Posudek doktorské disertaéni prace
Ing. Evy Jozové

sMolekularni markery jako ndstroj pro hodnoceni genetickych zdroja fepky a selekci
autoinkompatibilnich rostlin*

V piedlozené doktorandské praci je feSeno zajimavé téma hodnoceni genetickych zdroji
fepky pomoci vybranych molekularnich markerd SSR, ISSR a AFLP a moznosti selekce auto-
inkompatibilnich rostlin.

Diserta¢ni prace je zpracovana modernim zpisobem a to tak, Ze je rozélenéna do dvou ¢asti.
Prvni ¢ast zahrnuje pomémeé detailni informace o biologie a péstovani fepky v zahraniéi a
v CR, dile uvadi do problematiky 3lechténi fepky a popisu péstovanych odrid a pouziti
molekularnich markerd ve Slechténi fepky. Déle je zde popsan systém auto-inkompatibility
obecné u rostlin a dale je tato problematika rozvijena u fepky. Za ne zcela zasadni povazuji
popis obecné zndmé a rutinné pouzivané gelové elektroforézy a fragmentacni analyzy, jejich
potfebné detaily jsou uvedeny v publikovanych ¢lancich. Dale jsem nenasla souvislost mezi
¢ipovou elektroforézou a metodami pouzitych v ¢lancich, z tohoto pohledu mi také pfijde
nelogické tuto subkapitolu v literarnim piehledu uvadét.

Literarni reSer3e je pomérné¢ kvalitné zpracovana, jak jiz bylo zminéno vyse v nékterych
¢astech i dostatecné detailné, co ale povazuji za trochu nedostacujici je stafi velké casti
citované literatury pfedevsim u kapitol jako Slechténi fepky, geneticka diverzita u fepky (str.
25 resyntéza fepky, vzdalena hybridizace atd.) a pouziti molekularnich markeri vétsina
citovanych zdroju je starSich nez rok 2014. Pieci jenom lze fici, ze vyzkum a $lechténi
vyznamnych hospodaiskych plodin jako fepka jsou dnes dynamicky a rychle se vyvijejici
sektor, proto si myslim, Zze by bylo vhodné;jsi ptedevsim do téchto kapitol zafadit aktualngjsi
poznatky z oboru a to napt. formou piehledné tabulky, kde spolu s autorem a pouzitou
technikou by byl uveden i ucel k jakému byla pouzita.

Soucasti této prvni Casti prace je i stanoveni cilii prace a hypotéz, hypotézy mi ptijdou
v nékterych piipadech velmi nekonkrétni, kusé napf. pomoci molekularnich markert lze
hodnotit droven gen. diverzity gen. zdroju fepky (pomoci jakych markeri? Na jaké trovni
atd.), nebo ze analyzy mol. markeri poskytuji stabilni, opakovatelné a reprodukovatelné
markerd. Urcit¢ by si formulace predevsim hypotéz zaslouzila vétsi peclivost a presnost, tak
aby to koresponodovalo vice se samotnym obsahem prace - s pouzitymi metodami, s
testovanymi parametry a ziskanymi vysledky.

Druha &ast predlozené prace zahrnuje tii opublikované ¢lanky v ¢asopisech s impakt
faktorem, jejichz spoluautorkou je autorka disertacni prace, to povazuji za velmi duilezité a
jasné to dokumentuje vyznamny podil doktorandky na feSeni projekti a vyzkumu fepky, jez
je dlouhodobé realizovany na katedife Specidlni produkce rostlinné a v Biotechnologickém
centru. Diikazem toho jsou i vysledky uplatnitelné v praxi jako certifikovana metodika a dalsi
dvé metodiky, které maji $irSi uplatnéni v praxi, neZz publikace ve védeckych casopisech.



Dal$im dilezitym vysledkem pro $lechténi je vyvinuti markerd pro spolehlivou selekci Al
rostlin u fepky.

