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Transformace lilku bramboru genem kédujicim prodegznhibitor SPI-2

Cile prace

Cilem diplomové prace bylo vytiib linie modelového kultivaru lilku bramborsolanum
tuberosuntv. Desired transformovanéizné upravenymi variantami gersPI-2 ktery koduje
inhibitor bakterialnich a houbovych serinovych péas. Tento inhibitor jeiftomen v
hedvabnych vlaknech zaug voskovéhoGalleria mellonelld. Vychodiskem préace byl
predpoklad, ze iitomnost inhibitoru proteaz utlunii potlati infekci nkterymi patogeny, nelvo
nebudou schopni efektigrvyuZit proteiny hostitele ke svémiistu a mnoZeni.

Struktura ( €lenéni) prace
Rozsah prace (get stran): 79
Je uveden anglickydesky abstrakt a klova slova? ANO

Formalni aroven prace (obrazova dokumentace, grafika, text, seznamatitiey)

Prace ma péebnou formalni aroveprace, v textu je minimumigklep (jako nap.
»vyzualizovany“ na str. 54, nebo pouZzivani slovogf@nni a biogenni misto abioticky a
bioticky na str. 13).

Logicka stavba a jazykova urova prace

Ob¢as neobratné formulace (rfapa str. 10 v prvni&té obrat “... z\&tSit kvantitu
péstovanych plodin” by bylo vhod§gi nahradititeba slovy “zvysit vynos™i vyjadieni na
str. 16: ,,.. nag. drdha spoudha kyselinou jasmonovou a draha spé&udtkyselinou salicylovol
mohou fiisobit antagonisticky...” budi dojem, Ze tyto dralis@bi proti sob (tj. oslabuji
obrannou reakci). Jazykova Uragverace je velmi dobra, nasel jsem jen par drobngstéském
textu nepiSeme u nadzwrganisni velka pismena (str. 13: ,,. ipdevsim Mandelinka
bramborova®; preferoval bych spiSe hexa-histide¥, hexa-Histidin; veddeckém textu by ma
byt jednotna forma psani terniifv textu se vyskytuje na dvou mistech i terminsitiggovany
protein®).

Str. 20 — ,,...jednak existuje zde jiz zngfre riziko vzniku rezistence patogenu na aplikovany
fungicid...” nebyla v pedeslém textuibec zmigné riziko vzniku této rezistence — ze by
neopatrné zkracovani textu?

Literarni p fehled:
Odpovida tématu a je logickieren? ANO
Je napsan srozumitéth ANO
Jsou pouzité literarni zdroje dostaté, relevantni a aktualni? ANO
Jsou literarni zdroje ¢etné obrazki) v praci sprava citovany? ANO

Material a metody:




Ste pouzitych metodik.  Odpovida.
Odpovidaji popsané metody prezentovanym vysle@k Odpovidaji.
Jsou metody srozumitélpopsany?

Ano, ale s malymi vyhradami:

dal bych pednost jinakazenym podkapitolam — nap elektroporaci je psana nasledna
kultivace na pevhistanovenych antibiotikach <#ifpm tohle zavisi na typu rezistence, ktery
obsahuje vnaseny vektor (plazmid) — tj. logickyrila predchézet podkapitolam popisujici
elektroporace podkapitola pouzitych vekitor Nebo v kapitole 4.4 — Prace s proteiny je barvg
Ponceau S aZ jako posledni podkapitolditem by logicky ngla byt pred detekci proteinna
membrag — tedy ped blokovanim vazebnych mist na membrsusSenym milékem.

Str. 37: 4.2.7. dle mého nézoru vektor i fragmeyty brecisteny pomoci izolace DNA

z agarézoveého gelu (podkapitola 4.2.4). Pokud p&Saaze byly fecisteny pomoci
elektroforézy, tak jde o négsné tvrzeni (existuje vic metod, jak |ze DN&gstit pomoci
elektroforézy).

Str. 47: 4.4.4.4- Barveni Ponceau S — chybi sloetoku

Experimentalni ¢ast:

Je vysvtlen cil experimerit? Ano.

Je dokumentace vysladikdekvatni? Ano.

Je mnoZstvi provedenych experintetst&ujici?
Ano, je vickt, Ze bylo provedeno hodiprace. Jen drobnou poznamkiast textu v kapitole
»Vysledky" by spiSe nalezel dagdchozi kapitoly ,Material a metody” - byla by pak
dokoncettivejsi (nag. podkapitola 5.4. neobsahuje Zadny vysledek +jetodicky postup).

Diskuze:

Je opravdu diskuzi, nejde jen o konstatovarstmlah vysledk? Ano, jde o doie
napsanou diskuzi.

Jsou vysledky porovnavany s literaturou? Ano.

Jsou uvedenydmké hypotézygi navrhy na dalsfeSeni problematiky? Ano.

Zavéry (Souhrn):
Jsou za&kry podlozené vysledky? Ano.
Jsou vystizé formulovany?  Ano.

