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Nazev prace:
Role adheze plazmatické membrany k bunééné sténé ve vyvoji a funkci
kofenového systému

Cile prace

Fenotypova analyza rostlin s modulovanou expresi gentit FLA9, FLA2, Atl4a

s hlavnim zamétfenim na riist kofenového systému (splnéno), reakce na stresové faktory
(napf. sucho, salinita) (splnéno)

Lokalizace exprese FLA9 a lokalizace proteinu FLA9 v rostliné pomoci translacni fuze
FLA9-mCherry (splnéno)

Lokalizace proteinu FLA2 v rostlin¢ za pomoci translacni fize FLA2:mCherry (pfipraveny
transgenni rostliny, neprovedena mikroskopie)

Struktura (¢lenéni) prace

Rozsah prace (pocet stran): v€etné referenci 86 stran, povazuji za ideélni

Je uveden anglicky i cesky abstrakt a kli¢ova slova? Ano

Nazev diplomové prace je pfilis Siroky a nepiesny, spiSe nez o roli adheze PM k BS ve
vyvoji kofenového systému jde o charakterizaci fenotypu rostlin s modulovanou expresi
kandidatnich gent. Diplomova prace obsahuje vSechny kapitoly, které ma DP mit

Formalni Groveii prace (obrazova dokumentace, grafika, text, seznam literatury)
Jednotlivé kapitoly jsou zpracovany peclivé, nechybi obrazova dokumentace.

Citace: prace cituje cca 73 citaci. Seznamu citaci by prospéla jest¢ manualni editace, nebot’ u
dvou citaci vypadlo jméno autord. V textu maji citace praci se dvéma a tifemi autory
anglickou spojku ,,and*, kterou by bylo byvalo také vhodné nahradit ¢eskym ekvivalentem.
Jedna se o bézné a minimdalni chyby, rozsah citaci a jejich pouziti je jinak v poradku a
adekvatni.

Logicka stavba a jazykova Grovei prace

Text napsan ¢tivé s minimem preklept, gramatickych chyb ¢i neobratnych vyrazii (napf.
»~AFL1 ma similaritu®, str. 23), kter¢ jsou zcela pod standardnim limitem béZznym u
diplomovych praci.

Literarni prehled:

Ptehled literatury je zpracovan piehledné a uvadi do problematiky proteini
zprosttedkovavajicich interakci mezi plazmatickou membranou a bunécnou sténou.
Nesrozumitelny je pro mé druhy odstavec na stran¢€ 22. Napt. mi neni jasné, pro¢ experiment
prokazujici existenci F-aktinu 1 v plazmolyzovanych bunikach dokazuje ucast aktinu na
plazmolyze, nebo co znamena vyssi procento endocytéz u bunck osetfenych manitolem a
FM4-64, a téZ co znamena zvysena fluorescencni aktivita (zvlasté, pokud tim byla minéna
barva FM4-64).

Citace a odkazy na obrazky v potadku.




Material a metody:

V metodice autorka dostate¢né popisuje pouzité metody. Komentuji béZné neobratnosti,
napf. semena se seji, nikoliv sazi, slozeni pufrt a roztoki se standardné uvadéji v molaritach,
nikoliv opsané doslovné z laboratornich navodu (napft. ,,TE puft je slozen z 1M Tris 1ml a
0,5M EDTA 0,2 ml do 100 ml destilované vody). Kapitola ,, Transformace Arabidopsis* ve
skutec¢nosti popisuje ptipravu konstrukti. U mikroskopickych pozorovani chybi detaily
excitace a emise.

Site pouzitych metodik je adekvatni.
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Experimentalni ¢ast:

Vysledky jsou zpracovany ptehledné a jsou dobie dokumentovany.

Diplomova prace je soubor ucelenych vysledk, jejich cilem byla charakterizace souboru
mutantnich linii s inzerci v genech kodujicich vybrané kandidatni proteiny na interakci mezi
membranou a bunéénou sténou. Jednalo se o gen FLA9, FLA2 a Atl4. Postup experimentt je
logicky tazen. Po ziskdni linii z databaze byla genotypovanim ovéfovana ptitomnost alely

s inzerci. V ptipadé genu FLA9 byly pouzity tfi rizné linie s inzercemi v riznych ¢astech
genu. Ovéfené homozygotni linie byly testovany na riznych médiich simulujicich nedostatek
vody ¢i zasoleni. V diplomové préci postradam jasng€jsi vysvétleni, pro¢ byly vybrany praveé
tyto stresové podminky, a jak experimenty tohoto typu mohou ptispét k odhaleni role téchto
proteintl v interakci mezi PM a BS.

