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Néazev préace:

Studium funkce genii EXO70H7 a EXO70HS ve vyvoji Arabidopsis thaliana.

Cile prace
e Analyza fenotypu mutace v genech EXO70H7 a EXO70HS.

e Vytvofeni rostliny s dvojitou mutaci exo70H7-exo70H8.
e Vytvofeni konstrukti s GFP pro studium lokalizace proteind EXO70H7 a EXO70HS.

e Pozorovani kofent rostlin s mutacemi v genech EXO70H7 a EXO70H8 a rostlin divokého
typu za riznych stresovych podminek a najit ptipadné odchylky.

Struktura (¢lenéni) prace
Rozsah prace (pocet stran): 47
Je uveden anglicky i ¢esky abstrakt a kli¢ova slova? Ano

Vlastni préci tvoii 40 stran textu s fadkovanim 1,5, ktery jiZz zahrnuje mikrofotografie a grafy.
V seznamu literatury najdeme 67 citaci. Uspotfadani je standardni se v§emi pozadovanymi ¢astmi.

Formalni droven prace (obrazova dokumentace, grafika, text, seznam literatury)

Text je napsan srozumitelnym jazykem s pfijatelnym mnozstvim pieklepi, chybéjicich slov, ¢i
dalSich drobnych typografickych nedostatkt (napf. in vitro by mélo byt kurzivou, CaMV 35S se piSe
s velkym S, kompartment s a, atd.). Grafické zpracovani odpovida standardtim diplomové prace,
vysledky jsou doplnény tabulkami, grafy a pomérné zdatilymi mikrofotografiemi. Grafy nemaji
jednotnou tGpravu a u krabicovych grafti by bylo vhodné uvést, co vyjadiuji ,,vousy*. Vétsina
pouzitych zkratek je uvedena v seznamu (chybi napf. APS, TRIS, TEMED a nékteré dal$i). Seznam
literatury obsahuje drobné chyby zpisobené nejspise netiplnym zadanim citaci do pouZité databaze.

Logické4 stavba a jazykova uroven préce

Jazykova troven se v praci méni — je vyrazné lepsi v diskusi a zavérech. V literarnim Uvodu a
vysledcich jsou pomérné ¢etna neptesnd vyjadieni, kterd mohou byt v nékterych piipadech zavadejici
(nékteré piiklady uvadim niZe). Lze znaéné vylepsit pouziti ¢eskych terminti a jejich jednotnou
aplikaci v textu. Pouziti nékterych oznaceni (napf. ionizovana x demineralizovana voda — M&M)
neni piili§ smysluplné.

Literarni prehled:

Literarni pfehled poskytuje srozumitelny uvod do tématu prace. Jeho kvalité by prospélo lepsi
zacileni a propojeni informaci predkladanych v textu. Na rozdil od diskuse jsou zde informace
predkladany ponékud neuspoiadané, bez interpretace a vysvétleni souvislosti s navazujicimi
experimenty.

V nékterych ¢astech plisobi text ponékud zmatené. Napt. prvni kapitola s titulkem ,,2.1 Vyvoj kotene




v pfitomnosti stresovych faktorti” obsahuje pouze zakladni informace o uspofadani nékterych ¢asti
koifene bez ohledu na stres, ktery se objevi aZ o kapitolu dale. Podkapitola nazvana ,,2.1.1 Ochranné
vrstvy kofene podle Nawrath et al., 2013 ma s uvedenym review pomérné malo spolecného, navic
zahrnuje i dalSi informace mimo apoplastické bariéry a proto nepovazuji tento nadpis prave za
Stastny.

Autorka by méla 1épe vazit formulace a pouziti spravnych termint ¢i relevantnich citaci.

Naptiklad piSe: “ Caspariho prouzek vznikd depozici ligninu a suberinu na transverzdlni strané
bunécné steny endodermalnich. Navic plazmaticka membrana bunék tésné ulpiva na Caspariho
prouzku a potlacuje tak lateralni difuzi proteinit v ramci plazmatické membrany (Karahara and
Shibaoka, 1992). Domnivam se, Ze autorka zde smésuje funkci a vyvoj CP. Uvedena citace se vtahuje
ke struktute a funkci endodermis co apoplastické bariéry a nefesi vymezeni domén CP v plasmatické
membrang pii jeho vzniku, které najdeme napt. v pozd&jsich publikacich z lab. N.Geldnera.

Taktéz pochybuji, Ze Esau (1960) je spravnou citaci pro tvrzeni Ze ,,Obdobné slouZi proteinovy
komplex tzv. tight junction u zivo¢ichi, ktery také utésnuje mezibunéény prostor a zabranuje tak
uniku solutt a vody mezi buiikami (Esau, 1960).

