Oponentsky posudek na disertacni prdci Ing. Marka Hrasky
wApplication of GFP signal gene in the development of the plant transgenesis strategy

aimed at increasing the tolerance to biotic stresses*

Oponovand disertacni prace je uvedena kratkym literarnim pfehledem poznani
v oblastech relevantnich k feSené problematice, ndsleduje vymezeni cilu disertacni prace,
prezentace vysledki, seznam pouZité literatury a souhrn publikaci doktoranda. Zarédzejici je
absence kapitoly Materidl a metody.

Literarni pfehled se snaZi pfibliZit ¢tenafi velmi Sirokou oblast od zdivodnéni potfeby
vyuZziti transgennich rostlin v rostlinné produkei po molekuldrni vlastnosti GFP a jeho
chovéani v transgennich rostlindch. Obsdhnout tuto problematiku vyvazené na 12 strankach by
byl ikol nesnadny i pro zkuseného autora. Jednotlivé ¢asti Uvodu by mohly byt vyvazengjsi.
V prvnich ¢astech plisobi Uvod az ptiliS popularizujicim dojmem. V ¢astech vénovanych
rozboru vyuZit{ transgennich plodin v sou€asné a budouci rostlinné produkci postradam
zejména souhrn vysledk, které byly ziskdny pfi studiu bezpe¢nosti transgennich rostlin
s ohledem na ovlivnéni okolnich ekosystému a zdravi ¢lovéka. VE&fim, Ze jasnd prezentace
faktu zjisténych v téchto studiich by byla pro ¢tendfe piinosnéjsi nez uvadéni obecné znamého
ne piili§ $tastného vlivu politiki a vefejného minéni na neutéSeny stav vyuzivani GMO
v rostlinné produkci v EU. Nékteré z téchto praci jsou citovany v ¢asti 1.6, kde vSak slouZzi
pouze jako piiklady vyuziti GFP. V ¢astech 1.3.1. a 1.3.2. bych uvital hlubsi zdtivodnéni
jednodussiho integra¢niho obrazce cizorodé DNA do rostlinného genomu pfi transformaci
vyuzivajici Agrobacterium tumefaciens ve srovnani s biolistickou transformaci.

Cile price jsou prezentovany nezvykle rozvlaénou formou. Cast uvedend , More
detailed, aims of my Ph.D. thesis were following: ...” by podle mého soudu odpovidala
béZnému rozsahu této kapitoly. Cile prezentované v této ¢asti jsou vice-méne jasné
formulované a je ziejmy vyznam jejich dosazeni pro aplikaci GFP v piipravé a analyze
transgennich rostlin.

V pribézném c¢islovani kapitol chybi kapitola 3. Na tomto misté byva obvyklé uvést
piehledné popis pouzitych metodik a biologickych materidli pro vSechny dil¢i ¢asti prace.
Tato kapitola byva obzvlasté cennd pro pracovniky, ktefi navazuji na prici doktoranda,
protoZe poskytuje daleko vétsi prostor k podrobnému popisu neZ je tomu u ¢asopiseckych
publikaci v impaktovanych ¢asopisech. Tim usnadniuje ovéfeni vysledkl a navazani na né.

TéZisté disertacni prace predstavuje kapitola ,4. Results®. Je tvofena dvémi
prehiednymi ¢lanky, dvémi publikacemi ptvodnich vysledki a jednim rukopisem rovn€z
prezentujicim pivodni experimentalni vysledky. Ing. HraSka je prvnim autorem vsech
uvedenych praci. Jednoticim motivem praci je vyuZziti transgendze pro zvyseni odolnosti
plodin k biotickym strestiim. Experimentalni prace se soustfed’uji na kritické vyhodnoceni
prednosti i nevyhod GFP jako markeru pfi pfipravé a analyze transgennich rostlin. Z pohledu
aplikovaného zemédélského vyzkumu jde o problematiku vysoce aktudlni zejména vzhledem
k obvykle nizké efektivnosti transformacnich protokolt u fady vyznamnych plodin a s tim
spojené potieby rychlé a tic¢inné selekce transformovaného materidlu. Dal$im dilezitym
hlediskem je moznost sledovat neinvazivné transgenni material v jeho riznych vyvojovych
stadiich a jeho piipadné nezidouci Sifeni mimo plochy ur¢ené k jeho kultivaci. Obé
publikované prace jizZ prosly oponentnim fizenim, bylo by tedy nadbyte¢né je podrobné
hodnotit. Dovolim si tedy jen jednu kritickou pfipominku. U publikace Hraska et al.: Sample
topography and position within plant body influence the detection of the intensity of green
fluorescent protein fluorescence in the leaves of transgenic tobacco plants. Plant Cell Rep. a



