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Nazev prace:
Vyznam aminokyselin hubového pdvodu pre metabolizmus protokormov orchidei
The role of amino acids of fungal origin for the metabolism of orchid protocorms

Cile prace
Porovnat vliv aminokyselin (Glu, Asp, Gly, Ala) a sacharosy na rast protokormt
Dactylorhiza majalis, monitorovat obsah $krobu a rozpustnych sacharid.

Struktura (¢lenéni) prace
Rozsah prace (pocet stran): 82 (54 Cisty text)
Je uveden anglicky i Cesky abstrakt a klicova slova? ANO

Formalni Groven prace (obrazova dokumentace, grafika, text, seznam literatury)
Graficka uroven prace je standardni, nebyly shledany zdsadni nedostatky az na malé detaily
(obsah neni patkovym pismem, odsazeni odstavce za ndzvem kapitoly se ned¢ld).

Logicka stavba a jazykova uroven prace
Logicka stavba prace je dobra, po jazykové strance srozumiteln¢ a jasn¢ napsana.

Literarni prehled:

Literarni piehled je peclivé zpracovany, zaujima 16 stranek, je strukturovan logicky, psan
srozumitelné a popisuje problematiku biologie orchideji z veliké Sife, coz prokazuje dobrou
erudici autorky, na druhou stranu to nebylo zcela nutné s ohledem na uzsi zaméteni prace,
kdy by na misto ,,orchideocentrického* ptistupu, mohl byt zvolen pfistup, ktery by naptiklad
shrnoval relevanci pfijmu aminokyselin napfic rostlinami. V praci se zdroji nebyly shledany
nedostatky, pouze seznam cca stovky citaci mohl byt uspornéji formatovan, aby nezabral 20
stran.

Material a metody:

Metodicky se jedna o pon¢kud uZzsi praci, obsahuje pouze kultivaci a analyzu sacharidd, coz
je sice dostacujici pro vypracovani diplomové prace, nicméné¢ je skoda, Ze neni vyuzivan
potencial modernich metod, které pracovisté nabizi, naptiklad Sir§i metabolomika ¢i
transkriptomika, kterd je v souc¢asnosti mozna diky existenci assembly genomu D. majalis
(Wolfe, 2023). Pouzité¢ metody jsou vSak popisovany velice podrobné, coz je chvalihodné z
hlediska reprodukovatelnosti. Z didaktickych divodi mohla byt volena pon¢kud
kondenzovanéjsi forma popisu odpovidajici odbornym publikacim, aby text nebyl jen
replikaci protokolu. Vedle popisu médii formou protokolu, by bylo zddouci uvést také obsah
latek v mol/L finalniho media. Pokud jsem spravné pochopil popis, bylo médium SMS vzdy
pfipaveno bez kaseinu, poté bych ho neuvadél v tabulce. Neni zminéna velikost Petriho
misek, mnozstvi média na misku a pocet replikaci u kazdého vysevu. Ve vysledcich by byla
vhodna fotodokumentace vysevi pro ilustraci efektivity kliceni/klastrovani protokormi (ma
vliv na rychlost ristu). Ve statistice neni nikde zmifiovana transformace dat predchazejici
vypoctu ANOVA, ackoliv data maji vyrazn¢€ nenormalni distribuci. Alternativné mohla byt
pouzita metoda GLM s Gamma distribuci. Pii aplikaci ANOVA bez transformace miize byt
prezentovana signifikance zcela nevérohodna. V piipadé pokusu na Petriho miskéch je
zahodné vysit alesponl 3 misky/variantu a potom hodnotit pokus modelem se smiSenymi
efekty (LME/GLMM). V designu jsou pro vSechny varianty pouzivany stejné koncentrace
aminokyselin a sacharosy, nicméné&, pokud je ptidan 1 mM glycinu, je doddno 2 mM uhliku,
kdezto pti stejné koncentraci sacharosy je v médiu 12 mM uhliku, tudiz by bylo vhodné,




doplnit i kontrolu, kde vzdy srovnatelny obsah uhliku sacharidového ptivodu, jako
aminokyselinového (samoziejmeé tim vyvstava zase problém s rozdilnou osmolaritou), a
zaroven variantu, kde je sacharosa a anorganicky dusik, nebot’ v média jsou ve vychozim
stavu zcela bez dusiku, tudiz nelze odlisit vliv aminokyseliny a samotného vlivu dodani
dusiku.

