Oponentský posudek disertační práce.
    Doktorská disertační práce Ing. Marie Greplové je zaměřena na teoretické studium a možné praktické aplikace ve významné oblasti rostlinných explantátů zabývající se izolací a kultivací protoplastů. Pomocí protoplastů lze realizovat somatickou hybridizaci na  buněčné úrovni a ze získaných cybridů pak regenerovat celistvé rostliny. Specificky se disertace zabývá druhy z rodu Solanum s cílem ověřit možnost přenosu rezistence k plísni bramborové z vybraných planých druhů brambor do kulturního druhu Solanum tuberosum pomocí mezibuněčné fůze.Aplikovaná a propracovávána je specificky poměrně složitá technika izolace a kultivace protoplastů, technika navozující jejich splývání a zvláště pak analýza hybridů a celistvých rostlin nejenom na cytologické, fysiologické a morfologické úrovni ale i na úrovni molekulární, což v dané oblasti považuji za zvlášť významné.
     Po formální stránce považuji předloženou disertaci za zdařilou. Cíle práce jsou již v úvodu logicky a jednoznačně stanoveny. Po krátkém shrnutí protoplastové problematiky zaměřené na rod Solanum  doplněném 92 citovanými referencemi (tři reference z citací však nejsou v seznamu uvedeny) následuje jedenáct tematicky seřazených prací na nichž se autorka podílela. Disertace je koncipována jako soubor neimpaktovaných a impaktovaných publikací v anglickém jazyce a je opatřena shrnujícím závěrem v českém jazyce. Stránky disertace jsou pak číslovany průběžne, což čtenáři usnadňuje orientaci v celé disertaci. Tam, kde to bylo účelné, použila autorka při hodnocení materiálů standardně aplikované statistické programy třebaže tam, kde šlo o vzájemné srovnáváni jen mezi několika rostlinami nemusí být jejich vypovídající hodnota zcela dostačující. Protože práce dizertantky obsahuje vesměs již publikované údaje které prošly recenzním řízením, lze předem předpokládat, že disertace neobsahuje žádná podstatná věcná pochybení. K práci Ing. Marie Greplové mám však několik následujících dotazů a připomínek. 

    Dá se něčím vysvětlit skutečnost, že chladové předpůsobení na celistvé donorové rostliny vedlo k časnějšímu nástupu regenerace buněčných stěn u kultivovaných protoplastů? Nemůže to mít vztah k průběhu ontogeneze (průchod chladovým stadiem donora) donorové rostliny?

    Bylo opravdu možné (jak uvádí autorka) průtokovou cytometrií jednoznačně vyloučit všechny mixoploidní jedince lišící se jen jedním či několika málo chromosomy?
    Jak si autorka vysvětluje absenci koexistence chloroplastů v hybridech zatímco koexistence mitochondrií byla zjištěna ve všech případech?

    Co bylo všechno v případě inaktivace protoplastů inaktivováno? Bylo možné zajistit absolutní inaktivaci jádra, plastidů či mitochondrií a udržet aktivitu cytosolu a ribosomů?      Když protoplasty nereagovaly samostatně, proč reagovaly po fůzi? Dochází ojediněle k asymetrické fůzi i bez inaktivace protoplastů?
    Fůze byly potvrzeny na molekulární úrovni. Počítá se i s identifikaci a detekci přenosu jen samotného genu (nebo genů) podmiňujících resistenci vůči plísni bramborové na molekulárni úrovni? 

    V práci autorky byli nepochybně získáni somatičtí hybridi. Počítá se do budoucna s jejich klasickou hybridizací a s provedením klasické genetické analýzy v následujících semenných potomstvech? Výsledky by měly být zajímavé zejména u regenerantů získaných po asymetrické fůzi.
     Bylo u odolných variant (po infekci plísní bramborovou) nějak rozlišováno mezi tolerancí a rezistencí?
     Z výsledků práce jsem vyrozuměl a autorka to též uvádí, že ploidie a typ cytoplasmy ovlivňovaly sice morfologii i fysiologii somatických hybridů ale jejich rezistence vesměs ovlivněna nebyla. Mohla by to disertantka blíže vysvětlit zvláště ve vztahu k vyšší ploidii regenerantů?.
     Jak byla vedena kontrola tam, kde bylo hodnocení ovlivněno malou velikostí sadbových hlízek a následným pozdním vzcházením?
     Z formálního hlediska by měla autorka v legendě k obrázkům i grafům uvádět vždy i o jaký materiál, jehož reakce je znázorňována, jde, třebaže je to  z textu příslušné práce zřejmé. Dále by mne např. zajímalo, proč jsou údaje na obr. na str. 126 u jednotlivých genotypů propojeny, i když jde o různorodý materiál..
     K disertaci lze celkově uvést, že se autorce podařilo vylepšit složení kultivačního media potřebného pro organogenezi somatických hybridů bramboru. Byla vylepšena metoda inaktivace protoplastů. Byly přizpůsobeny parametry elektrického pole potřebné pro fůze protoplastů. Pomocí průtokové cytometrie se podařilo rozlišit regeneranty rodičovských genotypů i homofuzní a heterofuzní regeneranty a vyloučit mixoploidní jedince. Významnou části práce bylo využití molekulárně biologických metod při identifikaci regenerantů hybridního původu. Za úspěch považuji i samotné dopěstování získaných regenerantů do stadia celistvých rostlin na kterých mohla být otestována resistentní reakce vůči Phytophtora infestans standardním způsobem. 
     Cíl práce, tj. propracovat metodu somatické hybridizace na úrovni protoplastové kultury, odvodit životaschopné cybridy a regenerovat z nich celistvé mezidruhové somatické hybridy byl tedy splněn. U některých z regenerantů byla pak v porovnání s kontrolními rostlinami kulturního bramboru zaznamenána zvýšená odolnost k infekci plísní bramborovou. Zajímalo by mne ještě, jaké výhody vzhledem k praktickému šlechtění vidí ve využití somatické hybridizace sama autorka a zda si myslí, že je bude v budoucnu možné skutečně ekonomicky využívat jen při vegetativním rozmnožování.
     Posuzovanou disertační práci Ing, Marie Greplové považuji za věcně i formálně zdařilou, přinášející nové významné poznatky.
     Práci doporučuji k obhajobě.
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