Oponentsky posudek
magisterské diplomové prace Bc. Marka Neuberga :

» Redukce negativnich ucinki stresového etylénu u rostlin pomoci bakterii
korenové rhizosféry.*

Piedlozena diplomova prace Bc. Marka Neuberga je zpracovana na 40 stranach textu
véetné obrazki a seznamu citované literatury Citajiciho 62 polozek. Obsahuje kraticky
seznam pouzitych zkratek, zhruba jednostrankovy uvod, ptehled cili prace, sedmistrankovy
literarni piehled, popis pouzitého materidlu, médii a metod, popis vysledkii na cca 8 stranach
véetné grafli, tfistrankovou diskusi a zavéry, coz odpovidd zvyklostem pro prace tohoto
druhu.

Prace se zabyva studiem vlivu etylénu na vadnuti fezanych kvéti chryzantémy a vyuzitim
bakterie Enterobacter cloaceae Cal2 ke sniZzeni obsahu tohoto stresového fytohormonu.
Bakterie patii do skupiny tzv. PGPR (Plant Growth Promoting Bakteria) a je vybavena
enzymem ACCD (deaminiaza ACC). ACC je kyselina 1-aminocyklopropan-1-karboxylova ,
ktera je prekurzorem etylénu a je jinak enzymem ACCO (ACC oxidazou) pfevadéna na
etylén, jez se podili na sniZeni Zivotnosti fezanych kvétin, urychluje totiZ senescenci a opad
kvéti po opyleni a ovliviiuje to, co je dllezité pro rostlinu a nevyhodné pro kvétinare, snazici
se fezané kvéty udrzet co nejdéle krasné, totiz vyvoj semen. Pouziti bakterii (jimz ACC slouzi
jako zdroj N, C a energie) by mohlo nahradit syntetické inhibitory tvorby etylénu, nej¢astéji
na bazi stiibra, které jsou vétSinou toxické. Z tohoto pohledu je myslim prace velmi pfinosna
jak z védeckého tak z praktického hlediska.

Sama bakterie, jak je zminéno v literdrnim pfehledu, miZe produkovat auxin (IAA) a tim
stimulovat produkci ACC a biosyntetickou drédhu etylénu. ACC je z vné&jsiho prostiedi
rostliny bakterii odebirana a tak je ve vétsi mife do vnéjsiho prostiedi uvoliiovana i endogenni
ACC, coz v koneéném disledku vede ke snizeni produkce etylénu rostlinou a prodlouZeni
zivotnosti a erstvosti kvétu.

Literarni piehled je docela hezky zpracovan, jen bych se autora chtéla zeptat, jestli vi,
odkud vlastné pochazi onen etylén, jehoZ produkci méfil, ve které ¢asti kvétu ¢i rostliny
vznikd, pifipadné odkud pochazi signal pro jeho syntézu a jak je to scitlivosti rostlin
(kultivard) na etylén?.

Je etylén tim nejdulezitéjsi faktorem, ovliviujicim Zivotnost kvéta?

Faktort, které ji mohou ovliviiovat je cela fada, jak je zmin€no v literarnim piehledu. Vi se
néco o bakteriich, které se pfirozené vyskytuji ve vodé ve vaze na bazi odfiznutych stonki,
jak ony ovliviiuji naptiklad stav cévnich svazki a pfijem vody a tim 1 vadnuti kvéta?

Na str. 6 je véta ,,Etylén je nejjednodussi chemicka latka s biologickou aktivitou.” Myslim, Ze
minéno bylo hormonalni ¢i regulaéni aktivitou, protoze jinak jsou jisté i latky chemicky
jednodussi, které také maji biologickou aktivitu. Ale nechci chytat autora za slovicko.

[ v této praci se objevuje citace ucebnice Taiz, L and Zeiger E. (1991) Plant Physiology na
misté, kde by asi mél byt citovan ptivodni autor, ale jen asi ve dvou piipadech.

Pokud se tyka metodiky, vysledkt a diskuze mozna jsem néco prehlédla, ale marné jsem
hledala vysvétleni, pro¢ se pifidaval auxin (IAA) k rostlinam a pro¢ v koncentracich, které
jsou dost vysoké (ve srovnani s fyziologicky se vyskytujicimi v rostlinach). Tyto koncentrace
budou pro rist inhibi¢ni.

Piedpokladam, Ze cilem bylo experimentalni zvySeni produkce etylénu v rtznych variantach
ruzné, aby se prokézalo,ze i pii vysokych koncentracich bakterie obsah etylénu snizuje.



Mimochodem, je-li koncentrace etylénu vysoka diky vy3si koncentraci IAA, pomohla by
vy$si koncentrace bakterii k jeho efektivngj$imu sniZzeni? Byla pouZita jen jedna koncentrace
bakterii.

