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Studium role ABP1 je vyznamnym pfinosem pro poznani mechanismi, kterymi jsou
zprostfedkovany mnohostranné ucinky rostlinného hormonu auxinu. Ptesto, zZe prvni studie
vazby auxind na tento protein byly publikovany jiz pocatkem 70-tych let minulého stoleti,
neni jejich role dodnes zcela vyjasnéna. Cil prace je tedy vzhledem k vyznamu auxinu
v regulaci riistu a vyvoje rostlin vysoce aktualni. :

A Disertacni prace je sepsana v anglickém jazyce na velmi sélidni ﬁrovni. Jako oponent,
jehoZ rodnym jazykem neni anglictina, t€Zko posoudim jemné jazykové nuance, piesto jsem
v textu vyznacil n€které opravy. Jedna se predevsim o pouzivani ¢lenti v Souhrnu a kapitolach
1 a 3; v dal$im textu jsem pak nalézal chyb stale mén¢.

Literarni ptehled je logicky rozclenén a postihuje na 15 stranach studovanou problematiku
v celé Sifi. Je bohaté¢ dolozen ca. 150 relevantnimi citacemi publikaci, jejichz vétsi Cast je
z tohoto stoleti, v¢€etné€ praci z roku 2010. Rozsah stranek odpovida velmi vécnému a hutnému
stylu projevu doktorandky. Pouze 8 stran je vénovano Materidlu a metodam, které jsou
popsany stru¢né s ptipadnymi odkazy na literaturu, odkud byly metodiky pievzaty.

Na 19 stranéch jsou shrnuty vysledky prace a jejich popis odpovida ziejmé textu, ktery byl
odeslan do tisku do Caspoisu Plant Cell. Experimenty byly provadény na tabakové bunééné
suspenzi BY-2, kterd byla modifikovdna transformaci pro vyvolani konstitutivni a
indukovatelné nadexprese ABP1 a k utiSeni jeho exprese pomoci protismyslné DNA.

Otazka 1: Obrazek 5.1A v popisu uvadi PCR dikaz ptitomnosti NeABPI-AS, text na
strané 35 pak tvrdi, Ze v obrazku 5.1A je dikaz exprese tohoto vneseného transgenu pomoci
PCR. V pfipad¢, Ze je spravny popis obrazku, jakd byla urovern exprese (utiSeni) nativniho
NtABP1? Kazdopéadné by bylo vhodné vysvétlit rozdily v intenzité prouzkd 700 a 250 bp a i

kdyZ je to nasnadé uvést pri¢inu rozdilu velikosti amplikond, ziskanych stejnymi primery.



Funkénost vSech tff transgennich linii je velmi dobfe potvrzena fenotypy a reakei bungk
na piidané auxiny, resp. inhibitory transportu auxinu a dal$ich latek. Jednim z ucinnych
nastroji studia zmén, které vyvolava nadprodukce nebo utigeni produkce ABPI, bylo
sledovani akumulace radioaktivné znadenych auxin® v burikach.

Otazka 2: Pro¢ v obrazcich 5.7, 5.11, 5.12 a 5.15 neni pouzit jednotné bud’ sloupcovy
diagram akumulace auxinu po 20 min (navic jako % kontroly), nebo casovy prubéh
akumulace (napt. 5.7A)? Jsou v obrdzku 5.12 viechny chyby tak malé, Ze jsou skryty za
experimentalnimi body?

ProtoZe auxin a jak je v prci prokazovano pravé prostfednictvim ABP1 vyrazné ovliviiuje
prodluzovani bun¢k a bunééné déleni, bylo mé&feni rozmérovych parametrt bun&k a stanoveni
poctu bunék v fetizeich logickym dal$im nastrojem.

Otazka 3: Na zéklad€ popsané metodiky jsem usoudil, Ze vysledky byly ziskany mé&fenim
stovek bunék téhoZ vzorku, piipadné z vice optickych poli. ProtoZe v grafech neni uvedena
statistika, byla tedy stanoveni provedena v jediném biologickém opakovani?

