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Nézev prace: Transkripéna regulacia proteinu PIN4, membranového prenasaca
rastlinného horménu auxinu

Cile prace:

V praci nejsou jednoznacné stanoveny, nicméné da se vydedukovat, ze cilem bylo
identifikovat transkripéni faktory vazici se na promotor genu pro PIN4 protein a regulujici
jeho transkripci, a dale analyzovat udaje o expresi tohoto genu, dostupné ve volné
ptistupnych databdzich, a to v souvislosti s piisobenim riznych podminek prostfedi nebo
s mutacemi v jinych genech.

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida poZadovanému? ANO NE
Rozsah prace (pocet stran): 66

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 autor v reSersi relevantni udaje z literarnich zdroji? ANO NE
Jsou pouZité literarni zdroje dostatené a jsou v praci spravné citovany? ANO NE

Material a metody:

Odpovidaji pouzité metody experimentalni kapitole?
ANO S VYHRADAMI - VIZ OTAZKY A PRIPOMINKY  NE

Kolik metod bylo pouzito?
V praci je uvedeno 15 metod, u nékterych vSak neni jasné, zda je autor osobné
pouzival, jiné jsou provadény pln€ automatizovanymi systémy (coz vsak autor sdm
zodpovédné uvadi).

Jsou metody srozumitelné popsany?
ANO S VYHRADAMI - VIZ OTAZKY A PRIPOMINKY  NE

Experimentalni ¢ast:
Je vysvétlen cil experimentd? ANO S VYHRADAMI NE
Je dokumentace vysledka dostacujici?
ANO NE - v ¢em jsou nedostatky? — VIZ OTAZKY A PRIPOMINKY
Postacuje mnozstvi experimentil k ziskani odpovédi na zadané otazky?
ANO S VYHRADAMI - VIZ OTAZKY A PRIPOMINKY

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

Zavéry (Souhrn) :
Jsou vystizné? ANO NE

Formalni Groven prace (obrazovd dokumentace, grafika, text, jazykova Groven):

Vybornd, prace je psana ¢tivé, s minimalnim poctem pieklept a pravopisnych chyb a dobrou
jazykovou formou (pokud mohu posoudit slovensky jazyk), obrazky v Literarnim ptehledu
jsou prehledné a k véci, uroven obrazkl ve vysledkové ¢ésti je postacujici.

Splnéni cili prace a celkové hodnoceni: )
Cile prace, pokud je lze odhadnout na zaklad¢ kapitoly Uvod, splnény v podstaté byly




(alespon v mife uspokojivé pro diplomovou praci). Za nejzdatilej§i cast prace (kromé
abstraktil a Souhrnu) povazuji kapitolu Literarni piehled (17 str.), zatimco kapitoly Metodika
(13, v praxi ale spiSe 12 str.) a pfedev§im Vysledky (13 str.) obsahuji fadu nedostatkd po
obsahov¢ strance (viz nizZe). Kapitola Diskuse (4 str.) je napsana relativné pékné a autor se
v ni skutecné snazi nad ziskanymi vysledky a pozorovanimi uvazovat a diskutovat je
s dostupnou literaturou. Praci po zapracovani oprav a doplika vyplyvajicich z odpovédi na
n¢které otazky a pfipominky uvedené nize (formou Erraty) doporucuji k obhajob¢.

Otazky a pripominky oponenta:

Uvod

Tato ¢ast je napsana dobie, ve strucnosti Ctenafe seznamuje s tématem piedlozené prace a
zacClenuje ji do SirSiho kontextu. Chybi v ni vSak jakékoli vymezeni/definovani cild, véetné
jejich zdivodnéni a pracovni hypotézy (viz ,, Pravidla pro vypracovdavani a sepisovani
diplomové prace na katedre genetiky a mikrobiologie PrF UK v Praze“, dale jen
., Pravidla*), coz povazuji za zavazny nedostatek. RovnéZz mi neni jasné, pro¢ se autor
zaméfil pravé na protein PIN4, kdyz transkripéni regulace neni prozkoumana napf. ani u
proteini PIN2, 3, 5, 6, 8 — ¢im byl tedy protein PIN4 pro autora tak obzvlasté zajimavy?

