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Nazev prace: Exprese gent pro konverzi amida a nitrild v Rhodococcus erythropolis

Cile prace

1. Analyzovat geny kédujici amidazu a nitrilhydratazu u Rhodococcus erythropolis
CCM2595.

2. Srovnat organizaci a sekvenci téchto gend i jejich produkti s kmenem R. erythropolis A4.

3. Studium aktivity promotoru genu ami v riznych typech médii a v pfitomnosti
potencidlnich induktort s vyuzitim promotor probe vektoru pEPR1.

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida pozadovanému? ANO
Rozsah prace (pocet stran): 58

Je uveden anglicky abstrakt a klicova slova? ANO

Je uveden seznam zkratek? ANO

Literarni prehled:

Odpovida tématu? ANO

Je napsan srozumitelné? ANO

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

Jsou pouzité literarni zdroje dostatecné a jsou v praci spravné citovany? V praci je citovano
47 praci, tii Ctvrtiny z nich vSak byly publikovéany pied 10 lety a vice. Z poslednich dvou
let literarni zdroje chybi. Na nékolika mistech textu se objevuje formulace ,,v dne$ni
dob&*“ nebo ,,v soucasnosti®, ale udaje jsou podpofeny citacemi z devadesatych let.
V kapitole 2.3.3 Plazmidové vektory jako néstroje genetické manipulace by bylo jisté
namisté uvést 1 vysledky prace z domovské laboratote, ze které mimo jiné také vzesel
plazmid pEPR1 pouzity v diplomové praci. Ten je popsan az v kapitole Material a
metody. Jinak je text psan velmi logicky a srozumiteln¢.

Material a metody:
Odpovidaji pouzité metody experimentalni kapitole?  ANO
Kolik metod bylo pouzito? Bylo pouzito celkem 15 pfevazné molekularné biologickych
metod. I kdyZ se na prvni pohled jedna o vcelku bézné postupy, jejich narocnost a
obtiznost provedeni nabyva pii genové manipulaci druhti rodu Rhodococcus.
Jsou metody srozumitelné popsany? ANO

Experimentalni ¢ast:
Je vysvétlen cil experimenti? ANO, v samostatné kapitole predchazejici kapitolu
Vysledkt jsou cile jasné definovany.
Je dokumentace vysledkl dostacujici? ~ ANO, pouze bych volila jiné métitko osy y u
grafii na Obr. 13 -15 a chtéla bych pozadat o jasn€jsi vysvétleni legendy k Obr. 9.
Postacuje mnozstvi experimentil k ziskani odpovédi na zadané otazky? ANO

Diskuze:
Je opravdu diskuzi, nejde jen o konstatovani vlastnich vysledki? Spise NE. V textu
prevlada tendence shrnovat dosazené vysledky, jejich diskuse se objevuje ve dvou
pasazich.




Jsou vysledky porovnavany s literaturou? Diskuze cituje pouze tfi literarni zdroje a také
nepublikované vysledky z laboratofte.
Jsou uvedeny né¢jaké hypotézy ¢i navrhy na dalsi fesSeni problematiky?  NE, diskuse
obecné mnoho novych myslenek neptindsi.

Zavéry (Souhrn) :
Jsou vystizné? ANO

Formalni Grovei prace (obrazova dokumentace, grafika, text, jazykova Groven):
Vyskytuji se pouze obvyklé chyby jako napft., Ze latinské ndzvy taxoni nejsou vzdy psany
kurzivou a pro jednotku molarity se uziva M, kterou nazvoslovi IUPAC jiz delsi dobu
zakazuje. Autor se také nevyvaroval nékolika jazykovych a formulacnich neobratnosti
(variabilnost, potencionalni, kultury byly uchovany na Petriho miskéch). Formalni roven
prace je ale jinak velmi dobra, text je logicky a pomérné Ctivy.

Splnéni cili prace a celkové hodnoceni:

Predkladand diplomova préace se zabyva velmi dilezitym a aktudlnim tématem, které ma
podstatny prakticky pfesah komeréné vyuzitelny v bioremediacich. Diky tomu, Ze prace s
bakteriemi rodu Rhodococcus ma sva specifika, autor musel jist¢ vynalozit nemalé
experimentalni Gsili, které se vSak v praci nezobrazuje. Vysledkem je naopak pomérné
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jednoznacéné dosazeno.

Otazky a pripominky oponenta:

1. Jakého typu (Co nebo Fe) je nitrylhydrataza R. erythropolis?

2. Selekce klont E. coli a R. erythropolis nesoucich vektor pEPR1 se provadéla
pozorovanim pod UV zafenim. Jakou davkou zéateni po jak dlouhou dobu je mozné
bakterie osvécovat, aby se neprojevil jeho mutagenni u¢inek?

3. Jaka jsou specifika KOD Xtreme Hot Start polymerazy, ktera byla pouZita k syntéze
fragmentu o délce 4,3 kb? Jaka je frekvence chybné¢ zarazenych nukleotidli u této
polymerazy?

4. Vysvétlit jasnéji postup sekvenovani, ktery znadzoriiuje schéma na Obr. 9. Kterd barva a
jaka vyska useki pod velikostnimi kotami co znamena?

5. Obr. 13 — 15 by mohly mit 1épe zvolené métitko osy y, chybi také smérodatné odchylky.
Kolikrat bylo méfeni provedeno? Existuje néjaké vysvétleni pro pokles fluorescence u
vzorku BSBT+ACA mezi 2. a 4. hodinou kultivace (Obr. 15)? Jsou k dispozici i vysledky
rustu kultury?

6. V literarnim piehledu je uvedeno, ze degradacni potencial rhodokokti neni mnohdy
ovlivnén ptitomnosti snadnéji vyuzitelnych zdroji uhliku. Na str. 53 v diskusi se naopak
tvrdi, ze zdroje C a N v komplexnim médiu reprimuji promotor Pami.

7. Zabyvaji se podobnou problematikou i jiné laboratotfe ve svété?

8. Nebylo by snazsi pro potencialni komer¢ni vyuziti degrada¢ni schopnosti rhodokokt
pouzit heterologni produkce jejich enzymii?

Navrh hodnoceni oponenta (zndmka nebude soucasti zvetejnénych informaci)

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

Podpis oponenta:




