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Cile prace

1. Porovnat aktivity tabdkovych forem GH3.1 a GH3.6d v metabolismu auxinu v BY-2
burikach tabaku

2. Zjistit vliv mutace vybranych &lent rodiny GH3 tabdku na transkripci homolognich GH3
forem

3. Zjistit vnitrobun&énou lokalizaci vybranych proteinit GH3 v bun&né kultute tabaku.

Struktura (¢lenéni) prace

Diplomova price ma 70 stran. Je prehledn& &lenéna na Uvod obsahujici literarni ptehled,
nasleduji kapitoly Cile, Materialy a metody, Vysledky, Diskuse, Zavéry a Literatura. Prace je
uvedena abstraktem a vy&tem kli¢ovych slov, oboji v &eském i anglickém jazyce.

Formalni droveii prace

Po formalni strance je prace na velmi dobré tirovni, jak v p¥ipadé textové tak obrazové &asti.
Seznam literatury je jednotné formétovan a celkové kvalitng a ptehledn& zpracovan. Jedinou
malou vytku mém k legenddm tabulek, které byvaji dle obecnych zvyklosti uvadény nad
tabulkou. Zde jsou umistény vyhradng pod tabulkami. Osobné& bych také preferoval uvedeni
celych nazvi (napf. chemickych struktur) v legendach obrazki.

Logicka stavba a jazykova troveii prace

Clenéni prace je logické, orientace v textu je snadni a intuitivni. Text je celkové velmi
srozumitelny, po jazykové strance je aZ na par drobnych gramatickych &i stylistickych chyb
na velmi dobré trovni.

Literarni pfehled:

Literarni prehled se vénuje obecn& problematice auxinil. Vice podrobné je rozebréna
signalizace a metabolismus auxinu se zamé&tenim na konjugaci. Nejvice prostoru je vénovano
proteinim z rodiny Gretchen Hagen 3 zodpovédnym za konjugaci auxinu s aminokyselinami,
coz je vzhledem k tématu a cilim prace logické a adekvatni. Literarni prehled obsahuje
nejaktudln€jsi poznatky v oblasti metabolismu auxinu a je podpofen velkym mnoZstvim
literarnich zdrojt. Jediné, co bych fekl, Ze zde schazi je alespoii kratka kapitola &i odstavec
vénovany biosyntéze auxinu v rostlinach.

Material a metody:

Je uveden vyc€et pouzitych chemikalif a pfedstaveny vyuZité modelové organizmy. Dale je
uveden popis metodik a postupt pouZitych pfi provedeni experimentii. Metody jsou popsény
srozumiteln€ a podrobng. Jen v kapitole 3.4.2 Izolace metabolitli (str. 39) je zmého pohledu
vyjimkou. Stoji zde, Ze ,, ... bylo pfiddnol0 ul standartu, obsahujici smé&s metaboliti o
zndmé koncentraci“. Zaslouzilo by si zde vypsat, o jaké metabolity lo, v jaké byly
koncentraci a odkud byly pofizeny.




Experimentalni ¢ast:

Z piedlozené prace je ziejmé, Ze studentka provedla fadu experimentl a bylo dosaZeno
znaéného mnozstvi vysledkil.. Vysledky jsou prezentovany zejména formou grafi, které jsou
piehledné a srozumitelné. V piipad€ studia vnitrobunééné lokalizace proteini GH3 jsou
vysledky prezentovany formou fotografii z fluorescenéniho mikroskopu. MnoZstvi
provedenych experimentii je zmého pohledu dostalujici a dosaZzené vysledky zcela
odpovidaji vytyéenym ciliim préice.

Diskuze: .

Diskuze je rozdélena na 3 podkapitoly odpovidajici jednotlivym ciliim prace, coZ pfispiva k
pfehlednosti diskuze. DosaZené vysledky jsou diskutovany a porovnavany s nejaktudlnéjsi
literaturou. Nechybi zde navrhy, jaké experimenty by bylo vhodné dale provést pro pfipadné
podpoteni vysledki a uvedenych hypotéz a rozsifeni poznatkli o dané problematice. Celkové
je diskuze diplomové prace na vyborné tirovni.

Zavéry (Souhrn):
Zéavéry diplomové prace vystizné shrnuji dosazené vysledky, jejich formulaci neni co
vytknout.

Splnéni cili prace a celkové hodnoceni:

Diplomova prace Be. Lenky Helusové se vénuje studiu proteintt GH3 v tabakové kulture
BY-2. Jde o velmi diileZitou skupinu enzymi, které jsou mimo jiné zodpovédné za inaktivaci
fytohormonu auxinu, ktery je jednou z kli¢ovych signélnich molekul u rostlin. GH3 proteiny
se zasadnim zptisobem podileji na udrzovani homeostazy auxinu a jsou proto velmi dilezité
pro spravny rast a vyvoj rostliny. Jelikoz Gloha GH3 proteini v rdmci metabolickych drah
auxint neni jesté zdaleka plné pochopena, jejich studium ma pomérné€ znany vyznam.

V rdmci experimentalni &asti prace byly vyty&eny 3 cile: Porovnani aktivity dvou forem GH3
v metabolismu auxinu, studium vlivu mutace vybranych GH3 na transkripci homolognich
GH3 forem a zji§téni vnitrobun&éné lokalizace proteinti GH3. Za ucelem dosaZeni t€chto cili
byly pfipraveny linie tabdkové BY-2 kultury s mutovanymi vybranymi GH3 geny pomoci
metody CRISPR/Cas9 a GoldenBraid klonovéani. Tyto linie byly pouzity pro studium
metabolismu auxinu pomoci hmotnostni spektrometrie a analyze transkripce metodou RT-
gPCR. Dale byly pfipraveny linie BY-2 exprimujici proteiny GH3 s fluorescenéni znackou
GFP. V t&chto liniich byla studovana lokalizace proteini GH3 v ramci butiky pomoci
fluorescenéni mikroskopie. Z metodického hlediska jde o pomérn¢ komplexni praci. Je
zfejmé, Ze autorka si osvojila fadu experimentalnich dovednosti, zejména v oblasti
molekuldrni biologie, ale také mikroskopie a analytické chemie. Z vysledkové ¢&asti
diplomové prace vyplyva, Ze vS§echny stanovené cile byly splnény.

I pfes né€které vytky hodnotim diplomovou praci Be. Lenky Helusové po formalni i odborné
strance jako velmi zdafilou a piinosnou.

Otazky a pripominky oponenta (povinna ¢ast posudku):

1. V kapitole 4.1 je uvedeno, Ze pii analyze metaboliti bylo kromé IAA nalezeno 9
metaboliti. Ve vy&tu nalezenych metabolitii prekvapivé neni oxIAA. V praci Miiller
a kol., 2021, ve které byly také analyzovany metabolity auxinu v BY-2 kultufe, byla
oxIAA kvantifikovana. Rad bych se zeptal, pro¢ podle Vas vramci VaSich
experimentd nebyla oxIAA ve vzorcich (véetné kontroly) detekovédna?

2. Hodnoty koncentraci metabolitd byly normalizovany vztazenim jednotlivych hodnot
na soudet vSech detekovanych metabolitii IAA v dané linii. Zajimalo by mé, z jakého




divodu bylo vybrano toto feSeni, namisto vztazeni mnozstvi napiiklad na hmotnost
nebo pocet bunék, pfipadné objem suspenze?

3. Pro studium metabolizmu IAA byly vzorky kultur odebirdny po 2 hodinach inkubace
s IAA. Pro€ byl zvolen pravé tento ¢as? Byla doba inkubace optimalizovana?

4. Velmi zajimavym vysledkem této prace je nové objeveny metabolit oxIAA-GIn.
PfestoZe samotna analyza metabolitd pomoci hmotnostni spektrometrie nebyla ziejmé
sté€Zejni ¢asti experimentalni prace autorky, rad bych se zeptal, jakym zplisobem byl
tento metabolit po analytické strance identifikovan?

Navrh hodnoceni oponenta (znimka nebude soucasti zvefejnénych informaci)
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