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Predmétem predlozené bakalafské prace bylo vyhledani vhodnych experimentélnich
podminek umoziujicich dosazeni stabilni transformace embryogennich kultur smrku
ztepilého pomoci biolistické metody a modeloveho plazmidového konstruktu se signalnim
genem pro bakterialni P-glukuronidazu (GUS). Toto atraktivni a aktualni téma bylo
podpofeno nejen ekonomicky ze strany souvisejiciho grantového projektu GA CR, ale i
jasnou koncepci reSeni. Jak se vSak ukazalo i v samotném prubé&hu prace, jedna se o ukol
znacné nesnadny. Techniky explantatovych kultur a genetickych modifikaci lesnich drevin
skytaji, 1 pres jisty pokrok dosazeny zejména v poslednich dvou desetiletich Cetné obtize,
které je mozné obvykle pfesnéji vymezit az v prubéhu vlastnich pokusu s konkrétnimi
genotypy a za danych podminek pracovisté. Pro zdarné splnéni ucelu prace bylo nezbytné
zvladnuti fady technik jako im vifro kultivaci embryogennich kultur, vyhledani vhodnych
selekénich agens, vymezeni parametri zafizeni pro biolistiku, detekce GUS a statistické
zpracovani ziskanych dat, odpovidajici prace s literaturou a interpretace vlastnich vysledka.

V pomérné rozsahlém literarnim pfehledu autorka uvadi vycet metod pfimé a neprimé
transformace rostlin, nejcastéji vyuzivanych systému selekce transgennich bunék a jedinct a
alternativnich selekci. Piehled transformaénich postupt uzavira zhruba dvojstrankovy vycet
technik a vysledku dosazenych pii genetickych modifikacich jehli¢natych drevin — konifer.
Samostatna podkapitola je vénovana problematice vyuziti genetického markeru pro GUS.
Literarni prehled je zpracovan se znalosti véci, byt v nékterych ohledech méla autorka pozici
ulehenu existenci Cetnych Ceskych zdroji (zejména monografie Ondiej a Drobnik 2002,
bakalaiské a magisterské prace na BF, PiF a ZF JU vénované transformacim rostlin). Skoda
jen, ze se Klara Kolarova do zna¢né miry pridrzela vzitého klisé uvadeéni dostatecné znamého
a nékterych ohledech jiz prekonaného prehledu metod transformace a neposkytla vice
prostoru zajimavym problematikam somatické embryogeneze a transformace lesnich dfevin. |
tak je vyCet uvadénych literarnich zdroji na bakalarskou praci rozsahly, zahrnuje 6 stran
Gplnych citaci.

Kapitola Material a metodika se zabyva postupy péstovani a ovérovani citlivosti dvou
kmeni embryogennich kultur smrku ke ¢tyfem typtim selekCnich agens (paromomycinu,
kanamycinu, hygromycinu a D-mannoze) a predev§im transformaci smrku s vyuzitim
mikroprojektili. K této ¢asti mam fadu pfipominek a dotazti. V pfipadé uvadénych slozeni

kultiva¢nich médii by, pfi daném zpusobu zapisu (napt. 1 ml glycinu, 5 ml BAP, u E média



navic na 350 ml), bylo spiSe na misté oznaceni ,,zptusob piipravy...“. Ponékud nestandardni je
i zplsob uvadéni koncentraci zasobnich roztoki (zasobni roztok o ¢ = 200 mg/100 ml;
koncentrace =), prestoze z faktického hlediska je spravny (bézna forma zapisu: zasobni roztok
200 mg/100 ml), obdobné pH=7 (misto pH 7) na str. 22, termin , pfendala“, apod. Latka na
ztuzovani médii je v celé praci chybné oznacovana jako Gerlit, zatimco jeji spravny nazev je
Gelrite. Rada skute&nosti neni v metodice jednozna¢né definovana. V bod& 5.1. na str. 15
,Testovani senzitivity na selek¢ni latky* autorka pouze nepfimo naznacuje (,Na Petriho
misky ...s 20 ml Erikssonovym médiem ..a pfidanou ur€itou selek¢ni latkou®), ze provadéla
testovani na Erikssonové médiu (E), to vSak jiz neni ani jako selekéni médium v Casti
»Slozeni média E“ oznaCeno. V dal§im textu je pro zménu uvadén pouze termin , selekcni
médium* bez pfidomku E. Snaha o ,uspornost* se projevuje i viadé jinych sdéleni a je
zdrojem zbyteCnych nejasnosti, stejné jako v dusledku zamén termint ,transformace”,
Jtransformovat“ (jako proces k dosazeni cilené genetické zmény), a ,transformacni
experiment™ (obsahuje i netransformované kontroly). Diky tomu jsou napiiklad popisy
schémat jednotlivych biolistickych pokust tézko srozumitelné, pokud vibec poskytuji
dostate¢né vysvétleni pouzitych pocti Petriho misek v ramci jednotlivych variant. Co je
minéno kupiikladu terminem ,vzorek™ v nepfili§ logické véte | Kazdou variantou podminek
jsem transformovala 6 vzorkd* v prvnim a druhém fadku shora na str. 21? Petriho miska,
pletivo? Ma termin stejny vyznam i v nasledujici vété , OdliSny byl také pocet kontrolnich
vzork“? Protoze dana bakalafska prace byla napsana v Ceském jazyce, bylo by jisté na misté,
obdobné jako v jinych Ceskych odbornych sdélenich, pokud mozno uvadét i Ceské terminy
(nutné se nemusi jednat o doslovné preklady) pro soucasti zarizeni (zde napf. pro biolistiku).
Uplné piejimani anglickych oznaleni s Eeskymi koncovkami (kupf. nosi¢ rupture diskd,
kovova Cast nosiCe stopping screent a macrocarrieri) zde rozhodné nepfispélo k vyssi
srozumitelnosti vykladu a zbytecné snizuje vahu dila. Stejn€ tak nekteré véty jako: 18 pg
zlatych partikuli o velikosti 1 pm byly zihany pfes noc (12 hodin) pii 180 °C.“ nejenze
postradaji shodu podmétu a prisudku, ale 1 bez dalSiho vysvétleni vznasi nové a nevysvétlené
otazky (Zbaveni Castic moznych kontaminaci mikroorganizmy a DNA? Nejsou tyto ani po
dvanactihodinovém Zzihani dostatecné sterilni?). Jednalo se v pfipadé plazmidu o konstrukt
shodny s tim (GUSInt), ktery vytvofil Vancanneyt et al. (1990)? Alesponi ¢astené schéma
konstruktu na vysvétlenou by bylo prospésné pro mnohé zajemce o praci.

Zasadngj§i je vSak skuteCnost, ze prakticky zcela chybi vysvétleni, pro¢ byly urcité
metodické kroky ¢inény. Co vedlo k rozhodnuti testovat citlivost embryogennich kultur na E

médiu? Filtraéni papir na povr§ich médii mél zfejmé usnadnit vazeni kalusi. Byl snad jiny



divod? Byly autorkou ¢i jinymi autory zjistény néjaké rozdily v citlivosti smrkovych
embryogennich kultur péstovanych na vrstvé filtracniho papiru a pfimo na médiu k selek&énim
latkam? V praci zcela chybi vysvétleni, které faktory pfispivaji k vyzravani somatickych
embryi a proristani rostlin, miize je autorka uvést ve své odpovédi? Od véci by nebyl ani
struny popis morfologie somatickych embryi (SE) konifer, ktera se ponékud li§i od bézného
obrazu SE typickych pro dvoudélozné rostliny.

Rada pfipominek je i k pouzitym metodikam pokust. Napiiklad pfi zjistovani pFirozené
citlivosti/tolerance vychozich embryogennich kultur smrku vii¢i vybranym selek&nim latkam
byl uzit pouze minimalni rozsah pokust (2 ks Petriho misek s celkem 3esti inokuly kultur na
variantu), navic bez opakovani v Case. Proto takto ziskané vysledky nemaji potfebnou
prukaznost a je tfeba je povazovat pouze za predbézné (viz i vyznamné rozdily mezi
nulovymi variantami pro rizné selektivni latky). To nic neméni na zjiSténi inhibi¢nich efektu,
avSak porovnani miry inhibice ristu vlivem napf. kanamycinu a hygromycinu je za dané
situace vice nez diskutabilni. Na druhé strané dosazené vysledky i bez toho, ze by byla
potvrzena stabilni transformace embryogennich kultur smrku jsou dobrym vychodiskem pro
dalsi praci. Autorka potvrdila nejen rozdily v citlivosti dvou rozdilych kloni kultur
k selektivnim latkam a vytipovala antibiotikum kanamycin jako pouzitelné agens (mj. jiné pro
jeho vyrazné niz8i toxicitu vuci Clovéku a zvifatim), ale i mozné rozdily v jejich
transformovatelnosti na zakladé zjevnych odliSnosti v projevu doCasné exprese transgenu pro
GUS. Na tomto zakladé byly také vymezeny pouzitelné parametry zatizeni pro biolistiku.

Diskuze je do zna¢né miry orientovana na vlastni vysledky a jen v malo pfipadech jsou
tyto porovnavany s vysledky jinych autorti. Zavéry jsou adekvatni rozsahu a charakteru prace.
I pfes zminéné nedostaky je vSak dobfe patrna snaha autorky o objektivitu a kvalitni redakci
celé prace. Seznam pouzité literatury i pres svilj znacny rozsah obsahuje jen minimalné
drobnych nepfesnosti.

Bakalafska prace Klary Kolafové bezpochyby splnila sviij cil a proto ji doporucuji

k ohajobé. Praci hodnotim jako pfinosnou a doporucuji ji klasifikovat znamkou velmi dobre.
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