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Dizertaéni prace Barbory Balcarkové Klocové “Fyzickd mapa chromozdmu 4AL p3enice a poziéni
klonovani genu ovliviiujiciho vynos” byla vypracovana na Katedie botaniky Pfirodovédecké
fakulty University Palackého a v Centru regionu Hand pro biotechnologicky a zemédélsky
vyzkum, Ustavu experimentalni botaniky AV CR. Préci ved| Mgr. Miroslav Valarik Ph.D.
Dizertaéni teze jsou sepsany v anglickém jazyce.

¢ Dizertalni prace je napsana anglicky. Sestava z kratkého pfehledného Gvodu a z vlastnich vysledkd. Ty
jsou reprezentovany &tyfmi publikacemi v respektovanych mezinarodnich ¢asopisech (Plant '
Biotechnclogy Journai, Journal of Experimental Botany, Theoretical and Applied Genetics a Frontiers in
Plant Science). Kandidatka je prvni autorkou élanku ve Frontiers, v ostatnich pfipadech je spoluautorkou.
Vysledky jsou doplnény dvéma plakatovymi sdélenimi.

Rozsah vysledkl je znany. B&hem prace na PhD projektu zvladla kandidatka Fadu naroénych metodik a
vyrazné pfispéla ke konstrukei fyzické mapy chromozému 4AL pSenice, pfipravené k findlnimu
sekvenovani. Své vysledky publikovala jako spoluautorka a v jednom pripadé i jako prvni autorka
ve vynikajicich ¢asopisech. Timtd Gsilim pfispéla k Uspésnému rfeSeni Ceské ¢asti rozsahlého
mezinarodniho projektu IWGSC, zaméreného na ziskani upné sekvence genomu psenice.

Publikované prave prosly narofnym recenznim Fizenim, proto se ve svém posudku zaméfim na
valstni rukopis dizertace. Uvodni &ast je sepséna prehledné a struéné, ctenaf se sezndm/

s pohnutou historii domestikace pSenice, ktera stala na Usvitu lidské civilizace. Poté jsou
srozumitelnou formou pojednany ¢asto komplikované postupy piipravy a analyzy BAC kiont,
jejich skladani do celkl representujich strukturu chromozomu. Nasleduje vysvétleni, jak jsou na
fyzické mapé chromozomu ukotveny genetické a molekuldrni markery. Je popséno vyuZiti
radiaéni hybridn{ mapy, kterd umoZfiuje mapovat maio rekombinujici oblasti, chudé na geny a
naopak bohate na repetitivni sekvence. K této ¢asti mam jen drobnou vytku, tykajici se
 jazykového stylu, slovosledu, malych chyb. Jsou zde zbyte¢né neptesnosti napF. v latinskych
nazvech (T. zhukovkyii str. 10, Ae. tauschaii, str. 12). Je Triticum soveticum skute¢n& uznanym
botanickym druhem psenice ?

Vysledky jsou predstaveny formou abstraktd publikovanych praci, a dale abstraktd z konferenci.
UplIné publikace jsou pfi¢lenény v Appendixu.V celkovém pohledu v3ak nenf zcela jasné, jakou
gastl konkrétné pFispéla kandidatka k uvedenym éldnkim. Prosim proto o velmi strucny shrnujici



komentar, jaké metodice se vénovala nejvice, pfipadné v ¢em vidi svij nevétsi pfinos k sestaveni
mapy chromozému 4AL pSenice a pozicnimu mapovani.

Posledni otazka se vztahuje k sou¢asnému pokroku sekvenovani rostlinnych genomd. Je zfejmé,
ze metodika skladani, analyzy a postupného sekvenovéni BAC klon( je velmi naroénd a pracna.
Jak vidi kandidatka budoucnost v tomto sméru? Je mozné, Ze dlouhd &teni (reads) ziskana
pomoci PacBio ¢i Oxford Nanopore nahradi BAC klony? Jejich dosavadni vysokd chybovost mize
byt vylepSena korekci pomoci kratkych lllumina reads, které jsou namapovany na dlouhé Gseky,
coz oviem mUzZe pfedstavovat problém v piipadé dlouhych oblasti repetitivnich sekvenci.

Na posledni strance Uvodu (str. 32) je zminéna zcela nova metoda poziéniho mapovani
MutChromSeq, ktera byla recentné publikovédna i za ¢asti autord z Centra Hand. Vyuziva tato
metoda nékterych postupl sekvenovani dlouhych reads v redlném ¢éase ?

Na zavér mohu jen shrnout, Ze kandiddtka odvedla vynikajici préaci a doporuduji jeji dizertaéni
teze k obhajeni.
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OPONENSTKY POSUDEK NA DISERTACNE PRACI

Mgr. Barbara Balcarkova {2017): Physical map of the wheat chromososme 4AL and position cloning of a
gene for yield. Dizertaéni prace PfF UP v Olomouci.

