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Ukolem doktorandky bylo ,,oteviit moznost studia“ role RabGDI proteinti. K tomu si zvolila
dobfie rozpracovany rostlinny model Arabidopsis thaliana a u této rostliny méla vyhledat
mutanty v pfisluinych genech a provést jejich genetickou analyzu. Soustiedila se na tfi zname
geny AtRabGDI rodiny, pro jejichZ analyzu identifikovala T-DNA mutace v pfislusnych
databazich. V kone¢né analyze se vybér tykal dvou z téchto genii, GDI1 a GDI2, u nichz
provadéla standardni genetickou analyzu pfenosu inzeréni mutace do dalSich generaci po
riznych typech a smérech kiizeni.

Z tvodu prace je ziejmé, Ze se doktorandka orientuje v problematice funkce studovanych
genil a jimi produkovanych proteind a to nejen v rostlinné buiice, ale i obdobnych gent u
jinych organismi. Je to odraz $kolitelského pracovisté, které dosdhlo vyznamnych vysledku
v identifikaci genu AtGDI1 kédujiciho rab specificky GDI disocia¢ni inhibitor. K uvodu, ktery
zahrnuje asi 23 stran nemam pripominky. Jedna se o velmi specifickou oblast struktury a
funkce rabGTPaz a autorka v Givodni ¢4sti shrnula dosavadni poznatky, i kdyz dale se zabyva
pouze* genetickou analyzou pfislusnych gent. Slovo ,,pouze” je zimémé v uvozovkach,
protoZe mnoZstvi prace, které vedlo ke splnéni cili prace bylo opravdu uctyhodné a jen ten,
kdo sam provadél hybridiza¢ni pokusy s inzerénimi mutanty Arabidopsis a hodnoceni
nasledujicich generaci, si dovede predstavit, jaké obtiZe musi experimentator piekonavat.
Maém na mysli nejen samotné kiiZeni u Arabidopsis, ale piedevsim sledovani inzertu a jeho
osudu v potomstvech kiiZeni, problémy kosegregace selektovatelného markeru s vlastni
mutaci, vyuZiti reportérovych genii apod. Autorka se zmifuje o potiZich, se kterymi se
potykala hlavné v za¢atku experimentalni prace, kdy neméla pfesné informace o pouzitém
rostlinném materialu a optimalizovala pouzivané molekularni techniky. V praci jsem
vysledovala, jak s postupem ¢asu ziskavala doktorandka zkusenosti, takZe lze celkové fici, Ze
osvédeila pouzivani rozmanitych soucasnych metod molekularni genetiky véetné vyuZivani
informaci z internetovych databézi. Piesny popis provedeni metod neni ani tak zalezitosti

oponovani, nybrz slouzi hlavné nasledovnikim, ktefi hodlaji tyto metody opakovat.



Bohuzel jsem v metodach postradala stranku, ktera popisuje vlastni techniku kiizeni. Ta je
dosti podstatnou pro vlastni praci, i kdyz se z vysledk® a komentaiti k nim da odvodit, Ze ¢etna
kiiZeni se provadéla bez kastrace.

V kapitole Vysledky, ktera je nejobsahlejsi kapitolou v celé praci (30 stran) uvadi identifikaci
inzerénich mutantii gdi/ a gdi2 z kolekce linii z MPI v Koling, ktera vznikla po aktivaénim
»taggingu®. S témito mutanty pak doktorandka dale pracovala. Z prace neni zcela jasné, kdo je
autorem struktury zminénych dvou gent (obr. 6). Autorka zmifluje metodu ,,plazmid rescue™ ,
ktera se provadéla za ucelem tohoto zjisténi, ale jaky je jeji podil a zda se na tom podilela pfi
pobytu v MPI Kolin neni ziejmé.

