Posudek oponenta na magisterskou praci studentky Biologické fakulty JU Jany Gazdové
»Molekularni analyza transgennich rostlin Solanum tuberosum ziskanych po vneseni
genu pro manozo-6-fosfatizomerazu*

Piedlozena magisterska prace Jany Gazdové svym zadanim patii k narocnym tématiim nejen
po strance odborng, ale i Casové. Jeji Gspésna realizace pfedpokladala, mimo jin¢, dokonalé
metod molekularnich detekci (polymerazova fetézova reakce — PCR, gelova elektroforéza,
Southernova hybridizace, Northern blot). Vlastnim cilem prace bylo zdokonaleni postupu
selekce transformanti brambor ziskanych kokultivacni technikou na mediich s manozou,
prokazani pritomnosti transgenu v regenerantech a molekularni charakterizace vybranych
transgennich klon brambor. Prace navazuje na predchozi bakalafskou praci autorky, jez byla
zaméfena na ovéfeni moznosti vyuziti genu pro manozo-6-fosfatizomerazu (pmi) pro selekci

transgennich rostlin bramboru v podminklach in vitro.

Magisterska prace je zpracovana na 50 Cislovanych stranach, nad tento rozsah je
piilozena kopie publikace autorky a pfehled pouzité literatury. Rozsah a odborna uroven
zpracovani literarniho prehledu i metodické casti svéd¢i o dobrém prehledu autorky
v oblastech cilené modifikace genomu rostlin a zakladnich technik molekularnich detekeci.
Cenné je, ze v literarnim prehledu je kladen diraz na problematiku selekcnich systémi a
mechanizm(i selekce potencialnich transformantt rostlin. Diky zafazeni fady recentnich tdaji
tak Ctenaf ziska aktualni piehled o stavu problematiky, vcetné mnoha relevantnich odkazt.
K dané ¢asti mam jen nékolik drobnych pfipominek tykajicich se urCitych nepresnosti.
Uvodni tvrzeni na str. 1 ,Celé 20. stoleti mizeme oznacit za obdobi zna¢ného rozvoje
genového inzenyrstvi rostlin...”, je ponékud nadnesené. Techniky genovych manipulaci u
rostlin se datuji prakticky az od konce 70. a zacatku 80. let minulého stoleti. NutriCni hodnota
brambor (str. 2, fadky 2-3) skute¢né spociva ve vysokém obsahu skrobu, podil proteini a
vitamin® je v§ak ve srovnani s jinymi potravinami nizky (viz napf. snahy nékterych tymui ze
zemi tietiho svéta o zvySeni obsahu proteini v hlizach brambor vnesenim genl kodujicich
zasobni proteiny, napt. z Amararanthus sp.). Enzym f-glukuronidaza stépi -D-glykozidicke
vazby mezi kyselinou glukuronovou a necukernou slozkou aglykonem (na str. 8 uvedeno
saglykolem®). Latinska oznaceni kiizencl, uvedena na str. 13, jsou sice pfevzata zfadné
citovych zdrojli, jsou vSak ponékud nestandardni. Jaky zplsob se k oznaCovani takového
hybridniho materialu rostlin spravné pouziva?

Metodické strance bylo vénovan dostatek prostoru, celkem tfinact stran. Uveden je

nejen popis pouzitého plazmidového vektoru, ale predev§sim postupy pfipravy kultivacnich



medii, transformaci stonkovych fizku, selekci (testovano bylo 16 pokusnych variant lisicich v
obsahu manozy a dobé jejiho plsobeni!), Southernovy a Northern hybridizaci. Vétsina
postupti je tak pIn¢ zpfistupnéna dalSim zajemcim o zopakovani a piipadné pokracovani
v experimentalni Cinnosti. Dil¢i pfipominky se tykaji prakticky jen stylistické stranky véci.
Nazvy Ci zkratky nékterych chemikalii jsou uvedeny jen anglicting, prestoze nic nebrani tomu
uvest jejich Cesky nazev (bromfenolova modr, hovézi sérovy albumin, str. 22-26). Je na misté
pfipomenout, Zze na odbornou literaturu psanou v Ceském jazyce, kam bezesporu patii i
magisterské prace, se vztahuje povinnost uzivat CSN a jednotek SI. Udaje vztahujici se
k odstfed'ovani by mély byt udavany, pokud mozno, v hodnotach relativni odstredivé sily (x
g), pokud tomu tak neni, byva zvykem alespori uvadét v textu typ pouzité centrifugy a
rotoru(dd) a v dal§im pak otacky za minutu (ot.min™), ze kterych je mozno dany parametr
vypocitat, nikoli rpm. Zejmena v teto Casti prace Cinilo Jané Gazdové urcité problémy
oprostit text od laboratorniho zargonu (vyizolované DNA; rostlin vyselektovanych; pryty,

které zregenerovaly; silné zvortexovala, naamplifikovaly fragment; 100 bp ladderu; sample

buffer; running buffer). Budiz ke cti autorky to, ze v jinych Castech prace se tyto prohfesky
vyskytuji jen ojedinéle.