Literarni prehled

Podle mého nazoru nejlepsi ¢ast prace — velmi Ctiveé pojednany strucny piehled (sestaveny na

zaklad¢ 82 citaci) souCasnych védomosti o polarnim transportu auxinu se zvlaStnim

zaméeienim na proteiny patiici do PIN rodiny a regulaci jejich exprese, lokalizace, aktivity a

funkce. K této ¢asti mam jen nékolik drobnych pfipominek a dotazu:

1) na str. 13 je popsan princip pusobeni ARF proteinii fungujicich jako transkripcni
aktivatory. Je zminéno, ze mohou fungovat i jako transkripcni represory. Jak?

2) zobr. na str. 15 je zfejmé, ze PINS, 6, 8 proteiny plisobi jako pienaSeCe auxinu do
endoplazmatického retikula. Co se v ER s auxinem konkrétné dé&je dal?

3) funkce a mechanizmy piisobeni vSech auxinovych ptenaSeclti byly ocividné popsany u
modelové rostliny Arabidopsis thaliana (jak bohuzel byva v rostlinné molekularni
biologii/genetice zvykem). Co je znamo o tom, zda ekvivalentni / jiné auxinové
transportéry existuji i u jinych rostlinnych druht (pfinejmensim u dalSich rostlinnych
modelii; zajimavé by jisté bylo védét, zda to stejné funguje napi. i u dievin nebo u rostlin
s kotfeny modifikovanymi do hliz, bulev apod., ale o tom si pravdépodobné muizeme
nechat jen zdat). V kazdém ptipadé by se poznatky z A.thaliana nemé¢ly zobeciiovat na
vSechny rostliny!

4) na str. 19 autor uvadi, ze mutace jednoho z PIN genti mize byt funkéné kompenzovana
siln¢j$i expresi jiného PIN genu. Tim je minéno, Ze se tak déje ,,samovolné* (tj. napf.
rostliny s mutaci v jednom PIN genu samy zvysi expresi jinych P/N genll) nebo to bylo
zjiSténo na zakladé experimentu, kde byla zarovent uméle potlacena exprese jednoho PIN
genu a uméle posilena exprese jiného PIN genu?

5) kapitolka vénovana transkripéni regulaci exprese PIN proteini by mohla byt pojata prece
jen podrobnéji. Chapu, ze rozbor vSech 50 a vice rodin transkripcnich faktoru, které se
v rostlindch vyskytuji, neni v moznostech této prace, ale autor se mohl zamétit alespont
na ty rodiny, jejichz ¢leny posléze vlastnimi experimenty identifikoval jako transkripéni
regulatory PIN4 genu (Castecné je to nahrazeno v Diskusi, patfilo by to vSak i do
Literarniho ptehledu).

Material a metody

Tato kapitola obsahuje popis pouzivaného rostlinného materidlu, bakteridlnich a
kvasinkovych kment, seznamy pouzitych pftistroji, chemikalii a sloZzeni roztokl, seznam
pouzitych pocitacovych programil a databazi a predevSim popis pouzitych metod. Obsahuje




v$ak fadu nedostatku:

1))

2)

3)
4)

5)

6)

u popisu rostlinného materidlu (4. thaliana) chybi a) koncovka ,,(L.) Heynh.“; b)
uvedeni ekotypu; c) presny popis podminek péstovani. Kapitolka 3.2.1., kde jsou
podminky péstovani struéné¢ zminény, by spravné patfila do této €asti, a 1 tak v ni neni
uvedeno napt. pti jaké ozarenosti a vzdusné vlhkosti byly rostlinky péstovany, zda byly
pestovany v klimaboxu ¢i riistové mistnosti, jakym zplisobem byla semena oSetfena pied
vysevem atp., tedy udaje, které jsou relevantni pro reprodukovatelnost experimentu.
Vzhledem k tomu, Ze z dal§iho textu je zifejmé, Ze minimalné rostlinky pouzité pro
izolaci protoplastl byly az 5 tydnt staré, vyhnula bych se také pojmu ,,semenacky*;

k ur€itym experimentim byly zfejmé pouzity rostliny A. thaliana transformované
konstrukty PIN4pro:GFP — i to by spravné patfilo do kapitoly Material, nikoli do
kapitoly Vysledky, zejména kdyz autor sam uvadi, Ze tyto rostliny dostal k dispozici od
kolegyné, fotografie dokumentujici expresi GFP z riznych konstrukt pofidil nékdo jiny
a experimenty s expresi GFP z konstruktd s riiznou délkou promotoru ziejmé autor
osobn¢ neprovadél — alespon tak to z popisu na str. 42 a z absence metodického popisu
v ¢asti Metodika vyplyva. Na tom samo o sob€ neni nic $patného, tyto experimenty by
vSak nemély byt uvedeny v ¢asti, ktera ma byt vénovana vysledkim ziskanym
z experimentd, na nichz se autor pfinejmensim podilel;

co znamena zkratka 2,4-D v ramci sloZzeni BY-2 média (str. 29)?

v seznamu chemikalii (3.1.3) jsou uvedené chemikalie, s kterymi se pak v dal§im popisu
dusik, hygromicin a kanamycin), ale na co konkrétn¢ byl napt. pouzivin DMSO, etanol,
glycerol, kyselina 1-naftylftalamova, kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova, kyselina octova,
proteinkindza K, siran véapenaty, DNA-loading Dye? Kterd Taq polymeraza byla ve
skutecnosti pouzivdna — v seznamu je uvedena 5 U/ul Taq polymerdza od Fermentas,
Taq DNA polymeraza od Sigma Aldrich a Platinum Taq DNA polymeraza (High
Fidelity) od Invitrogen, zatimco na str. 36 pii popisu PCR jsou uvedeny Taq DNA
polymeraza od Invitrogen a iProof High-Fidelity DNA polymerdza od Bio-Rad? K ¢emu
byl pouzit enzym Gateway BP clonase 11?7 V seznamu dale chybi dusi¢nan vapenaty a
LiAc uvadéné jako slozky roztokti na str. 32; rovnéz hydrogenfosfore¢nan sodny
dihydrat je uveden chybné (srovnej slozeni ,,Z-buffer na str. 32). Krom¢ toho v fadé
piipadi je sice uveden vyrobce, ale ne zemé¢, jsou smichdny anglické a slovenské nazvy a
nejsou vysvétlené zkratky vSech chemikalii (a to i v porovnani se seznamem zkratek na
zacCatku prace — chybi napft. Tris). V seznamu také chybi kity pouzité pro izolaci rostlinné
a plazmidové DNA a RNA (zminéné na str. 35);

v seznamu roztokl (3.1.4.) je zbytecné uvadet ,,jednoduché* molarni roztoky typu ,,1 M
CaCl, ... 14,1 g CaCl,/100 ml H,O0*“) — mnohem vhodnéjsi by bylo u
»slozenych® roztokt, které obsahuji tyto dil¢i slozky, uvést az jejich kone¢nou molarni
koncentraci (tedy ne 154 ml CaCl, 1M + dalsi slozky). U roztokih W5 a ,.enzyme
solution” v tomto seznamu chybi pH (je dale uvedeno v textu). U roztoku 10xTE chybi
voda jako jeho slozka. U roztoku 4% X-Gal neni zfejmé, zda byla pouzita o nebo 8 X-
Gal. Celulédza je opakované chybné uvedena jako celul6za. K ¢emu se nakonec pouzival
»Z-buffer — v dalSim textu jsem jej jiz nenaSla? Striktné vzato, ml a pl nejsou SI
jednotky (které by podle ,,Pravidel* mély byt pouzivany);

sloZzeni nékterych roztokii jsou navic znovu opakovadna v textu u popisu ptislusnych
metod (tentokrat jiz ve spravném popisu za pouziti celkovych molarnich koncentraci),
kdyZz si je vSak Ctenaf porovnd se slozenim uvedenym v kap. 3.1.4., zjisti, Ze se
v nékterych ptipadech neshoduji (napt. % celuldzy a macerozymu v roztoku ,.,enzyme
solution* na str. 40, molarni koncentrace uvedené u chloridu sodného a vapenatého
v piipadé W5 roztoku, pokud byl tento roztok ptipraven smichdnim jednotlivych objemi




podle udaji na str. 32, kde navic chybi uvedeni glukézy). Celkové to budi dojem, Ze
autor ma problémy s vypoctem molarnich koncentraci pfip. jinak stanoveného sloZeni
roztokd, coz u predpokladaného absolventa PiF UK ponékud piekvapuje;

7) vkap. 3.2.2. by mélo byt uvedeno, z jak starych rostlin se izolovala DNA/RNA, jaké
mnozstvi rostlinného materialu bylo pouzito a jaké ¢asti (celé rostliny? razicové listy?);

8) tradi¢ni chyba diplomovych praci — u centrifugaci jsou dasledné¢ uvadény udaje o
otaCkach za minutu namisto zrychleni (bez uvedeni typu rotoru, navic v seznamu
ptistrojii jsou na vybér dvé centrifugy), tj. tyto tidaje jsou zcela nepouzitelné;

9) vkap.3.2.3. a3.2.4. by mélo byt uvedeno konkrétni pouzité antibiotikum;

10) sloZeni PCR pufru v Tab. 1 neni popsano;

11) z jakych listd (rizicovych nebo na stonku?) byly ziskany protoplasty metodou popsanou
v kap. 3.2.9.7 Pro¢ byly pouzity 3-5 tydnl staré rostliny (u rostliny stak kratkym
zivotnim cyklem, jako ma A. thaliana, pomérné velké rozpéti)?

12) jaké mnozstvi BY-2 bunék bylo pouzito pro izolaci protoplasti (kap. 3.2.11)?

13) v kolika biologickych opakovanich byly experimenty provadény (nékde se da
vydedukovat alespont pocet technickych opakovani, nékde ani to ne, ale o biol.
opakovanich se ¢tenaf nedozvi nic)?

14) v této casti (ne az ve Vysledcich) by mél byt uveden i statisticky test pouzity pfi
hodnoceni aktivity luciferazy.

Vysledky

Neékteré experimenty uvedené ve vysledkové Casti (jejichz postupy jsou popsany v Casti

metodické) autor ocividné sam neprovadél. Kromé jiz zminéné prace s rostlinami

transformovanymi GFP (viz vyse) bylo sekvenovani cDNA a stim spojena identifikace

proteini interagujicich s PIN4 promotorem zfejmé¢ zadano komeréné a vSechnu manualni

praci spojenou s transfekci BY-2 protoplastii provadéla automaticka robotickd platforma.

Autor toto vSe poctivé vypisuje, mnozstvi experimentii v praci popsanych, u kterych je

ziejmé, Ze je autor provadél skute¢né sam, se tim snizuje. Odpovidd nicméné tomu, co je

mozné béhem dvouletého magisterského studia zvladnout a z tohoto hlediska nelze proti

vysledkové €asti nic namitat. Co mi vSak vadi vyraznégji, je to, Ze autor pfi popisu vysledki

znovu zbyte¢né opakuje metodicky popis (Casto 1 vCetné sloZzeni a mnozstvi pouzitych

roztokl/médii a odkazli na metodickou literaturu; nékteré véty se dokonce doslovné opakuji

z metodické ¢asti). Kromé toho mém tadu dalSich pfipominek:

1) pokud by experimenty popsané na str. 42-43 (exprese GFP) byly vlastnimi autorovymi
experimenty, a) jejich metodické zdzemi musi byt popsano v kapitole Material a metody,
b) nestac¢i pouze konstatovani toho, ze v konstruktech s promotorem del$im nez 1200 bp
se signal uz nemeénil, ale musi to byt dokumentovano, ¢) mé¢la by byt uvedena piesna
sekvence PIN4 promotoru v poloze -1200 az -1000 bp, kterd byla posléze zvolena jako
navnada pro YIH a deletovana v konstruktech pouzitych pfi ovéfovani interakce
identifikovanych transkripénich faktord s promotorem PIN4 genu (toto by mélo byt
uvedeno v kazdém ptipad¢, dale popsané experimenty s P4 full versus P4 del konstrukty
totiz maji smysl predev§im tehdy, pokud v deletované casti bylo néco, co autora
konkrétné zajimalo. Je mozné ze znalosti této sekvence néco vyvodit o ptisobeni SCL30
transkripéniho faktoru, u néhoz — jako jediného z dile zkoumanych proteinii — autor
konstatuje, ze pritomnost deletované ¢asti promotoru je pro jeho uc¢inek podstatna?);

2) sekvenovani a identifikace ,.chycenych® proteinti (resp. jejich ¢cDNA) by mélo byt
popsano 1 v metodické ¢asti (alespon struéné), 1 kdyz to autor sdm neprovadel;

3) na str. 43 je zminéno, Ze se na navnadu ,chytila“ kromé déale studovanych péti
transkripcnich faktorti 1 fada dalSich nespecificky se vazicich proteinti — prace by tedy
méla obsahovat jejich celkovy seznam (tieba jako Suppl. Data); totéz plati i pro druhy




pouzity Y 1H systém (str. 44);

4) proc€ se autor v dalsi praci soustiedil pouze na 5 transkripénich faktorii identifikovanych
prvni metodou Y 1H a ne na dalsi transkrip¢ni faktory z Tab. 4?

5) jestlize autor konstatuje, ze vyS$$i mnozstvi protoplasti a vektoru pii transformaci
protoplasti z listG A. thaliana bylo zvoleno na zékladé experimentli porovnavajicich
ucinnost transfekce protoplastli a aktivity luciferazy, mély by tyto experimenty byt
v praci popsany a jejich vysledky dolozeny dokumentacné; totéz plati pro volbu
protoplasti z listli starSich rostlin versus mladSich (zvlasté¢ kdyZz jednim z péti boda
Souhrnu je konstatovani o optimalizaci systému transfekce protoplastii A. thaliana);

6) technicky popis grafii (co znamend hvézdicka, jakym testem byla urCena statistickd
vyznamnost rozdili, to, Ze jsou zndzornény chybové usecky se smerodatnou odchylkou)
nepatii do textu, ale pfimo do legendy k pfislusSnym grafim (a neni uveden pocet
opakovani!)

7) autor pouzil grafické znazornéni vlivu exprese jednotlivych transkripénich faktord na
aktivitu PIN4 promotoru, kde vzhledem k hodn¢ odlisnym hodnotam relativni aktivity
luciferdzy musel pro témét kazdy transkripéni faktor / protoplastovy systém pouZzit
samostatny graf (idaje pro kontrolu jsou pfitom vzdy ocividné ze stejnych dat). Byt
takovéto znazornéni neni chybné, domnivam se, Ze vhodnéjsi by bylo vysledky z obou
experimentl (4. thaliana 1 BY-2) vyjadfit ¢iseln€ a shrnout do jediné tabulky — na prvni
pohled by tak bylo ziejmé, jak se vysledky ziskané z obou protoplastovych systémt 1isi /
shoduji a jaké jsou rozdily mezi jednotlivymi transkripcnimi faktory;

8) vkap. 3.1.5. a znovu na zacatku kap. 4.3. autor uvadi, Ze udaje o urovni exprese gend pro
PIN4 protein a studované transkripéni faktory, z kterych vychazel pii teoretické analyze
vlivu rtiznych podminek prostiedi a vlivu genetického pozadi na expresi téchto gend,
Cerpal zvice databazi. Ve vysledcich vSak posléze uvadi jen vysledky programu
Genevestigator. Pro¢? Na zéklad¢ jakych kritérii byly posléze v tomto programu vybrany
kterych exprese PIN4 genu v porovnani s kontrolou ,,vyrazné klesala nebo stoupala*?
Pro¢ se autor soustfedil na experimenty s 3-6 dnQ starymi rostlinami? Cela tato ¢ast je
podle mého pojata velmi povrchné a budi dojem, Ze byla k praci ptipojena az dodate¢né.
Chybi k ni také jakykoli popis v ¢asti metodické.

Diskuse a Souhrn
K témto ¢astem nemam podstatnéjSich pfipominek.

Seznam citované literatury

Obsahuje celkem 109 praci, které jsou aZ na vyjimky citovany v podstaté spravné. Autor
nepochybné pouzil néktery z citatnich programt, takze se Ctenatr konzistentné (az na dvé
vyjimky) setkava s tim, Ze prace, které maji vice nez 7 autort, jsou citovany jako ... et al.
(coz by podle ,,Pravidel nemélo byt), ob¢as je misto symbolu ,,&* pouzito slovo ,,and* a je
zde 1 ne€kolik chyb v nazvech casopisu, celkoveé vSak pocet téchto nedostatkli neptresahuje
unosnou hranici. VSechny prace v seznamu uvedené jsou spravné citovany i v textu a vice
versa, pouze na str. 14 neni jasné, zda citace Kleihne-Vehn a kol., 2008, je 2008a nebo
2008b, totéz u citace Dhonukshe a kol., 2008 na str. 55. Citace tii autorti by se mély uvadeét
rovnéz jako ,,a kol.* (napf. str. 16, 26, 27, 37, 40, 43) — viz ,,Pravidla® (pfipadné by to asponl
m¢élo byt jednotné v celé praci — srovnej citace Nagata a kol., 1992, na str. 29).

Navrh hodnoceni oponenta (zndmka nebude soucasti zvetejnénych informaci)
[ ]vyborné [ ]velmidobie [ |dobie [ |nevyhovél(a)

Podpis oponenta:






