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Mgr. Rostislav Halouzka se ve své disertacni prace zabyva aplikaci chemickych, pfedevsim

analytickych, metod ve studiu strigolaktonl (SL).

Obsahem prace byla nasledujici téemata:

Studium stability SL a mechanismus hydrolyzy syntetického analoga GR24, selekce vhodnych
biologickych modell pro studium SL, vyvoj metod izolace a purifikace SL z rostlinného pletiva,
vyvoj UHPLC-MS/MS metediky pro profilovani SL a vyuziti ambientnich technik — DART a DESI.
Mgr. Halouzka byl pfi vypracovani své prace nucen piekonat fadu pfekazek, pfedevsim pfi vybéru
vhodného materialu pro studium SL a optimalizaci metodik pro jejich analyzu. V prabé&hu prace
prokazal znacnou vytrvalost a houzevnatost.

Tézistém prace se stal vybér nejvhodnéjsiho protokolu pro izolaci a purifikaci SL z rostlinného
pletiva, optimalizace metody UHPLC-MS/MS pro identifikaci SL u vybranych rostlinych modell a
ovéreni moznosti ambientnich technik DART-HR-MS (pfima analyza v realném case) a DESI,
ktera navic pfinesla dllezitou informaci o lokalizaci sledovanych latek.

Uvod disertaéni prace je vénovan prehledu problematiky SL — jejich struktufe a vyskytu,
metabolismu, transportu, signalni draze a fyziologickym funkcim a chemickym (presngjsi by asi
bylo ,analytickym") metodam jejich studia.

V experimentalni Casti prace je popsana cela §ife pouzivanych technik, v€etné urceni stability
GR24 v kultivatnich meédiich a pufrech, syntezy reakénich produktli GR24 a vybranych
nuklecfilnich latek a parametrd kultivace rostlinného materialu. V dalsi ¢asti jsou popséany metody
pfipravy a purifikace vzork(, chromatografické metody UHPLC-MS/MS a jejich optimalizace véetné
metod HR-DART-Orbitrap a HR-DESI-Orbitrap.

Ve vysledcich je popsana stabilita SL, pfedevsim GR24 v mediich, pufrech a rozpoustédlech,
vcetné nukleofilnich reakci a jejich monitorovani pomoci UHPLC/MS-MS. Nasleduje vybér a
kultivace biologického materialu a metody pfipravy vzork( — izolace a purifikace véetné srovnani
rlznych izolacnich protokoll. Dalsi ¢ast je vénovana optimalizaci detekce SL pomoci UHPLC-
MS/MS a pfiklady vyuziti metod HR-DART a HR DESI. Zminén je i vliv SL na vyvojové aspekty A.
thaliana.

Disertace obsahuje sumarizujici diskusi a zavér. Obsahly seznam literatury dokazuje velmi dobrou

znalost sledovane problematiky. Dodatek obsahuje dvé publikované prvoautorské publikace a




jednu dosud nepublikovanou (z celkem ¢tyf). Formalni Uprava disertacni prace je vyborna. Je

napsana Ctivou ¢estinou, s Gnosnym mnozstvim preklepu.

K predlozené praci mam nékolik dotazl a pfipominek:

1) Na str. 16 uvadite ,PfedevsSim se jedna o snahu pfipravit levny a komeréné dostupny analog,
ktery bude vysoce efektivni v boji proti parazitickym rostlinam (Zwanenburg et al., 2016)".

Jake vlastnosti by mél takovy analog vykazovat a ktery dosud popsany tyto viastnosti nejlépe

spliuje?

2) Str. 25 ,sebevrazedné kliceni* jaké koncentrace SL je tieba pouzit a jaka by méla byt stabilita
pouzité latky?

3) Na str. 31 uvadite ,strukturni identifikace SL byla potrvzena pomoci nuklearni magnetické
rezonance (NMR)“ . Jedna metoda strukturni analyzy neni obecné pokladana za dostacéujici pro
identifikaci organickych sloucenin. Jaké dal&i metody byly pouzity?

4) Str. 37 jaky je uvadény detekéni limit v pfipadé DART?

5) Str. 45 ,Tab. 12 Identifikace pfirozené se vyskytujicich SL* v tabulce je zahrnut i GR24.

6) Str. 46 ,segmenty o velikosti asi 5 mm". Jedna se o délku nebo pramér?

7) Str. 48 ,VsSechna méreni chemické stability GR24 a jinych SL (5-deoxystrigol)’. Jde tedy o
GR24 a 5-deoxystrigol nebo i o nékteré dalsi SL?

8) Str. 49 ,Pro izolaci a identifikaci jednotlivych komponentl reakéni smési poslouZila
chromatografie na tenké vrstvé (TLC)." Jak byly latky identifikovany pomoci TLC? Jaké byly

vytézky reakci a Cistota izolovanych produktd?
9) Str. 49 ktere konkrétni produkty byly synthetizovany?
10) Str. 51 ,Dalsi testovana plodina, kukufice seta (Zea mays L), byla i pfes pomérné rychly rust

nevyhovujici kvili absenci kanonickych SL, jejichz standardy byly na pracovisti dostupné.” Soudim

ze tato skutecnost byla znama jiz pfed zahéjenim experimentd.




11) Str. 54 ,Nejvyssi citlivost spoleéné s optimalni separaci analyzovanych slozek poskytovalla
mobilni faze C (Obr. 17)." Jakou citlivost?

12) Str. 58 ,Tab. 16 Analyza zastoupeni SL v kofenovych extraktech z vybranych rostlinnych
druht pomoci UHPLC-MS/MS.* V jakém mnozstvi byly SL identifikovany?

13) Str. 63 , Dal$i pouzitou ambientni technikou byla HR-DESI-Orbitrap-MS, ktera byla pouzita pro
detekci SL, ale hlavnim zamérem pouziti bylo vytvofeni 2D mapy prostorové distribuce SL v fezu
stonku a kofene. ,. Zde by bylo vhodné doplnit i pfipadna omezeni — citlivost a detekéni limity.
14) Str. 66 jak byla provedena kalibrace spektrofotometrického stanoveni koncentrace SL?

15) Str. 76 ,Vyhoda silikagelu je moznost frakcionace vzorku*. Vzorek lze frakcionovat i na C18.

16) Str. 81 Byly metodou DART a DESI identifikovany v totoZzném rostlinnem materialu stejné SL
jako metodou UHPLC-MS/MS?

Zavér. Pres uvedené otazky pokladam predlozenou préaci za velmi dobrou, spliujici vSechny

nezbytné poZzadavky a proto doporucuji, aby byla pfijata k obhajobé.
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