rukopisu prezentovaného v ¢asti 4.5 by vypovédni hodnota experimentti byla podstatné vyssi
a diskuze ziskanych vysledku piimocarejsi, pokud by relativni intenzita fluorescence GFP
byla korelovana s hladinami transkriptu kédujictho GFP a samotného GFP proteinu, které
nebyly kvantitativné stanoveny.

Kapitola ,,5. Summary* uvadi do souvislosti vySe uvedené prace a jejich zasazeni do
kontextu vyzkumného zaméfeni tymu, ve kterém byla disertaéni prace vypracovdna. Rovnéz
hodnoti jejich vyznam pro pfipravu a analyzu transgennich rostlin. Z formdlntho hlediska
bych doporucil zaclenéni této kapitoly jako prvni podkapitoly v rdmci kapitoly ,.4. Results*.
Z vécného hlediska povazuji za velmi odvazné tvrzeni, Ze diivejsi analyzy aktivity promotoru
CaMV35S byly uskute¢nény pievazné u primdrnich transformantt — Ty ( str. 86). Analyza
expresnich profili u Ty generace je komplikovédna piezivanim Agrobacteria tumefaciens na
primdrnich transformantech a proto ma smysl jen pokud je pouzit konstrukt obsahujici
v reporterovém genu intron a tedy sledovdna pouze aktivita transgenu Gspé$né integrovaného
do jaderného genomu. VétsSina publikovanych analyz byla proto provedena na T, a dalSich
generacich. Rovnéz stabilita aktivity promotoru CaMV35S i od n€j odvozenych chimérnich
promotoru byla podrobné studovéna v fadé za sebou nasledujicich generaci pravé s ohledem
na jeho vyuZiti v transgennich plodinach.

Piehled literatury uvedeny v kapitole ,,6. References* bych doporucil zatfadit hned za
literarni prehled nebo za Cile préce, ke kterym se bezprostiedné vztahuje. V kapitole
Vysledky md kazda z prezentovanych praci sviij vlastni seznam pouZité literatury a v ,,5.
Summary* jsou citovany pouze vlastni prace autora, jejichZ plné citace jsou uvedeny v ,,7.
Summary of publications ....*

Prace je pfedkldadana v anglickém jazyce. K celkovému dojmu z jejiho studia by

prispéla peclivéjsi editace textu pokud jde o bézné preklepy i gramatiku. Jejich vycet by byl
vyznamné nad rdémec tohoto posudku.

Zavérecné konstatovani:

Vyznamna ¢ast vysledki ziskanych doktorandem byla jizZ publikovdna v impaktovanych
Casopisech. Pfes vySe uvedené vécné i formalni pfipominky se domnivam, Ze ziskané
vysledky i forma jejich prezentace jsou dostate¢né pro uspéSnou obhajobu diserta¢ni prace.

Mohu tedy konstatovat, Ze préci lze doporudit jako zaklad pro obhajobu k pfiznani titulu
,doktor* (Ph.D.) v souladu s platnymi pfedpisy.

V Brn¢ 14. tfjna 2007 doc. RNDr. Bfetislav Brzobohaty, CSc.



Posudek disertaéni prace Ing. Marka Hrasky: ,,Application of GFP signal gene in the
development of the plant transgenesis strategy aimed at increasing of the tolerance to

biotic stresses.*

K oponentufe jsem obdrzel vytisk doktorandské prace Ing. Marka Hrasky. Prace je
sepsana v anglickém jazyce a sestava se z obvyklych ¢asti. Literarni pfehled k problematice je
uveden na stranach 1 az 12, vytCené cile prace jsou na stranach 13 az 15, vysledkova Cast
prezentuje 5 publikaci a jedno plakatové sdé€leni, kde je vzdy prvnim autorem doktorand, a
souhrn je uveden na stranach 84 az 86.

Nemohu se povazovat za znalce anglického jazyka, avSak v prvnich dvou c¢astech
(literarni prehled a vytCené cile) 1ze nalézt gramatické chyby a pravdépodobné pieklepy.
Domnivam se, Ze napsanému textu nebyla vénovana dostate¢na pozornost. Tato pozornost by
méla byt o to vétsi, jestlize je disertaCni prace prezentovana v jiném, nez v mateiském jazyce.
Zmifovany text navic neni rozsahly a jestlize uvedené textové obsahlejsi publikace prosly
jazykovou korekturou, kterou pravdépodobné zajiS§t'oval Marek Hraska jako prvni autor, mohl
st nechat tento text rovn€z zredigovat. V textu jsem nalezl napfiklad preklepy na strané 1,at
lest” misto ,,at least (2. fadek, kap. 1.1.), na strané 2 , area of genetics modifications“ misto
»area of genetic modifications” (2. fadek, kap. 1.2.), na stran€ 3 ,Brasssica napus“ misto
»Brassica napus“ (3. fadek), na stran€¢ 5 successfuly“ misto ,successfully“ (6. fadek,
kap.1.3.2.), na strané 6 ,A. tumefaciens parasite on the roots“ misto ,,parasites on the roots*
(3. tadek) atp. Mluvnicky pak jde ¢asto o neshodu jednotného a mnozného &isla. Na strané 4

(13

jde o text ,genetic transformation and obtaining of transgenic plants represents...“ misto
»represent” (1. fadek, kap.1.3.), na stran€ 8 jde o text ,for this purposes” misto ,.for these
purposes” (6. fadek, kap. 1.5.), na strané 12 je napsano ,,such phenomena was reported” misto
,were reported” (fadek 16) atp.

Problémem kazdé prace, kterou jsem doposud oponoval je nedostateéna kontrola citaci
uvadénych v textu. Nespravné jsou napsana piijmeni v textu, napi. na strané 5 Finner et al. (9.
fadek, kap. 1.3.2.), na stran€ 9 Milwood (12. fadek), na strané12 Behfey (26. fadek). Dale je
uvadén nespravny rok v textu, napf. na str. 5 Fullner and Nester 1986 misto 1996 (v seznamu
literatury neni u asopisu navic uvedeno Cislo svazku 178) (6. fadek, kap. 1.3.1.), nebo na
strané 12 Benfey et al. 1989 misto 1990 a v jednom pfipadé jsem citaci z textu v seznamu
literatury nenalezl viz. Shiina et al. 2000 ze strany 10 (29. radek, kap. 1.6.).

Vysledky doktorandské prace Marka Hrasky jsou Castené€ shrnuty v 5 publikacich a

v jednom plakatovém sdéleni. Casteéné proto, 7e dvé z t&chto publikaci jsou prehlednymi



Clanky, které se vSak tykaji feSené problematiky. Jde o poznatky tykajici se inhibitord proteas
a o poznatky tykajici se pouziti GFP. Je $koda, Zze z Casovych divodi nebyly ziskany
publikovatelné vysledky pouziti transgenu pro inhibitor proteas (SPI2), piestoze
experimentalni prace probihaly. Hlavnim pfinosem doktorandské prace bylo tedy ziskani
novych dat ohledné exprese GFP v transgennich rostlinach, pfiCemz nejpfinosné€;jsi data jsou
dle mého tsudku uvadéna v publikaci, ktera je zatim podana do tisku. Budu jen rad, pokud mi
Marek Hraska potvrdi, Ze tato prace byla jiz pfijata do tisku, nebo Ze recenzenti vyzaduji
pouze drobné upravy textu pred kone¢nym prijetim. Zajimavé a do budoucna pfinosné jsou
téZ poznatky uvedené v plakatovém sdéleni. Tyto se tykaji feSeni obtizi transformace Inu
transgeny.

Mohu tedy konstatovat, Zze fada experimentalnich vysledki je zcela prukaznych a tedy
publikovanych, coz je divod k tomu, aby byl Markovi Hraskovi titul Ph.D. udélen.

V souhrnu, ktery obsahuje vyrazné mensi pocet chyb, Marek Hraska sam uvadi
ztotoznit. Pfedev§im, bez ohledu na zjiSténou variabilitu exprese GFP, je tento marker
pouzitelny k selekci transgennich rostlin a ke sledovani sily exprese z pouzitych promotort.
Dal§im dulezitym zavérem je zjisténa stabilita exprese i v nasledujicich generacich. Pro
zakladni vyzkum je zajimavym poznatkem, Ze interference chlorofylu s emisi zafeni z GFP
neni hlavnim ani jedinym divodem zjisténého zeslabeni svételné emise. V souhrnu doktorand
téZ uvadi, ze se mu podafilo ziskat né€kolik rostlin Inu po transformaci genem SPI2, avSak
k podrobnéj$i analyze téchto rostlin jiz pravdépodobné nedoslo.