Otazka 4: Pro€ je v Obr. 5.8 poutit jiny typ zéavislosti pro vliv PBA na rozméry buiiky
(délka x priimér) a ne distribuce délek, jako v Obr. 5.6, se kterym je vliv porovnavan? Tento
typ grafu ma své opodstatnéni v Obr. 5.19B, ze kterého lze usoudit na izodiametrické
prodluzovani, ale délkova distribuce by ve viech ptipadech asi byla nazorn&jsi.

V dalsi praci pak dimyslnymi kombinacemi vyse uvedenych tii ABP1 transgeni
S 1ndukovatelnym1 geny rodiny PIN, resp. sjejich fuzemi s GFP, bylo mozné studovat
interakei ABP1 s poldrnim transportem auxinu. V textu na strané 40 je chybné oznagen
PINI.:PINI-GFP jak konstitutivni konstrukt — podle mého nizoru se jednad o nativni
promotor, ktery nema konstitutivni expresi.

Otazka 5: Je slaby prouzek v Obr. 5.9B u neindukované GVG-AtABP1 zpiisoben slabou
expresi transgenu i v nepiitomnosti DEX, nebo je to signél exprese homologniho Nt4BP1?
Obdobna situace je i v piipadé Obr. 5.17A — existuje homologni NtPIN5 (v popisu chybng&
PINS misto PINS5)?

Dosazené kvalitni a pfesvédCivé vysledky jsou velmi dobfe a ve srovnani se stavajicim
stavem poznani popsany v diskusi. Jednim znejvétich pfinosii celé prace je komplexni
soubor experimentd, které v nékterych pripadech sice pouze potvrzuji jiz znama fragmentarni
data, ktera ale doposud nebyla dana do patfién}?ch souvislosti. To plati predev$im
v prohloubeni poznatki o diferencidlnim vlivu riznych auxind na déleni a prodluZovani
bunek a s tim souvisejici riznou lokalizaci ABP1. V diskusi o roli ABP1 v transportu auxinu

Jsou chybné interpretovany vysledky Nick et al., 2009. ZvySeni mnoZstvi auxinu zpusobuje



piesny opak — tedy ne tvorbu aktiniovych svazki a nezvySuje tedy akumulaci auxinu v buiice.
Jiz néiev prace fika pravy opak! Na strané 55 se pak opet opakhje konstitutivni nadexprese
PIN1-GFP i kdyZ tento konstrukt je pod nativnim promotorem PIN1 (o nadexpresi je snad
mozno hovofit, nebot’ BY-2 neméa knockoutovany NtPIN1, ale neni to exprese konstitutivni).
Ptes uvedené nedostatky je diskuse velmi cennou souéasti piedloZené prace a ve svém zavéru
stavi konstruktivni otazky pro budouci praci.

Obsdhly literarni prehled svédéi o dobrém piehledu o recentnich publikacich v oboru, ma
v8ak urcité formalni nedostatky. Vétsinou je uvadén Uplny nézev ¢asopisu, ale neni tomu tak
ve vSech pfipadech. Asi desitka odkazii neni Uplnd — chybi svazek nebo stranky. Uvedené

nedostatky jsou vyznaeny v praci.

Zavér: PiedloZena prace ing. Milady Covanové odpovida narokiim kladenym na doktorské
disertatni prace oboru Anatomie a fyziologie rostlin. Prace obsahuje vysledky majici znaény
vyznam v objasnéni role ABP1 v rychlé odpovédi na auxinovy signal. Sepsanim disertaéni
prace a publikaci vysledki autorka prokazala velkou miru teoretickych znalosti i praktickych

tvir¢ich dovednosti. Praci proto doporuéuji pfijmout k obhajobé v oboru Anatomie a

i

V Brné dne 6. 8. 2010 Mgr. Vilém Reinéhl, CSc.

fyziologie rostlin.




