus, pak by se mohl zménit vysledny patern a celkové hodnoceni by mohlo byt
ovlivnéné.

Otazky k metodice

1) Jak vznikla F; populace uvedena v rostlinném materialu v kap. 5? Jsou jedinci
tvorici tuto populaci odvozeni z ruznych rodi¢ovskych kombinaci?

Populace vznikla mikrosporovou embryogenezi, ndsledni dihaploidni regeneranti

pochazeli ze Ctyf kiiZeni a dohromady ¢itali 118 rostlin. Tato vysledna populace nebyla

tedy stejnorodéd ve vztahu ke genetickému pozadi, ale rozhodujici bylo, Ze $t&€pi ve znaku

autoinkompatibility. Al linie , které byly pouZity ke kiiZeni (linie AIK3 a AIK6), byly

odvozené ze stejn€ linie a bylo velmi pravdépodobné, Ze nesou stejnou alelu.

2) Jedna se o stejné nebo rozdilné populace v kap. S a 6?

Jedna se o stejné populace.



3) Jaky je vas nazor na moznosti kontaminace laboratoie DNA nebo PCR produkty
jako zkreslujici faktor provadénych analyz?

Kontaminace je samoziejmé mozna. Zvlasté je pak tieba davat pozor na piipadnou

kontaminaci templatovou DNA pfi pipetovani PCR mastermixu. Je vhodné proto pouzivat

vodu jako negativni kontrolu.

4) Jaky je Vas$ nazor na vliv stiafi a typu materialu uré¢eného pro izolaci DNA na
vysledek PCR analyz?

Pro uspésny vysledek PCR analyzy je dulezité dostatetné mnozstvi templatové DNA.

Pokud pouzZivame k izolaci DNA komeréné vyrabéné kity, obvykle je dosaZena optimalni

koncentrace aZ 50 pg. Zasadni vliv na vyté¢Zek ma pocateéni rozdrceni materidlu. Mladé

Stavnaté listy, jako napfiklad d€loZni, 1ze lehce rozdrtit bez potfeby tekutého dusiku.

Nevyhodou starSich listii u fepky je, Ze rychle ovadnou a pak drceni bez dusiku malo

uspé$né. Dalsi nevyhodou star§ich listli je, Ze Zloutnou a jsou napadany houbovymi

chorobami.

5) Na jakém principu pracuje program Bioedit? Jaké znate dalsi typy vypocta
shlukovych analyz, které se pouZzivaji pro konstrukci fylogenetickych stromi?

Program Bioedit je editor pro snadnou tpravu sekvenci a jejich dal§i hodnoceni. Kromé
editace sekvenci, kdy mutzeme také sekvence soub&€Zné sledovat v chromatogramu nam
pronabizi srovndni vét§iho poltu sekvenci (multiple sequence alignment) programem
Clustal W, on-line pfipojenim srovnat sekvence s databazi NCBI, mapovani restrikéniho
St€peni za definovanych podminek nebo translaci v Sesti moZnych ¢tecich ramcich. Déle pak
obsahuje dal$i dopliiujici aplikace, které pochazeji z programu Phylip. Pro sestaveni
fylogenetického stromu byla pouZita aplikace DNAdist, coZ je program, ktery pocitd
vzdalenostni matici z nukleotidovych sekvenci. Sekvence jsou pfed tim srovnany programem
ClustalW. Program pocita vzdalenostni matici podle tfech riznych modeli nukleotidové
substituce (FITCH - Fitch-Margoliash and Least-Squares Distance Methods, KITSCH - Fitch-
Margoliash and Least Squares Methods with Evolutionary Clock, NEIGHBOR - Neighbor-
Joining and UPGMA methods). V praci byla pouzit program NEIGHBOR, ktery metody
Neighbor-Joining (Nei a Saitou, 1987) a shlukova analyzy UPGMA (Unweighted Pair Group
Method with Arithmatic Mean). Pro konstrukci naslednych stromi se b&Zn€ vzdalonostni
matice pocitd podle Euklidovské vzdalenosti, coZ jsou vzdalenosti absolutni a pak
neilimetrikou, kterd sestavuje matici z podobnostnich koeficienti.

Otazky k vysledkiim a diskusi

1) Jak si vysvétlujete mechanismus vzniku téchto duplikaci? Je znamy vliv
bodovych mutaci na funkei S alel u ¢eledi Brassicaceae?

Duplikace, které byly v praci nalezeny u genu SCR tfidy II, byly také zjistény u genu
SLG tiidy IT (Cabrillac et al. 1999) a rovnéz u genu SCR tiidy I z Brassica oleracea. Oba dva
geny pochazely z S;s lokusu. U zadného jiného S lokusu tyto duplikace zjist€ny nebyly.
Ptevazuje nadzor, Ze vznikly genovou konverzi, a to v pfipadé¢ SLG genu z genu SRK protoZe
tyto dva geny maji velkou sekven¢ni podobnost. Pfedpoklada se, Ze genova konverze nastavé
mnohem ¢ast&ji mezi geny stejného S haplotypu neZ mezi alelami stejného genu.

Jednobazova delece zji§t€na u genu SRK byla nalezena u autokompatibilni Brassica
napus. Tato mutace zpasobila posun ¢teciho ramce, jehoZ vysledkem je zkraceny receptor
(Goring et al. 1993). Pokud je dodan funk¢éni gen do genomu pomoci transgenoze, je
autoinkompatibilita specificky obnovena.



2) Na obrizku uvedeném na strané 29 jsou popsany 2 fragmenty o velikosti 1000 bp
a 450 bp. Z obrizku je viak velice dobfe patrny v&t3i pocet fragmenti, které jsou
rovnéz velice dobie patrné i v profilu Brassica rapa var. rapifera. Jak si
vysvétlujete jejich pritomnost? MiiZe se jednat o pseudogeny nebo sekvencni
homology studovanych genu?
Domnivam se, pii teploté annealingu 55°C se jedna o nespecifické fragmenty. S geny jako
jsou SLG, SCR a SRK jsou sekventné velmi podobné, coZ je pochopitelné uvazime-li, ze SRK
a SCR plisobi jako receptor a ligand.

Otazky

1) Jizv literarnim ivodu Vasi price se zmiilujete o aplikaci DNA markert pfi
selekei (Marker Assisted Selection). Pokuste se na zakladé VaSich odbornych
znalosti navrhnout konkrétni uplatnéni DNA markeri pFi Slechténi Eeskych
odrud Fepky olejky.

V soutasné dobd se Slechteni fepky zaméfuje na Slechtdni hybridnich odrid. Pro co

nejvyssi heterézni efekt je proto dilleZité mit co nejvice geneticky vzdalené rodiovské

komponenty. Proto bych navrhovala uplatnéni AFLP a mikrosatelitovych markert, které
jsou znamé.

2) Existuji vyznamné vlastnosti Fepky olejky, na které je selekce provadéna
standardnim zpiisobem velice obtiZna a kde by aplikace molekularnich markert
mohla vyrazné zefektivnit proces tvorby nové odriidy? Jaké je konkrétni
praktické uplatnéni genetickych markert ve §lechténi ¢eskych odriid Fepky
olejky?

Jsou to vSechny vlastnosti, které se stanovuji aZ v pozdnim ontogenetickém vyvoji

(AI) a pozdni selekce vyZaduje prostorové a gasové naroéné dopéstovani i nevhodnych

genotypt rostlin. Déle pak kvalitativni vlastnosti, které se zjistuji nakladnym méfenim

(obsah glukosinuléti, k. erukové a obsahl MK).

Konkrétn se v praxi uplatiiuje markerovani autoinkompatibility na Rf restorera
cytoplazmatické sterility pomoci isoenzymového (PGI — fosfoglukoizomeraza) a RAPD
markeru. Dale pak bychom sem mohli zafadit monitoring GMO fepky.

prof. Ing. Jaroslava Ehrenbergerova

1) Jakou moZnost vidi autorka disertace pro frekventované&jsi a prakticky ucelné
vyuZzivani alelové specifického markeru pro recesivni typ autoinkompatibility (¢i
jiného typu) ve Slechtitelské praxi?

Tento marker je sice specificky pro urcitou alelu, coz omezuje jeho pouZiti na rizné
kombinace kfiZeni s Al liniemi, které nesou jinou S alelu. Na druhou stranu muZe slouZit
k odhaleni kontaminace jinou S alelou neZidoucim cizospraSenim a pomiiZe tak udrzet
Cistotu linie. Alelov& specifické markery tak mohou byt nastrojem pro rozliSovani
jednotlivych linif.
2) Jak autorka disertace miize vysvétlit nalezeni obou genii SLG a SCR ve stejném
genotypu Fepky, piestoZe je u ni prredpoklidan recesivni typ
autoinkompatibility? Autorka uvidi, Ze oba pouzité molekulirni markery
nevyselektuji stoprocentné Al rostliny, jakou dalsi cestu ke 100% selekei by
autorka disertace mohla v tomto sméru nastinit?