Kfizeni a naslednou genotypovou analyzu mutanta gdi/ provadéla pomoci PCR, kterou po
pocate¢nich obtizich dobfe zvladla. AvSak detekce inzerce T-DNA pomoci Southernovy
hybridizace, jak je znazornéna na obr. 9 je nepriikazna; prouzky, spise skvrny, jsou malo
¢itelné — takovyto obrazek by se v publikaci nedal pouzit. Autorka se zmifuje o tom, Ze
»vylucovala F1 ze 3euli, v nichZ nedocilila kompletni cizospraseni* a Ze poté uz bylo $tépeni
rezistentnich a senzitivnich rostlin 1:1. Jak to vylu¢ovani konkrétn& provadéla? V této
souvislosti by mne také zajimalo, zda byla u reciprokého kfiZeni pfevaha S rostlin. Dale se
pise o pokusu, zavést recesivni marker glabra pro detekci uspésnosti kiizeni. Jak to dopadlo?
Geneticka analyza rostlin s genem GDI2 byla problematicka vzhledem k selektovatelnému
markeru. Tento systém je pracny a malo efektivni a nelze se spolehnout na kosegrega¢ni
analyzu. Tento problém je vieobecné znamy a vysledky neo¢ekavané segregace jsou
nejCastéji piipisovany umlCovani transgenu. Pfi nasi praci s rekombinaéni analyzou inzerénich
embryonalné letalnich mutantii s morfologickymi markerovymi liniemi pro jednotlivé
chromozomy Arabidopsis jsme vy¢islili tento ubytek transgennich rostlin oproti oekavani
(tzv. fenotypovy drift) v riznych kiiZzenich na 0,4 — 0,9, tzn., Ze 40 az 90% gamet hybrida F1
ztraci T-DNA mutaci ¢i ztraci schopnost jeji exprese. To samoziejmé vede k takovym
zménam v Cetnostech fenotypt/genotypti v F2, Ze nelze takovato kiiZeni pouzit pro standardni
rekombina¢ni mapovéni. Proto chapu problémy, se kterymi se autorka setkala i pokusy o
vysvétleni nestandardnich $tépnych poméri uml¢ovanim geni ¢i piitomnosti dalSich inzertu.
Nerozumim vSak vété na str. 50 ,,Kvuli riziku interference dvou inzerci v geonomu gdi2
mutanta nebyly provadény Zadné experimenty s potomstvem 1. generace gdi2 mutanta, ale aZ
s potomstvem ziskanym kfiZenim s gdi/ mutanty.“ Po kiiZeni s gdi! toto riziko nehrozilo?
Vzdyt' 1. generaci analyzovala na ptitomnost inzertu a kosegregaci, tedy provadéla
experimenty — asi se tim myslelo, Ze neprovadéla kiiZzeni. Dal$i moje poznamka se tyka toho,
Ze uvadéni poméru 2:2:2:2 samo o sobé nema smysl, az teprve kdyz je uveden kompletni

genotypovy §tépny pomér dihybrida v F2.



Dalsi poznamky:

- pro zpétné kiizeni se v genetice pouziva symbol B1 atp.,

- genotyp gdil+/- gdi2-/- neni dvojity hybrid, jak je v praci uvadéno; je to dvojity mutant, co
se ty¢e fenotypu,

- autorka se nevyhnula n&kterym anglicismiim zabudovanych do ¢eskych texti, jako
rescuovany plazmid, sense primery, Southern bloty apod.

Jinak po formalni strance jsem nalezla v praci jen ojedinélé formalni chyby.

Znovu musim konstatovat, Ze je tieba ocenit velké mnozstvi vysledkd, které autorka ziskala a
proto nebylo snadné shrnout tyto vysledky a pfedevsim vyvodit z nich patfiéné zavéry.

Z tohoto uhlu posuzovana ¢ast Diskuse se mné jevi jako velmi zdafild. Doktorandka zasadila
své vysledky do Sir§iho kontextu, konfrontovala je s vysledky jinych autorti a vyvodila zavéry
o funkci obou studovanych genti. Dilezité je i zjisténi, ze dvojnasobni homozygoti pro
mutantni geny jsou embryonalné letalni.

V préci ani v autoreferatu jsem nenalezla udaj, zda vysledky byly publikovany a v jakém
Casopise, coZ je podminka pro piedlozeni prace k ziskani titulu Ph.D. O¢ekavam tuto
informaci jako soucast oponentniho fizeni a s timto dodatkem mohu konstatovat, Ze prace

splituje poZzadavky na doktorskou diserta¢ni praci.
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