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Oponentsky posudek disertacni prace Mgr. Dity Strachotove
"Studium mechanismii produkce amoniaku u kvasinkovych kolonii a
tekutych kultur™.

Mgr. Dita Strachotovd vypracovala svoji disertacni praci pod odbornym vedenim
Skolitelky RNDr. Libuse Vachové, CSc. a skolitelky-konzultanky prof. RNDr. Zdeny
Palkove, CSc. Piedkladana disertacni prace, kterd se zabyva védecky aktualni tématikou -
amoniakovou signalizaci mezi kvasinkovymi buiikami, je na vysoké Grovni jak po strance
védecké, tak formalni. Cela disertacni prace, od samotného pocatku a béhem tvurciho procesu
az po konecné pisemné zpracovani vysledkd, odrdzi nesmirnou peclivost, trpélivost a
houzevnatost autorky, kterymi dosahla vynikajicich vysledki.

Hlavnim cilem disertatni prace bylo rozsifit znalosti o amoniakové signalizaci u
kvasinek, coz zahrnuje hledani pticin a disledkd produkce amoniaku u kvasinkovych kolonii
a tekutych kultur. Prace (177 stran vcetné tfi publikaci) je ¢lenéna klasicky do tfi hlavnich
kapitol. V teoretickém tvodu je nejprve velmi srozumitelné pojednan vliv pH na rust
kvasinek, zejména rust v zasaditém prostiedi, dale pak vnitrobunééné pH kvasinek a jeho
kontrola. Nasleduje vyklad o plynnych signalizaénich molekulach (napf. oxid dusnaty), které
slouzi ke komunikaci mezi bunikami, s dirazem na amoniakovou signalizaci a diferenciaci
kvasinkovych kolonii. Vyborn¢ je zde pojednan jak vliv delece vybranych genti na signalizaci
pomoci amoniaku u kvasinkovych kolonii, tak role Ato proteind v této signalizaci.

Velky rozsah kapitoly "Material a metody" (25 stran), ktera je piehledné sepsana,
sveéd¢i o celé fadé metod, které musela doktorandka v rdmci své prace zvladnout. K této casti
mam jen jednu drobnou pifipominku, tykajici se fluorescencnich méfeni:

o P7i popisu pristrojii, na kterych byla méreni provadena (spektrofluorimetr FluoroMax-P
a invertované konfokalni mikroskopy Microtime 200 a Leica TCS SP2 AOBS) by bylo
dobré uvést rovnéz pracovisté, na kterych se tyto pristroje nachdzeji.



Kapitola "Vysledky a diskuse" (48 stran) shrnuje v Sesti hlavnich ¢astech publikované
1 nepublikované vysledky, které vyznamnym zptasobem piispély k rozsifeni znalosti o
amoniakové signalizaci u kvasinek. Jednotlivé Casti jsou zaméfené na zodpové€zeni otazek
vymezenych v Gvodu disertacni prace, konkrétn¢: (a) mozna existence dalsi latek (kromé
amoniaku) spoustéjici vstup kvasinkové kolonie do alkalické faze, (b) produkce amoniaku pfi
aerobni kultivaci ruznych kmend kvasinek S. cerevisiae Vv tekutém médiu, (C) mozné
vzajemné interakce Ato proteind a (d) uloha transportu karboxylovych kyselin v amoniakové
signalizaci a diferenciaci kvasinkovych kolonii. Autorkou zvoleny zpiisob Clenéni vysledkoveé
Casti se mi velmi libi. V uvodu kazdé kapitoly je podan struény nastin problematiky a jasné
definovan cil dané ¢asti prace; kazda vysledkova cast je uzaviena samostatnou diskusi. Cela
prace je pak zakon¢ena souhrnnou diskusi a zavérem. V jednotlivych kapitolach je uvedeno
velké mmnozstvi kvalitnich vysledkl, které bezesporu svéd¢i o nezmérném pracovnim
nasazeni doktorandky. Kvalita vSech ziskanych vysledkt je velmi vysoka a jen stézi je mozné
predlozené disertani prace sveéd¢i rovnéz skuteCnost, ze nékteré vysledky jiz byly
publikovany ve dvou vyzna¢nych mezinarodnich ¢asopisech (Enviromental Microbiology a
Biochim. Biophys. Acta).

K praci nemam zadné kritické pfipominky. Mam jen par drobnych dotazl a pfipominek, které

v zadném piipad€ neubiraji na kvalité predkladané disertacni préce:

e Autorka pouzila vdiskusi 1 (str. 70, 2. odstavec) slovni spojeni "permeabilita NH3
V membrdndch je nizsi nez permeabilita nékterych vétsich aminii..". Predpokladam, Ze
méla na mysli: "permeabilita membran pro NHj je nizsi nez permeabilita pro nékteré
vetsi aminy..".

o Naobr. 22A, str. 85, je u obrich kolonii kmene atol/ato2/ato3 (21. den vyvoje) pozorovan
tmavy stred, ktery neni patrny u divokého kmene BY4742. Moznd je moje otdzka pro
experty z oboru usmévnd, ale rada bych se zeptala, ¢im je zpusoben?

o Kobr. 22 mam jeste jeden dotaz. Produkce amoniaku, obr. 22B, je u atol/ato2/ato3
kmene v porovnani s rodicovskym kmenem sniZena (na polovicni hodnotu - 12., 13. den),
presto vsak i u toho kmene je patrny nariist produkce amoniaku behem vyvoje kolonii.
Cim je ddana produkce amoniaku u kmene s deleci ve vsech tiech genech pro Ato
proteiny?

e Moje posledni poznamka k prdci se tyka fluorescencnich mereni, ktera autorka provadéla,
Ize pri studiu Zivych bunék pouzit. Jedna se v§ak o metody neprimé, tzn., Ze o bunécnych
procesech vypovidaji nepiimo prostiednictvim zmen fluorescencnich parametrii. Nejsou-
li doplnény o vsechny nutné kontroly (jak negativni, tak pozitivni) a neni-li striktné
dodrzen experimentalni protokol, miize interpretace ziskanych fluorescencnich dat vést
k artefaktiim. Fluorescencni méreni uvedend v disertacni praci by mohly slouzit jako
vzorovy priklad perfektné provedenych fluorescencnich experimentii!

Zavérem s presvédcenim prohlasuji, Ze disertacni prace Mgr. Dity Strachotové vyznamné
pfispéla k rozsifeni a dalSimu vyvoji v€dniho oboru a tim piesvédc¢ive prokazala jeji
schopnost k samostatné védecké praci. Viele doporucuji tuto disertaci ptijmout jako podklad
pro ude€leni védeckého titulu PhD.
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