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Úloha proteinu NtRGS1 v buněčné signalizaci a regulaci růstu buněk tabákové linie 

BY-2 

 

Cíle práce 

 

Práce se zabývá proteinem RGS1, který je součástí G-proteinové signalizace u rostlin. 

Cílem práce bylo (přesně dle kapitoly 1.1. Cíle) bližší poznání úlohy a mechanismu 

signalizace heterotrimerními G-proteiny na modelu tabákové buněčné linie BY-2 s těmito 

dílčími úkoly: 

1) Analyzovat význam domén proteinu NtRGS1 pro jeho buněčnou lokalizaci. 

2) Popsat změny dynamiky lokalizace NtRGS1 v závislosti na aplikaci živin, zejména cukrů. 

3) Analyzovat vliv exprese NtRGS1 a NtGPA1 (Gα) na růstové parametry buněk. 

 

Struktura (členění) práce 
 

Práce je strukturována klasickým způsobem na úvod (3 str.), literární přehled (19 str.), 

metodiku (24 str.), výsledky (26 str.), diskuzi (7 str.) a závěr. Rozsah jednotlivých kapitol 

odpovídá zvyklostem. 

 

Rozsah práce (počet stran): 125 (z toho 22 stran příloh) 

Je uveden anglický i český abstrakt a klíčová slova? ANO 

 

Formální úroveň práce (obrazová dokumentace, grafika, text, seznam literatury) 

 

Po formální stránce je práce vypracována pěkně. Nalezl jsem jen málo překlepů a dalších 

formálních nedostatků. Oceňuji, že autor obrázky použité v literárním přehledu přeložil do 

češtiny. Seznam literatury obsahuje 77 citací. I zde se vyskytuje minimum nedostatků. Jeden 

ale zmíním, citace článků z časopisu Plant Cell jsou vždy citovány jako „The Plant Cell 

Online“ (str. 97 a další). Jako vzděláním (bio)chemik se ještě musím ohradit vůči používání 

slova fosfor. Jsem si jist, že fosfor nebyl v práci ani jednou použit. 

 

Logická stavba a jazyková úroveň práce 

 

Jazyková úroveň práce je na požadované úrovni. Snad by bylo dobré zamyslet se nad 

používáním některých anglických slov a slovních spojení v českém textu. V laboratoři se 

samozřejmě běžně používá odborný slang, v českém textu je nicméně vhodné (a myslím, že i 

obecně cenné) snažit se používat české ekvivalenty. Tedy použít např. místo „wild 

type“ „divoký typ“ nebo místo „knock out“ mutant použít mutant s umlčeným genem apod. 

 



Literární přehled:  

 

   Odpovídá tématu a je logicky členěn? ANO 

   Je napsán srozumitelně? ANO, ALE (viz níže) 

   Jsou použité literární zdroje dostatečné, relevantní a aktuální? ANO 

   Jsou literární zdroje (včetně obrázků) v práci správně citovány? ANO 

 

Literární přehled je vypracován věcně správně, přehledně, je dobře logicky strukturován a je 

v něm použita nejnovější literatura. Téma literárního přehledu - G-proteinová signalizace a 

její regulace u rostlin – je relativně složité. V tomto kontextu je škoda, že tato kapitola 

neobsahuje nějaké schéma (mohlo by jich být i více než jedno), které by shrnovalo v textu 

popsané nejnovější poznatky o funkci a regulaci G-proteinové signalizace u rostlin. 

 

Materiál a metody: 

 

Šíře metodik použitých v práci je obdivuhodná a nelze ji než pochválit. Zahrnuje v podstatě 

vše, co je třeba ke vzniku kvalitního současného vědeckého sdělení, počínaje zacházením s 

modelovým organismem (kultivací a transformací buněčné linie tabáku BY-2) přes 

klonování, přípravu transgenních linií, stanovení míry exprese genů až po mikroskopické 

techniky a analýzu obrazu. Stanovení obsahu cukrů (str. 57) nebylo provedeno autorem 

diplomové práce, ale spolupracující laboratoří. Podrobná metodika stanovení tudíž nemusí 

být uvedena, chybí ale jakýkoliv odkaz na použitou metodiku. 

 

    Odpovídají popsané metody prezentovaným výsledkům? ANO 

    Jsou metody srozumitelně popsány? ANO 

 

Experimentální část: 

 

Kapitola 4.1. Výsledky je nejrozsáhlejší částí diplomové práce. Cíle jednotlivých 

experimentů jsou jasně vysvětleny. Výsledky experimentů jsou správně popsány a jsou 

dokumentovány obrázky, případně grafy. Dokumentace části mikroskopických výsledků je 

obsažena v příloze. Textová část výsledků se ale na dokumentaci výsledků v příloze 

odkazuje obecně („Kompletní fotodokumentace viz příloha, obr. S1-S18.“, např. str. 61), což 

poněkud stěžuje orientaci. Vhodnější by bylo odkazovat se přímo na jednotlivé obrázky 

příloh.  