Dale v doktorské praci kladné hodnotim vyuziti genetickych zdroji fepky uloZenych
v Genové bance VURV Ruzyni jako zdroj novych informaci pro vyzkum a 3lechtitelskou

praxi.

Otéazky k obhajobe:

Myslite, Ze zjiSt€ni, Ze se genetickd diverzita u Ceského novoslechténi fepky se
rozSifuje za pouziti tfi ISSR primer, je dostacujici, doporucila byste dal§i moznosti,
jak vysledek potvrdit? V komentatich se piSe, Ze geneticka diverzita odrid fepky je
hodnocena péti ISSR primery, takze pro rutinni pouziti v laboratofi byl pocet téchto
primeril navySen oproti po¢tu pouzitém v ¢lanku? Jaky byl divod?

Pti pouziti AFLP markert a zjistovani genetické diverzity mezi testovanymi materialy
byva pocitan koeficient Fst nebo Fis. Poskytnul by tento parametr vypovidajici
informaci o struktute skupin ptipadné o systému $lechténi fepky?

Jsou u fepky k dispozici jiné mikrosatelitové sekvence, které nebyly v praci pouzity a
kterymi by se dala hodnotit geneticka variabilita u odrtid fepky?

Repkovy olej je pouzivan v potravinatstvi k tepelné pravé potravin, je v porovnani se
slune¢nicovym a olivovym olejem zdravéjsi? Jaké jsou vyhody jeho pouziti.

Mate informace, zda a kym jsou pouzivany Vami vyvinuté markery pro detekci Al
rostlin v rané fazi ontogeneze u fepky?

Ptipominky a komentafe:

V ¢asti ‘Summary” by bylo vice platné piehlednéji zminit ziskané nejdilezitéjsi
vysledky a ne opakovat ¢asti z pfehledu literatury (pasaz o auto-incompatibilité), pak
se vlastni vysledky jaksi ztraci v textu.

S ohledem na velkém mnozstvi zkratek a specifickych termind, které se v doktorské
praci pouzivaji, by bylo vhodné zaradit na zacatek prace seznam zkratek pouzitych
v textu pro vétsi prehlednost.

Déle v praci chybi seznam obrazki a tabulek uvadénych v textu.

V diserta¢ni praci psané v Ceském jazyce by také obrazky mély byt popsany ¢esky
nikoli anglicky, jak se to v této praci casto vyskytuje. Témeéf u vSech obrazki v textu
je nespravné uvedena citace, citace by méla byt na konci titulku obrazku.

Citace webovych stranek jsou v praci uvadéna nespravné (napf. str. 17 www.czs0.cz),
mélo by to byt citovano dle platné cita¢ni normy a dale tyto citace nejsou v seznamu
literatury!

V textu jsou nézvy odrid uvadény nejednotné v uvozovkach nebo naopak bez
uvozovek.



Autorka predlozené disertacni prace prokazala schopnost samostatné védecky pracovat,
zanalyzovala velké mnozstvi vzorkl a dat a ziskala zajimavé vysledky, které pak byla
schopna zpracovat do védeckych publikaci a metodik, coZz dokumentuje a potvrzuje kvalitu
ziskanych vysledkii. Praci doporucuji k obhajobé a po jejim uspésném obhajeni doporucuji
udélit Ing. Evé Jozové akademicky titul ,,Doktor™.
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Molekularni markery jako nistroj pro hodnoceni genetickych zdroji Fepky a selekci
autoinkompatibilnich rostlin
Autor: Ing. Eva Jozova
Jihogeska univerzita v Ceskych Budgjovicich, Zemédélska fakulta
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Problematikou pfedloZené prace je vyuZiti molekularnich markerd ve Slechténi fepky pii
hodnoceni genetické diverzity genetickych zdroji v ¢eském Slechténi a pfi selekci rostlin
s funk&énimi alelami lokusu inkompatibility. Prace je pfinosna z hlediska ziskani poznatkl o
konkrétnich genotypech fepky vyuZivanych ve §lechténi i z hlediska aplikace DNA markert
pfi genotypovani rostlin.

Clenéni disertaéni prace vychazi ze tii publikovanych praci s impakt faktorem k danému
tématu, kde je doktorandka spoluautorkou, a jsou zde formulovany cile prace, literarni
prehled a komentaf k témto publikacim.

Cile jsou formulovany jasné s uvedenim hypotéz. U hypotéz by bylo vhodné také zvazit
kromé dostateéné rozliovaci schopnosti DNA markeri i to, zda je pocet pouzitych markerd
dostateény pro rozliSeni genotypli v souboru. Tedy zda markery dostatecné pokryvaji
studovany genom nebo vyznamné ¢asti.

V dvodu je struéné zminéna feSena problematika a v literarnim piehledu nasleduje na 32
stranich podrobnéjsi reSerSe. Jedna kapitola pojednavé o biologii fepky v¢etné taxonomické
klasifikace, genetického piivodu, péstovani, Slechténi ve svété a v CR a popisu hlavnich typé
odrid. Druha kapitola se tykd genetické diverzity rostlin a konkrétné fepky a pouZiti
molekularnich markeri ve Slechténi fepky. Tieti kapitola pak popisuje systém
autoinkompatibility obecné a u fepky. Témata maji vztah k tématu disertacni prace, nicméné
jejich nékteré asti maji spiSe ucebnicovy charakter. U€ebnice jsou také citovany, ackoliv
autor ucebnice neni autorem daného poznatku. Neaktudln€ je souCasny stav poznani popsan
v kap. 2.2 PouZiti molekularnich markerti ve $lechténi fepky a 2.3 Hodnoceni molekulamich
markerli. - Relativné nejlépe je souasny stav poznani popsan u kapitoly tykajici se
autoinkompatibility, ale kromé kap. 3.6 Molekularni markery vyuZivané pro hodnoceni
AV/AK - coz je téma ptimo souvisejici s disertacni praci. Celé kapitole literarniho prehledu by
prospéla vétsi struénost v obecné znamych poznatcich a v astech, které nemaji pfimou
souvislost s tématem diserta¢ni prace, a doplnéni o aktualni stav problematiky v tématech
souvisejicich s disertaéni praci i z hlediska metod pfinosnych s ur€itou perspektivou. Napf.
vedle vieobecné znamého genetického puvodu fepky bych doporucila uvést poznatky o
genomech. Genom fepky olejné byl osekvenovdn a srovnan s genomy druhi, ze kterych
vznikla. Jsou vyvijeny celogenomové SNP i SSR markery a identifikovany kandidatni geny
vyznamnych znak, zajimavé vysledky ptinasi v t&chto tématech sekvenovani nové generace.

Na str. 33 a 36 je uvedeno, Ze lokus Sma 50 alel (citace prace zr. 1993). Od té doby
neexistuje novéjsi prace nebo udaj?

Cast Komentii k publikacim je napsana na péti stranach. Tento rozsah je pomémé maly
pravé ve srovnani s literirnim pfehledem. Méa pouze popisny charakter a chybi aktualni
diskuse, i proto, Ze posledni prace byla napsana pfed tfemi lety.



Z metodické &asti prace je ziejmé, Ze ke splnéni cili price byla vyuZita fada metod
molekularni biologie zaloZenych na analyze DNA a RNA; klonovani sekvenci, analyza
sekvenci z hlediska charakterizace polymorfismi, statistickd analyza dat pro studium
pfibuzenskych vztahd. Neni vSak zfejmy pfinos autorky, protoZe publikované prace jsou ve
vétsich autorskych kolektivech. Proto prosim autorku o doplnéni, jaky je jeji podil na
uvedenych publikacich (z hlediska zpracovanych metod, podilu na publikovani) a jaky je jeji
tvaréi podil? Autorka disertace neni prvnim autorem u Zadné publikované price s
impaktfaktorem. Alespoii u jedné bych to o¢ekavala.

Z vysledkd je patrné, Ze zvolené metody umoznily vypracovat diagnostiku rostlin fepky
olejné vriznych fazich vyvoje v lokusu inkompatibility pro aplikaci ve Slechténi a
vypracovat metodiku pro vyuZiti DNA markerii pfi hodnoceni diverzity genotypi fepky
olejné také s potencidlem ve Slechténi.

Jaké jsou aktudlni vysledky aplikace DNA markd pfi identifikaci lokusi inkompatibility u
dal$ich druhi? Jaky je metodicky trend takovych praci?

Literatura — nazvy ¢asopist nejsou psany jednotnym stylem, jsou zde zkratky i celé nazvy,
zkratky jsou s te¢kami i bez tecek.

Pripominky

V Cesky psané préci je nutné pouZit obrazky s popisy v ¢estiné misto v anglictin€. Anglicky
popis je u obrazku 3,4, 6, 7.

Ve velké rozsahu jsou pouzivana spojeni A genom, S alela, S lokus, S haplotyp, SLG geny,
apod. odpovidajici anglickému textu.

Expresovat (str. 38) — spravné je exprimovat.

Dotazy

1) Jaké souCasné metody molekularni biologie lze vyuzit pro vyvoj velkého poftu DNA
markeri pro cely genom daného druhu? Jaké metody umozni sledovat diverzitu ¢asto u
stovek rostlin daného druhu (tedy u velkého souboru genovych zdroji, Slechtitelského
materialu), rozpoznat polymorfismy v konkrétnim genu/lokusu?

2) Jak se vyvinul samospra$ny druh z autoinkompatibilnitho ptedka (pi. rody Arabidopsis,
Brassica aj.)?

3) Jak je na molekularni urovni zaji§téna dominantni nebo recesivni determinace alel lokusu
inkompatibility?

4) Vysvétlete spoledny evoluéni zaklad nékterych gent lokusu Sa genl pro ochranu vuci
patogentim?

5) Jaky je vyznam poznatki o pfibuzenskych vztazich genotypi fepky ve Slechténi?

Zdvérecné hodnoceni

Diserta¢ni prace splnila stanovené cile. Publikované vysledky prosly recenznim fizenim, jsou
prezentovany a diskutovany v ¢asopisech Romanian Agricultural Research 2013 (IF 0,186),
Genetics and Molecular Biology 2014, kratké sdéleni (IF 1,660), Czech Journal of Genetics
and Plant Breeding 2014 (IF 0,476) a 9 piispévki je v recenzovaném Casopise Uroda.
Publikace sv&d¢i o ptinosu vysledkd disertadni prace v oblasti vyuZiti inkompatibility u
Brassica napus ve §lechténi. Rezervy vidim v teoretické €asti prace.



Studentka prokazala schopnosti fe§it zadany problém a prace splnila poZadavky kladené na
disertacni prace ve studijnim programu Biotechnologie.

Praci doporucuji k obhajobg.

V Bmé dne 26. dubna 2017 %;
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Katedra genetiky a Slechténi

Disertacni prace Ing. Evy Jozové predstavuje jiz pfi zbéZném pohledu velice kvalitni
védeckou praci zamérenou na aplikaci molekularni genetiky pfi studiu biodiverzity a
autoinkompatibility Fepky olejky. Kladné hodnotim aplikaéni oblast disertaéni prace v oblasti
Slechténi novych perspektivnich odrad fepky.

Posuzovana disertacni prace je zpracovana formou tfi plvodnich védeckych praci
publikovanych v ¢asopisech simpakt faktorem. U viech pfedklddanych praci je Ing. Eva
Jozova druhym nebo tfetim autorem. Vlastni disertaéni prace je vhodné dopinéna dvodni
¢asti zameéfenou ny vytyCeni cild prace a védeckych hypotéz, literdrni prehled dané
problematiky, komentaie k publikovanym vysledkim a zavéreéné shrnuti ziskanych vysledkl.

Rozélenéni prace do vyse uvedenych kapitol je zcela logické a jasné. Autorka price postupuje
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od obecnych informaci k detailnim poznatki tykajicich se studia biodiverzity rostlin, $lecht&ni
odrid fepky a opylovacich poméra véetné autoinkompatibility.

Disertacni prace ma rozsah 94 textovych stran. Ve vlastni textové &asti je citovano
celkem 159 védeckych a odbornych praci. Mohu jednoznaéné konstatovat, 7e viechny
citované literarni prameny se tykaji tématu doktorské prace, jsou aktudlni a v naprosté
vétsiné predstavuji plvodni védecké préace publikované v prestiznich ¢asopisech.

V zévéru disertacni prace autorka poddva prehled o vlastnich publikagnich aktivitach
nejen v Casopisech s impakt faktorem, ale i v dalsich recenzovanych €asopisech a sbornicich.
Tato Cést prace svédci o odborné erudici Ing. Evy Jozové a o jeji schopnosti prezentovat
vysledky védecké prace nejen formou publikaci, ale rovnéz i v podobé aktivnich pfispévki na

konferencich ur¢enych praktickym $lechtitelim nebo formou certifikovanych metodik.

Aktudlnost zvoleného tématu, stanovené cile, pouzité metodické postupy a
ziskané vysledky

Doktorska disertacni prace Ing. Evy Jozové je zpracovana formou komentovanych
publikovanych vysledk v kvalitnich védeckych €asopisech. Je mi jasné, ze viechny tfi klicové
publikace prodly pfisnym oponentnim fizenim, které je zdrukou, Ze jednd o kvalitni a
originaini vysledky. Z tohoto pohledu je pro mne zpracovani oponentského posudku do
urcité miry znaéné ulehéené. Jii v dvodni ¢asti mého hodnoceni jsem uved|, Ze tfi stéZejni
publikace povaZuji za vybornou prezentaci vysledkd doktorandského studia. K praci tudiz
nemam zadné kritické pfipominky ani po strance metodické, obsahové a interpretacni. Rad
bych se strucné vyjadfil k nékterym oblastem doktorské disertaéni prace.

Modelovou rostlinou prace je fepka olejka. Jednd se jednoznaéné vyznamnou
zemédélskou komoditu. Jednd o plodinu intenzivné $lechténou, prezentovanou liniovymi i
hybridnimi odradami. Intenzivni Slechténi je pfi¢inou vyrazného sniZeni variability genomu
soucasnych odrid. Z tohoto pohledu se jedna botanicky druh, u kterého je nutné se zamyslet
nad moZnostmi, jak hodnotit, uchovévat a obohacovat genetické zdroje. Repka olejka je

zajimavy model rovnéz evoluéniho hlediska. Jedna se o allotetraploida. Z genetického a
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fyziologického hlediska Ize Fepku olejku povaiovat za vyhledavany model pro studium
autoinkompatibility.

Viechny vySe uvedené body se zakladem pro vhodné vybrané védecké hypotézy a
vlastni cile prace. Doktorska disertaéni prace tak pfedstavuje uceleny prinik zékladniho a
aplikovaného vyzkumu. Po dikladném prostudovéni pfilozenych védeckych publikaci mohu
jednoznacné konstatovat, Ze disertantka viechny vytyéené cile spinila.

Ing. Eva Jozova pii feSeni doktorské price jednoznaéné prokazala vybornou
schopnost spojit rizné pohledy na modelovou rostlinu fepku olejku do ucelené a smysluplné
prace. Metodické postupy, které jsou prezentovany v kli¢ovych publikacich Ize povaZovat za
aktudini nastroje aplikované molekularni genetiky rostlin. Autorka zvladla aplikovat celou
$kalu molekuldrnich markeru. Dokazala kriticky posoudit jejich prednosti i omezeni. Komplex
riznych pfistupl ke studiu genetickych polymorfisml poté uspésné aplikovala jako uceleny
bionformaticky ndstroj pfi studiu biodiverzity Fepky olejky. Ze $lechtitelského hlediska vidim
velky pfinos doktorské prace vimplementaci genetickych marker( pfi selekci juvenilnich
rostlin na zkladé polymorfismu genl SLG, SCR a SRK, které souvisi s autoinkompatibilitou.
Vyvoj markeru pro jednoznaéné odliSeni rostlin Al a AK je dilkazem toho, Ze Ing. Eva Jozova
dokdzala propojit teoretické molekuldrné genetické experimenty s praktickym Slechténim
hybridnich odrud.

Po formaini strance je prace psand jasnym, srozumitelnym a korektnim jazykem.
Autorka spravné pouzivd odbornou terminologie. V praci je opakované pouiivan vyraz
Jrostliny expresuji“ studované geny nebo proteiny. Je tento termin identicky s vyrazem
»rostlinné geny jsou exprimovany”? Ktery z téchto terminu je jazykové spravny? Disertantka
prokazala velice dobrou schopnost jasné vysvétlit genetickou podstatu své prace. Jedna se
zejména a o pfiCiny poklesu biodiverzity nebo sloZité mechanismy ‘genetické kontroly
autoinkompatibility.

Vramci védecké rozpravy, ktera je soucasti obhajoby doktorské prace, bych
disertantce velice rad polozil nékteré dotazy:

1. Repka olejka je zevoluéniho pohledu allotetraploid. Jak tato situace ovlivnila

polymorfismus alel v jednotlivych SSR lokusech. Teoreticky miuZe nastat situace, Ze u
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Jednoho jedince je jeden lokus prezentovdn Etyfmi raznymi alelami. Jak jste tyto
situace matematicky osetfili pfi bioinformatickém porovndvdni mikrosatell:tnich
profili.

2. Vprdci jsou pozitivné hodnoceny ISSR markery. Byla provedena sekvenaéni analyzy
ISSR amplikoni? Lze predpokiddat vyskyt sekvenénich polymorfismi v rémci délkové
identickych ISSR amplikoni?

3. Vdisertacni prdci zmir';ujete expresi genu SLR3 ve vegetativnich organech. Je znama
role proteinu kédovaného timto genem prdvé ve vegetativnich organech?

4. Geneticka anquzy u Siroké skdly organismi jsou v souéasnosti zaloZzeny na aplikaci
raznych technik ,Next-Generation Sequencing”. Jak se divdte na moZnosti uplatnéni

NGS pri studiu genomu fepky a pfi jejim $lechténi?

Zaverecné hodnoceni

Z predchozich ¢asti mého oponentského posudku vyplyva, Ze doktorskou disertacni
praci pani Ing. Evy Jozové hodnotim po viech strankach kladné. Cile price, které si
doktorandka vytkla, byly velice naro¢né, ale pfesto beze zbytku spinéné. Touto praci
disertantka podava jasny dikaz o tom, ie béhem svého doktorského studia ziskala nejen
vyborny teoreticky prehled o problematice aplikované molekuldrni genetiky, ale zejména
celou Fadu praktickych dovednosti a zkuSenosti. Opakované kladné hodnotim prezentovani
ziskanych vysledkld formou védeckych praci. Mé pozitivni hodnoceni se tyka i velkého
aplikacniho potencialu predkladanych vysledkid ve Slechténi rostlin.

Bez vyhrad proto doporucuji, aby prace byla pfijata k obhajobé, a na zdkladé Gspéiné

obhajoby doporucuji udélit pani Ing. Evé Jozové akademicko-védecky titu! doktor (Ph.D.).

Praha, 21. dubna 2017
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