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Konkrétni pripominky a dotazy

Ve své diplomové praci se Bc. Michaela Bakova zabyvala selekci homozygotnich linii rostlin
Arabidopsis thaliana s uml¢enymi geny pro nukleotidpyrofosfatasy/fosfodiesterasy. Za timto
ucelem diplomantka provedla PCR screening s primery specifickymi k jednotlivym geniim
a jejich mutovanym variantam. Vyselektované rostliny podrobila zéakladni fenotypizaci
zam&fené na kli¢ivost semen a vyvoj kofenového systému. Porovnala také aktivitu
nukleotidpyrofosfatasy hrubych extrakti ze zvolenych organi a vyvojovych stadii rostlin
mutantnich s pfirozené¢ se vyskytujicimi. Dale semikvantitativné stanovila mnozstvi
vybranych cytokininil v rostlinach se zvysenou expresi genti pro nukleotidpyrofosfatasy.

Ptipominky nevyzadujici opravu:

e Abstrakt obsahuje pfili§ Siroky ivod do problematiky na tkor dostatecného vysvétleni
podstaty samotné prace, pouzitych metodik a alespoi stru¢ného shrnuti vysledk.

e V abstraktu a také v zavéru je uvedeno, ze aktivita enzymu byla stanovena metodou
HPLC, coz je zavadéjici. Pomoci HPLC je mozné pouze stanovit zménu koncentrace
substratu a produktu enzymové reakce. Na zaklad¢ toho je teprve mozné aktivitu
vypocitat.

e Vavodu chybi informace o prezentované diplomové praci. Nejsou zngj ziejmé
diavody vzniku préce a jeji cile.

e ResSersni Cast prace je sepsana srozumitelné a s dostatenym mnozstvim relevantnich
odkazii na literaturu. S ohledem na studovanou problematiku a cile prace vSak
V teoretické Casti postradam kapitolu shrnujici fyziologické funkce cytokinini
Vv rostlinném organismu.

e Na strané 10 (nejen) neni dodrZzena jednotna velikost pisma. Napfi¢ textem nejsou
vyuzivany nezlomitelné mezery a pomlcky, coz vede napiiklad k oddéleni ¢iselnych
hodnot od jednotek na koncich tadkd. Nékteré zkratky (NPP — str. 9, KO — str. 31)
jsou v textu pouzity bez vysvétleni pti prvnim vyskytu.

e Misty neni dodrzovano spravné nazvoslovi enzymid (napiiklad str. 8)
a v experimentalni ¢asti prace nejsou nazvy genil psany kurzivou.

e Popis pouzitych metod neobsahuje dostatek odkazl na piivodni literaturu.

e Nepiehledné provazani textu s obrazky a tabulkami ve vysledkové ¢asti prace
(str. 40 - 47).

e U grafii na obrazcich 17. - 19. chybi popisky os a jejich struéné vysvétleni.

Dotazy, jejichz zodpovézeni ocekavam u obhajoby:

e Jakym roztokem byly eluovany cytokininy v zavéru purifikace na kolonach SPE
Octadecyl C18/18?

e V kapitole 5.2 (Stanoveni celkovych cytokininli; str. 42 -43) uvadite v tabulkach
vysledky méteni pouze jako plochy pikll a chybi zde kalibrace. Vysvétlete proc.

e Price se vénuje studiu enzymu, ktery je potencidlné odpovédny za isomeraci
trans- a cis-zeatinu. Z jakého duvodu tedy nebyl pomoci HPLC analyzovan také
cis-zeatin?

e V praktické Casti prace je popsana pouze jedna HPLC metoda, pfestoze jsou pomoci
HPLC stanovovany cytokininy 1 zmény v koncentracich FAD a FMN. Byly obé
skupiny latek analyzovéany stejnou metodou? Prezentujte chromatogramy pouzitych
standardi.




e Aktivita nukleotidpyrofosfatasy byla stanovovana pouze V hrubych extraktech
rostlinnych pletiv. Mohla byt pfeména FAD na FMN ovlivnéna také jinymi
pfitomnymi enzymy? Jaké by to m¢lo disledky pro interpretaci vysledka?

Chyby, které je nutno opravit a v pisemné podobé prilozit k diplomové praci:

e Opravit studijni program na titulni strané z bakalaiského (B1406) na navazujici
magistersky (N1406).

V metodické casti je nezbytné pifesné uvést postup vypoétu enzymové aktivity

nukleotidpyrofosfatasy.

V kapitole 4.1 (Material a metody) nejsou v seznamu chemikalii uvedeny standardy

cytokininti, FAD a FMN pro HPLC analyzy, a jejich dodavatel.

Celkové cytokininy byly stanovovany v nékolika liniich tzv. “overexpresora®.

Do kapitoly 4.1 (Material a metody) je tieba doplnit, jakym zpisobem byly linie

ziskany a uvést geny, jejichz exprese byla navysena.

e Prace postrada diskuzi. Odpovidajici kapitola pouze znovu shrnuje vysledkovou Cast
a obsahuje nékteré faktické chyby (napf.: ,,gen pro hypotetickou zeatin cis-trans
isomerasu se uplatiiuje pii neenzymatické pfeméné cis-zeatinu na trans-zeatin®).
Diskuzi je tfeba ptepracovat. Vysledky musi byt uvedeny do kontextu dostupné
literatury. Chybi zhodnoceni slabych mist pouzitych metod a znich vyplyvajici
omezeni pro interpretaci dat. Naptiklad pfi vicekrokové purifikaci cytokinini nebyly
pouzity interni standardy. Srovnani vysledki po HPLC analyze je tedy pouze
orientacni, nebot’ neni mozné urcit navratnost purifikace u jednotlivych vzorki.

Teoreticka ¢ast diplomové prace je az na drobné chyby dobfe zpracovana, ocitovana a logicky
nepiesny popis pouzitych metod a nespravné zpracovani diskuze, ktera postradd zhodnoceni
vysledkl v kontextu s jiz publikovanymi poznatky.

Diplomantka realizovala fadu experimentl zejména s vyuzitim molekuldrné biologickych
a analytickych metod. Usp&né se ji podafilo vyselektovat homozygotni linie rostlin
A. thaliana mutantni v genech pro nukleotidpyrofosfatasy a provést jejich fenotypizaci.
Celkové praci hodnotim jako dobrou. Pokud diplomantka zodpovi polozené dotazy, opravi
chyby v metodické ¢asti a dle pfipominek znovu zpracuje diskuzi, doporucuji, aby ji byl
po Gspésném obhajeni diplomové prace udélen titul Mgr.

Zavér: praci doporucuji k obhajobé.

V Klosterneuburgu dne: 19.5.2015
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