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Komentář k práci, připomínky a dotazy. 
Diplomová práce studentky Sabiny Kudielkové je napsána v českém jazyce a obsahuje 77 stran a 3 přílohy a je členěna na úvod a cíle práce, teoretickou část, experimentální část, výsledky a diskusi. 
· Teoretická část je soustředěna na všeobecnou charakteristiku fytohormonů, které byly použity v rámci experimentální části. Jednalo se o: etylen a jeho prekurzor ACC, auxiny, cytokininy, jasmonáty, kyselinu abscisovou a kyselinu salicylovou, u kterých byly popsány jejich všeobecné charakteristiky a metabolismy. V případě etylenu a jeho prekurzoru ACC byla rešerže vypracována podrobněji a rozšířena ještě o další podkapitoly, neboť cílem diplomové práce byl vývoj a optimalizace analytické metody pro kvantifikaci prekurzoru ACC spolu s dalšími již zmiňovanými rostlinnými hormony. Součástí teoretické části jsou i purifikační a analytické metody používané pro stanovení rostlinných hormonů. V textu se vyskytuje několik gramatických a stylistických chyb. Vyskytují se chyby v psaní číselných a jednotkových  přídavných jménech (např. 0,5 M HCOOH namísto 0,5M HCOOH). I přes tyto nesrovnalosti je teoretická část vypracována na dobré úrovni a je zřejmé, že studentka se seznámila a pracovala s dostatečným množstvím literatury. 
· Experimentální část ukazuje osvojení znalostí studentky získaných z rešerší a aplikovaných do praktické části její diplomové práce. Praktická část je zaměřena na optimalizaci a validaci nové „ACC“ metody. Tato metoda umožňuje stanovení prekurzoru etylenu spolu s dalšími vybranými rostlinnými hormony bez použití složitých purifikačních kroků. Součástí práce byl také vývoj nové separační metody pomocí HPLC-MS/MS systému, která byla posléze porovnána s běžně používanou „hormonomickou“ analytickou metodou. V části Výsledky jsou prezentovány dosažené výsledky formou grafů, tabulek a také záznamu z naměřeného chromatogramu. 
Nesrovnalosti ve zkratkách:


- 12,13-EOT – kyselina 12,13-epoxyoktadekatrienová

- 13-HPOT – (9Z, 11E, 13S, 15Z)-13-hydroperoxyoktadeka-9,11,15-trienová kyselina

- CKX – cytokininoxidáza/dehydrogenáza


- FW – hmotnost čerstvé hmoty


- LLE – extrakce kapalina-kapalina


- MRM – selektivní záznam více iontových reakcí


- SPE – extrakce tuhou fází 


- TOF – analyzátor doby letu 

I když Pravidla českého pravopisu připouštějí dvě možnosti psaní chemických a biochemických sloučenin (např. methanol X metanol, oxidasa X oxidáza, apod.) v textu tyto termíny nejsou sjednoceny (str. 24; str. 39, str. 40).
Nesrovnalosti v textu:

· V kapitole Úvod a cíle práce je chybně uvedena zkratka pro ACC syntázu, místo ACS je uvedeno ACO
· str. 25 – enzym CKX je správně cytokininoxidáza/dehydrogenáza
· str. 26 – MeJA - metylester kyseliny jasmonové, v textu: metylester kyseliny jasmínové

· V kapitole Materiál není uvedena chromatografická kolona, která byla používána pro chromatografickou separaci
· str. 40 – modifikovaný Bieleski pufr – jeho jednotlivé složky jsou zastoupeny ze 75 % MeOH / 5 %  HCOOH / 20 % H2O. Z textu vyplývá, že byly na přípravu pufru použity 75% MeOH, 5% HCOOH
· str. 40 – v kapitole Příprava biologického materiálu chybí uvedeno, že připravené MS médium bylo vyautoklávované a poté až vylito do Petriho misek

· str. 41 – chybí uvedena jednotka u standardu ACC (10-7 mol.l-1)

· str. 43 – 2H4 ACC namísto [2H4]ACC
· str. 47 – ph namísto pH
· str. 56 – kapitola 4. 5 Porovnání s existující metodou jsou v tab. 5 uvedeny hodnoty Rozdíl (%). V textu není vysvětleno, jak se k těmto hodnotám přišlo. Prosím o objasnění při obhajobě.
Chybějící citace:


str. 18, str. 26 – Hejnák, 2008


str. 61 – Bulens et al., 2011

Dotazy pro diskuzi:

1. Na str. 17 je uvedeno, že „za normálních podmínek je produkce etylenu udržována na nízké úrovni, ale v případě stresových událostí nebo během vývojových stádií dochází ke zvyšování jeho produkce“. Na jakých koncentračních hladinách se tedy pohybuje etylen v jednotlivých fázích a jakých koncentračních hladin dosahují ostatní rostlinné hormony?
2. Na str. 18 se zmiňujete, že ACC může být novým fytohormonem. Jaké parametry musí tedy splňovat, aby se mohl začít řadit mezi fytohormony?
3. Jaký je rozdíl mezi glykosylací a glukosylací? (str. 28)
4. „Derivatizace má vliv u kapalinové chromatografie především na lepší retenci (k posunu retenčního času)“, jak jste uváděla v teoretické části na str. 36. Docházelo k výrazným posunům v retenčních časech během chromatografické separace při testování aplikace jednotlivých množství borátového pufru, reagenčního roztoku, popř. s 20mM HCl?

5. Došlo k ovlivnění základní linie měření (zvýšení/snížení chemického šumu) při porovnání „ACC“ metody s metodou „Hormonomics“, kdy u „ACC“ metody nebyla použita SPE purifikace? 

6. Může být nějaké vysvětlení proč při stanovení chemicky ošetřených rostlin kyselinou aminooctovou a kyselinou pyrazinkarboxylovou došlo v případě jejich koncentrace 0,05 M k jejich opačnému efektu? 
Závěr: Předložená práce odpovídá požadavkům kladených na diplomovou práci, a proto ji doporučuji k obhajobě.
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