Zkoumany soubor mutantnich linii zahrnoval dvé, kde je ptiblizné¢ znam efekt mutace (OX
10x u fla9-1, knock-down fla9-3). U ostatnich linii je t€Zké s danymi informacemi usuzovat
na miru exprese ¢i zda je protein exprimovan cely nebo jen ¢astecné, a pro plné pochopeni
funkce téchto proteint bude mimo jiné tieba provést qRT-PCR, piipadné studovat
proteinovou uroven. Autorka si je toho védoma, nebot’ v diskusi vysledky timto zplisobem
komentuje.

Fenotypovy projev je celkem rtiznorody, ale data o realné expresi proteint v jednotlivych
liniich pomohou pravdépodobné interpretaci. Jiz ted’ je zfejmé, Ze down-regulace genu FLA9
ma celkem zajimavé nasledky (fenotyp fla9-3). Skoda, Ze v diplomové praci nejsou uvedeny
vysledky pilotniho experimentu zminiovaného v diskusi na strané 75 (pocet zalozenych
neaktivnich primordii), které by, a¢ provedeny na malém poctu rostlin, mohly pékné
dokumentovat diivod snizeného poctu postrannich kofent fla9-3.

fla9 mutantni linie byly zkoumany dukladnéji, k dispozici jsou data z kratkodobého i
dlouhodobého experimentu, zatimco hodnoceni fla2 a at14a linii bylo provedeno jen

v kratkodobém uspotadani. To je ziejmé vysledkem nedostatku ¢asu pii dokon¢ovani
diplomové prace. Vysledky s liniemi fla9 ukazuji, jak dulezita jsou biologicka opakovani pro
dosazeni spolehlivého vysledku. Naptiklad v druhém opakovani experimentu s kratkodobym
sledovanim riistu nebyl potvrzen statisticky vyznamny rozdil mezi WT a mutantami na MS
médiu (grafy 4.1-4.4).

Lokalizace exprese fuzniho proteinu pFLA9:mCherry::FLA9 je velmi nestandardné
provadéna na fluorescencni binolup€. Povazuji to za velmi nevhodné vzhledem k velkému
nebezpeci autofluorescence. Toto je umocnéno faktem, ze ani v metodice, ani u samotnych
vysledkil nejsou uvedeny rozsahy excitace a emise, a to ani pro jeden z pouzitych pfistroji —
binolupa, mikroskop a konfokalni mikroskop. Vzhledem k tomu, Ze studované proteiny se
podileji zfejmé na syntéze Ci funkci bunécné stény, modulace jejich exprese (i exprese
rekombinantniho proteinu) se mlize odrazit napi. ve zvysené depozici ligninu jako obranné
reakci pfi naruseni funkce bunécné stény (coz je bézné napi. u mutant s deficienci celulozy).
Lignin pak muze ptispivat ke zvySené autofluorescenci pletiv a zavadéjicimu hodnoceni
lokalizace fluorescence. Exprese bude nutné detailné studovat hlavné s pouzitim
konfokalniho mikroskopu a vhodného nastaveni.




Diskuze:

FLA9 ziejmé budou néjak funkEné spojeny se syntézou ¢i funkci BS, ale nebude se asi jednat
o hlavni propojeni mezi PM a BS. Bude asi zménéna bunééna sténa, kterd hraje vyznamnou
roli pfi rozmnoZovani rostlin at’ na Grovni pylu ¢i samic¢ich organti, coz by mohlo byt
divodem problém pii opyleni. Toto autorka vhodné komentuje v diskusi, vysledky
porovnava s literaturou. Diskuse obsahuje komentat ke v§em experimentiim, a to v€etné ivah
nad vyznamem vysledkll a ndvrh experimentii do budoucna.

Zavéry (Souhrn):
Jsou zavéry podloZzené vysledky? Ano
Jsou vystizné formulovany? Ano

Splnéni cili prace a celkové hodnoceni:
Cile byly splnény.

Otazky a pripominky oponenta (povinna ¢ast posudku):

1. Jak byste zjist'ovala, jak se overexprese (zjiSténa napi. pomoci qRT-PCR u fla9-1) ¢i
exprese genu s inzerci v exonu (napf. fla2) projevi na urovni exprese proteinu? Jaké
moznosti existuji a jak byste je ovétila?

2. Jak by mohly experimenty hodnotici rtist kofenli na médiu obsahujicim NaCl nebo
manitol pfispét k objasnéni role studovanych proteint v interakci mezi PM a BS?

3. Mohla byste spekulovat, pro¢ mutanty fla9-1 a fla9-2 vykazovaly rychlejsi rust na
kontrolnim médiu (mechanismus)?

Navrh hodnoceni oponenta (zndmka nebude souc¢asti zvetejnénych informaci)

X vyborné [ ] velmi dobte [ ]dobie [ ] nevyhovél(a)

Podpis oponenta:




