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Nazev prace: Localization and dynamics of Sec5 subunit of the exocyst complex in plant
cells.

Cile prace: Cilem prace bylo ptispét k charakterizaci Sec5 subjednotky exocystu rostlin a to
piedevsim K poznani lokalizace a dynamiky tohoto proteinu v burce.

Struktura a formalni Groven prace: Diplomova prace vrozsahu 64 stran ma standardni
strukturu a je napsana v anglickém jazyce. Ve srozumitelné napsaném literarnim piehledu
jsou uvedeny zakladni poznatky o exocystu obecné a podrobné jsou shrnuty poznatky o
komplexu exocystu rostlin. Obrazky, ptevzaty vhodné z literatury, pomahaji pochopit ¢tenafi
procesy, V nichz exocyst hraje roli. Jsou pouzity relevantni literarni odkazy, které jsou v praci
spravné citovany, jejich celkovy pocet je 90. V podrobné popsané ¢asti Material a metody
jsou uvedeny vSechny pouzité materidly a postupy, které byly aplikovany v experimentalni
Casti. Ve vysledkové ¢asti jsou uvedeny cile jednotlivych pokusi, dosazené vysledky a jejich
shrnuti. K dokumentaci vysledkii je pouzito 9 obrazka a ptiloZzena videa. V diskusi jsou
dosazené vysledky porovnany s dostupnou literaturou a spravné diskutovany v kontextu
znalosti o ostatnich charakterizovanych subjednotkach exocystu. Uvedeny jsou i navrhy na
dalsi feseni problematiky. Zaveéry diplomové prace shrnuji v dostacujicim rozsahu dosazené
vysledky. Pfedkladana diplomova prace ma dobrou grafickou a jazykovou uroven, vyskytuji
se drobné&;jsi preklepy.

Vysledky prace: Data ziskana pii feSeni diplomové prace se tykaji Sec5 protein, ktery je
dosud necharakterizovanou soucasti komplexu exocystu rostlin. Mikroskopickd analyza
dynamiky Sec5 proteinu véetné presentace dat byly provedeny na velmi dobré urovni.
Ocenuji napt. to, ze je v praci pro oznaceni TIRF techniky, kterd byla uzita u rostlinnych
bunék vybavenych bunéénou sténou pouzivan spravné termin TIRF/VAEM, ktery tuto
modifikaci TIRF metody pfesnéji definuje. Soustfedéna mikroskopicka analyza Sec5
umoznila popsat jeho specifickou lokalizaci v rostlinach, se spravnou uvahou o limitaci
zaveérl z pozorovani vzhledem k expresi proteinu pod konstitutivnim promotorem. Zajimavé
jsou poznatky o dynamice lokalizace Sec5 s plasmatickou membranou ale i pozorovani
lokalizace v tvofici se bunéné piepazce v pocateCnich a koncovych fazich jeji tvorby.
cytokineze.  Vyzkum exocytu piedstavuje zakladni program v laboratofi Skolitele a
experimentdlni data presentovand v predklddané praci jsou soucésti koordinovaného
komplexniho vyzkumu. Vysledky ziskané v ramci experimentélni prace Juraje SekereSe proto
ptispivaji K ziskani novych poznatkd o exocystu rostlin.

Cile diplomové prace byly splnény. Studium lokalizace a dynamiky naznacilo moznou roli
Sec5 proteinu v procesech polarizované sekrece, jako jsou polarni ristu kofenovych vlaski a
tvorba bunécné prepazky. Material ptipraveny v ramci experimentt diplomové prace bude
jisté slouzit k dal§imu vyzkumu.

Otazky, naméty k diskusi a diléi pfipominky:

1. FM4-64 je intenzivné vyuzivan k sledovani endocytozy, objevily se vsak i informace o jeho
interferenci s pochody na membranach rostlinnych bun¢k (Jelinkova et al., 2010). Jaka je vase
zkuSenost a nazor na tyto efekty.



2. Pozorovali jste velké rozdily v intenzité exprese 35S-Sec5 v T1 generaci, jaka byla
frekvence transformantt se slabou, silnou a “pfijatelnou trovni exprese”? Pozorovali jste
fenotyp, souvisejici s nadprodukci Sec5proteinu?

3. Uvadite, Ze signal v bunééné piepazce nebyl pozorovan pii absenci mikrotubulti, jak se
choval cytokineticky signal Sec5 pii absenci aktinu. Jak se Sec5 do mista tvorby bunééné
prepazky z cytoplasmy dostava a jaké mohou byt eventudlni regulaéni aspekty tohoto
pochodu a obecné pak funkce exocystu v cytokinezi rostlin.

Mensi ptipominky:Pfi pouziti FM4-64 je dtlezité pozorovat ,,v pravy €as na pravém miste*,

v ¢asti vysledku i textu k patticnym obrazktim bych doporucila uvadét, jak dlouho po aplikaci
FM4-64 byly buniky pozorovany a snimky potizeny. Ne vzdy je uvedeno, jaky typ bunék je na
konkrétnim obrdzku, doporucuji davat alespon k textu pod obrazek...epidermal cells....

Navrh hodnoceni oponenta: Juraj Sekeres§ prokazal, Ze je schopen samostatné experimenty
planovat, ziskat data velmi dobré urovné a tato kriticky hodnotit a presentovat, coz je
piedpokladem pro dalsi pokracovani ve védecké praci.
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