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Terezy Kasalové
“Priprava in vitro kultury Dendrathema grandiflorum cv. Orinoko a jeji nasledna

transformace genem pro ACCD pomoci Agrobacterium tumefaciens”

Predlozena bakalarské prace byla koncipovana jako uvod do studia problematiky
transformace jedné z odrud chryzantémy, cv. Orinoko, bakterialnim genem pro enzym I-
aminocyklopropan-1-karboxylat deaminazu (ACCD). Jiz v uvodu je vsak tieba predeslat, ze
zdanlivé bézné téma bylo ve skuteCnosti pro zacateCnika v oborech explantatovych kultur a
transgenoze znacné narocné. Prvnim zklicovych momentt bylo jiz odvozeni aseptickée
kultury in vitro rostlin chryzantémy, jez by byla pouzitelna jako vychozi material pro
transformace. Prestoze chryzantémy jsou jednémi z nejrozsirenégjSich dekorativnich kvétin,
dostupné informace o technikach jejich aseptického péstovani a transformace jsou omezeny
na okruh nékolika kultivaru. Sterilizace rostlinnych objektt, které maji tendenci ke drevnaténi
pletiv, ke i(terym chryzantémy rozhodné patfi, nebyva jednoducha. Castou komplikaci
omezujici mozné vyuziti in vitro Kultur v dalSich biotechnologickych postupech byva vyskyt
latentnich kontaminaci a to i v pomérné ustalenych kulturach. Takovy material je pak zcela
nepouzitelny pro transformacni studie.

Pred Terezou Kasalovou tak stal nelehky ukol, v co mozna nejkrat§im ¢asovém obdobi
vyhledat G¢inny zpusob povrchové sterilizace rostlin pouzitelny k ziskani in vitro klona
chryzantémy cv. Orinoko prostych veskerych kontaminujicich mikroorganizmu. Pote
rostlinny material namnozit a vyuzit pro vlastni transformace. V kone¢ném kroku pak
prokazat pritomnost nékterého ztransgenu v rostlinach pomoci molekularnébiologickych
technik.

Jiz pii studiu literarniho prehledu a metodiky je ziejmé, ze Tereza Kasalova
pristupovala k feSeni tkolu bakalafské prace velice zodpovédné. Srozumitelnou a prehlednou
formou jsou uvedeny zakladni charakteristiky rostlinného druhu Dendranthema grandiflorum,
vektorovych bakterii Agrobacterium tumefaciens, diskové metody transformace, informace o
biosyntéze etylénu a faktorech ovliviiujicich jeho vnimani rostlinami. K této casti mam
nasledujici dotaz. Z jakych skutecnosti vychazi tvrzeni, ze diskova metoda transformace je
vhodna pii pouziti vektoru, které nevnaSeji do rostlin geny pro ristové latky, ale jen
rezistence k ruznym antibiotikim?

Material a metodika jsou uvedeny stru¢nym a vystiznym zpusobem na osmi textovych

stranach. K dané c¢asti mam nékolik dilCich pripominek, které viceméné prameni ze



skuteCnosti, ze autorka byla okolnostmi nucena radu otazek resit od pocatku zcela samostatné,
na zakladé dostupnych literarnich Gdaju a vlastnich kratkodobych zkuSenosti. V praci je
napiiklad uveden zpusob sterilizace médii s vyuzitim programu Liquid Load, avSak bez
uvedeni tdaje o tlaku ¢i typu pouzitého zatizeni. V tabulce slozeni kultivacnich médii (3.1.4)
jsou uvedena slozeni syntetickych substrati pro péstovani rostlin a jejich Casti pro rizne
ucely. Velmi pravdépodobné vétsina z téchto idaju byla pfejata a proto mél byt citovan jejich
zdroj. Tim se prejimajici subjekt mize vyhnout i nékterym faktickym vytkam. V daném
pripadé je totiz ponékud piekvapujici skutecnost, ze v médiu pro indukci tvorby pryti
(metabolicky a energeticky narocny proces diferenciace organii) nejsou obsazeny vitaminy,
zatimco pro kultivaci rostlin (viceméné jiz zcela autotrofni jedince) jsou tyto soucasti bézneho
média. Obdobné je tomu ziejmé i v pripadé oznaCovani meédii: CHRI (pro kokultivaci
segmentli s bakteriemi) a hormonalné i jinak odliSného CHRI1 5.8 (pro kultivaci
regenerovanych pryti). K ¢emu se vztahuje koncentrace 4 % roztoku Domestosu, bylo
skuteéné k povrchové sterilizaci pouzito 25nasobné fedéni Cinidla? Je také zvyklosti, ze
v piipadé pouziti méné obvyklych slozek ¢i postupt autor uvadi divod (napf. pfidavku
MgSO0, ‘7TH,0). To jsou viak zalezitosti, na které by za normalnich okolnosti v¢as poukazal
skolitel. Stejné, jako by od pocatku nastinil optimalni sled ¢innosti (napf. nejprve stanoveni
meznich koncentraci kanamycinu pro selekci transformantu a teprve poté pokrocit k vlastni
realizaci transformacnich experiment apod.), doporucil vhodnou literaturu (napi. Teixeira da
Silva 2002 se mj. zabyva technikami zakladani in vitro kultur chryzantém) a upozornil na
pouzivani spravné terminologie. Je tieba se vyhybat takovym terminim, kde dochazi ke
spojovani Ceskych predpon s cizim slovnim zakladem, vyznamovym duplikacim apod., jako
napiiklad vyrazim: ,zregenerovany®, ,zcentrifugovan®,  vyizolovana®, ,vyselektovanych®,
apod. Pozitivni vliv Skolitele specialisty v Casti vénované molekularnim analyzam
transformantu je naproti tomu dobfe patrny.

Vysledkova ¢ast vcetné kvalitni obrazové dokumentace zaujima 7 stran. NaroCnost
prace, potieba pomérné rychlého postupu vyvoje metodiky a omezeny Casovy interval pro
realizaci experimenti prili§ nedovolovaly provadét jejich opakovani, presto by vSak méla byt
dodrzovana zasada minimalné tfi opakovani pro kazdou variantu v ramci pokusu. Z tohoto
divodu prace nezahrnuje vice zevieobecnéni ani statisticka vyhodnoceni pokust, ktera by
jinak byla mozna.

Na druhé strané je tieba vysoce ocenit samostatnost Terezy Kasalové a mimofadné usili,
které veénovala zdarnému dokon&eni prace. Studentka dokazala i za danych nepfiznivych

okolnosti dosahnout vyty¢enych cili prace, tj. odvozeni aseptickych kultur chryzantémy cv.



Orinoko, ziskani cetnych rostlinnych regeneranti pochazejicich z transformacnich pokusu,
jejich dalsi selekce i molekularnich analyz riznych typu transgent. Zavéry jsou adekvatni
ziskanym Udajum a jsou skutecné dobfe interpretovany. Diskuze je vécna avSak nékdy
ponékud strucngjsi, vzhledem k tomu, ze tada aspektu byla jiz diskutovana v predchozich
castech. Tereza Kasalova v ni kriticky hodnoti zejména vlastni dosazené vysledky ve srovnani
s literarnimi udaji. Je tieba zduraznit, ze z celé prace je dobie patrna snaha o co nejpiesnéjsi
odborné vyjadiovani, vérné postihnuti skutecnosti jakoz i vyvozeni odpovidajicich zavéru. Je
potésitelné, ze 1 zavérecna redakce bakalafske prace byla provedena velmi peclivé. Obrazova
dokumentace je kvalitni, k dobrému dojmu prispiva ctivost textu i skutecnost, ze v celé praci
je jen velmi malo preklept ¢i drobnych nesrovnalosti. Jen ojedinéle se vyskytuji drobné
nepiesnosti ve zpusobu citovani pouzité literatury

Autorka v omezeném casovém limitu daném dobou od zadani tématu prace 1 pres Cetné
obtize spojené s dlouhodobou absenci vedouci prace, si osvojila fadu metodik a ziskala
vysledky dobfe srovnatelné sjinymi autory. Za vyznamné z hlediska dalSiho rozvoje
problematiky i potencialni vyuzitelnosti povazuji zejména potvrzeni moznosti vyuzit in vitro
kultur chryzantémy cv. Orinoko pro transformacni pokusy, ramcove vymezeni koncentraci
vhodnych k selekci transformantt, jakoz 1 moznosti ziskani transgennich jedincu ze
zaclenénym genem pro ACCD.

Vzhledem k tomu, ze bakalaiska prace Terezy Kasalové po vsech strankach spliuje
pozadovana kritéria, pIné ji doporucuji k obhajobé. Praci hodnotim jako kvalitni a pfinosnou.
Doporucuji ji klasifikovat znamkou vyborné.

V Ceskych Budgjovicich, dne 23.1.2006
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