Gen SLG ma rovné? tfidu II a vyskytuje se béZn& s genem SCR t¥idy II na stejném
lokuse. Pokud ma oponentka mysli gen SLG tfidy I a gen SCR tridy II u n€kterych AK
odrtd, tak gen SLG tiidy I & cely lokus je pravdeépodobné n&jakym zpusobem nefunkeni,
nicméng viak dominantni recesivnim lokusem t¥idy II, ktery obsahuje gen SCR.

Domnivam se, e molekularni marker, ktery dokaZe zredukovat populaci na
polovinu s90% pravdépodobnosti, Ze viechny odstranéné rostliny byly skute¢né
s nevhodnym genotypem, je docela isp&$ny. Pro presnéjsi selekci je nezbytné zaloZeni Al
které mii¥eme porovnat s pfesné stanovenym fenotypem, na ktery nepusobi zadné vnéjsi
vlivy. Vzhledem ke sloZit&j$imu uspofadani genomu fepky a rliznym interakcim mezi
alelami v ramci S lokusu to neni jednoduché. V dalsi praci bude sledovana exprese
‘dulezitych gent S lokusu v porovnani s Al fenotypem.

3) Zajimavé je zjiSténi o ziiZeni genetického zakladu §lechtitelského materialu
dlouho vedenou selekei. Povazuje autorka tento jev ze svého nebo Slechtitelského
pohledu za pozitivni nebo negativni?

Zuzeni genetického zakladu Slechtitelského materialu je bezesporu negativnim jevem,
zejména pokud se tyka rezistentniho Slechténi.

doc. Ing. Mireslav Bechyné, DrSc.

1) Jaké jsou soutasné poznatky v této oblasti prace ve srovnani s piedioZenymi
vysledky, zvlasté pak s ohledem na prispévky na nedavné svétové konferenci o
fepce v Cind.

Ma et al. (2007) v posteru ‘Self-incompatibility and its application in Brassica napus ’
pouziva jako molekularni marker tisek amplifikovany primery SLGb a SP1la. Ve svém
segregatnim diagramu zohlediiuje také supresorovy lokus Al Okamoto a Nishio (2007)
predstavili poster Self-incompatibility of Brassica allopolyploid species due to independent
mutation in S- locus and dominant /recessive relationships. Zjistili, Ze u heterozygotti S-
haplotypt tfidy I a II je alela SCR genu tiidy 1 potlagena alelou SCR tiidy L. Toto bylo
ovéfovano u odridy Westar a tfida I byla povaZovana za nefunkéni. Zavérem bylo, Ze
jednotlivé mutace v dominantni tfidé T mohou mohou zptsobit AK fenotyp.

2) Jaky je va$ nazor na tvrzeni, Ze ozim4 a jarni Fepka jsou ve stejném druhu dvé
geneticky odliSni skupiny.

Molekularnimi markery se nepodafilo odlisit tyto dve skupiny. Z hlediska Al a velice
polymorfniho S lokusu nebyly shledany Zadné vyznamné rozdily.
3) Jak dalece by k roziifeni fizké genetické baze v souasném Slechtitelském
materidlu prospélo prostudovani starych a pivodnich odrid, tfeba Slapské a
Tiebi¢ské, modernimi metodami?

U starych a pivodnich odrid se dé ocekavat velka variabilita a to nejen ve srovnani s dalSimi
odrtidami, ale i v rAmci jedné odrdy typu populace.

4) D4a se podrobnéji vyjadfit pozadavek ve tietim bodé cilit prace o ucinnosti a
prospéchu selekce vyuZitim molekuldrnich markert, a to z hlediska praktické¢ho
Slechténi a jeho dalSiho vyvoje?

Pokud budeme brat v uvahu realnou §lechtitelskou praxi v CR, pak jsou to naroky na prostor a
izolaci a také zpresnéni vysledki na zéklade fenotypovych analyz. K Gsp&sné realizaci MAS
vCR je zapotiebi, aby jednotlive Slechtitelské stanice spolupracovaly s univerzitnimi
institucemi (Biotechnologické centrum ZF JU), jelikoz naklady na laboratorni zafizeni jsou



neumérné vysoké. Samoziejmé vytvofeni ¢i hledani nového molekuldrni markeru je také
velmi nakladné. Markerovani také velmi zjednodu$uje odvozeni dihaploidnich rostlin, které
také zkracuje Slechtitelsky proces o naslednou hjomozygotizaci.
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