Exprese genů byla stanovena pomocí semikvantitativní RT-PCR, což je dosti nepřesná 

metoda. V textu není jednoznačně uvedeno, kolikrát byl každý z experimentů opakován, ale 

zřejmě to byl vždy jen jeden experiment. Míra exprese v grafech je vyjádřena „křivkami o 

bezrozměrných hodnotách“ (str. 69). Toto vyjádření považuji za nešťastné. Z grafu nelze 

totiž jednoduše zjistit, jakou má „trend exprese“ vypovídací hodnotu, zda se minimum a 

maximum exprese jednotlivých genů liší v desetinách, jednotkách či například stovkách 

násobků. Domnívám se současně, že na tomto údaji u míry exprese velice záleží. Je však 

třeba přiznat, že určitý kvantitativní údaj v textu je (str. 69). Z něj vyplývá, že se exprese 

jednotlivých genů v čase liší v jednotkách (NtRGS1) resp. desítkách (NtGPA) násobků. 

Vzhledem k nepřesnosti metody, počtu provedených experimentů a uvedené míře změn 

exprese je velmi obtížné získané výsledky relevantním způsobem interpretovat. 

Celkově je ale výsledková část práce zpracována pěkně, jak po stránce formální, tak i 

obsahové 

 

 



Diskuze: 

Diskuze je relativně rozsáhlá. Určitým nedostatkem této kapitoly je, že se zde znovu popisují 

cíle jednotlivých experimentů a poté konstatují jejich výsledky včetně odkazů na obrázky. 

Výsledky jsou nicméně poté porovnávány s publikovanými daty, jsou vyvozovány zajímavé 

hypotézy a jsou navrhovány další experimenty. 

 

Závěry (Souhrn): 

 

Závěry stručně a výstižně shrnují výsledky práce a ukazují, že cíle práce byly splněny. 

 

   Jsou závěry podložené výsledky? ANO 

   Jsou výstižně formulovány?  ANO 

 

Splnění cílů práce a celkové hodnocení: 

 

Cíle diplomové práce byly jednoznačně splněny. Autor předložené práce použil při 

jejím vypracování obdivuhodnou škálu metodik a získal zajímavé výsledky. Ty 

přehledně zpracoval a diskutoval. Celá práce je v rámci kapitoly Literární přehled 

vhodným způsobem zasazena do širšího kontextu současných poznatků o daném 

tématu. Práce obsahuje drobné nedostatky spíše formálního charakteru, které nesnižují 

její celkovou vysokou kvalitu. Jediným vážnějším nedostatkem práce je opakování 

výsledků v kapitole diskuze. Celkově hodnotím práci jako výbornou s malým mínusem. 
 
 

Otázky a připomínky oponenta: 

 

V práci byly použity transformované linie BY-2 se zvýšenou expresí NtRGS1 a NtGPA1. 

Kolik transgenních linií bylo připraveno? Lišily se tyto linie nějaký způsobem? Lišila se míra 

exprese jednotlivých genů v jednotlivých liniích? Dle jakého kritéria byla vybrána linie, se 

kterou se pracovalo? V práci je uvedeno, že kalusy linií BY-2 se zvýšenou expresí NtGPA1 

rostly rychleji než kalusy ostatních transformovaných linií. Korelovala tato rychlost s mírou 

exprese NtGPA1 v jednotlivých linií resp. např. s intenzitou signálu GFP v jednotlivých 

liniích? 

 

V rámci práce byl připraven konstrukt NtRGS1:EOS, který měl pomoci odhalit detaily 

pozorovaných změn lokalizace proteinu NtRGS1:GFP. Tento přístup mne zaujal. Uveďte 

příklad úspěšného použití konstruktu s EOS proteinem pro řešení obdobného problému. Jaké 

technické vybavení, či laboratorní uspořádání bude potřeba k úspěšnému dokončení vámi 

započatých experimentů? Navrhněte alternativní experimentální strategii vedoucí k odhalení 

detailů změn lokalizace. 

 

Návrh hodnocení oponenta (známka nebude součástí zveřejněných informací) 

 

 výborně    velmi dobře    dobře    nevyhověl(a) 

Podpis oponenta: 

 
 

 


