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Slovni vyjadreni, komentafe a pripominky oponenta:

Zakladem diplomové prace Elisky Trskové je jednak pokus vylepsit izolaci anténnich
komplexti Chromera velia, ktera jiz byla publikovana (napt. Tichy 2013, Bina 2014), jednak
pokus o dal$i charakterizaci nefotochemického zhaseni fluorescence in vivo, které je u tohoto
organismu velmi zajimavé, jak ukéazaly nékteré prace z poslednich let (napt. Kotabova 2011,
Durchan 2014).

Obsah formalné spliuje veskeré pozadavky na diplomovou préaci.

Textova cCast je piehledné ¢lenéna: zahrnuje uvod, obecnou charakteristiku problému rozdélenou
tii kapitol, z nichz prvni uvede antény, druha nefotochemické zhaSeni a tfeti pak vlastni
organismus Chromera velia; v dalSich kapitolach pak rozviji metody, vlastni vysledky jsou
soucasti kapitoly 6, v zavéru je rozsahla diskuse vysledku. Text je psan velmi dobrou angli¢tinou
(i kdyz n&ktera slova bych asi nepouzil v odborném textu; kolik nul mé triliéon?).  (2-7%07*¢ Co, )
V dnesni dob¢ ale piekvapi poné¢kud slabsi grafika (napf. obr.4 na str.7, chlorofyl by stalo za to
"namalovat" v lepsim rozli$eni), ur€ité lze na internetu najit lepsi abs. spektrum karotenoidi nez to
v obr. 5 atd. atd.

Ohledné tiskovych chyb jsem vahal mezi ,,pfiméfenym potem™ a ,,Cetnym®, protoze obzvlasté u
obrazku a jejich legend jsem objevil fadu zavaznych pteklepti: matouci Cislovani obrazki napf.
v 5.11 (obr. 23 na str. 23, obr. 24 na str. 24), nékolikeré wavelenght misto wavelength, number
,,t0* misto ,,two* (obr. 18), KDa misto kDa (str. 31), obr. 23 na str. 32 ma Spatnou popisku Exc.
Misto Abs., na obr. 27 je vSe - i 0sa X i y je v nanometrech; v obr. 27 jsou milisekundy.

Literarni piehled zahrnuje 65 citaci, z nichz vice jak polovina je z poslednich péti let.

Odborna turoven prace je velmi dobra. V ¢asti tykajici se izolace antén je dost mozna
autorka az pfili§ skromnd, paklize hodnoti nékteré postupy jako spiSe netuspéch. Pokud se
nepodafilo, dle napf. ptilozenych spektralnich charakteristik, vyizolovat kvalitni antény, resp.
pokud antény byly horsi nez po gelové filtraci (Tichy 2013), pak i negativni vysledek je vysledek,
pokud vime, Ze tudy cesta nevede, resp. pokud mame vystupy popsané v Diskusi, jak a co zlepsit
v dalSich pokusech. Nicmén¢ jako hlavni vysledek piekladané diplomové prace povazuji ¢ast 6.4 a
6.5.

Pripadné otazky pri obhajobé a naméty do diskuze:

1. Co znamena nahla zména pH9,5 v 6.1 na str.25 Sesty den? V textu neni ptili$ jasné, zda
jste zménila kyselost Vy ¢i zda $lo o vyvoj pH v kultufe, resp. bylo by dobré popsat, jak se
vyvijelo pH v prubéhu kultivace.

2. Naobr. 15 popisujete dvé rtizné izolace. V diskusi na str. 38 popisujete, na co byly tyto
dvé izolace pouzity. Trochu mne ptekvapuje, ze nemate v praci spektralni charakteristiky
z obr. 15B. Mozna je v praci ponékud nejasné, pro¢ na ¢ast 6.3.3 byly pouzity celé
thylakoidy a ne jiz rozdélené zony z 15B, zona F2. Muzete toto néjak komentovat?
Kolikrat byla provedena izolace podle 15B?

3. Dotaz z opt. spektroskopie: Zona F1 je zjevné€ na obrazku 15 zelenéj$i. V zavéru textu
6.2.1 vsak stoji, ze z absorp¢nich spekter je vice obou karotenoidii v zoné F1 (zona F2 je
hnéda). Mohla byste pii obhajové demonstrovat rozdil spekter z obr. 16?

Neni to jen vétsi rozptyl svétla na vzorku?

4. Dotaz k HPLC (str.35): oproti publikaci Tichy (2013) mne ptekvapuje relativné maly
sloupec v obr. 18B u chlorofylu, proto se ptam, jak byly zapo¢itany molekuly, které na
chromatogramu mate mezi 24. a 25. minutou, byly zapo¢itany do chlorofylu? O jaké
molekuly jde?? Zeaxanthin mate u 16,5 min, jaké dal$i molekuly zde mohou byt??

5. Koncentrace vzorku pfi fluorescenci in vivo: v ¢asti 5.10 mne ptekvapila posledni véta,
neni zde pieklep?

6. U fady obrazki (napf. obr.25) mi neni jasné, pro¢ byla pouzita excita¢ni vinova délka
455 nm. Pro antény je naprosto klicovou charakteristikou pfenos excita¢ni energie z Ifx-1




na chlorofyl. U 455 nm jesté je, bohuzel, nenulovy ext. koeficient chl a. Lépe by bylo
méfit minimaln€ o 30 nm do Cervené, kde uz chlorofyl neabsorbuje. 485 nm kontra 515
nm, resp. zméfit excitacni fluorescenéni spektrum chlorofylu.

7. Pomeér F,/Fyje u fluorescence in vivo nezvykle nizky. A nasledné zhaseni q, je velké.
Nemize byt temnotni vzorek (vysoka F,) redukovan chlororespiraénimi ¢i jinymi procesy
na urovni plastochinoni?

Praci

M doporucuji

U nedoporucuji

uznat jako diplomovou/bakaléaiskou.

Navrhuji hodnoceni stupném:
Q vyborné¢ ™ velmi dobfe [ dobie O neprospél/a

Misto, datum a podpis oponenta: p % (M(/
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PredloZena diplomova prace se zabyva optimalizaci metod izolace nativnich svétlosbérnych
antén z fasy Chromera velia. Postupné byly testovany a optimalizovany izola¢ni metody jako
metoda ultracentrifugace na sachar6zovém gradientu, izoelektricka fokusace a iontové vyménna
chromatografie. Izolované svétlosbérné komplexy byly podrobeny biochemické analyze
zaméfené na jejich charakterizaci z hlediska pigmentového a proteinového slozeni. Na
izolovanych svétlosbérnych komplexech byla nasledné¢ studovana schopnost indukce
nefotochemického zhaseni. /n vitro experimenty byly doplnény méfenim nefotochemického
zhaseni in vivo.

V teoretickém tvodu prace se diplomantka zaméfila na rozbor problematiky. Detailné se vénuje
popisu procesu fotosyntézy, sloZzeni fotosyntetického aparatu, problematice nefotochemického
zhaseni u riznych organismi a popisu studovaného organismu, fasy Chromera velia. Je Skoda, Ze
se v zaveéru teoretické Casti nepodafilo diplomantce lépe vystihnout cil prace v kontextu s jiz
publikovanymi vysledky.

Nasleduje podrobné zpracovana cast Material a metody, kde se diplomatka vénuje popisu
pouzitych metod. Z vyctu metod je ziejmé, Ze si diplomantka musela osvojit Sirokou Skalu
experimentalnich metod, coZ hodnotim velice kladné.

Cast Vysledky a Diskuse je logicky &lenéna. Naméfené vysledky jsou detailné popsany a
diskutovany.

P¥ipominky: v textu prace se vyskytly drobné nepfesnosti nebo stylistické chyby

- Vtextu prace neni jednotny styl vuzivani zkratek opakujicich se termind. Né&které
zkratky jsou vtexu definovany na vice mistech nebo nejsou v dal§im textu prace
pouzivany. Napi. zkratka CHL je opakované definovana na str. 17, 18, 26, 43.

- Str.3:,.... is used during CO,.“ Spravné by mélo byt: ..... is used during CO; fixation.*

- Str. 4: Stroma contains inner thylakoid membranes ...“. Vynechal bych slovo ,,inner,
protoZe nerozliSujeme ,,inner” nebo ,,outer” thylakoidni membrany.

- Str. 6: Spatny format zkratek ,,Qa and QB*.

- Str. 12: ,,... a maximum level of fluorescence in dark is observed (Fy).”“ Parametr Fy
neodrazi maximalni fluorescenci ve tmé&, ale béhem satura¢niho pulzu aplikovaného na
vzorek adaptovany na tmu.




- Str. 25: v legendé obrazku €. 14 chybi informace o zobrazené chybé méfeni.
- Str. 25: v legendé tabulky €. 1 chybi popis ..t gouble -
- Str. 33: chybny vyraz pro vypocet parametru NPQ.

Dotazy:

1. MuzZete vysvétlit nasledujici tvrzeni (str. 7) ? ., ... For instance, their excited lifetimes in dilute
solutions can be up to three orders of magnitude longer than the rate of energy transfer, moreover
their energy of first excited state is equivalent to the energy of almost six ATP molecules, which
makes them possible to drive the processes ending with accumulation of ATP*.

2. Na str. 14 uvadite, Ze u mutantu bez PsbS proteinu nedochazi k indukci rychlé komponenty
NPQ. Dochazi u tohoto mutantu k indukci pomalejs$i komponenty NPQ?

3. Na str. 15 uvadite, Ze u vétSiny zelenych fas se nevyskytuje PsbS protein. Znate n€jakého
zastupce zelenych fas, kde se PsbS vyskytuje?

4. Z pribéhu fluorescen¢ni indukce méfené in vivo (obr. 26) je ziejma nizkd hodnota
maximalniho kvantového vytézku fotosystému II (Fy/Fy). Pro¢ je tato hodnota tak nizka? Jak si
vysvétlujete vyrazné zhaseni fluorescence pod hodnotu Fy béhem fluorescenéniho indukéniho
jevu?

5. Bylo pii indukci Fy pomoci saturaéniho pulzu dosazeno saturace? Byla saturace fluorescence
béhem pulzu kontrolovana?

6. Jakym zptisobem lze vysvétlit pocatecni pokles fluorescence u izolovanych CLHc proteini pii
pH 7.6 pted aplikaci HCI (obr. 28)?

Zéavérem Konstatuji, Ze prace je na velmi dobré urovni a je piinosna pro dalsi experimentalni
praci. Prace spliiuje vSechny pozadavky kladené na diplomovou praci, a proto ji doporucuji k
obhajobé. Navrhuji hodnoceni stupném vyborné/velmi dobfe.

V Olomouci dne 22.5.2015 Podpis: peva - (/

RNDr. Roman Koufil, PhD.




