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Oponentsky posudek na diplomovou praci Be. Jany Husakové ,,Transformace ptDNA

Chlamydomonas reinhardtii*

Piedlozena diplomova prace byla vypracovana pod vedenim Doc. RNDr. Jindficha Bfizy,
CSc. a Skolitelky-specialistky Mgr. Pavly Pfikrylové na Pfirodovédecké fakulté Jihoceské
Univerzity a na Ustavu molekularni biologie rostlin BC AV CR v Ceskych Budgjovicich.

Diplomova prace se zabyva aktualnim tématem genetické transformace chloroplastu u
zelené fasy Chlamydomonas reinhardtii. Cilem prace bylo otestovat a porovnat dvé metody
genetické transformace u této zelené fasy. Vysledkem prace byla CasteCnd optimalizace
biolistické metody transformace.

Prace je v pfiméfeném rozsahu 65 stran v¢etné citované literatury a formaln€ spravné
&lenéna. Uvod vhodng zdvodiiuje, pro jsou fasy vyhodnym modelovym organismem a pro¢
je dulezita pravé transformace chloroplastu. Literarni prehled je peclivé a prehledné
zpracovan. Odpovidajicim zpusobem pfedstavuje jak pouzity modelovy organismus, tak
pouzitou metodiku.

V kapitole Material a metody jsou viechny pouZivané metodiky detailn¢ a odpovidajicim
zpusobem popsany.

Vysledky obsahuji piehledné tabulky a obrazky shrnujici dosazené vysledky. Jednim
z problému, se kterymi se autorka ve své praci potykala, byly problémy s PCR. Zajimalo by
mé, zda zkousela i jiné zptsoby, jak zvysit kvalitu PCR reakce sekvenci bohatych na GC pary,
kromé betainu obsazeného v PCR enhanceru? Mam na mysli zejména ptidani DMSO,
popfipadé pouziti jiné polymerazy nez ExTaq. Problémy s amplifikaci delSich fragment
mohou byt také dany metodou izolace vychozi DNA. ZkouSela autorka také jiné zptsoby
izolace DNA pro PCR, kromé velmi jednoduché metody popsané v metodach?

V Diskusi jsou ziskané vysledky porovnany s literaturou a fadné oddiskutovany. Autorka
vhodné hodnoti vysledky svych pokust a systematicky patra po pficinach netuspéchu. V této
souvislosti bych rdda zdUraznila, Ze i negativni vysledky, resp. vysledky, které nevychazeji

presné podle o¢ekavani, jsou nedilnou a velmi dilezitou soucasti védecké prace.



V Zavéru je cela prace jasné a logicky shrnuta véetné zhodnoceni nezdart a netispéchi.

Celkové je prace napsana velmi peclivé, téméf bez preklept, a je esteticky dobie
zpracovana. Jedinou kritickou pfipominku mam k ob¢asnému pouZiti jazyka vhodného spise
pro populariza¢ni ¢lanek nez pro védeckou publikaci. Mé piipominky k praci jsou viceméné
formalni. PiedloZend prace spliiuje vSechna pozadovana kritéria a plné¢ ji doporucuji
k obhajobé.

Hodnotim znamkou: A.
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RNDr. Katefina BiSova, PhD.



Posudek oponenta na magisterskou praci studentky Prirodovédecké fakulty JU

Bc. Jany Husdkové ,, Transformace ptDNA Chlamydomonas reinhardtii*
Predlozena magisterska prace Jany Husakové svym zadanim patfi k velmi naro¢nym tématiim
nejen po strance odborné, ale i Casové. Pied autorkou stal nelehky tkol, osvojit si a zavést
v laboratofi katedry genetiky Pfirodovédecké fakulty JU in vitro kultury fas druhu
Chlamydomonas reinhardtii a techniky jejich genetickych modifikaci. Dale pak dosahnout
modifikace genetické informace uloZené v plastidech (plastomu) a porovnat ucinnost
biolistické a elektroporaéni techniky pfenosu cizi dédiéné informace do bunék fas. Usp&sna
realizace magisterské prace, mimo jin¢, predpokladala dokonalé zvladnuti nejdulezitéjSich
postupu aseptické kultivace fas, vybranych metod pfimé transgenoze a metod molekularnich
detekci transgent (PCR, gelova elektroforéza, Southernova hybridizace).

