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Nazev prace:
Studium vlivu fyzikalnich a chemickych stresii na vznik mutatorového
fenotypu u Bacillus subtilis

Cile prace:
Autorka se zabyva frekvenci vzniku mutaci a frekvenci vzniku kolonii s mutatorovym
fenotypem za podminek stresu u ptidni bakterie Bacillus subtilis.

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida pozadovanému? ANO
Rozsah prace (pocet stran): 109

Je uveden anglicky abstrakt a klicova slova, ANO

Je uveden seznam zkratek? ANO

Literarni prehled:

Odpovida tématu? ANO

Je napséan srozumitelné? ANO

Pouzil(a) autor(ka) v resersi relevantni udaje z literarnich zdroji? ANO

Jsou pouzité literarni zdroje dostate¢né? V praci postradam nov¢jsi studie ( s vyjimkou
prace kolegy Nunvaie z roku 2009 a sborniku z roku 2011 pochazeji nejmladsi prace z roku
2008). Nékteré poznatky jsou pouze zminény, aniz by se feSily souvislosti. Zaroven bych
chtéla zdiraznit, Ze literarni pfehled Terezy Soberové je zaméfen odlisné nez piehled
v predchazejici diplomové praci Jaroslava Nunvéte.
Jsou pouzité literarni zdroje v praci spravné citovany? ANO

Material a metody:

Odpovidaji pouzité metody experimentalni kapitole? ~ ANO

Kolik metod bylo pouzito? Pocet metod je t€Zké definovat, zahrnuji metody klasické
mikrobiologie a zakladni metody prace s DNA.

Jsou metody srozumitelné popsany? Neékteré metody nejsou dobie popsany, bohuzel to
plati hlavné pro metody specifické pro tuto préci.

Experimentalni ¢ast:

Je vysvétlen cil experimenti? ANO

Je dokumentace vysledkii dostacujici?  zpravidla ANO, NE vzdy. U grafi by bylo
vhodné 1épe popsat osy y, doplnit daje pro vypocet korekéniho koeficientu a nésledné
mutacni rychlosti. Chybi Gdaj o vztahu OD, méfené pii riznych vinovych délkéach, a poctu
bunek. U kapitoly 4.4. zcela chybi dokumentace.

Postacuje mnoZstvi experimenti k ziskani odpovédi na zadané otazky?
ANO.




Diskuze:
Je opravdu diskuzi, nejde jen o konstatovani vlastnich vysledka? ANO
Jsou vysledky porovnavany s literaturou? ANO
Jsou uvedeny néjaké hypotézy ¢i navrhy na dalsi feSeni problematiky? spi§ NE

Zavéry (Souhrn) :
Jsou vystizné?  ANO

Formalni roven prace (obrazova dokumentace, grafika, text, jazykova troven):

Celkovy vzhled prace je velmi dobry, obsahuje fadu obrazkd, které jsou opatieny vhodnymi
legendami. Grafy maji ptiméienou velikost 1 legendu. Mén¢ kvalitni jsou, bohuzel, snimky
ploten, dokumentujici mutatorovy fenotyp. Stylistickd troven prace je velmi dobra. Je proto
velikd Skoda, Ze prace obsahuje znaéné mnoZzstvi gramatickych chyb.

Splnéni cili prace a celkové hodnoceni:

Tereza Soberové prokazala, Ze je schopna zpracovat zadané téma po strince teoretické i
experimentalni. Provedla a vyhodnotila fadu experimentii, které potvrdily vysledky
pfedchozi diplomové prace. Zejména pfi sledovani transkripcni aktivity operonu mutSL a
genu ctc, ktery je soucasti operonu obecné stresové odpovédi, ziskala velmi zajimavé
vysledky. Bez pochyby splnila pozadavky kladené na diplomové prace na nasi katedfe, a
doporucuji proto jeji praci k obhajob¢.

Otazky a pripominky oponenta:

1) Na str. 17 mi chybi vysvétleni, jakym zpiisobem brani MMR rekombinaci.
2) Na str. 22 mi chybi charakteristické vlastnosti dvou zminénych skupin ¢ faktort.

3) Na str. 23 uvadite, Ze proteiny a DNA jsou bunécné struktury.

v

4) Na str. 28 postradam podrobnéjsi informace o genu ctc, ktery je pfedmétem studia ve
Vasi préaci.

5) Na str. 29 uvadite, ze se adaptace na vysokou teplotu u B. substilis zOcastiuji 3 tridy
regula¢nich proteinii. MliZete blize specifikovat jejich vzajemny vztah?

6) Transkripéni aktivitu ctc a MMR jste méfila pomoci reportérového genu lacZ. Ovétovala
jste, ze neni pfed méfenim nutné odstranit bunécné debris z lyzatu? Jak dlouho trvala
inkubace s ONPG? Zjisténé hodnoty aktivity beta-galaktosiddzy jsou vztazeny na
jednotkovou OD, nikoliv na hmotnost proteini? PredloZené¢ vysledky byly ovéfovany
nezavislou kultivaci nebo jsou jen primérem 3 odbért z téze kultury?

7) Pro€ se pifi mé&feni OD u B. subtilis pouziva odliSna vinova délka nez u E. coli? V praci
pouzivate nckolik rtiznych vlnovych délek, aniz by to bylo vysvétleno (od 450 do
595nm).

8) Pfi méfeni korekéniho faktoru, mutacni rychlosti a pfi izolaci mutitorového genu
pouzivate n€kolikastuptiové kultivace, avSak princip jednotlivych krokidl neni vysvétlen.
To velmi znesnadiiuje pochopeni zaveéri uvadénych v Experimentalni c¢asti a
pravdépodobné i pochopeni popist os y u rustovych zavislosti.




9) Pii PCR analyze potencialnich mutatorovych kloni jste navzdory testovani n€kolika pari
primerti neziskala produkt v odpovidajici molekulové hmotnosti. Pouzila jste jinou,
ovéfovaci PCR reakci, abyste prokazala, Ze izolovana chromozomalni DNA je
v dostatecné kvalit¢ a v odpovidajici koncentraci? Koncentrace templatu uvedena
v tabulce je podle mého ndzoru nadbytecné vysoka. Bylo by vhodné uvést schéma, ze
kterého by vyplynula vzijemnd poloha ovéfovacich primerd a délky ocekavanych
produkti.

10) Budou Vami nalezené mutatorové klony déle testovany? Ovétovala jste dale rezistentni
fenotyp u ziskanych kolonii, muta¢ni rychlost, ristové vlastnosti atd.?

11) V Metodické ¢asti uvadite atypicky rezim ligace, ale chybi u néj citace. Mizete vysvétlit,
pro¢ takovy rezim pouzivate?

12) U horizontalni elektroforézy uvadite hodnoty napéti ve V/cm®. Prosim, vysvétlete prog.
13) Nerozumim, jak Ize z tabulky 2 na str.68 urcit korekeni faktor.

14) Ve Vysledcich casto nespravné zaménujete pojmy aktivita beta-galaktosidazy, jeji
koncentrace, jeji hodnota.
15) Muzete vysvétlit, pro¢ kiivka zavislosti aktivity beta-galaktosiddzy pod kontrolou

promotoru mutSL na OD u kultury rostouci ptfi 28°C je vice kostrbatd ve srovnani
s kontrolni kiivkou?

Navrh hodnoceni oponenta (znamka nebude souc¢asti zvetejnénych informaci)

[] vyborné X] velmi dobte [ ] dobte [ ] nevyhovél(a)
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