Experimentalni ¢ast:

Vysledkové kapitoly zac¢inaji konstatovanim statistické vyznamnosti, lepsi by bylo jednou
vetou uvést design daného experimentu. Kapitoly vysSiho fadu nejsou komentovany vibec.
Tvrzeni ,,Rozdiely medzi jednotlivymi variantmi boli Statisticky preukazné metdédou
ANOVA (F[3,1360] =421.3, a = <2x10-16)“ neni korektni, protoze ANOVA prokdze
odlisnost alespon jedné varianty. Signifikanci doporucuji vyjadrit jako ,,p =%, nikoliv ,,a =*,
vSechny statistické veli¢iny by mély byt kurzivné. Vysledek statistiky by mél byt uvedeny
zejména piimo v popisku grafu a zde chybi zminka o poctu zmétenych objektti/opakovani.
Dale bych doporucoval pouziti moderniho stylu nadpisii kapitol (napf. ,,Kasein stimuluje
rust, zejména v kombinaci se sacharosou‘). U pokusu, kde je sledovan rist na glutamatu,
bych neporovnaval jednotlivé varianty prostfednictvim TukeyHSD (z toho nelze rozumné nic
vyvodit, zejména pii nenormalni distribuci dat), ale fitoval bych rust v zavislosti na
(logaritmované) koncentraci a testoval bych celkovou signifikanci faktoru. Taktéz neni
diskutovéna interakce obou faktorii, coz miize byt to nejzadsadnéjsi. A vysledkem statistiky
neni jen signifikance, ale 1 predikce sily efektu, kterd by méla byt taktéz prezentovéana (napf.
pridavek sacharosy zvysuje rust 1.3+0.2-krat/mM). Velice zajimavé by také bylo statisticky
vyhodnotit jednotlivé aminokyseliny mezi sebou a taktéz kontrolni sacharosové varianty
napfi¢ experimenty, coz by ukazalo variabilitu mezi experimenty (pozitivné hodnotim, ze
samostatna kontrola jen se sacharosou byla vykondna v kazdém pokusu).

Diskuze:

Ponévadz ve vysledkové ¢asti byly separatné prezentovany tfi souvisejici vysledky (tedy
efekt aminokyseliny na rlst, obsah sacharidi i Skrobu), pro diskuzi bych vidél jako vhodné,
interpretovat vysledky zaroven. Tim by se zlepSila vypovidajici hodnota diskuze. Kapitola
,Prenos uhlika v orchideoidnej mykorhize* obsahuje informace, které¢ by mohly byt v
literarnim piehledu a zaroven zbytecné opakuje tvrzeni z pfedchozi ¢asti diskuze a misto
dvou ¢asti diskuze mohlo byt vSe diskutovano spole¢né.

Zavéry (Souhrn):
Zavery jsou formulovany vystizné s oporou v ziskanych datech.

Splnéni cila prace a celkové hodnoceni:

Prace jednozna¢né€ splnila zadani a ptinesla velice hodnotné vysledky k porovnéni efektu
vybranych aminokyselin. Vysledky hodnotim jako extrémné zajimavé, jejich vyznam je
moznd az nedostate¢né vyzdviZen v praci samotné. Zejména zjisténi, Ze alanin a glycin
nemaji generalné ptiznivy efekt na rist protokormu, ktery se dokonce v ptipadé glycinu
projevi v interakci s piidanim sacharosy a u alaninu je dokonce samotny ptidavek
aminokyseliny inhibi¢ni, pokud neni kompenzovan ptidavkem sacharosy.

Celkové praci hodnotim ,,velmi dobte®, pficemz nedostatky préace, na které upozoriuji,
nevedou k tomu, Ze by prace negativné vybocovala z dobrého standardu praci v oboru, spiSe
bych rad poukazal na rezervy, které chybi praci k dokonalosti a plnému vyuziti potencidlu,
ktery zkoumany systém nabizi.

Otazky a pripominky oponenta (povinna ¢ast posudku):
* U glycinu a alaninu lze vysledovat az inhibi¢ni efekt s rostouci koncentraci oproti
glutamatu a aspartatu. Existuje pro to vysvétleni, ptipadné obdobné vysledky u rostlin
s dobie popsanym metabolismem (Arabidopsis, Solanum apod.)?
* Je patrnd urcitd korelace mezi inhibi¢nimi efekty aminokyseliny a akumulaci skrobu.




Lze to vysvétlit napiiklad generalnim stresem, ktery by vedl k akumulaci skrobu?

* Proc¢ byl k tipravé pH pouzivan NaOH a nikoliv KOH, jak je v rostlinnych médiich
bézné?

» Jaké koncentrace sacharosy byla naméfena pfti kontrolnim HPLC v ramci
kaseinového experimentu? (Je detekovatelny ubytek v disledku riistu protokormi?)

* Proc je pii filtracit HPLC vzorki vyplachovana stfikacka a nikoliv pouziita nova? Pii
cené ~ 1 K¢&/kus u 2 ml 1ékarské stiikacky (a ~ 30-75 K¢ u filtru) by davala recyklace
smysl jen pfi pouziti specidlni stfikacky, ale to neni specifikovéano.

* Jaky je divod ctyfminutové sterilizace EtOH? Jsou publikovany protokoly s dobou <
1 min.

* Jakymi ptikazy byla vykondvana dvoufaktorova ANOVA v R? Jak byla hodnocena
signifikance jednotlivych efektti? Pro t¢ely DP bych doporucoval uvést kompletni
skript statistické analyzy, jednak z divodu oponentury, dale z didaktickych divodi
pro studenty, které budou z prace Cerpat (pozn. zejména jako podnét pro oborovou
radu, nikoliv pro studentku).

Navrh hodnoceni oponenta (prosim zaskrtnéte X)

| vyborn& (1) <] velmi dobie (2) | |dobie (3) | |nevyhovél/a (4)

Podpis oponenta:




