Posudek oponenta na bakalarskou praci studentky Biologické fakulty JU
Kateriny Cutkové
“ Transformace in vitro kultury Dendrathema grandiflorum cv. Orinoko

genem ACCO v antisense orientaci pomoci Agrobacterium tumefaciens”

Téma dané bakalarske prace Gzce souvisi s dalsi bakalaiskou praci feSenou na katedre
genetiky Biologicke fakulty JU. Bezesporu dobry zamér o urychleni postupu praci a vytvoreni
komplexniho obrazu o problematice transformace chryzantémy odridy Orinoko, bakterialnim
genem pro jeden z kliCovych enzym( biosyntézy etylénu, oxidazu 1-aminocyklopropan-I-
karboxylové kyseliny (ACCO), mél nevyhodu vtom, Ze bylo nejdiive tieba odvodit
aseptickou kulturu vychoziho materialu. To sice byl ukol druhé prace, na druhé strané viak
v podstaté neumoziioval vcas zahajit tolik nezbytnou experimentalni &innost, coz se i
v pozd€jSim obdobi nepriznivé projevilo malou efektivnosti transforma¢ni metody, nizsim
rozsahem materialu pouzitelného ke stézejnim analyzam a jisté i pochybnostmi autorky o
zdaru vlastni prace. K nepfiznivym faktorum prispéla i dlouhodoba nemoc plivodni vedouci
diplomoveé prace. | za této mimofadné situace dokazala Katefina Cutkova studovat potiebnou
literaturu a systematicky pokraCovat v feseni zadané problematiky. Vysledkem mimoradného
Gsili autorky i dobrého metodického vedeni nové Skolitelky ustavené do funkce v kritické fazi
dane bakalarské prace, molekularnich analyzach pritomnosti transgena v rostlinach, je
kvalitni prace, ktera si nezada s jinymi pracemi feSenymi za priznivych okolnosti,

Cela bakalafska prace Cita, vCetné obrazovych priloh, 29 stran. Je psana stru¢né, avsak
velmi vystizné. Literarni prehled nepostrada informaci o zadné z problematik, jeZ Gizce souvisi
s feSenym tématem. Zahrnuje nezbytny nastin transformacnich technik, pfiblizeni nejcastéji
vyuzivaného postupu transformace listovych diski, zakladni charakteristiky vektorovych
bakterii Agrobacterium tumefaciens, vlastniho objektu vyzkumu - rostlinného druhu
Dendranthema grandiflorum, jakoz i syntézy a biologickych ucinku specifického rostlinného
hormonu, etylénu. Jiz z této Easti je ziejmé, ze Katefina Cutkova pfistupovala k feSeni ukola
bakalarské prace velice zodpoveédné. 1 pres omezeny rozsah kapitoly jsou srozumitelnou a
prehlednou formou vystizeny podstatné momenty metodik a klicové faktory ovliviiujici
biosyntézu a vnimani etylénu rostlinami. K této ¢asti mam nasledujici dotaz. U jednoho ze
syntetickych faktorti, dusi¢nanu stfibrného AgNO3, je uvedeno, ze inhibuje samotné plsobeni
etylénu na rostlinu. Je mozné osvétlit o jaky(€) mechanizmus(y) se v daném pfipadé jedna a
do jaké miry jsou vySe uvedené regulaéni mechanizmy tvorby/ rozpadu a vnimani etylénu u

vySSich rostlin univerzalni? Na str. 8 je v poslednim odstavci zminéno, ze po transformaci



brokolice genem pro ACCO v protismyslove orientaci doslo ., k redukci etylénu o 91 %" Je
zieymé, ze pii prekladu z anglického originalu doslo k omylu. Jak ma spravné dana formulace
znit?

Kapitola ,,Material a metodika™ je uvedena struénym a pritom vystiznym zpusobem na
osmi textovych stranach. Postihuje prevaznou vétsinu potrebnych informaci. K dané cCasti
mam néekolik dil¢ich pripominek. Ty pfevazné prameni ze skutecnosti, ze autorka byla
okolnostmi dlouhou dobu nucena fadu otazek feSit od zcela samostatné, bez vlastnich
dlouhodobych zkusenosti. V odborné literature, kam patii i diplomové prace, je tieba pouzivat
jednotky SI 1 zavedené standardy. Spravné by tedy veliCiny jako osvétleni nemély byt
uvadény s lomitky, ale jako nasobky s uvedenim exponentu (pf. 90 pmol.m™s™). Vzhledem
k tomu, ze se jedna o Ceskou praci, méla by take slozeni medii apod. byt uvadéna v cestiné
[viz MS medium (including vitamins), tryptone, yeast extract, (o-n) kultury, ladder atd.] a
jednotnou gramatikou (sacharoza, vs. sacharoza, glukosa — str. 9-12). Obdobné je tieba se
vyhybat takovym terminam, kde dochazi ke spojovani ceskych predpon s cizim slovnim
zakladem, vyznamovym duplikacim apod., jako napriklad vyrazim:  zregenerované",
.vyselektovanych®, apod. Z divodu posouzeni metodik i jejich mozného dalsiho vyuziti
nasledujicimi diplomanty je vhodné uvadét dalsi vyznamné udaje, jako napt. dobu skladovani
vzorku (napf. extrakti s DNA) do jejich dalsiho vyuziti i co vedlo k pridavkim, pripadné
vynechanim urcitych latek/ krokG metodik (pf. pridavek 1 M MgSO4 do kokultivacniho
média). Prevzaté metodiky, stejné jako materialy je tieba patficnym zpusobem vyznacit a
citovat (pf. primery pro detekce genti ACCO, nptll, sekvence vir oblasti, schémata priloh).

Je viak tieba fici, ze zminéné neduslednosti jsou pouze okrajovym jevem a bezpochyby
by na né za normalnich okolnosti v€as poukazal Skolitel. Stejné tak by od pocatku nastinil
optimalni sled ¢innosti (stanoveni meznich koncentraci kanamycinu pro selekci transformantt
a teprve poté vlastni realizace transformacnich experimentll) a upozornil na mozna uskali
explantatovych technik (pt. potreba provadét vice opakovani s mensim rozsahem souboru nez
jediné s velkym poctem jedinct apod.). Naproti tomu pozitivni vliv osoby nového Skolitele
v Casti vénované molekularnim analyzam transformantt je velmi dobfe patrny.

Vysledkova Cast je prezentovana na Ctyfech stranach, je vystizna a dostatecné dolozena
prikaznimi materialy (elektroforetogramy produkti polymerazovych retézovych reakci). Zde
autorka mohla pfipojit i nékteré z Cetnych metodickych poznatkl, které ziskala. Diskuse,
stejné jako zaveéry prace jsou vécné a velmi dobfe postihuji problematiku a dosazené vysledky
autorky. V této souvislosti je tieba velmi ocenit samostatnost Katefiny Cutkové a mimoradné

usili, které vénovala zdarnému dokonceni i konecné redakci bakalarské prace. Studentka



dokazala 1 za danych nepfiznivych okolnosti dosahnout vyty€enych cili prace, tj. ziskani
rostlinnych regenerantu pochazejicich z transformacnich pokusu, jejich dalsi selekce a
zeyjména realizace molekularnich analyz riznych typu transgeniu. K dobrému dojmu
z predlozené bakalarské prace prispiva i to, ze pouzita obrazova dokumentace je kvalitni a v
celé praci je jen velmi malo preklepu ¢i drobnych nesrovnalosti. Jen ojedinéle se vyskytuji
drobné nepiesnosti ve zpusobu citovani pouzité literatury [zkratky casopisi — plné nazvy,
napi. Theoretical and Applied Genetics (str. 24) a Theor. Appl. Genet. (str. 26) apod.]. Mile
piekvapuje vyzralost pisemného projevu, ktera prispiva k velmi dobré ctivosti celé prace a
svedci 1 dobrych znalostech odborné literatury, jez studentka ziskala v prubéhu studia a reseni
bakalaiske prace.

Vzhledem k tomu, ze predlozena bakalarska prace Katefriny Cutkové spliuje po viech
strankach pozadovana kritéria, plné ji doporucuji k obhajobé. Praci hodnotim jako kvalitni a
prinosnou. Doporucuji ji klasifikovat znamkou vyborné.

V Ceskych Budgjovicich, dne 23.1.2006
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