Dalsi kapitola ozna¢ena ,,2.1.2 Zény kofene podle Takatsuka and Umeda, 2014 a Verbelen et al.,
2006“ prestavuje longitudinalni zonaci $picky kotene. Ani v jedné z uvedenych praci neni definovano
autorkou predkladanych 5 longitudinalnich zén, ale standardni rozdéleni na meristematickou,
prechodovou, elongacni a diferencia¢ni oblast. Oznaceni zon neni ani v textu DP uvadéno jednotné -
obcas je naptiklad uvedena ,,zona piechodna“ a ob¢as zona prechodova.

Tvrzeni Ze ,,Zbytek kofene (za elongacni z6nou) je tvoien jiz butikami v pIné diferencovanych
trvalych pletivech. A pravé zde dochazi k zakladani a riistu postrannich kotfend, jez vznikaji z
pericyklu.” také neni praveé presné.

Definice QC jako ,,klidové centrum (seskupeni témer se nedelicich bunék produkujicich
fytohormony) také jiz Giplné neodpovida trovni DP, navic bez uvedeni jakékoliv citace.

»V publikaci Li et al. (2010) byl potvrzen vyskyt proteinu EXO70H7 v riiznych pletivech Arabidopsis
pomoci metody polymerdzové retézové reakce v case (ddle jen RT-PCR)." - Zde se jedna o Reverse
transcription PCR.

Bohuzel musim konstatovat, Ze vySe uvedené piiklady a fada podobnych mne zcela nepiesvédcily, Ze
autorka uvedené publikace opravdu ¢etla a ¢erpala z nich pii psani literarniho tvodu.

Rada dalSich tvrzeni této Gasti neni vylozené ,,chybna“ ale jejich predlozeny vyklad je znatné
zjednoduseny a zavadéjici — viz napf. uvod ¢asti ,,2.2.1 Vliv solného stresu na vyvoj kofene®.

Predpokladam, ze oba obrazky pouZité v literdrnim Gvodu autorka sama vytvofila (neni uvedena
citace).

Material a metody:

Studentka v praci vyuZila a osvojila si zakladni sadu dovednosti pro klonovani DNA, transformace
bakterii, stabilni i tranzientni transformace rostlin a riznych metod mikroskopie. Tato §ife je pro
diplomovou préci zcela adekvatni. Popis jednotlivych postupt je ve vétsiné podrobny, byt’ v mite
detailu nekonzistentni.

- Pri definici sloZeni jednotlivych roztokt je tfeba mimo hmotnosti pouZité chemikalie uvést
také objem vysledného roztoku (napf. u kultivaénich roztoki).




- Dle popisu piipravy ,,/ 00uM Zeleznatého média‘“ neni ziejmé, zda se jedna o finalni
koncentraci, nebo mnozstvi pridaného Fe?* do roztoku kultivaéniho média. Chapu spravng, ze
pro vytvofeni Fe deficientni kultivace byly pouzity ¥2MS soli (plné MS obsahuje cca. 100uM
Fe) a pridano 10uM FeS04? Jaky byl cil této kultivace?

Naopak, Ize viibec predpokladat, Ze pridani 100uM FeSO. do ¥ MS média Ize navodit
toxicitu Zeleza (viz. napt. Ward JT, Lahner B, Yakubova E, Salt DE, Raghothama KG. The
effect of iron on the primary root elongation of Arabidopsis during phosphate

deficiency. Plant Physiol. 2008;147(3):1181-1191. doi:10.1104/pp.108.118562)?

Experimentalni ¢ast:

Experimentalni ¢ast prehledn¢ shrmuje ziskana data. Nejdiive prezentuje bunécnou lokalizaci

V pokozkovych bunkach tabaku.

Ne v3echna v textu komentovana pozorovani jsou z mikrofotografii patrna. Napf. tvrzeni Ze “Mezi
dvéma bunkami byla patrnd i stredni lamela bez signdlu. Viz obr. 5 a 6. “ nelze z obrazové
dokumentace dolozit a nemyslim si, Ze by bylo mozné stfedni lamelu pouZzitym zobrazenim rozlisit.
Také nepokladam za vhodné oznacovat mikrofotografie ze svétlého pole (nebo DIC? — neni uvedeno)
jako ,,pozorovani ve viditelném spektru“. To je mimochodem pouzita fluorescence také.

Pro pozorovani transformantti husenicku (EXO70H7) je jednim z klicovych zavéra tvrzeni, ze ,,U
obou konstruktii byla vyvracena lokalizace na plazmatické membrané diky pozorovani s vyuzZitim
barviva FM-64, ktera barvi plazmatickou membranu. Signal tohoto barviva nekolokalizoval se
signalem GFP.** BohuZel z ptedlozenych mikrofotografii nelze takovy zavér potvrdit. V zeleném
kanalu je zfejmy signal také na periferii bunék, ktera mize zahrnovat i PM. Lze opravdu vylou¢it
pritomnost signalu na plazmatické membran¢? Byly potizeny obrazky o dostate¢nym rozliSenim na
kterych lze takové tvrzeni postavit? Existuji obrazky kontrolnich rostlin pro odliseni
autofluorescence?

