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Konkrétni inky a do

Ve své diplomové praci se Tereza Vojtkova pokusila charakterizovat endogenni distribuci rostlinného hormonu auxinu
(kyselina indolyl-3-octova, 1AA), véetn& jeho prekurzorl a hlavnich metabolitl v jadrech rostlinnych bun&k. Samo o sobég,
je toto velmi nelehky Ukol, a to zejména vzhledem k potfebég zajistit uSinnou a robustni separaci bun€Cnych organel, a
nasledné zajistit dostate&né mnoZstvi a kvalitu pro analytické stanoveni pomoci LC-MS/MS. Byly pouZity a srovnavany dveé
zakladni metody izolace organel, tzv. ,biochemickd” a metoda zaloZena na sortovani organel pomoci fluorescence (FAOS).
Vhodnost metodik byla sledovana pomoci mikroskoptl, a prostfednictvim imunodetekce organel-specifickymi proteiny.
Nasledovala analyza pomoci LC-MS/MS, ktera ukazala, Ze ve dvou experimentalnich rostlinnych modelech ( Arabidopsis -
Ath-Ler, a tabak - BY-2) pFevlada aktivni auxin (IAA) a jeho prekurzory, zatimco deaktivaCni metabolity byly zastoupeny
vmenSi mife. Vnitrobun&fna re-distribuce a homeostaza byly dodateCné ov&Feny exogenni aplikaci auxinu a jeho
prekurzoru.

Hlavnim cilem diplomanta, je naudit se st&Zejni kroky v8deckého badani, tj. nastolit si ur&ity zatim nevyfeSeny védecky
problém, seznamit se co nejlépe s fakty, které o n&m byly publikovany, nastolit si konkrétni cile vedouci k jeho vyFeSeni,
pokusit se je vyfeSit, a seznamit (nejen) v€deckou veFejnost se svymi vysledky. Myslim, Ze v tom ohledu Tereza Vojtkova
obstala. Jeji diplomova prace je dobfe uspofadana, nechybi cile, rozsahly a aktudlni literarni pFehled, pouZité metody,
vysledky, diskuze a zavér. VEFim, Ze tato prace obohatila diplomantku jak teoreticky tak i prakticky o metodickeé postupy
jako: izolace organel, pritokova cytometrie, mikroskopie, SPE pfFiprava vzorkl, analyza pomoci LC-MS/MS atd.
Diplomovou praci Terezy Vojtkové hodnotim jako vybornou.

Mam nasledujici pFfipominky a otazky:
Zam#&fFila jste se na auxiny v bun&&nych jadrech. Daji se vyuZit Vami testované izolaCni metody | pro dalSi organely?

Na stran& 3 piSete: , (Syntetické auxiny) Jsou CGasto chemicky stabiln&j5i neZ pFirozené auxiny. PFesto mohou byt
inaktivovany, a to konjugaci s glukozou.”

Jsou znamé i jiné konjugaty syntetickych auxin(?

Strana 7: , V rostlinach se nachazeji i neaktivni konjugaty IAA, coZ jsou pravdépodobné intermediaty jeji degradace
(Woodward et Bartel, 2005).“

Které IAA konjugaty jsou neaktivni, a které aktivni?

Srana 7: Odstavec 3.2.3 Degradace indol-3-octoveé kyseliny.
Jsou krom& OxIAA, znamé | jine oxidalni formy na indolovém jadFe?

Na n&kolika mistech v diplomové praci (str. 36, 40, 47) do8lo k zam&n® jednotek fmol a pmol. Napf.: str.36: ,V nejvetSi
miFfe byl u AthLer detekovén Trp (desitky fmol/1 milion jader), pak IPya (stovky pmol/1 milion jader) a dale ANT a IAA
(desitky pmol/1 milion jader) a oxIAA, ty v8ak v zanedbatelném mnoZstvi (jednotky pmol/1 milion jader) (Obr. 7 Ch).“
Ktera jednotka je v&tSi?

Jaky byl nejmen3i po8et jader, ktery bylo nutné izolovat na prokazatelné zm&Feni obsahu auxin(i?
Na strané 48 piSete: , Nicméng& jeden milion sortovanych jader v tomto pfipad& zhruba odpovida jednomu ml. ,,

Myslim, Ze jeden milion jader (d=20um) ma vyrazn® men8i objem neZ 1 ml. Prosim o vysvétieni/komentaF.
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