Pouzité metody odpovidaji cilim prace. Nicméné, domnivam se, Ze jeji rozsah byl
ponékud vétsi, nez bylo Unosné v daném obdobi zvladnout. Celkovy pocet rostlinnych
regenerantl, analyzovanych na pfitomnost dvou transgent pmi a npt/l metodou | tissue™ PCR,
¢inil 572 jedinct, vedle toho bylo zkou$eno 16 variant selekce na pudach s manozou, byt se
7-15 explantaty na variantu, coz samo o sobé ukazuje na znacnou Sifi zabéru i mimo
dukladngjsi molekularni charakterizace deseti vybranych klonG rostlin. Experimentalni
schéma selekce transformantu (ziejmé jedna Petriho miska na variantu se 7-15 internodii),
vzhledem ke znacné fyziologické variabilit¢ vychoziho materialu (bézné u explantatovych
kultur, 1 jak vyplyva z porovnani tdaju tab.1-6) prili§ nedovolalo optimalizovat podminky
selekce. Nicméné 1 tak lze usuzovat, ze vys§i koncentrace mandzy (5-10 %) v médiu
aplikované zahy po transformaci podporovaly ucinnost selekcniho procesu. Z tohoto pohledu
je tieba chapat 1 zavéry prace “Ve své praci jsem optimalizovala alternativni selek&ni
systém...”, vCetné tvrzeni “Jako optimalni pro selekci internodii se ukazala koncentrace 5 g/l
po dobu tii tydni nasledné zvySena na 10 g/l.” Presto vsak ziskané vysledky téchto
experimentt jsou cenné pro tym, ktery bezpochybné bude metodiku dale zdokonalovat.
Jakym zplisobem byla provadéna opakovani variant selekce? Probihalo hodnoceni kultur k
jednotnému datu? Nemély spiSe byt v tab. 3 udaje v prvnim fadku (Man 1) pocinaje ¢tvrtym

sloupcem proskrtnuty?



Ziejmeé v dusledku Casove tisné dane celkovou narocnosti prace se napiiklad ve
vysledkové Casti zbytecné opakuji drobné chyby (preklepy) v popisech grafu 1-7 a tabulek 1-6
vzniklé kopirovanim vychozi, nedostatecné zkontrolované Sablony. Na druhé strané je tieba
vyzdvihnout to, ze vysledky molekularni Casti prace jsou dolozeny kvalitni dokumentaci. Muj
dotaz k této casti smeéfuje ke zjiSténi pritomnosti obdobnych fragmenti u riznych jedinch pfi
Southernové hybridizaci, tedy velmi pravdépodobné o jejich stejném (klonovém) puvodu.
Nedochazelo pfi regeneraci k tvorbé cCetnych vyhonu (“multiple shoots”), coz by bylo
pravdépodobnéjsi vysvetleni nez uniformita kalusu z hlediska obsahu transgenu?

Prace je jinak napsana Ctivou formou, jeji jednotlivé Casti jsou umérné zastoupeny a
odpovidajicim zptsobem zpracovany. Je bohaté dolozena literaturou, ktera je povétsinou
spravné citovana a vzhledem ke svému rozsahu (témér sedmi stran) obsahuje minimalné chyb.
Urcita neduslednost se vyskytuje pii dodrzovani jednotné formy nazvi casopisu (vétSinou
jsou uvadény plné nazvy, ojedinéle zkracene). Nedopatienim neni uveden zdroj (napf. kniha

abstrakt sympozia) u autorciny vlastni publikace.

Zaver:

Ziskané vysledky magisterské prace Jany Gazdové jsou bezesporu zajimave a aktualni
a prispgji k dalsimu vyvoji metodiky alternativni selekce transformanti brambor, jakoz i
vektorovych konstrukti. Dokumentace vysledku prace jsou zdafile. Prehled pouzité odborne
literatury je bohaty a svéd¢i zna¢ném rozsahu informaci, ktery Jana Gazdova musela
prostudovat a peclivé posoudit. V zavéru je vSak treba znovu zminit, ze 1 pfes vySe uvedené
dil¢i pripominky je dana magisterska prace velmi hodnotna a spliiuje predepsana kritéria.

Predlozenou magisterskou praci doporucuji hodnotit znamkou vyborng.
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