Magisterska prace je zpracovana na Sedesati péti Cislovanych stranach, nad tento rozsah
jsou uvedeny predepsané anotace a obsah prace. Rozsah a odborna troverni zpracovani
literarniho prehledu i1 metodické Casti svéd¢i o dobrém prehledu autorky v oblastech cilené
modifikace genomu rostlin a zakladnich technik molekularnich detekci. K dané ¢asti mam jen
nékolik drobnych pfipominek tykajicich se urcitych formulacnich nepfesnosti. V ivodu na str.
1 je uvedeno: ,,V soucasnosti neni takika problém pozménit genetickou informaci bakterii a

neustale se objevuji i nové pokusy o genetické transformace hospodarsky vyvznamnvch rostlin

¢i dokonce zivocCichu.” (pozn. Prvni geneticky modifikované /GM/ odridy zemédélskych
plodin byly péstovany v r. 1996. V lofiském roce jiz celosvétové péstebni plochy GM plodin
dosahly 148 mil. ha). Obdobné je tomu i pfi zdiraznéni cili prace: ,Cilem mé diplomové
prace bylo dostupnymi metodami (genové deélo, elektroporace) vyzkouSet a porovnat
transformaci chloroplastového genomu fasy Chlamydomonas reinhardtii . Jaké ma byt
v danych pfipadech spravné znéni vét? Nékteré terminy jako ,transformaéni gen®“, .jadernd a
chloroplastova transformace”, , kruhovy plazmid™ (str. 7, 10, 11, 13, 16) jsou doslovnymi pieklady
z anglictiny, v Ceském odbormém projevu se vSak nahrazuji vhodnéj$imi a pfesnéjSimi nazvy
(transformujici ¢i cilovy gen, transformace jaderné a chloroplastové DNA, cirkularni forma plazmidu).
Obdobné, v pripadé terminu . stiela™ (shot) je spiSe na misté oznacCeni . nastiel™ ¢i . pokusné ovlivnéni*
apod. Co je minéno tvrzenim na str.16: , VSechny metody disponuji znaénym mnozstvim proménnych,

které mohou hrat v transformaci podstatnou roli, napf. pfitomnost nosice exogenni DNA u biolistiky

nema vliv (Kindle et at, 1989), naopak pfi elektroporaci ¢i transformaci pomoci sklenénych kulicek je
transformacni uéinnost vyssi (Shimogawara et al., 1998).%?
Metodické strance byl v praci v€novan dostatecny prostor, postupy jsou podrobné

popsany a proto velmi cenné pro pripadné pokraCovani experimentalni Cinnosti v daném



sméru. Dil¢i pripominky se tykaji prakticky jen stylistické stranky véci. Napiiklad na str. 31
,»,blomasu jsem ulozila do - 70 °C*,. Hlavi¢ka tabulky Tab. 11 (str. 32) uvadi: »Slozeni extrakéniho a
T5E pufru®, ale poskytnuté udaje jsou pfevazné v ml. Na misté by proto byl spide nazev: .Navod na
pripravu extrakéniho a TSE pufru®. NejspiSe nedopatfenim je na str. 35 v Tab. 13 (SloZeni

hybridiza¢niho roztoku a fosfatového pufru) uvadén chybny udaj 1 M NaPOs (pH 7,2). Na str. 26