Splnéni cila prace a celkové hodnoceni:

Cile formulované na str. 12 byly dle mého nazoiln&yy. To, Ze u vyslednych
transformovanych linii nebyly detekovany SPI-2 pioy a to i pesto, Ze byly nalezeny
odpovidajici transkripty, neni bohuzel nic zvla$tna autorka zkusila t&hvsechny
proc tyto SPI-2 proteiny nemusely byt akumulovany vigbhém mnozstvi. Navic velmi
ocdiuji, ze se Bhem prace pod#do zoptimalizovat metodu regenerace firgtkalusi po
transformaci brambor, coz jéstirychli dalSi experimenty v laboréaigkolitele.

Také proto hodnotimipdloZenou praci pozitivna doporduiji ji k obhajole.

Otéazky a pripominky oponenta:

Str. 44 — Tab. 4.22 — u 15% gelu chybi u Tris-H®lamita a pH, vysétlete, pr@ se pouZilo 2,87




ml vody a ne 2,8 ml (tj. 4,8 ml z 10% gelu minusihatistu monomer v 15 % gelu).
Str. 46 — podkapitola 4.4.4.Xdnhos proteifi na membranu — pége slozeni transferového pufri
az v kapitole 4.4.4.2 (Tab. 4.26)? Preni aspd uveden odkaz na Tab 4.26? Opravdu byl vz
nastaven popsany proud? Obvykle se stanovuje &likoudu podle velikosti membrany (tj.
nap. 0,8 mA/cnt membrany).

Str. 35: Tab 4.12: nejsou vy&leny zkratky — RT je pravgbodobré pokojova teplota, ale co
znamena teplota ,,C*?

Str. 47: 4.4.4.4- Barveni Ponceau S - obvykle sei lpted blokovanim membréany (tedyiiqul
vizualizaci proteifi na filmu), protoZe po blokovani uz nelze detekgedhotlivé prouzky,
protoZe jsou veSkeré mista na membnavazany blokanim pufrem (teba 4% mlékem).
OvsSem, vypada to, Ze jstégsto pouzili barveni Ponceau S aZ po blokovanz —sti. 54:
.Proteiny s hexa-Histidinovou kotvou byly na memigayzualizovany protilatkami a pomoci
luminiscence v ECL systému. Naslédryla membrana obarvena pomoci Ponceau S (ukazk
Obrazek 5.7)." Mizete prosim vysitlit, jak je mozné, ze se zobrazily prouzky i pokavani
membran 4% mlékem?

Obr. 5.3 a 5.4 — jak si vystlujete tak nizké koncentrace §geného SPI genu, Ze musel byt
pouZzit program na zvyra#ni odpovidajiciho prouzku?

Jaky fistroj byl pouZit pro sniméni obrazu obarvenychi ¢€BB, stibro) ¢i membran (Ponceau

S)?
Str. 54: pré byl pouzit, jako ukdzka gelu obarveného CBB, gekpntovany na Obr 5.5, u
kterého se Spatrrozcilil MW standard a negativni kontrola? Takhl€tng nemize ow&iit,

kde je teba prouzek odpovidajici 10 kDa (kdyz SPI-2 ma&jj&da). Radji bych vidl gel bez
mechanického poskozenii&e pro dokumentovani gelpouzivejteterstvy nevysuseny gel
(nejlépe na kalibrovaném densitometru) — jd€jzak ziskat nejvice informaci.
Obr. 5.8 — ozngeni MW prouzku markeru neodpovida MW ragichozich obrazcich
Str. 65 — 6.1 —eti odstavec — data v prvnich dvaitach by si zaslouZily citaci (Nirmala et al.
2001).
Zkouseli jste koncentrovatipadné produkované SPI-2 proteiny pomoci His-Tautaf
kolonky (nap. Ni-NTA)?
Zkouseli jste inkubovat membranu s filmem delSid¢{® 10, 15 min) — aby se zvysil
piipadny signal? Na Obr. 5.8. je ten signal na K+aegu minimalni.

Dle mého nazoru, lepSim gelem pro vizualizaci 4 kibeeinu jsou rozhodmmaximalré
koncentrované gely. V ukazkach @gou jen vysledky z 10% SDS-PAGE? Pokud ano, |
ukéazat vysledky zsth 15% gel? Ze na obrazcich nevidim posledni prouzek marru
kDa). Pr@ na gelech ani na membganbarvené Ponceau S nenidtidelo elektroforézy? Je
to kwvili ofezu, neb@elo vzdy vyputovalo ven z gelu?
A jeden laicky dotaz — pokud se inhibitory prot&éani rostlina oZeru, nejsou pak potravif
se zvySenym obsahewrcthto inhibitofi nevhodné (malo stravitelné) i pro lidi? Viz. €6:

.. ,ale propijcuje mu i schopnost slalnhibovat trypsin...".

y

Navrh hodnoceri oponente (znamka nebude séésti zvéejrénych informaci)

[ ] velmi dolye
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