PredloZena dizertalni prace je soucasti koncepéné pojatého wvyzkumu Centra strukturni a funkéni
genomiky rostlin UEB AV CR zaméfeného na studium genetické informace pienice seté. Pfestoze se
postupné dafi stanovit jeho nukleotidovou sekvenci, vlivem velké komplexity genomu existuje jen malo
informaci, které by umoZnily vyvoj molekuldrnich markerld vyuZitelnych ve 3lechténi. PredloZend
disertacni prace se zaméfuje na konstrukei fyzické mapy dlouhého ramene chromozomu 4A p3enice a
vysoko-hustotni radiaéni mapy tohoto chromozomu. Cilem"'je zahusténi genetické mapy S5AL
chromozomu a klonovani gentl zodpovédnych za rezistenci k padli travnimu (QPm-tut-4A) a ke rzi (Yr51),
nebo genu ovliviiujiciho vynos (Qyi-44-bga).

FORMALNI HODNOCEN PRACE

Dizertacni prace je sepsana v anglickém jazyce a je ¢lenéna do 7 ¢dsti (61 Cislovanych stranek). V prvni
kapitole (Introduction) autorka zdlrazfiuje vyznam pSenice pro vyZivu lidstva a struéné diskutuje
problematiku fyzické analyzy velkych genoma. Nésleduje obsahla kapitola (Literature review, 24 stran),
ve které detailné popisuje taxonomické zafazeni psenice, zabyvd se jeji evoluci domestikaci, a
charakterizuje jeji genom. Nésledee popis konstrukce fyzické mapy, pfistupld umoZnujicich ukotveni
fyzické mapy na genetickou mapu. Na zdvér literarniho pfehledu se zabyvad posiénim klonovanim
dilezitych genl a uvddi vtabulce pfehled pozitné klonovanych gent p3enice. Tato &ast literarniho
pfehledu je zaméfena hlavng metodicky, zaméfuje se na popis algoritm{ a softwarovych néstrojd
umoziujicich vytvareni fyzickych map. Pfehled pouZité literatury (Refer('ences) obsahuje 99 zdznamd.

Cile prace {Aims of the Thesis) jsou jasné definovany (konstrukce fyzické mapy chromozomu 4A p3enice,
konstrukce vysoko-hustotni RH mapy chromozomu 4A p3enice, vyuZiti fyzické mapy pro poziéni
klonovani dileZitych genh pSenice) a jejich napInéni je dobie kontrolovatelné.

Ctvrtd kapitola - Vysledky (Results) je zpracovéna netradi¢né. Pfedstavuji ji 4 abstrakta ptvodnich
védeckych praci publikovanych v prestiznich impaktovanych &asopisech: Frontiers in Plant Science (IF:
4,495), Plant Biotechnology Journal (IF: 6,09), Journal of Experimental Botany {IF: 5,677), Theoretical and
Applied Genetics (IF: 4,52); a dvé abstrakta pfispévk(l na mezindrodnich konferencich (dpiné texty
védeckych publikaci se nachazejf v pfiloze prdce). Osobné se domnivam, Ze zpracovani vysledkd ve
formé nékolikastrankového textu, ve kterém autorka prdce zdlrazni své hiavni vysledky, poukaZe na
jejich provézanost, a odpovi na otdzku "Co dal?” atd., by jisté praci prospélo. Odpadla by tak otdzka:
Které diléi experimenty autorka navrhovala, provédéla a hodnotila a jak se podilela na pfipravé
publikaci?
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Nésledujici kapitola (Conclusions) shrnuje vlastni vysledky. Ze zavér( je ziejmé, Je cile price byly
spinény: autorka se podilela na konstrukei fyzické mapy 4L chromozomu p3enice, kterd jiZ je vefejné
pfistupna na webovych strénkach; podilela se na vytvofeni vysoko-hustotni fyzické mapy 4AL; a
klonovdni vyznamnych genl pSenice: QPm-tut-4A, Yr51 a Qyi-4A-bga.

V Priloze price (Appendices) je uvedena jedna impaktovana publikace, u které je Barbora Balcérkova
prvni autorkou a t¥i impaktované publikace, u kterych je spoluautorkou,

Prace je dobfe &len&na, prehledné a dobFe &tiva. Ocefiuji petlivost, kterou autorka vénovala pfipravé
textu (mimo &ast vysledky} a minimum formainich chyb nebo pieklepd.

HODNOCEN( VLASTNI PRACE

Cile, které si autorka stanovila, se tykaji vysoce aktuaini problematiky - studia 4A chromozomu péenice.
Zamérem bylo konstruovat fyzickou mapu a radiacni hybridni mapu dlouhého ramene 4A chromozomu
propojit ji s genetickou mapou, a ziskat tak moZnost nachdzet markery vyznamnych geni p3enice,
p‘r‘]’padné je klonovat, Je jisté vynikajicim vysledkem, Ze se podafilo integrovat prakticky celou fyzickou a
genetickou mapu dlouhého raménka 4L chromozomu pienice (98,6 %). Vysoko-hustotni radiaéni
hybridni mapa obsahovala 2317 markerl a umoZnila integrovat 79,6 % malého ramene a 54,4 %
dlouhého ramene 4A chromozomu. Integrace fyzickych a genetickych map potom umo¥nila Iépe
lokalizovat jiz zminéné vyznamné geny pSenice a navrhnout jejich markery vyuZitelné ve §lechténi —
selekci pomoct marker (i (MAS).

lze konstatovat, Ze se autorce disertacni prace podafilo naplnit cile v plném rozsahu. Interpretace
ziskanych dat v pfedloZenych publikacich a uvedené zavéry experimentdini préce dokladaji vysokou
erudovanost doktorandky a velmi dobrou znalost studované problematiky.

DOTAZY A NAMETY PRO DISKUSI

1. Jaké vlastnosti by mél splfiovat geneticky marker pouZitelny ve Slechténi (MAS)?

2. Na strané 58 uvédite "... the flanking markers are suscesfully used in pre-breeding a breeding
proces’; mohla byste upfesnit, které markery, kde a s jakou Uspé$nosti byly pouZity?

3. Puccinia striiformis f. sp. tritici {Pst) je celosvétové vyznamny houbovy patogen p3enice, u které
bylo popsano vice nei 50 Yr genll — genl rezistence. Nékteré tyto geny jsou roziifeny
celosvétové jiné pouze lokaIn&, nachdzeji se na riznych chromozomech. Zajimalo by mne, zda
tento gen navozujici rezistenci vii¢i australskému patotypu Pst byl cilené hledan, nebo ‘mél
§tésti’, e se nachdzi na chromozomu 4A? Jsou v Ceské republice pouzivdny markery rezistence

vi€i Pst ve Slechténi?
ZAVER
Domnivdm se, e studentka plné prokazala své tviréi schopnosti a pfedklada praci, ktera podle § 47 VS
zékona 11/98 Sh. Jednoznaéné spliiuje poZadavky kladené v daném oboru na disertani préci. Proto
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praci Mgr. Barbory Balcarkové doporutuji k obhajobé a na zakladé Gspéiné obhajoby pak doporutuiji
udéleni akademického titulu Ph.D.

V Olomouci 7.4.2017 prof. RNIf)r. Milan Navratil
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Posudek oponenta na disertacni praci

{(doktorsky studijni obor P1527 Biologiz)

Oponent a jeho pracovisté:
Mgr. Zdendk Kubat, PhD.
Biofyzikalni Gstav AV CR
Kralovapolska 135

61200 Brno

Autoy prace:
Migr. Barbora Balcarkova

Nazev prace: Physical map of the wheat chromosome 4AL and positional cloning of a gene for
vield

Gponenisky posudek:

Disertainf prace Mgr. Barbory Balcdrkove se vénuje konstrukei fyzické mapy a radiadni hybridni
mapy pienicného chromozomu 4A a vyuiiti téte mapy pro klonovéni nékolika hospodafsky
vyznamnych gend. To vie dalo vzniknout 4 publikacim uvefejngnym v kvalitnich impaktovanych
¢asopisach.

Prace ma rozsah 61 stran a je &lenéna do 7 kapitol. Je dopinéna plnym znénim publikaci a dvéma
konferenénimi plakatovymi sdélenimi. V uvodni kapitole se autorka ¢tivé a srozumitelné vénuje
vyznamy, evoluci a pravdépodobnym scénaflim domestikace kulturni pSenice, takfe je Ctendf
dobfe uveden do problematikif. Nasleduje srovnani a vyCerpavajici popis strategil mapovéni
obfich genom, jakym je i genom pSenice. Autorka se podrobné vénuje fingerprintingu BAC
knthoven a metodam konstrukce fyzickych map —tradicn@jgimu algoritmu ,FingerPrinted Contigs”
a novému pfistupu vhodnému pro velke genomy absahujici mnoZstvi repetitivnich sekvendt,
Linear Topological Contig. Dale piehledné vysvétiuje integraci fyzickych a genetickych map véetné
vyuiiti vysokohustotnich radiadnich map u organismil s velkym podilem heterochromatickych
oblasti s nizkou frekvenci rekombinace a vyzdvihuje roli tchto map pro klonovani dileZitych
genll, K této ¢asti prace bych mél nasledujici otazky:

1) Vivodu piSete, ie vice nei 1/3 p3enitného genomu vykazuje velice nizké frekvence
rekombinace, co? komplikuje pFesné genetické mapovani markeri. Cim se li3i tato 1/3
genomu od zbytku genomu s vysSi frekvenci rekombinace? Jsou né&jaké zplsoby, jak zvysit
tetnost rekombinace v téchto oblastech?

2} Zminujete novou dsporndji metodu poziéniho kionovéni gent {Sdnchez-Martin et al,,
2016). Mohia byste mi pfibliZit rozdil v experimentdini a asové narofnosti této nové
metody ve srovnani s postupem vyuZivajicim fyzické a genetické mapy? Jsou tyto dva
niistupy z hlediska vystupd rovnocenné, nebo ma kaidy z nich svoje viastni vwyhody?

Wsledkem disertaéni prace je podrobna RH mapa chromozomu 4A integrovand s fyzickou mapou
a genetickymi mapami. Diky témto zdrojdm se podafilo umistit do fyzické mapy a osekvenovat 2



hospodaisky vyznamné geny a pro daldi dva byly nalezeny markery, které siou?i daldim analyzam.
Vystedky jsou uvefejnény ve 4 publikacich s vysokym IF, na nichi je studentka prvnim autorem
nebo spoluautorem. Vysledky publikaci a jejich vyznam jsou pfehledné shrnuty v zdvéru disertadni
prace, kteremu nasleduje seznam zkratek. Disertacni préce je napséana v anglickém jazyce a po
formalni strdnce je takika bezchybnad, vyskytuje se zde jen nékolik nespravnych pismen,

K vysledkiim bych mél ndsledujici pozndamky. V publikaci Balcirkova et al. {2017, Frontiersin Plant
Science} jste zkonstruovali dosud nejpodrobnéjsi RH mapu chromozomu 4A a porovnali i
s dostupnymi mapami jinych autorG. Na obrazcich 3 a 4 v této publikaci jsou vidét diskrepance
mezi jednotiivymi mapami. Moje otazka zni:

3} €im jsou diskrepance v pofadi marker{i zpiisobeny? le to zplisobeno citlivosti metod,
nemulie jit o pfestavby zpisobené ozafenim nutnym pro RH mapovani, neho je to
jednoduse vysvétlitelné variabilitou biologického materidlu {pSeniénych linii) pouivaného
pro konstrukct map? Kolik je znamo o vnitrodruhové variabilité pieniéného genomu —
respektive o potencidinich pfestavbach genomu vétsiho méfitka? A jak je na tom penice
s variabilitou velikosti genomu — napftiklad diky aktivité mobiinich element(?

4) Doplilujici otdzka 1. Védéla byste pro jaké rostlinné chromozomy jsou fasté a velké

chromozomalni pFestavby typické?

Dopliujici otazka 2. Porovnanim sloZenych genomd rliznych lidskych populaci navzijem
se nedavno zjistilo, Ze vice ne? 90% lidské vnitrodruhové genetické variability je znlisobeno
genomovymi pfestavbamii malého rozsahu {inzeree, delece, inverze v fadu desitek a? tisich
bazi, které zahrnuji i geny), tedy nikoli pfevdiné bodovymi mutacemi nebo odlinosti
{populaéné-specifickych) alel, jak se dfive predpokladalo Existuji néjaké studie na toto
téma u pienice?

(%1
——

V publikaci Randhawa et al. {2014, Theor Appl Genet) jste objevili markery ve vazhd s genem Yr51
kodujicim rezistenci ke rzi. Vzhledem k tomu, Ze ui od publikovéni téchto markerit uplynuia néjaka
doba, moje otazka zni:

6} Povedlo se mezitim osekvenovat a identifikovat tento gen?

Zavér: PfedloZenou disertacni praci prokdzala studentka vysoké tviirdi schopnosti, Prace také
dozajista byla velice experimentalné i dasavé naroéna a je vynikajicim a komplexnim dilem, které
se vyznatuje vyuzitim nejmodernéjfich metod konstrukce fyzickych a vysokohustotnich
radiadnich map, jef jsou zékladnim pfedpokladem efektivniho Slechténi péenice. Kvalitu
dosaienych vysledkd dokumentuji i 4 publikace ve vynikaiicich fasopisech sIF 4-6. Prace
jednoznafné spiiuje poiadavky kladené na disertaéni praci v doktorském studijnim oboru
Botanika a

7// W / %

Zdenék Kubat, v Brné) 2 4, 2017

doporuéuji ji k obhajobé,



