Oponentsky posudok na dizerta¢na pracu Mgr. Lucie Fischerove;j

»Somaticka embryogeneze smrku ztepilého (Picea abies(L.) Karst.).*

Dizertatna praca je zamerana na Studium procesu somatickej embryogenézy Picea abies,
zahriiujuc metabolické, molekularno-biologické a Struktirne aspekty. Vysledky prace tvori
subor 4 publikovanych prac a jeden rukopis zadany do tlace. Okrem tychto publikacii praca
obsahuje  uvod, ciele, literarny prehlad, diskusiu, zévery, zoznam literatiry, zoznam
priloZzenych publikacii a prezentacie na konferenciach. V ivode autorka zdoraznuje vyznam
Studia procesu somatickej embryogenézy z teoretického hladiska a z hl'adiska praktickej
aplikacie. Prakticka aplikdcia somatickej embryogenézy vyzaduje dokladné teoretické
vedomosti o celom procese, z ¢oho vyplyva ze predloZzend praca je nielen vyznamna
teoreticka Studia, ale ziskané vedomosti st vyuZitel'né aj v praxi.

Literarny prehl'ad sa ststred’'uje na tému prace. Autorka spracovala problematiku somaticke;j
embryogenézy od indukcie, po proliferaciu, maturaciu, desikaciu a klicenie. Vybrané kapitoly
literarneho prehladu sa sustred’'uji na vyvin somatickych embryi a porovnanie zygotickej
a somatickej embryogenézy. Tato kapitola je spracovand podrobne a obsahuje relevantné
najnovsie udaje ale aj prace publikované v skorSom obdobi. Autorka spracovala literarne
udaje precizne a v tejto forme podava uceleny obraz o problematike.

Popis materidlu a metodika sa nachadzaji v obsiahnutych publikdcidch a st podrobne
popisané.

Prvé praca zaradena ako vysledok sa zaoberd s vyvinom somatickych embryi, zameriava sa
najmi na u¢inok PEG-4000 na proces maturacie, pricom nejde len o jednoducht kvantifikéaciu
somatickych embryi, ale o ich presnt anatomickl charakterizaciu v jednotlivych vyvinovych
fazach. Kvantitativna anatomia a tieZ histochémia vystizne charakterizuji dozrievajuce sa
somatické embrya. Vysledky dokazujt, ze PEG-4000 v optimalnej koncentracii (3.75%) ma
priaznivy U¢inok na proces maturacie Studovan¢ho genotypu embryogénnej kultury.

Dal$ia praca sleduje dynamiku obsahu uhlohydratov v somatickej embryogenéze. Pocas
vyvinu somatickych embryi nastavaji vyrazné zmeny v obsahu uhl'ohydratov v samotnych
somatickych embryach, kym v proliferujiicej kultire neprebiehaju zésadné zmeny. Z toho
vyplyva, Ze tieto zmeny su vyvolané samotnymi vyvijajicimi sa somatickymi embryami.
Vzhladom na to, ze somatick¢é embryd sa vyvijaju bez pritomnosti zadsobného organu

(megagametofyt), je potrebné urcita endogénna hladina rezervnych latok.



V experimentoch autorka originalne riesila kultivaciu embryogénnych pletiv v tekutom médiu
— pouzila nosice s polypropylénovou membranou, nestce pletivo na povrchu tekutého média.
Tato kultivacia umoznila tuspesny vyvin somatickych embryi, synchronizéciu vyvinu
a skratenie doby maturacie. Tento vysledok povazujem za vyznamny, vzhl'adom na to, Ze
maturacia somatickych embryi v tekutych médidch je malo tspeSna takmer pri vSetkych
testovanych druhoch ihli¢natych drevin. Vysoko hodnotim usilie autorky o snahu
identifikovat’ marker ,,spravneho* vyvinu somatickych embryi. Identifik4cia takého markeru
by mohla prispiet’ k objasneniu rozdielnych reakcii jednotlivych genotypov embryogénnych
kultar ihlicnanov na kyselinu abscisovi poCas maturacie. Autorka na zdklade Studii na rovni
molekularnej biologie za takyto marker povazuje gén PaVPI1, ktorého expresia sa vyrazne
zvySuje v embryogénnej kultare s vysokou regenera¢nou kapacitou.

Napriek tomu, Ze autorka v priloZzenych publikaciach diskutovala vysledky experimentov, do
prace zaradila samostatnu kapitolu ,,Diskuze®, ¢o osobne hodnotim vel'mi kladne. V tejto
kapitole autorka porovnava vysledky vlastnych experimentov s vysledkami z dostupnych
literarnych tidajov, a diskutuje ich v $irSich suvislostiach vednej discipliny. Autorka v diskusii
preukazala schopnost’ sprdvnej interpretacie faktov ana zdklade vlastnych vysledkov
a literarnych udajov hl'adat’ vysvetlenie na Studovany proces.

Praca obsahuje zavery (12 bodov), ktoré su vac¢Sinou zhrnutim vlastnych experimentov.
Zavery svedcCia o tom, ze pocas experimentalnej prace autorka presne sledovala vytycené
ciele, ktoré splnila v stanovenom rozsahu.

PredloZena praca je spracovana na vysokej odbornej urovni, a obsahuje originalne vysledky,
ktoré boli uz publikované vo vyznamnych medzinarodnych casopisoch, alebo st zadané do
tlace. Praca je cennym prinosom do vednej oblasti in vitro kultur, Specificky do oblasti
somatickej embryogenézy ihlicnatych drevin, a prispieva k objasneniu najmid matura¢ného
procesu, ale celkove aj vyvinu a diferenciacie somatickych embryi konifér. Okrem publikacii
v Casopisoch, vysledky prace boli prezentované na konferenciach v domacom prostredi a v

zahranici (celkove 29 konferenénych prispevkov).

K praci mam nasledovné pripomienky a ndmety do diskusie:

Literarny prehl'ad zahfiia vSetky aspekty somatickej embryogenézy ihli¢natych drevin.
Napriek tomu, pri popise vzniku somatickych embryi (str. 19) mi chyba interpretacia vzniku
somatickych embryi tzv. cestou diploidnej partenogenézy (Havel a Durzan: Apoptosis during
early somatic embryogenesis in Picea spp. In: Somatic Embryogenesis in Wood Plants, Vol 4,

Kluwer Academic Publishers, Dordrecht, 1999).



Povazuje autorka =za sprdvne pouzivat vyraz proembryo pre somatick¢é embrya
v proliferujucej kultare (str.21), ked’ pri popise vyvinu zygotickych embryi uvadza, ze

proembryogénna faza je Stadium pred predlzovanim suspenzoru (str. 18).

Okrem uvedené¢ho transkripéného faktora PaVP1 génu aké iné markery somatickej

embryogenézy konifér s zname?

Toxicita DMSO (str. 26) — pri vhodnej koncentrécii tato zli¢enine nemé negativne ucinky.
Mutagénny uc¢inok DMSO pri uvedenej praci ( Aronen et al. 1999) sa prejavil pri kontrole
(bez kryoprezervacie).

Pripomienky neznizuju uroven préce, st ndmetom do diskusie.
Zaver: predloZzena praca Mgr. Lucie Fischerovej, a tieZ jej doterajSia publika¢nd aktivita si na
vysokej odbornej urovni, asvedéia o schopnosti autorky samostatne vedecky pracovat

a interpretovat’ ziskané vysledky. Dizerta¢ni pracu odporu¢am k obhajobe a sthlasim, aby po

uspesnej obhajobe bol autorke udeleny titul ,,PhD*.
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