Oponentsky posudek na disertaé¢ni praci

Autor: Ing. Tomas Miiller

Nazev prace: Regulation of phosphoenolpyruvate carboxylase in tobacco plants during
potyviral infection

Oponent: Doc. RNDr. Lenka Luhova, Ph.D., Pfirodovédecka fakulta UP v Olomouci

Predlozena disertacni prace je sepsana v klasickém stylu sestavajicim z uvodni reSerSni
casti, kapitol shrnujicich pouzité metody a vysledky, nésleduje diskuse a strucny zaveér. Prace
je zamé&fena na studium enzymu s fosfoenolpyruvatkarboxylasovou aktivitou (PEPC) a jeho
regulaci v pribéhu virové infekce. Téma prace je aktudlni a ziskané poznatky rozsifuji
informace o reakci rostliny vystavené pisobeni biotického stresu zplisobeného virovou
infekci. Pochopeni mechanismi obrannych reakci rostlin, mize vést k aplikaénim vystupiim
vyuzitelnym v zeméd¢lstvi.

Teoretick4 €ast prace je napsand pirehledné, vystizné a srozumitelné a v podstaté bez
pteklept. Pouze nebyla dodrZzena jednotnost v psani ndzvu studovaného enzymu (¢ast ,,enol*
— psana kurzivou). Autor Cerpal informace z vice nez 150 praci, jejichZ seznam je uveden na
konci predlozené prace. Je ziejmé, ze je doktorand velmi dobfe seznamen s feSenou
problematikou.

Metody pouzité v ramci experimentalni prace jsou v disertani praci srozumitelné a
dostatecné popsany. V textu je pouze n€kolik drobnych formalnich chyb: koenzymy NAD a
NADP se uvadi s indexem +; zaména nazvu pouzité smési inhibitort proteas ,,Protease
Inhibitor Cocktail* za ,,Proteinase Inhibitor Cocktail®.

Vysledky jsou zpracovany ptehledné formou fady grafi, tabulek a obrazkl
s vysvétlujicim textem. K vysledkové ¢asti mdm nasledujici dotazy a piipominky:

1. 'V kapitole 3.1.3.1. nejsou uvedeny stanovené hodnoty Ip,5, pouze jejich vzajemné
porovnani. Bylo by vhodné Obr. 14 doplnit piehlednou tabulkou s vypocitanymi
hodnotami lg,s.

2. Jedna se v pfipadé L- malatu o smesnou inhibici nebo inhibici kompetitivni? Jaka je
vaha jednotlivych namétenych bodta v Obr. 16, zejména pti koncentraci PEP 0,05 mM
(kolikrat bylo méfeni opakovano)? Jak vypada sekundarni graf v pifipadé Dixonova
vyhodnoceni? V piipadé vysledkti na Obr. 23 lze ptredpokladat, ze se jedna spiSe 0

kompetitivni inhibici, ale tvrzeni musi byt podpofeno opét vynesenim sekundarniho
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grafu, piipadné¢ jinym typem vyhodnoceni (pf. skripta Macholan: Enzymologie;
Kodic¢ek: Studijni materialy z enzymologie; Segel: Enzyme Kinetics).

V piipad¢ inhibi¢ni studie interakce L-aspartatu s PEPC, by bylo vhodné povazovat
stanovené hodnoty jako orienta¢ni z divodu realizace experimentu pouze pii dvou
koncentracich fosfoenolpyruvatu.

Pro¢ byla pro realizaci inhibi¢nich studii zvolena sub-optimalni hodnota pH 7,3?

Byla ovéfena aktivita proteinkinasy A S vyuzitim vhodného substratu pro vylouceni
moznosti ztraty aktivity pouzitého enzymu? Jedna se o enzym pouzity vV experimentu
zaméteném na fosforylaci nativniho enzymu a enzymu po defosforylaci.

V ¢asti 3.1.4.5. se uvadi v textu 40% narust PEPC aktivity v ptfitomnosti D-glukosa-6-
fosfatu. Z Obr. 25 je ale patrna niz§i hodnota.

Byl purifikovany enzym dostatecné Cisty pred pouzZitim pro imunizaci? Na SDS
elektroforéze Obr. 26 jsou V linii 8 vidét dalSi minoritni proteiny. Jak dopadlo ovéteni
specifity ziskanych protilatek (ve vysledcich je uveden jen nepfili§ kvalitni vyfez po
Western blotu)?

Byla imunochemicka detekce fosfoproteint realizovana v n¢kolika opakovéani? Pro vétsi
vahu uvedeného tvrzeni by jist¢ bylo vhodné realizovat densitomerické vyhodnoceni
(Obr. 40).

Jakym zpiisobem byla realizovana inokulace rostlin? Je mozny vliv i mechanického
poskozeni, ke kterému dochézi ptfi inokulaci?

Lze vysvétlit rozdilné interakce pouzitého genotypu tabiku s viry PVA a PVY"'™N na
zakladé rozdilné citlivosti daného genotypu k pfislusnému viru? Mohl se projevit vliv
rozdilné koncentrace virti pouzité pii inokulaci rostliny?

Byly metody pouzit¢é pro detekci pfitomnosti viru opakovany v nezavislych
experimentech pro potvrzeni rozdilu v ¢asovych zménach detekovanych RT —PCR
metodou a Elisa metodou?

Je mozné vysvétlit rozdilnou reakci detekovanou na tirovni zmén enzymovych aktivit
(PEPC, NADP ME a PPDK) (Obr. 30 a 31) v prub¢hu infekce PVY a PVA rozdilnou

intenzitou rozvoje virové infekce (viz Obr. 28)?

PiedloZena disertacni prace splnila sledované cile. Doktorand se v pribéhu studia

seznamil s fadou metodickych ptistupti od purifikacnich metod, metod studia enzymové

kinetiky, imunochemickych metod, prace s nukleovymi kyselinami, tak rovnéz s praci s viry a
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enzymil v reakci rostlin na bioticky stres a budou publikovany v impaktovaném casopise.

Lze konstatovat, ze ing. Ing. Tomas Miiller prokazal v pribéhu studia dobrou orientaci
Vv feSené problematice a schopnost védecké prace, véetné publikovani ziskanych vysledka
v impaktovanych ¢asopisech (je spoluautorem 5 publikaci a 15 pfispévku formou piednasek
nebo postert na konferencich). Predlozena prace splituje pozadavky kladené na disertacni
praci. Doporucuji udélit akademicky titul doktor ve zkratce Ph.D. dle zdkona o vysokych
Skolach ¢. 111/98 Sb.

V Olomouci dne 31.7.2008 Doc. RNDr. Lenka Luhova, Ph.D.