TroSku jsem méla problém se orientovat v metodické ¢asti na str.15, kde jsou pouzity dvoji
Jednotky, které znamenaji tutéZ koncentraci (Ug/ml a mg/l), ale spie bych se chtéla zeptat na
zpusob pripravy roztoku IAA. Tam se uvadi, Ze se rozpoustéla v 1M NaOH, coZ je hydroxid.
Jaka byla pak vyslednd koncentrace v jednotlivych roztocich o rizné koncentraci IAA?
Mohlo to né€jak ovlivnit pH roztokti? Tzv. negativni kontrolu je umisténa v destilované vodg,
ktera asi bude mit pH viceméné neutralni.

V ¢asti ,,Vysledky™ se v grafech na str. 24-27 uvadi produkce etylénu v pl/g/ hod .
Hmotnosti k niZ je produkce vztazena se mini hmotnost kvétu? V metodice na str.14 je totiz
uvedeno, Ze kvéty byly zvazeny, ale v kapitole ,,Vysledky* jednotka v nichZ se produkce
etylénu vyjadiuje blize specifikovana neni.

Zajimavé je ono ,,druhé maximum® produkce etylénu pfi vyssich koncentracich IAA (viz
graf str. 24), protoZe ono je pfitomno ve variantach bez bakterie (graf ¢.3)., ale ne v téch
s bakteriemi (graf ¢.4). V diskusi na str. 30 se piSe, Ze by to nemusel byt etylén, ale n&jaké
produkty rozkladu karotenoid?. Co by to mohlo byt za latku? V metodické ¢asti na str. 17 se
uvadi, Ze plynovy chromatograf byl kalibrovan na vzduiny methan, protoZe ten kolona neni
schopna od etylénu odlisit. Pokud to opravdu neni etylén, mohl by to byt methan? A mohla by
ho bakterie také vyuzivat?

TroSku mi také unika, pro¢ se méfila rychlost translokace bakterie stonkem, z obrazku na
str. 28 je patrné, Ze za 18 hodin doputovala ¢ast bakterii (respektive jejich radioaktivni
znacCka) do vzdalenosti cca 4 cm od baze stonku. Celkova délka stonku je 6 cm. Ke kvétu se
tudiZ nedostaly, alespoii ne v priibéhu pokusu.

Z vysledkli vyplyvd, Ze bakterie Enterobacter cloaceae Cal2 jednoznaéné  sniZuje
produkci etylénu rostlinou a tim oddaluje subjektivné hodnocené vadnuti kvétu chryzantémy.
Otazkou zlstava, jak pfesné to déla? Odebira ACC zroztoku v némZ je stonek ponoren,
z bunék stonku?

Déle se miizeme ptat, do jaké miry samotna koncentrace plynného etylénu mtize ovliviiovat
tyto procesy, protoze nadobky pro méfeni musely byt na 60 minut uzavieny, aby bylo mozno
méfit koncentraci etylénu.

V této souvislosti bych se chtéla zeptat jestli méfeni produkce etylénu i subjektivni hodnoceni
miry vadnuti rostlin se provadélo na stejnych rostlinach nebo byly pouzity dvé sady rostlin?

Zaveérem bych shrnula, Ze magisterskd diplomova prace Marka Neuberga je piehledné
Clenéna, dobie graficky zpracovana a aZ na drobné nedostatky srozumitelné napsana. Autor
prokazal velmi dobrou znalost literatury (citace jsou rovnéZ korektni), schopnost samostatné
experimentalni prace a hodnoceni ziskanych vysledki.

Proto doporucuji jeho praci k obhajobé s hodnocenim velmi dobry.

V Ceskych Budé&jovicich 24. ledna 2008

_ v
Ing. Marie Hronkova, PhD



OPONENTSKY POSUDEK

Magisterska prace Bc. Marka Neuberga feSena na Katedfe fyziologie a anatomie rostlin
Pfirodovédecké fakulty Jiho&eské univerzity v Ceskych Bud&jovicich s nazvem ,,Redukce
negativnich ucinku stresového etylénu u rostlin pomoci bakterii korenové mikroflory* se
vztahuje k aplikovanému vyzkumu. Téma se dotyka problematiky sniZeni stresu a zpomaleni
vadnuti fezanych okrasnych kvétin. Zabyva se pfistupem zaloZzenym na poznatcich o
vzajemnych metabolickych interakcich mezi rostlinou a mikroorganismy v jeji kofenové
zOng.

Smyslem prace bylo zavedeni a optimalizace metody pro méfeni produkce etylénu,
fytohormonu zodpovédného za vadnuti, u fezanych kvéti a otestovani mozZnosti aplikace
vybraného bakteridlniho kmene za G¢elem sniZeni hladiny etylénu a zpomaleni vadnuti.

Cile prace byly v uvodni ¢asti definovany. Informace potfebné k pochopeni studované
problematiky byly prezentovany v literarnim pfehledu. Domnivam se, Ze samostatna
podkapitola méla byt vénovana fytohormonu indolyl-3-octové kyseliné (IAA).

Je tieba vytknout, Ze se autor nepokusil na konci uvodu do problematiky struéné formulovat,
jak bude svych cili dosahovat a pro¢ zvolil pfislusné pfistupy. Praci je nutno vytknout také
absenci jakychkoliv pracovnich hypotéz.

Studie byla provadéna s jedinou rostlinnou varietou Dendrathema grandiflorum var.
Sunny euro a bakteridlni kulturou Enterobacter cloaceae Cal 2, ktera byla ziskdna ve
spolupraci s autorem modelu vyuziti PGPR bakterii k sniZeni hladiny etylénu pfi stresové
odpovédi rostliny - profesorem Glickem z kanadské University Waterloo.

Hlavni experimentélni prace spo€ivala v ur€eni prib&hu vadnuti fezanych kvéti u pokusné
variety. K tomuto uéelu slouZil experiment zaloZeny na aplikaci riznych koncentraci
fytohormonu indolyl-3-octové kyseliny (IAA) na fezané kvéty. Stupeni vadnuti byl hodnocen
vizualné na zdkladé pofizenych fotografii v pribéhu experimentu. Nebylo doloZeno na
zakladé kolika pokust, méfeni a snimkovani bylo hodnoceni provedeno. Tato metodicka ¢ast
je doprovazena galerii fotografii a popisem hlavnich stupiiti vadnuti.

Vsechny varianty téhoZ pokusu byly paralelné provadény v pfitomnosti zvolené PGPR
bakteridlni kultury. B&hem pokusu byla méfena produkce etylénu pomoci plynové
chromatografie. Popis GC analyzy neuvadi zékladni udaje, na zdkladé kterych by mohlo byt

GC méieni zopakovano.



Za ugelem zjisténi rychlosti priniku bakterialni kultury do tkané oSetfené rostliny byl
proveden experiment se zna¢enim bakteridlnich bun&k radioizotopy a jejich nasledné detekce.
Nejsou uvedeny podrobnosti o technice detekce.
Metodika ptedkladané prace neuvadi Zadné statistické ptistupy pro hodnoceni vysledkd.
Ziskana data byla zpracovana do 11 grafii a okomentovéna v textu. Zavislost stupné
vadnuti na riizné koncentraci IAA v prib&hu Gasu byla zndzornéna sloupcovymi diagramy,
z nichZ je vyvozeno potvrzeni zavislosti stupné& vadnuti na koncentraci IAA. Tento zavér viak
neni podloZen statisticky. Podobné bez statistické analyzy je vyvozovana &asova zavislost a
vliv bakteridlni kultury. Prace neuvadi Zadné statistické porovnani naméfenych dat a chybi
tim padem i vyhodnoceni pritkaznosti vlivu sledovanych faktora na vadnuti.
Pribéh produkce etylénu v zavislosti na Gase, piitomnosti bakteridlni kultury a koncentraci
IAA byl hodnocen na zakladé tii méfeni. Prim&mé hodnoty byly zpracovany formou
prehlednych grafi. 1 vtomto piipadé chybi statisticki analyza, kterd by umoznila
vyhodnoceni priikaznosti testovanych faktord na produkci etylénu.

Rychlost priniku bakteridlni kultury zachycuje graf & 11; neni ziejmé, jaky parametr
udava osa y, coZ souvisi i s nedokonalym vysvétlenim v metodické &asti.

Diskuse se zabyvéa vlastnimi vysledky prib&hu vadnuti a produkce etylénu, v obecné
rovin€ je porovnavd s podobnymi soufasnymi pracemi na jinych rostlinnych druzich a
diskutuje vyznam celé problematiky. Jednoznatné definovéani optimélnich podminek
testované metodiky se v8ak v diskusi ztraci.

Shrnuti v zévéretné Casti ma pouze formalni charakter, de facto se jedna o kompletni text
z Casti 3-Cile prdce ptevedeny do minulého ¢asu.

Seznam citované literatury nema zcela jednotnou formu.

Predkladana prace fe$i zajimavé téma. Nicmén& fada zakladnich nedostatkii a zejména
absence statistického vyhodnoceni dat sniZuje jeji celkovou hodnotu. I p¥es zminéné
vyhrady doporuduji k obhajobé pied odbornou komisi. Jelikoz se jedna o praci

magisterského stupné, hodnotim ji podminén& stupném 3, v ptipadé excelentni obhajoby lze

hodnoceni o stupeti zmirnit. %
/

RNDr. Dana Elhottova, Dr.
V Ceskych Bud&jovicich 25/1/2008



DOPLNUJICIi DOTAZY A PRIPOMINKY

1. Za zasadni véc povazuji zodpovézeni otazky: Na zakladé kolika nezavislych pokust byla

predkladana prace a s ni i zavadéna metodika vypracovana?

2. Kolik rostlinnych jedinct bylo pouzito? Odkud byly ziskany? Byly v den pokusu Cerstvé

ufiznuty?
3. Jaké statistické metody a postupy navrhujete k doplnéni hodnoceni predloZené prace?

4. Jak byly definovany optimélni podminky pro méfeni produkce etylénu u fezanych kvét

chryzantém?

5. Str. 14 PFiprava kultury. Neni ziejmé, jak byl odvozen vztah pro zavislost mezi koncentraci

bakterialni suspenze a absorbanci. Prosim vysvétlete.

6. Str. 21. vyraz ,,Vypliva®, prosim opravit.

7. Lze etylén mé&fit bez interference s metanem na koloné jinych separacnich vlastnosti?