Navrhuji, aby i pfes zjisténé nedostatky v pfedlozeném vytisku disertacni prace, které jsou
obecného charakteru, byl Ing. Marku Hraskovi udélen titul Ph.D.

V Praze dne 1.10.2007

/
L0 ’/

. Oldfich Navratil, CSc.
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Oponentsky posudek PhD Thesis:

Application of GFP signal gene in the development of the plant transgenesis
strategy aimed at increasing the tolerance to biotic stresses

Autor : Marek Hraska, Jiho&eska Universita, P¥irodovédecka fakulta, Ceské Bud&jovice

Oponent : Dr. Petr Smykal, Agritec Plant Research s.r.o. gumperk

PredloZena doktorandské prace se zabyva studiem vyuzZiti visualniho markerovaciho genu —
green fluorescent proteinu (GFP) ve vyzkumu transgenose rostlin.

Prace je piehledné Clenéna do 4 vysledkovych ¢asti odpovidajicich publikovanym nebo
k posouzeni odeslanym manuskriptiim, pfedchazejicimu tivodu a kone¢nému shrnuti.

Témto predchazi 13 strankovy tvod, popisujici feSenou problematiku transgenose
rostlin v kontextu moderniho zemédélstvi, kdy celosvétové vyuziti GMO rostlin prekro¢ilo
jiz rozlohu 100 mil ha (2006), navzdory pfetrvavajici diskusi o moznych ekologickych
disledcich a vétSinou negativnimu postoji vefejnosti. Dale autor stru¢né, ale dostatedné
popisuje postupy transformace rostlin s diirazem na selek&ni postupy, na které navazuje
piedstaveni zajmového genu pro GFP protein. Zde se autor nenechava ,,unést, jen positivy,
ale zmifluje i existujici negativa, ¢i slabé body, které vyplynuly i v kontextu nasledné vlastni
préce.

Cile prace jsou prehiedn¢ formulovany na 3 stranach. Zde je patrné, Ze ,.koneénym*
cilem transformacni price pracovisté, je vyuZiti transgenose s cilem manipulace odolnosti
rostlin k biotickym stresiim, konkrétn€ houbovym a hmyzim patogentim s vyuZitim inhibitort

proteinaz.

Zde velmi stru¢né pieformuluji cile, jelikoZ bych se k nim rad vyjadfil nakonec v kontextu

vysledki.

1 Zjisténi mozZnosti selekce a hodnoceni transformanti na zaklad& kvantifikace GFP
exprese.

%A Detailni studium variability GFP fluorescence v riznych pletivech, vyvojovych
stadiich.

. Studium ,.konstitutivni* exprese Siroce vyuzivaného 35S CaMV promotoru, s diirazem
na generativni organy.

4. Transformace Inu setého s vyuzitim GFP jako selek&niho néstroje.

Publikace ¢.1: Inhibitory proteinas, mechanismy u¢inku a perspektivy jejich vyuZiti
v transgenosi rostlin. Chemické Listy 100: 501-507 (2006) Hraska M, Rakousky S,
Curn V.
V této publikaci je ve formé review piehledn& popsdn soucasny stav poznatk® inhibitori
proteindz, mechanismus jejich ti¢inku na hmyzi $kiidce a regulace aktivity. Jedna se jednak o
endogenni, rostlindm vlastni obranné inhibitory, tak i inhibitory isolované z hmyzu. Je zfejmé,
ze vyzkum v této oblasti zna¢né& pokraluje. Zajimava je zminka o moZném negativnim efektu
na ,hostitelské“ rostliny, popiipadé necilové ZivoCichy, veetn€ hospodafskych zvitat a
Clovéka. Z této prace je ziejmé, jaké jsou cile a kam se ubira prace dané laboratote a timto
zodpovidda na ¢4st zminénou jiz vnazvu PhD These, tj. manipulace odolnosti rostlin
k biotickym strestim.



Publikace & 2: Use of a simple semiquantitative method for appraisal of gree fluorescent
protein gene expression in transgenic tobacco plants. Biologia Plantarum 49: 313-316 (2005)
Hragka M, Rakousky S, Curn V.

Dle publikaéniho data soudim, Ze se jednd o prvotni publikaci charakteru Brief
Communication, kde autor jiz provedl vlastni agrobakteridlni transformaci tabaku s vyuzitim
T-DNA nesouci m-gfp5-EG gen fizeny 35S promotorem, spole¢né s nptll selekénim
markerem. Po potvrzeni transgennich TO regenerati pomoci PCR analyzy bylo s vyuZitim
CCD kamery a softwaru analyzy obrazu Lucia, provedeno vlastni hodnoceni hladiny GFP
exprese. Z vysledkli je zfejma variabilita exprese a predevSim pak jasné odliSeni od
netransformované kontroly.

Zde bych mél dotaz-poznamku. Bylo v ndsledné prdce testovano, zda-li je korelace mezi
hladinou exprese GFP jak na urovni RNA tak proteinu a hladinou detekovanou pomoci
Sfluorescencniho signalu CCD kamerou ?

Bylo by zajimavé zjistit pomoci Southern detekce genomové DNA (nebo segregace — viz
nize), i po¢ty T-DNA kopii.

Byl i v dalsi prdci detekovdn fenomén genového silencingu ? tj. PCR potvrzené pritomnosti
transgenu, ale ne jiz jeho exprese ? — viz ddle dotaz k publikaci ¢.3.

Publikace ¢. 3: Green fluorescent protein as a vital marker for non-destructive detectio of
transformation events in transgenic plants. Plant Cell Tissue and Organ Culture 86: 303-318
(2006) Hraska M, Rakousky S, Curn V.

Tato prace predstavuje Review pouziti exprese GFP genu jako nedestruktivniho markeru
prubéhu transformace rostlin. Shrnuje a porovnava soucasné poznatky vyuziti GFP oproti
dosud rozsifenym markerim jako jsou GUS a LUC proteiny. Je zde velmi piehledné formou
tabulky presentovan soucasny stav jednotlivych variant GFP s optimalizovanym sloZenim
kodont, spektralnim vyuzitim. Z pfilozena Tabulky 2 strana 309, je ziejmé Siroké vyuziti
v experimentalni biologii rostlin. Uvedeny jsou téméf vyluéné konstrukty majici konstitutivni
35S CaMV promotor. Zajimalo by mne, zda autor alespoii ¢aste¢né studoval prace s vyuZitim
organove €i Casoveé specifickych promotorti ? Dnes je také stile vice ziejmé, Ze pravé 35S
promotor, virového ptivodu neni tim ,,nejoptimalnéj$im*.

Velmi diilezita je kapitola zminujici postupy GFP visualizace a existujici interferujici faktory
negativné ovlivilujici fluorescenci. Zminéné sldbnuti GFP signalu ve starSich pletivech
navozuje otazku stability GFP proteinu, kde napif. GUS protein je znam svou relativné
dlouhou existenci, coz napf. vede (pomineme-li moznost difize ne do jadra cilenych variant)
k jeho existenci i v dcefinych buiikach, poté co byla jeho exprese vypnuta. Je tedy zndmd
stabilita GF'P proteinu ? a vzhledem k jeho malé velikosti 27 kDa moznost difiize bunécnou
membrdanou a sténou ?

Zajimava je zminka o vyuziti GFP jako positivniho selekéniho markeru, které v3ak miZe byt
vyuZito jen ve velmi specifickych pfipadech.

Publikace €. 4: Sample topography and position within plant body influence the of the
intensity of green fluorescence protein fluorescence in the leaves of transgenic tobacco plants.
Plant Cell Reports (2007) Hraska M, Hefmanova V, Rakousky S, Curn V.

V této préci jsou presentovany vlastni experimentalni vysledky s vyuZitim T1 generace tabaku
transformované m-gfp5-ER genem. Po ovéfeni transgenu pomoci PCR a dot-blot Southern
hybridizace, byla pomoci RT-PCR sledovana i transkripéni aktivita. Zde jen poznamka- bylo
by zajimavé provézt napf. semi-kvantitativni RT-PCR s limitovanymi cykly amplifikace (15-
20x), elektroforézou produktu a naslednou hybridizaci blotu (popf. nejpiesnéjsi verzi ve



formé quantitative — Real-Time PCR), coZ by umoznilo mit odhad miry exprese. Na druhou
stranu, jeli mozné, jak je presentovano na Obrazku 4, pomémné jednoduse detekovat GFP
protein, je stanoveni transla¢ni hladiny exprese informativnéjsi. V tomto kontexu bych se rad
autora dotazal, zda-li by bylo takto mozné odhadnout miru GFP exprese — {j. na zdkladé gelu
§ proteinovymi extrakty ?

Cilem prace vSak bylo pfedevsim zjisténi parametr(i exprese na pletivech listi tabdku pomoci
analyza fluorescence CCD kamerou. Byly zji§tény vyrazné rozdily mezi abaxialni a adaxialni
stranou a rovn€z mezi pozicemi v ramci téhoz listu. RovnéZ tak byl zjistén vyrazny vliv
pozice, stafi listu, s nejvétsi hladinou detekce v mladdich listech. Déle pak rozdily mezi
jednotlivym analyzovanymi nezavislymi transformanty, coZ zfeteln& odrazi pozi¢ni efekt
transgenu. Z vysledki je patrné, Ze transformant GI, je ziejmé pfikladem neexprimovaného
transgenu, s moZnym vysv€tlenim PTGS mechanismem RNAi. Je zajimavé, Ze tento
transformant vSak stdle vykazoval rezistenci ke kanamycinu, tj. npt/l genu stejné T-DNA.
Bylo toto néjak testovdno vice ? a bylo pFipadné deteokovdno vice takovych transformantii ?
Bylo by vhodné a zajimavé namisto dot-blotu jehoZ infomaéni hodnota je relativné nizka,
provézt klasickou Southern detekei na elektroforeticky rozd&lené genomové DNA.

Z t€chto dat je patrné, Ze pro mozné srovnani je dileZité dodrZet co nejptesngji analyzovanou
pozici. Dilezité je zjiSténi, Ze celkovy obsah chlorofylu nema4 signifikantni vliv na expresi.

Publikace ¢&. 5: Tracking of the CaMV 35S performance in GFP transgenic tobacco, with a
special emphasis on flowers and reproducive organs, confirmed its predominant activity in
vascular tissue. Hraska M, Rakousky S, Curn V.

submitted to Plant Cell Tissue and Organ Culture 8/2007

Tato prace zuroCuje a finalizuje autorovu dosavadni praci, nebot' se zabyvi podrobnym
studiem aktivity 35S CaMV promotorem fizenou expresi GFP reporteru. Zarovet umoziuje
pomoci sledovéani TO-1-2 generaci transformanti sledovat dédi¢nost transgenu (viz dotaz
nize). Zvlastni diraz byl kladen na studium exprese v reproduktivnich pletivech, tedy
kvétnich &astech.

Prvotni molekularni charakterizace T1 a T2 rostlin byla provedena pomoci standardni PCR
analyzy. Takto bylo potvrzeno, Ze doslo ke stabilni integrace transgenu do genomu tabdku,
nicméné bylo by preci jen vhodné (a to se opakuji) provézt p¥my dikaz — tj. Southern
hybridizaci genomové DNA. Studium exprese na urovni RNA pomoci RT-PCR jednotlivych
pletiv, prokazala expresi ve vSech sledovanych, vzhledem k 32x pouZitym amplifikaénim
cyklim, neni moZné usuzovat na uroveii exprese. Odvozuji z popisek k Obr. 1 e takto bylo
molekuldrn¢ analyzovano 8 T1 a nasledn& pak 10 T2 rostlin (od 4 T1). Je to samoziejmé
dostateCny pocet, uvital bych jen (ale to je plné v kompetenci oponentii tohoto ¢lanku)
piehlednou tabulku, kde by byly poéty a popisy exprese, pfipadn& i s GFP fluorescenci, byla-
li u tolika rostlin testovana.

Jelikoz bylo pracovano jiz s T2 generaci, byl proveden nap¥. test kliceni semen na selekcnim
médiu s kanamycinem ?, dalo by se to pouZit i k odhadu poctu kopit transgenu na zdkladé
segregace. Dalsi kapitolky se jiz vénuji podrobnému studiu exprese b&hem vyvoje. Neni
piekvapivé, Ze velmi mala hladina exprese byla zjisténa ve zralych semenech, pfipadné i pylu,
nebot’ v t€chto docasné ,,dormantnich* &4stech, je translace téméf vypnuta a pfitomny jsou jen
zasobni proteiny potfebné pro kli¢eni semene popf. pylu ve vhodnych podminkéach po
hydrataci. Zajimavé je zjidténi vyrazné auto-fluorescence v kofeni, coz dle mych vlastnich
zkuSenosti (a dale prace Benfey er al.) neni napt. v pripad€ husenitku, a miZe byt zpisobeno
pfitomnosti interferujicich napt. fenolickych latek.

Studium exprese ve vegetativnich pletivech — listech, stonku a kofeni, potvrdilo predchozi
zjisténi intenzivn&jsi fluorescence mladsich pletiv, kde autor zmifluje jako moZnou piic¢inu



snizeni aktivity 35S promotoru popf. zménami metabolismu, sniZeni translace, vakuolizaci
bunék. Vysoka aktivita detekovana ve vodivych pletivech, pfedev§im Zivych a intenzivné
metabolicky aktivnich burikdch floému, potvrzuje znamé vysledky dosazené pomoci GUS
reporteru. Jiz bylo zminéno, Ze pozornost byla zaméfena na kvétni organy, kde aktivita 35S
promotoru je méné detailné popsana. Kali$ni a korunni platky, jako fylogeneticky odvozené
organy listu, ne prekvapivé vykazuji 35S::GFP expresi. Podobné vysoka hladina exprese byla
zjiSténa v prasnicich, nitkach a samicich organech, blizné, ¢nélce a vajiccich, placenté a
nezralych semenech. Zde neni piekvapujici, Ze ziejmé testovana jiz zrald pylova zrna
nevykazovala expresi, kterd& by byla dle mych zkuSenosti s 35S::GUS konstruktem
detekovatelnd v nezralych mikrospérach a nasledné pak pifi kliceni pylovych lacek. Jeste
osobni poznamka-zkusenost, je znamo, Ze 35S jako virovy promotor je aktivovan pii stresu,
napf. teplotnim, coz je patrné pii indukci pylové embryogenese.

Zajimavé by bylo tfeba studium translokace GFP proteinu v cévnich svazcich, s vyuzitim
roubovani (jak to bylo aplikovano pii recentnim studiu FT::GFP transgenu, coZ je ziejmé
dlouho hledany florigen), ale toto nebylo a neni pfedmétem studia laboratofe a této disertace.

Nasleduje kone¢né shrnuti celé prace na 3 stranich. Zde je ziejmé, Ze je mozné plné
zodpovédét a prohlasit za splnéné tii prvotni cile a otazky tykajici se vyuZziti GFP reporteru a
studia exprese dosud $iroce vyuzivaného 35S CaMV promotoru.

Nakonec je zminéna rozpracovana zahdjend prace, tykajici se vlastni transgenose
péstované plodiny — Inu setého, s ,,uziteénym konstruktem® kédujicim inhibitor proteindzy
SPI2. Je velmi stru¢né konstatovano, Ze zde vyuziti GFP jako visudlniho selekéniho markeru
narazilo na problémy zna¢né auto-fluorescence (zminéno v poslednim piispévku -
konferenéniho posteru), coz muize byt opét jako v piipadech kofenu tabdku zpiisobeno
piitomnosti vétsiho mnoZzstvi fenolickych latek (pozn. jako pfi isolace genomové DNA Inu-
vlastni zkuSenost oponenta). Tato prace pokud je mi znamo bude v laboratofi dale pokracovat.

Koneéné v zavéru nasleduje seznam citované literatury, které spole¢né se vSemi
uvedenymi v pfijatych publikacich, demonstruji dostate¢ny piehled autora v ifeSené
problematice.

Celkove prace vzhledem ke 3 pfijatym publikacim v impaktovanych ¢asopisech, jedné
recenzované, jednomu v soucasnosti odeslanému manuskriptu a 7 konferenénich pfispévcich,
naprosto spliiuje formalni pozadavky na obhajobu u néasledné udéleni doktorské hodnosti.
Autor prokazal schopnost samostatné experimentdlni prace, analyzy a interpretace
dosazenych vysledki. Je jasné, Ze ani autor ani ja nejsme rodilymi anglickymi mluvéimi a
nékteré Casti prace by mohly byti formulovany jinak, ale nechci a nemohu hodnotit
gramaticky aspekt piedlozené prace. Presto by nebylo od véci mit alespofi v matefském
Ceském jazyce stru¢né formulovany vysledky prace, jedna-li se o doktorat obhajovany na
Ceské université, ale to ponechavam na uvazeni oborové rad¢.
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