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Oponentsky posudek na diplomovou praci
Bc. Petry Skotnicové

»,Molekularni analyza transgennich rostlin rododendroni,
ziskanych po transformaci vektorem 35SGUSint.*

PredloZzena diplomova prace feSi specifickou problematiku analyzy potencialné
transgennich rostlin rododendronu za pouziti riznych metodickych a analytickych
piistupl. Prace je po formalni i vécné strance zpracovana na primérné drovni.
Clenéni prace pak odpovida standardu kladenému na diplomovou praci.

Uvodni kapitola uvadi do problematiky diplomové prace a navozuje problematiku
transformace okrasnych rostlin. Nasledujici kapitolka Cil prace neni dobfe
zpracovana a cil prace je velmi nejasné uveden v jedné vété. Druhy odstavec pak
nema charakter definice cile prace, ale pouze konstatuje, co bylo béhem feSeni
diplomové prace provadéno a tento text ma pak charakter shrnuti ¢i zavéru prace.
Postradam jasné definovani hypotéz a cili prace a tento nedostatek se pak
projevil i béhem zpracovani prace a formulaci jejich zavéra.

Kapitola Literarni prehled je kusa, stroha, plsobi lehce odbytym dojmem a
obsahlé pasaze jsou prostym textem bez uvedeni literarnich prament. Tento fakt
mne lehce zarazi, protoZe napr. problematika transformace, selekce, detekce
aktivity GUS jsou témata, ke kterym lze nepochybné nalézt spoustu literarnich
pramentl.

Kapitola Metody by se spravné méla nazyvat Material a metody a zejména Cast
tykajici se analyzy transformovanych rostlin je zpracovana velmi podrobné a
podava piehled o metodach a postupech, které byly v pribé&hu FeSeni pouZity.
Dotaz mam jen k histochemickému stanoveni GUS aktivity, kde si nejsem jist, zda
autorka popsala cely pracovni postup.



Vysledkim a diskusi je pak vénovana velka pozornost, autorka podrobné uvadi a
dokumentuje dosazené vysledky, pfipominky jsou uvedeny nize. Diskuse je
rovnéz pomérné kvalitné zpracovana, ob¢as se objevuji delsi pasaze bez uvedeni

citaci.

Kapitola Zaveér pak shrnuje vysledky ziskané v pribéhu fe$eni diplomové prace.

Poznamky a pfipominky:

V fadé pfipadu — napf. str. 3 jsou citace uvadény v zavorce az za ,teckou” —
citace je ale soucast dané véty textu.

Podstatné bohatsi soubor pénisnik( Ize nalézt v Dendrologické zahradé
VUKOZ v Prihonicich — str. 3.

Nevhodné je pouzivani pocesténého nazvu bakterie rodu Agrobacterium,
namisto ,vyuziva dvou druht agrobakteria“ by bylo spravné ,vyuziva dvou
druh( bakterii rodu Agrobacterium".

Terminy bombardovani, vapencovité pady — nejsou zcela idealni.

Dotaz mam k vypoétu aktivity GUS — na str. 18 - tyto postupy vytvorila
autorka diplomové prace nebo jsou pfevzaty z literatury?

Nepochopil jsem udaje na grafu 1, k tomu se vztahujici text a stejné tak
data v tabulce 4 — co proboha zobrazuje graf 1? — udava kolik rostlin mélo
né&jaky obsah proteinu?, a k €emu je to dobré? navic se z tohoto grafu neda
precist, co to jsou to ony kontrolni rostliny s niz§im obsahem proteinu;
chaoticke je i dalSi popsani vysledkd — a sice, Ze kontrolni rostliny maji
aktivitu enzymu 0,294.... a primérna aktivita vSech rostlin je 150 ... —
v tabulce 4 je kontrola jedna (je to primér kontrolnich rostlin nebo je to
v pfedchozim textu Spatné popsano?) a fada dalSich rostlin ma aktivitu i
mnohonasobné vyssi, pod onu hranici 150 pmol se dostaly jen tfi rostliny —
je vypocet uvedeny v diplomové praci spravny?, co tyto hodnoty aktivit
znamenaiji, v textu prace toto autorka takiné presla.

Pfi fluorimetrické metodé byla u 15 rostlin zjiSténa mirné zvySena aktivita
enzymu B-glukuronidazy, u 7 rostlin zhruba 5x vy3$i a u 3 rostlin vice nez
10x vySSi v porovnani s kontrolou. — co to je mirné zvySena aktivita, jaké
rostliny mély aktivitu 10x vys§i? — v tabulce 4 Zadna takova neni a byly tyto
hodnoty statisticky prikazné?

V pfipadé PCR detekce transgenu bych viele doporucoval provadét
multiplex reakce a kromé transgenu detekovat i rostlinny gen (interni
standard) — napf. na obr. 4 vzorek 3 a 5 nedava signal, vice narfedény
vzorek 6 zase ano, tyto vypadky mohou byt zpisobeny $patnou pfipravou
reakce spisSe nezli nepfitomnosti transgenu a multiplex by toto mél odhalit.
U kterych rostlin byla dfive prokazana pfitomnost genu gusA — popis
materialu je nedostatecny a neni to uvedeno ani napr. u obr 5 a dalSich.
Pro€ byly testovany 3 postupy pro pfenos fragmentid DNA na membranu,
kdyZ o tom ve vysledcich neni ani zminka?

Ziskané vysledky jsou zajimavé a dokumentuji sloZitou problematiku transformace
okrasnych dfevin. Autorka sice prokazala schopnost samostatné védecké prace a
interpretace ziskanych dat, ale mohla zpracovat diplomovou praci ponékud



odpoveédnégji a pecliveji. Praci doporucuji k obhajobé a hodnotim ji klasifikaénim
stupném ,dobre".
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OPONENTSKY POSUDEK NA DIPLOMOVOU PRACI

Skotnicova, P. Bec., 2011: Molekulirni analyza transgennich rostlin rododendronu,
ziskanych po transformaci vektorem 35SGUSint. [Molecular analysis of transgenic
rhododendron plants obtained by transformation with 35SGUSint. construct. Mgr. Thesis, in

Czech.] — 43 s. P¥irodovédecka fakulta Jihogeské univerzity v Ceskych Bud&jovicich.

Vedouci prace: Mgr. Daniela Pavingerova, CSc. (PiF JU a UMBR, BC AV CR, v.v.i.)

PredloZena diplomova prace se zabyva molekularni analyzou rostlin rododendront
(dvou kultivari) pomoci bakterie Agrobacterium tumefaciens. Pro dikaz piitomnosti
transgenti byla pouzita polymerazova fetézova reakce (PCR) a Southern blot. Pro zjisténi
pFitomnosti genu gusA byla prace zamétena také na fluorimetrickou a histochemickou metodu
stanoveni aktivity p-glukuronidazy.

Prace je velmi piehledn& rozélenéna. Uvod zahrnuje vyuZiti transgendze i vystizné
popsany cil prace. Literarni piehled nas seznamuje detailné s problematikou a je podpoien
Cetnymi citacemi aktualnich praci ve sledovaném oboru. Kapitola Metody podrobné popisuje
experimentalni material, in vitro kultivaci dvou odrud rododendront (‘Rebe‘ a ‘Azuro‘) a
pouzité analytické metody (fluorimetrické stanoveni GUS, histochemické stanoveni GUS
aktivity, analyza obsahu proteint, izolace DNA, PCR, Southernova hybridizace). V kapitole
Vysledky jsou uvedeny hodnoty ziskané zregenerace rostlin po transformaci,
z fluorimetrického a histochemického stanoveni GUS aktivity, zPCR a Southernovy
hybridizace. Diskuze a Zavér srozumitelné komentuji a shrnuji dosazené vysledky. Pouzita
literatura obsahuje dostate¢ny pocet praci.

K diplomové praci nemam zadné zasadni pfipominky. Literarni ptehled (10 stran) je
zpracovan velmi dobfe s vyuzitim aktualnich udaji. Pouze doporucuji psat tecky az za citaci
autort (str. 3). Prestoze je prace zaméfena na transgenni rostliny, chybi mi v tomto piehledu
kratky odstavec o regeneraci in vitro u rododendront. Myslim, ze by bylo vhodné uvést dva

zakladni zpusoby regenerace, tj. organogeneze a somatickd embryogeneze. 1 z dlvodu, Ze



diplomantka v Diskuzi uvadi jako dal$i moZnost vyzkouset postup pies jednobunéény ptvod
transgennich rostlin.

Material a metody (13 stran) jsou popsany adekvatné a piehledng, je ziejmé, Ze metodiku
diplomantka vyborné zvladla. Mozna bych doporucila jen trochu upravit n€které vyrazy, napft. v
Tab. 2 — misto pfendano pouzit pfeneseno, ne nadrceny ale rozdrceny? vzorek, X% slouceniny
psat bez mezery, koneény objem 1 (jedné) reakce, ale to jsou jen detaily. Nutné je vSak doplnit
celé nazvy ristovych regulatori k uvedenym zkratkam (IAA, 2iP), u kanamycinu naopak zkratku
Km? (str. 15).

Vysledky (9 stran) jsou rozdéleny podle sledovanych kultivari, pod tabulkami bych
uvedla vyznam hodnoty +0,00...., jedna se o stfedni chybu priméru? Jaky statisticky test byl
pouzit, jaky byl po¢et opakovani experimentu? Doporucuji doplnit pod uvedené tabulky.

Je tkoda, 7e Diskuze (pouze 3 strany) je kratka. Myslim, Ze vzhledem k rozsahlosti
pouzité metodiky by mohla byt podrobnéjsi. Nebo spojit Vysledky s Diskuzi, protoze v n€kterych
pasazich Vysledki se uz ziskané udaje diskutuji (napf. str. 29 s uvedenou citaci Knapp et al.,
2001). Zavér je strucny, ale dostatecny.

V citacich autoril jsou drobné nepfesnosti. Str. 1 — Iwazaki, 2004, chybi et al., n¢kde za et
al. chybi ¢arka, str.7- doplnit letopo&et u Pavingerova et al., str. 36- ne Hobbs, 1990, ale Hobbs et
al., 1990. V Literatuie jsem nenasla citaci Drobnik a Ondfej (2002). Také netieba se opakované
citovat u své bakalaiské prace, staci vlastni citaci uvést jen jednou, a to pfi prvnim objeveni
v textu.

Dal$i drobnosti: str.20-po dobu 10 minut, str.14-rostlinny material jsem péstovala v in

vitro kultufe, ne vitaminy ale vitaminy, str.13-za nazvem naseho Gstavu doplnit v.v.i.

Cile diplomové prace povazuji za splnéné. Ocefiuji pfedev§im metodickou ¢ast prace, musela byt
velmi naro¢na. Nékdy chybéjici predpokladané vysledky chapu, jen samotnd in vitro regenerace
netransgennich rostlin je obtiznd, zejména metodou somatické embryogeneze z listovych
explantat. Predlozena prace spliiuje viechny podminky kladené na diplomovou préci. Autorka
prokazala znalost oboru, schopnost uvazovat tviir¢im zptisobem i adekvatnim zplsobem vysledky
zpracovat, okomentovat a shrnout. Praci povazuji za zdafilou, doporucuji ji k obhajobé a navrhuji

znamku 1.
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