autorka zminuje: .,Poté jsem fasy zahustila na 1.10* b/ml média centrifugaci 5 000 rpm, 4 min., 4 °C a
resuspendovala v pfislusném objemu tekutého TAP média s 60 mM sorbitolem (Wykoff, 1998).
Nema formulace znit: ,Poté jsem fasy zahustila centrifugaci pfi 5 000 rpm, 4 min., 4 °C a
resuspendovala v pfislusném objemu tekutého TAP média s 60 mM sorbitolem na denzitu 1.10° b/ml
(Wykoff, 1998)? Jakym zpilisobem autorka hodnotila Zivotnost (vitalitu) bunék? Vzhledem k tomu,
ze se jedna o odbornou praci psanou v Cestin€, vztahuji se na ni pfislu§né piedpisy, jako
uvadéni hodnot v jednotkach soustavy SI ¢i alespon dle narodnich standard(i. Udaje vztahujici
se k odstfedovani by mély byt udavany, pokud mozno, v hodnotach relativni odstiedivé sily
(x g), pokud tomu tak neni, byva zvykem alespofi uvadét v textu typ pouZité centrifugy a
rotoru(li) a v dal§im pak otacky za minutu (otmin™), ze kterych je mozno dany parametr
vypocitat, nikoliv v rpm. U metodik byl mél byt zminén jejich zdroj, stejn& jako v p¥ipadé
pouzitych vyobrazeni, jinak se ma za to, ze jsou dilem autora/autorky. Budiz ke cti autorky to,
ze v jinych Castech prace se tyto prohiesky vyskytuji jen ojedinéle.

Ziskan¢ vysledky jsou dostatecné popsany a pichledné uvedeny na &trnacti stranach prace. Pro
potieby vlastni experimentalni prace byly, mimo jiné, charakterizovany riistové parametry kultur fas
péstovanych dvéma zpuisoby. Graficky jsou vSak vyobrazeny pouze propoétené kiivky bez zjisténych
prumémych hodnot a rozptylu. Pro¢ jsou kfivky plosné zvyraznény? Néktera oznadeni nejsou zcela
vystizna, napf.sloupec , kultivace buiiky/ml“ vtab. 18. Jaké by mélo byt odpovidajici oznadeni?
Vysledky jsou odpovidajicim zplisobem diskutovany ve svétle dostupné recentni literatury. Forma,
jakym je cela prace zpracovana, svédéi o velmi dobrém prehledu autorky o problematice genetické
transformace fas a jejim kritickém nahledu. Skuteénost, Ze se nepodafilo zcela dosahnout viech cili
prace, konkrétné transformace genetické informace plastidu, je tieba posuzovat s ohledem na celkové
nizkou ucinnost transformaci u fas. Jak ukazala i sama autorka pouzité parametry transformace,
konkrétni druh a kmen, jakoZ i vektorovy konstrukt(y) vyznamné ovliviiuji tusp&$nost/neuspésnost
celého postupu, Prace je napsana srozumitelnou a Ctivou formou, jeji jednotlivé asti jsou
umérné zastoupeny a odpovidajicim zpusobem zpracovany. Je bohaté doloZena literaturou,

ktera je spravné citovana a vzhledem ke svému rozsahu osmi stran obsahuje jen minimalné

drobnych nepresnosti.



Zavér: Ziskané vysledky magisterské prace Bc. Jany Husakové jsou bezesporu velmi cenné a
aktualni. Bezpochyby pfispéji k dalSimu vyvoji metodiky G¢inné transformace a selekce
transformantt fas druhu Chlamydomonas reinhardtii, jakoz i vektorovych konstrukti.
Dokumentace vysledkii prace jsou zdafilé. Piehled pouzité odborné literatury je bohaty a
svéd¢i znacném rozsahu informaci, ktery Bc. Jana Husakova musela prostudovat a peélivé
posoudit. V zavéru je vSak tfeba znovu zminit, ze i pfes vySe uvedené dil¢i pfipominky je
dana magisterska prace velmi hodnotna a spliiuje piedepsana kritéria. PredloZenou

magisterskou praci doporucuji hodnotit znamkou vyborné.
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