Pfi hledani funk¢ni ulohy gentt EXO70H7 a EXO70H8 bylo hodnocena rychlost a procento kliceni
semen pii piisobeni salinity a osmotického stresu na rostliny piivodniho genotypu a pouzitych
inzerénich mutantd. Pivodné planované pozorovani a vyhodnoceni ristu kofent za stresovych
podminek nebylo dokonéeno, respektive podrobné&jsi vysledky nejsou prezentovany.

Design experimentu hodnoceni kli¢ivosti a rychlosti kli¢eni semen pouzitych genotypti neni z textu
pravé ziejmy. Vhodné by bylo uvedeni pouZitého statistického testu (chi-kvadrat test?) ptimo v testu,
aby se ¢tenaf nemusel domyslet z pouzitych programu (M&M) ¢i tabulky ¢.1. MuZe autorka upfesnit,
co je minéno ,,metodickym‘* opakovanim experimentu (¢ast 4.3.1 Kli¢eni semen mutantnich rostlin
ex070H7) a jaké bylo uspotradani experimentu? Jaké byly poéty hodnocenych semen v jednotlivych
experimentech, pro¢ jsou u grafii ¢.17 a 18 uvedeny pouze dva experimenty? Z jakych dat byla
pocitana statistika v tabulce ¢. 1 a 27

Studentka na zaklad¢ ziskanych dat uzavira, ze ,, Mensi objem vyklicenych semen mutanta exo70H8
na médiu s NaCl oproti vyklicenym semeniim divokého typu téz na NaCl je signifikantni na urovni
0,01 (viz tab. 2). Miizeme tedy tvrdit, Ze tento mutant vyrazné hiiie kli¢i na NaCl médiu.* Mohu
poprosit o vyjadfeni, jak je toto tvrzeni konzistentni s grafy ¢.20 — 1. a 2. pokus?

Diskuze:

Diskusi povazuji za nejkvalitnéjsi ¢ast oponované prace a to jak z pohledu pouZitého jazyka, tak i
uvazovani nad vyznamem jednotlivych vysledkd, jejich interpretace a uvedeni do ptislusného
literarniho kontextu. Kone¢né se zde objevuje i odtivodnéni pro¢ byly jednotlivé experimenty
planovany a Gvahy, jak v této oblasti pokracovat. Je zde vyrazny kvalitativni posun oproti literarnimu
Uvodu a vysledkim, ktery doufam mohu ptiéist ,,zrani autora* b&hem psani DP.

Ptesto i zde si neodpustim n€kolik komentait.




-V avodnim odstavci 5.1 Podjednotky EXO70H7 a EXO70HS ve vyvoji kofene se pise, Ze
.»Pri analyze fenotypii mutantnich rostlin exo70H7, exo70H8 a dvojitého mutanta exo70H7-
exo70H8 nebyl v této praci identifikovan zZadny pozorovatelny projev téchto mutaci®.

Z vysledkt jsem ale nabyl dojem, Ze tyto vlastné ani nebyly analyzovany a o dvojitém
mutantovi jsme se také nic nedoveédeéli.

- Autorka pise, Ze ,,Vysledky mikroskopického pozorovani v této praci ukazaly, Ze se EXO70H7
nejspise lokalizuje na bunécné prepdzce a ucastni se tak déleni bunek. “ — v této praci jsem
ale takové vysledky nezaznamenal.

- Studentka spekuluje o moznych divodech riizné lokalizace exprese EXO70H7 v této praci a
publikaci Li et al. 2010. MiZe byt jednodusSim vysvétlenim to, ze jednou jde o protein
fazovany na N konci s GFP a podruhé o GUS pod promotorem piislusného genu?

Zavéry (Souhrn):

Zavéry prace jsou napsany v podobném duchu jako diskuse. Lze pochvalit jejich sloh, srozumitelnost
a vécnost. BohuZel, podobn¢ jako diskuse, ne zcela odpovidaji prezentovanym vysledkim, jak jiz
bylo zminéno vyse.

SpInéni cila prace a celkové hodnoceni:

Hodnocené diplomova prace umoznila studentce osvojit si celou fadu metodickych
pristupii a i pres vySe uvedené vyhrady a komentare vérim, Ze ji poskytla dobry tived
do védecké prace. Na nedotazeni ¢asti experimenti se s vysokou pravdépodobnosti
podepsala i komplikovana epidemiologicka situace tohoto roku a proto je pokladam

zZ Casti za pochopitelné.

Predkladana prace splituje naroky kladené na diplomovou prdci, proto ji doporucuji
k obhajobé. Podle pritbéhu obhajoby navrhuji hodnoceni velmi dobie nebo dobie.

Otazky a pFipominky oponenta (povinna ¢ast posudku):

Své otazky jsem jiz uvedl vyse a véfim, ze diplomantka Gspésné doplni a dovysvétli vse
poZadované.

Navrh hodnoceni oponenta (znamka nebude soucasti zvetejnénych informaci)

[ 1vyborné [X] velmi dobfe [X] dobie [ | nevyhovél(a)

Podpis oponenta:




