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Otazky k obhajobé Ing. Petra Hlasna Cepkovd, Ph.D.

Myslite, Ze zjisténi, Ze se genetickd diverzita u Ceského novoslechténi fepky se rozsifuje za poulZiti tii
ISSR primerd, je dostacujici, doporucila byste dal$i moZnosti, jak vysledek potvrdit? V komentdfich se
pise, Ze genetickd diverzita odrid fFepky je hodnocena péti ISSR primery, takie pro rutinni pouZiti
v laboratori byl pocet téchto primeri navysen oproti poctu pouZitém v ¢ldnku? Jaky byl davod.

V uvadéném ¢lanku byly porovnavany tfi metody a na zakladé téchto vysledkd byl vybrana praveé
metoda analyzy ISSR. Metodicky postup hodnoceni diverzity jsme ve spolupraci se Slechtiteli
dale rozpracovavali a pro rutinni hodnoceni odridového polymorfismu byl polet primeri
navySen na 5, aby doslo k dostatecnému navySeni stupné polymorfismu a optimalnimu rozliSeni
celého souboru genetickych zdroju. Vyssi polet primer( by ale neved| k lepSimu rozliseni.

PFi pouliti AFLP markerd a zjistovdni genetické diverzity mezi testovanymi materidly byvd pocitan
koeficient Fst nebo Fis. Poskytnul by tento parametr vypovidagjici informaci o struktufe skupin
pripadné o systému Slechténi repky?

Fis koeficient je koeficient inbreedingu, ktery méri redukci heterozygotnosti jedince
podminénou nendhodnym oplozenim uvnitf subpopulace. Fst je fixacni index - redukce
heterozygotnosti subpopulace podminéna nahodnym genetickym posunem. Tyto koeficienty je
vhodnéjsi pouiit v isté populacnich studiich. U pouzitych Slechtitelskych materialG typu linie
(liniové odridy nebo DH linie) nelze hodnotit vnitropopulaéni variabilitu, pro analyzy jsme
pouzivali bulk déloZnich listd a vnitropopulacni variabilitu by pak nebylo moZné hodnotit ani
z tohoto davodu.

Jsou u fepky k dispozici jiné mikrosatelitové sekvence, které nebyly v prdaci pouZity a kterymi by se dala
hodnotit genetickd variabilita u odrid fepky?

SluZbou bylo otestovano 19 mikrosatelitovych primert se specifitou pro kazdy chromozom. Tyto
primery jsou ale patentovany. V planu bylo pouiit jiné mikrosatelitové primery vybrané na
zadkladé sekvenci dostupnych v GeneBank. Vybrané SSR primery byly testovany, amplifikovali
fragmenty (mikrosatelity) ale ty oviem vykazovaly velmi malou rozliSovaci schopnost. Divodem
mohla byt to, Ze vybrané primery byly velmi konzervativni a nebo to, Ze pouZity material si byl
velmi podobny.

Repkovy olej je pouZivdn v potravindfstvi k tepelné upravé potravin, je v porovndni se sluneénicovym a
olivovym olejem zdravéjsi? Jaké jsou vyhody jeho pouiiti?

Repkovy olej je svym sloienim povaZzovan za zdravéj$i nei olej sluneénicovy a srovnatelny
s olejem olivovym. Oproti ostatnim olejum obsahuje nizké mnoistvi nasycenych mastnych
kyselin, které byvaiji pfi€inou ristu ,$patného” cholesterolu. Ma vysoky obsah kyseliny olejové a
linolenové, které jsou povaZovany za zdravi prospésné, a pfiznivy pomér omega 3 a 6 mastnych
kyselin. Dale obsahuje oproti oleji slunenicovému velké mnoistvi tokoferoli (vit E) a y-
tokoferold, které zajistuji vysokou antioxidaéni uc¢innost. Repka je tedy stabilngjsi k oxidaénimu
iluknuti. Dal3i vyhodou je vysoky obsah vit K. Upravou mnoistvi tanind a sinapind se docililo i
neutralni chuti, kdeito u oleje slune¢nicového se muZe nékdy vyskytovat nepfijemny ,rybi”
zapach a chut. Repkovy olej je oproti leji olivovému i termostabilni.



Madte informace, zda a kym jsou pouZivény Vdmi vyvinuté markery na detekci Al rostlin v rané faézi
ontogeneze u repky?

V soucasné dobé metodiku jako takovou pouZivd pouze nase laboratof na Katedfe genetiky a
specialni produkce rostlinné. Zajemci — nyni konkrétné VURV Ruzyné, ndm zadlou material, ktery
chtéji otestovat. Material je bud’ ve fazi déloZnim listk( a nebo €asti embryi tak, aby tato metoda
nebyla destruktivni. Uzce spolupracujeme sVOL Opava, kde podle nasich metodik hodnoti
genetickou diverzitu Slechtitelskych material fepky, pfipravuji hodnoceni katalogu olejnin a
detekci nositeld Rf genu. V pripadé dalsiho rozvoje Slechténi Al hybridd mohou pouZivat i tento
postup.

Otazky k obhajobé Doc. RNDr. Jana Repkova, CSc.

Jaké soucasné metody molekuldrni biologie Ize vyuZit pro vyvoj velkého poctu DNA markert pro cely
genom daného druhu? Jaké metody umoini sledovat diverzitu ¢asto u stovek rostlin daného druhu
(tedy u velkého souboru genovych zdroji, slechtitelského .materidlu), rozpoznat polymorfismy
v konkrétnim genu/lokusu?

Jako nejvhodnéjsi metody pro vyvoj velkého poctu DNA markerd by bylo pouZiti sekvenaénich
metod — NGS, sekvenovani genomu a transkriptomu. Na zakladé dat z NGS je moiné identifikovat
tisice (desitky tisic) potencidlnich SNPs a SSRs, validovat je a vyuZit jako markerl. Analyza
transktipromu umozZni navrhnout SNPs pfimo lokalizované v aktivnich genech (transkribovanych
sekvencich) anebo GEMs (genové exprimované markery). Pro rozpoznani polymorfismu je moizné
vyuZit techniku DNA microarrays (napi. detekce specifickych alel genl odolnosti suchu u
pSenice), nebo kombinaci PCR, amplifikaci specifickych sekvenci odpovidajici cilovému genu a
sekvenovani amplifikovanych fragmenti a nalezeni nové alely (analyza TILLING populaci fepky —
oba postupy jsme na pracovisti provadéli ve spolupraci se zahrani¢nimi laboratofemi). Genetické
mapovani véetné QTL. Identifikace kandidatnich genti vyznamnych znak(

Jak se vyvinul samosprasny druh z autoinkompatibilniho predka (pr. rody Arabidopsis, Brassica aj.)?

Samosprasnost je fylogeneticky odvozena a vznikla mnohonasobné. Tyto uvadéné druhy vznikly
prokfizenim planych pfedkq, tudiZ v sobé nesou i vysoky stupen polymorfismu. Samosprasnost
Ize brat jako reakci na Zivotni podminky napf. pfi osidlovani nového prostoru, kdy je potfeba
rychlého rozmnoZeni homogenni populace. U kulturnich druhli se na pocétku jejich domestikace
provadél vybér na stabilitu a dobré produkéni vlastnosti. Evoluce u samospradeni
pravdépodobné probihala postupnym pfizplisobovani systémi kfizeni, napf. ke ztraté
autoinkompatibility, nebo jinym uzplisobenim kvétu. U fepky lze zaznamenat rychly prechod od
odrid typu populace (s vyskytem rostlin nesoucich funkéni S alely) k liniovym samosprasnym
odridam, kde se vyskytuji pouze nefunkéni S alely. Tato ztrata znaku Al byla zpusobena selekci
rostlin v izolatorech ¢i malych parcelkach upfednostiujici AK rostliny.

Jak je na molekuldrni drovni zajisténa dominantni nebo recesivni determinace alel lokusu
inkompatibility?

Na fenotypové urovni lze Groven sledované dominance podle poctu vyvinutych pylovych lacek
na blizné. Na molekularni Grovni lze toto vyuZit u SLG genu, které jsou rozdéleny do dvou trid,



kdy SGL tfidy | jsou dominantni a SLG tfidy Il jsou recesivni. Tato rozdéleni jsou pravdépodobné i
z toho divodu, Ze SLG tfidy | neobsahuji intron, zatimco pro SLG tfidy Il je intron typicky na C-
konci. Obecné se uvadi, Ze dominantni alely tfidy | jsou shodné s S*” pochazejici z B. rapa alely
tfidy H jsou shodné s alelou S** pochéazejici z B. oleracea.

Vysvétlete spolecny evoluéni zaklad nékterych genii lokusu S a gent pro ochranu vici patogenim?

Konktrétné u fepky se toto prokdzalo u genu SRK, u kterého byla prokazana kindzova aktivita
expresi cytoplazmatické domény v E.coli. SRK je pfibuzna s rostlinnymi kindzami, které se podileji
napf. na obrannych mechanizmech proti patogenim ¢i regulaci vyvoje meristému.

Jaky je vyznam poznatki o pfibuzenskych vztazich genotyp( fepky ve $lechténi?

Blizky pfibuzensky vztah mezi jednotlivymi genotypy fepky navozuje sniZovani genetické
diverzity. Z hlediska Slechténi a ziskdni F2 generace zrozsdhlou genetickou variabilitou je
nejidedlnéjsi vyuZivat ke kfizeni geneticky nejvzdalené;jsi jedince, aby dochazelo k rozSifovani
genetické variability. To ale neni zcela redlné v praktickém 3lechténi, kdy vybér komponent do
kfiZzeni byl provadén jenom na zdkladé fenotypovych selekénich znakul. Je tfeba zohlediiovat za
jakym acelem je fepka Slechténa, jaky maji fenotypovy projev, a proto se vyuziti molekuldrnich
markerd nabizi jako doplriujici kriterium a jeden z nastroja k vybéru rodicovskych komponent.

Dopldiujici otazky:
Jaky je podil na uvedenych publikacich a jaky je tvaréi podil?

Podilela jsem se na praci v laboratofi — pfiprava rostlinného materidlu pro izolaci, izolace rostlinného
materidlu, PCR reakce, vyhodnocovani dat vletné nékterych bioinformatickych dat. Sepsani
metodické ¢asti u ¢lanka s IF.

Podil na publikacich s IF — 30%, podil na recenzovanych publikacich — 80%.

Otazky k obhajobé doc. Dr. Ing. Pavel Vejl

Repka olejka je z evoluéniho pohledu allotetraploid. Jak tato situace ovlivnila polymorfismus alel
v jednotlivych SSR lekusech. Teoreticky muZe nastat situace, Ze u jednoho jedince je jeden lokus
prezentovdn étyfmi rdznymi alelami. Jak jste tyto situace matematicky oSetfili pfi bioinformatickém
porovndni mikrosatelitnich profili.

Mikrosatelity, které byly vyuiity (publikace v CJGPB) byly specifické pro urcity chromozom, 19
patentovanych mikrosatelitl, kazdy na ,svém” chromozomu, pak se mikrosatelit chova jako
bindrni znak. Mikrosatelity, které jsem navrhovala byly rovnéz specifické pro A nebo C genom,
takie by nemélo doijit k situaci, Ze bude amplifikovdn lokus na A a C genomu soucasné.

V prdci jsou pozitivné hodnoceny ISSR markery. Byla provedena sekvenanci analyza ISSR amplikoni?
Lze predpoklddat vyskyt sekvencnich polymorfismd v rémci délkové identickych ISSR amplikoni?

Amplikony nebyly sekvenovény, jelikoZ moZnych ISSR produktd byly stovky a nebylo moiné je
osekvenovat, vychdzelo se ze zplisobu hodnoceni publikovanych i pro jiné plodiny.



Vdisertacni prdci zmiriujete expresi genu SLR3 ve vegetativnich orgénech. Je znémd role proteinu
kédovaného timto genem prdvé ve vegetativnich orgénech?

Zminka o SLR3 je citovdna na zakladé ¢lanku: ,SLR3: A modified receptor kinase gene that has
been adapted to encode a putative secreted glycoprotein similar to the S locus glycoprotein®,
exprese v listech je pouze konstatovdni. Dali informace o funkci tohoto genu, resp. proteinu
jsem nedohledala.

Genetickd analyza u Siroké Skdly organisma jsou v souCasnosti zaloZeny na aplikaci raznych technik
»~Next-Generation Sequencing”. Jak se divdte na moinosti uplatnéni NGS pri studiu genomu fepky a
pri jejim Slechténi?

Genom fepky, stejné tak jako genomy B. rapa a B. oleracea jsou nyni osekvenovany. A tento fakt
skytd zna¢né moznosti pro vyvoj novych markeri nebo pro studium evoluce fepky a dalsich
polyploidnich druh.. Tento postup vyuiZivdime i vnasem projektu — spolupracujeme
s pracovistém CNAP UoY, kde provedli jak RNAseq kolekce 600 genotypl fepky, tak sekvenovani
DNA — této kolekce, souboru genotypl OguiNRA, Shaan 2A a TILLING populaci. Ziskand data pak
vyuZivdme pro vyvoj markerl pro selekci rostlin rezistentnich k Plasmodiophora brassicae, vyvoj
alelicky specifickych markerd pro dekteci rostlin sterilnich a nesoucich geny obnovy fertility u
CMS systému Shaan 2A a pro odliseni homozygotl a heterozygoti — obnovitell fertility pro CMS
systém OgulNRA...

Doplfiujic otazky:

Geny jsou exprimovany



