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Nazev préace:

Vliv vyfazeni genu yxkO pii adaptaci na enviromentalni stres u rodu Bacillus

Cile prace

Ptispét k pochopeni role produktu genu yxkO v buiice. Konkrétné:

1/ Konstrukce kmenu B. subtilis s iplnou deleci genu yxkO.

2/ Konstrukce kmenu B. subtilis umoziujici méfit miru obecné stresové odpovedi.

3/ Srovnat fentotypickou odpoveéd’ na vyrazeni genu yxkO u ptirodnich izolath B. subtilis a
ptibuzného druhu B. amyloliquefaciens.

Pozn: Takto jsou cile fazeny v Uvodu. Doporuéil bych fadit je stejné, jako se pak objevovaly
ve Vysledcich, tj. 1-3-2.

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida pozadovanému? ANO NE
Rozsah prace (pocet stran): 149

Je uveden anglicky abstrakt a klicova slova, ANO NE

Je uveden seznam zkratek? ANO NE

Literarni prehled:
Odpovida tématu? ANO NE
Je napsan srozumitelné? ANO NE
Pouzil(a) autor(ka) v reSersi relevantni udaje z literarnich zdroji? ANO NE
Jsou pouzité literarni zdroje dostatecné a jsou v praci spravné citovany? ANO NE

Material a metody:
Odpovidaji pouzité metody experimentalni kapitole? =~ ANO NE
Kolik metod bylo pouzito? 22

Jsou metody srozumitelné popsany? ANO NE

Experimentalni ¢ast:
Je vysvétlen cil experimentil? ANO NE
Je dokumentace vysledkl dostacujici? ANO  NE— v ¢em jsou nedostatky?
Postacuje mnozstvi experimentl k ziskani odpovédi na zadané otazky?
ANO NE — co chybi, v ¢em je nedostacujici?

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




Zavéry (Souhrn) :
Jsou vystizné? ANO NE

Formalni Groven prace (obrazova dokumentace, grafika, text, jazykova tiroven):

Obrazova dokumentace je dobra; pouze dokumentace swarmingu (foceni misek, napf. obr.
35) mohla byt lepsi — misky je dobré fotit bez vicka, dnem vzhiru a z thlu, aby nevznikaly
odlesky.

Jazykova urovei je dobrd. Nicméné, doporucoval bych pouzivat vice ¢esky znéjici ,,faktor
sigma‘““ nez jednim slovem ,,sigmafaktor. Obcas se vyskytly gramatické chyby, napf. na
stran¢ 97 ,,Bunky....si udrzuvali...“, ale obecné se jednalo o fidké jevy.

Splnéni cili prace a celkové hodnoceni:

Prace je napsana souvisle a &tivé. Od Uvodu po Zavéry se jedna o celistvy text, ktery smétuje
z bodu A do bodu B. Nikde nejsou zbyteéné ,,vycpavky*; na informace poskytnuté v Uvodu
plynule navazuje vysledkova ¢ast. V Diskusi je vidét vloZzené myslenkové Usili 1 snaha
vysledky co nejlépe sumarizovat a porovnat.

Autor vytvoril mutantni kmeny z B. amyloliquefaciens a nedomestikovaného B. subtilis

s prerusenym genem yxkQO. Tyto kmeny porovnaval s relevantnimi divokymi kmeny plus
divokym a mutantnim kmenem laboratorniho B. subtilis. Pivodni mutant v tomto genu ma
osmozenzitivni charakter, coz bylo znamo jiz z pfedchozich studii. V ramci fenotypickych
experimentl autor ukazal, Ze, ackoli se jedna a velmi blizce ptibuzné druhy/kmeny, pteruseni
tohoto genu méa v neékterych ptipadech na tyto organismy rozdilny vliv (napt. absence
swarmingu pouze u mutantniho B. amyloliquefaciens a nikoli u ostatnich kmenti). To mize
do budoucna spolu s detailni znalosti rozdilti mezi témito bakteriemi ptispét k rozlusténi role
YxkO.

Autor vytvofil nastroj (fazi promotoru zavislého na faktoru o® s markerovym genem lacZ)
pro studium obecné stresové odpovédi. Integroval tuto fuzi do B. subtilis (do wt 1
odvozeného kmene mutantniho v yxkO). Nasledné detekoval obecné sniZzenou miru stresové
odpovédi (osmoticky a etanolovy $ok) zavislé na 6® u mutantniho kmene. Toto zji§téni miize
naznacovat, Ze pozorované fenotypy kmene s pferusenym yxkO mohou byt nasledkem
primarné vzniklym nedostate¢nou aktivaci tohoto regulonu.

Cile, které se podatilo splnit (2/ a 3/) tak predstavuji solidni penzum vysledki, které maji
vypovidaci hodnotu a ptispély k rozsiteni znalosti o studované problematice.

Nesplnény cil (1/) jde na vrub technickym obtiZim, které jsou inherentni soucasti
experimentalni prace.

Celkov¢ hodnotim praci kladn€ a pteji autorovi hodné dalSich profesnich uspéchii.




Otazky a pripominky oponenta:

1/ Str. 26: Dochazi k produkei surfactinu a tvorbé biciku u téZe buniky, nebo se jednd o dva
rizné bunééné typy v ramci jedné populace?

2/ Str. 74: Jak dlouhé byly fragmenty PCR, které¢ mély slouzit k homologni rekombinaci?

3/ Str. 76: Nepodarilo se zaklonovat hotovou PCR fuzi pro knock-out yxkO do vektoru pii
pouziti E. coli jako hostitelského organismu. Jaky byl dal$i zamysleny postup? Nebylo
mozné pouzit vytvoreny PCR fragment (bez klonovani ptes E. coli) rovnou pro pldénovanou
transformaci?

4/ Str. 78: Jaka je homologie genu yxkO na urovni DNA mezi B. subtilis a B.
amyloliquefaciens?

5/ Str. 115: Jednalo se o transkrip¢ni ¢i translacni fazi promotoru ctc? Obrazek, ptipadné
anotovany sekvencni fragment promotoru by byl vhodnou ilustraci této ¢asti DP.

6/ Str. 119: Obr. 44-6. Chybi chybové usecky. V kolika opakovanich byly experimenty
provedeny?

7/ YxkO ma vliv na expresi z promotoru zavislého na 6°. MiZete prosim naértnout mozna
vysvétleni/hypotézy pro€ je v neptitomnosti YxkO tato exprese snizena? Navrhnéte mozné
experimentalni pfistupy pro test vybrané hypotézy/hypotéz.

8/ U obr. 29-34 chybi mé&fitko

Névrh hodnoceni oponenta (zndmka nebude soucasti zvefejnénych informaci)
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