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Cile prace

Hlavnim cilem diplomové prace bylo porovnani vlivu hlinitych iontti na dynamiku
kortikalnich mikrotubulti (MT) kofenovych bunék Arabidopsis u WT a mutanti ve dvou
isoformach fosfolipazy D - pldal a pldo s ohledem na zénu kotene, rychlost polymerace,
pocet a reorganizaci. Dopliujici cile pak byly pozorovani dynamiky + konctit MT v
protoplastech bunék a studium akumulace hliniku v krouzku Ortmannové. Tematicky prace
navazuje na dlouhodobé fesené téma v laboratofi, pfinasi v§ak nové pohledy - studium
dynamiky + konctt MT, krat$i ¢asové rozmezi pozorovani (V fadech minut).

Struktura (¢lenéni) prace

Posuzovana diplomova prace se sklada z 64 stran textu, je standardné koncipovana (avod,
literarni ptehled, materidl a metody, vysledky, diskuze, zavér, seznam pouzité literatury),
velikosti jednotlivych kapitol odpovidaji obvyklym proporcim. Abstrakt v ¢eské i anglické
verzi je ptehledny a stru¢ny a vystizné formuluje cile prace 1 dosazené vysledky. Soucasti
obou abstraktt jsou i kli¢ova slova. Prace obsahuje také seznam zkratek.

Formalni droven prace (obrazova dokumentace, grafika, text, seznam literatury)
Soucasti literarniho piehledu jsou tfi schémata, odpovidajici jeho tfem hlavnim
podkapitolam, kterd vhodné dopliiuji probiranou problematiku. V metodické ¢asti se
nachazeji dva obrazky dokreslujici metodické uspotadani pokusu. Vysledky pak obsahuji
nékolik mikroskopickych obrazki, jejichz soucasti je (az na dvé vyjimky u obrazki
trichomu) i métitko, dale tabulky a grafy. Kvalita a rozliSeni obrazkl (opét s vyjimkou
trichomt) je dostate¢na, avSak u nékterych grafii by mohlo byt rozliSeni lepsi. V literarnim
prehledu a metodach nejsou obrazky/schémata citovana ve vlastnim textu, nicméné jsou
soucasti prislusného odstavce. Ve vysledkové ¢asti je nejdiive citovan Obr.7, pak teprve Obr.
6, stejné tak nejdiive citovan Graf ¢. 2, pak teprve Graf ¢. 1. Popis tabulek by mél byt nad
vlastni tabulkou nikoli pod. Seznam literatury odpovida zavedenym védeckym stylim.

Logicka stavba a jazykova uroveii prace

Celé prace je dobte logicky postavena, je psand Ctivé a srozumiteln€ spisovnou ¢estinou.
Nepodstatné vytky smétuji k Castému psani desetinné ¢arky teCkou nebo k vétam zacinajicim
¢islovkou, obcas se vyskytne chybnd stavba véty.

Literarni piehled:

Literarni ptehled je logicky ¢lenén, je rozdélen do tii hlavnich ¢asti — MT, jejich dynamika a
proteiny s nimi asociované, vztah MT a fosfolipidové signalni drahy, hlinik a jeho toxicita —
odpovidéa tedy tématu diplomové prace. Je psan srozumitelné, vhodné doplnén 3
obrazky/schématy, obsahuje adekvatni literarni zdroje, které jsou spravné citovany.

Material a metody:

Prace zaloZena zejména na mikroskopickém pozorovani a nasledné analyze dynamiky
kortikalnich MT, nicméné autorka musela zvladnout Siroké spektrum metod predchazejicich
samotnému pozorovani. Pocatec¢ni snaha o stabilni ¢i transientni transformaci Arabidopsis




markerem +konct MT a jeho selekci byla sice neuspésna, pravdépodobné ale vzhledem

k problematickému obdrzenému vektoru. Nasledovalo kfizeni WT a mutantnich rostlin

s funk¢nim markerem a genotypovani dalSich generaci. Ocenuji dale zvladnuti netrivialnich
technik jako hydroponické kultivace rostlin pomoci specialn¢ upravenych sklicek, uspésné
provedeni izolace protoplastii a v neposledni fadé samotnou praci s roztoky Al* (zajisténi
kyselého pH, vétsi mnozstvi kontrol, zabranéni chelatace...). Metody jsou srozumitelné
popsany a odpovidaji prezentovanym vysledktim. Skoda, Ze autorka nezatadila podrobng;jsi
odstavec (sem nebo do vysledkové ¢asti) o vlastni analyze trasovani EBla markeru

Vv programu Fiji napt. s nékolika ¢asosbérnymi obrazky, zcela jisté byla analyza zna¢né
Casoveé narocna.

Experimentalni ¢ast:

Uvod kazdé kapitoly vysledkii obsahuje cil, za kterym je experiment provadén. Nejdiive bylo
ovéteno pouziti EBla-GFP jako markeru + koncti MT a to jak v listech, tak i hypokotylu a
kotfenu Arabidopsis. V dalsich experimentech bylo zjisténo, ze koten pldal roste rychleji
nez WT, jak v kontrolnich podminkach, tak po osetieni AI**, kortikalni MT transientni zény
kofene jsou citlivéjsi na piisobeni AI** nez MT elongaéni zony. Dale byl sledovan vliv AI%*
na rychlost polymerace, pocet a reorganizaci kortikalnich MT u WT a pldal. Bylo také
zjisténo, ze EB1a-GFP neni vhodny marker pro sledovani + konctt MT v protoplastech a byl
proveden pokus o detekci Al po barveni morinem. Mnozstvi opakovani experimentii a pocet
kotfent/MT pro analyzu povazuji za vice nez dostacujici a dokumentaci vysledki a statistické
zhodnoceni za adekvatni. Nékolik poznamek — u rychlosti polymerace je v tabulkach
uvedena rychlost v nm ne v nm/min. Zkontrolujte hodnoty pro WT 3 min pH=4,5 + 300 uM
Al v Tab. 5 a grafu ¢. 5, fialovy sloupec. Zda se mi, ze rychlost polymerace kortikalnich MT
za kontrolnich podminek (pH=5,7) u WT a pldal neni stejna (Tab.5 a 6. a Kap. 5.4.1), vidim
rozdil asi 10%, ktery byl v nékterych dalsich ptipadech bran jako statisticky prukazny.
Skoda, ze pred grafem ¢. 9 a 11 chybi souvisejici tabulka s absolutnimi &isly (tak jak tomu
bylo v Kap. 4.4), takto z procent se neda porovnat WT s pldo.l. V Kap. 4.6 jsem pochopil, ze
by hledany rozdily mezi WT a pldal. Pak bych asi bylo lepsi mit souvisejici obrazky u sebe
kvuli snadnéj$imu porovnani (takto se musi porovnavat Obr. 7 s Obr. 11 atd.). Posledni
poznamka se tyka Obr. 18, baze trichomu je v tomto pfipadé schovana v silném modrém
signalu. Nejdiive by asi bylo tieba provést pozitivni kontrolu, zda morin barvi Al v kofeni

V pouzivaném hydroponickém systému, pak kontrolu barveni trichomu morinem bez osetieni
AP a nasledné s A"

Diskuze:

Diskuze je ¢lenéna podobné jako vysledky. Autorka se v ni struéné vraci k jednotlivym
ziskanym vysledkim a ty nasledné uvadi do souvislosti a diskutuje s jiz publikovanymi
studiemi. Ptidava i vlastni hypotézy ohledné moznych mechanismu hrajicich roli ve
studované dynamice kortikalnich MT.

Zavéry (Souhrn):
V zé&véru jsou strucné a prehledné formulovany dosazené vysledky.

Splnéni cili prace a celkové hodnoceni:

Téma prace je dlouhodobé celosvétove sledovano, nebot’ toxicita hlinitych iontl je hlavnim
faktorem zastavy ristu rostlin na kyselych pudach, ke které dochézi béhem nékolika minut.
Mechanismus ptisobeni je doposud nejasny, ale mezi primarni cile toxického ptisobeni
hlinitych iontd byva fazen i cytoskelet. Z tohoto hlediska vnimam piedlozenou praci jako
velmi pfinosnou, obsahujici nové cenné poznatky ohledné ¢asného zapojeni fosfolipidové
signalizace v dynamice MT b&hem toxického ptisobeni AI®*, na jejichz vysledcich lze
postavit dalsi detailn¢jsi experimenty. Vzhledem k prvotnim problémiim se ziskanim
experimentalniho materialu se muze prace jevit jako tizce zaméfena, s mensim poctem




riznych experimentt, ale to vyvazuje pocet provedenych biologickych opakovani, pocet
vzorkll pro analyzu a nasledné narocné vyhodnocovani, v¢etné statistického zpracovani.
I ptes vytky uvedené v posudku jsem presvédcen, Ze predlozena diplomova prace piinasi
mnoho zajimavych poznatkd, splnila vétSinu vytycenych cild, a proto ji doporucuji k
obhajobé.

Otazky a pripominky oponenta (povinna ¢ast posudku):

1. V literarnim piehledu se piSe o n-butanolu jako o aktivatoru (str. 9) a nasledn¢ o 1-
butanolu jako inhibitoru fosfolipazy D (str. 9 a 10). Jak to tedy je?

2. Proc bylo pro hydroponickou kultivaci pouzivano nestandardni 1/8 MS médium?

3. Zajimalo by m¢, zda byla provedena alespon riistova analyza (ikdyZ nebyla soucasti
stanovenych cilil) po osetfeni nizkym pH a riiznymi koncentracemi AI®* pro plds,
kdyz se nepodafilo zktizit EB1a-GFP markerem pro pldéd. Pokud ano, mizete
komentovat vysledek?

4. Myslite, Ze by k vizualizaci + konctt MT v protoplastech byl vhodny jiny marker,
napt. V uvodu zminovany SPR1-GFP?

Navrh hodnoceni oponenta (znamka nebude soucasti zvetejnénych informaci)

[ ]vyborné¢ [X] velmi dobie [ | dobie [ |nevyhovél(a)

Podpis oponenta:

Pozn. Obvykla délka standardniho posudku je cca 2-3 strany.

Instrukce pro vypracovani a odevzdani posudku:

e Pro vypracovani posudku diplomové prace pouzijte tento formulaf, text standardnim pismem slouzi

jako voditko

® Posudek mizete sami vlozit do SIS, anebo s pfedstihem zaslat v elektronické podobé na adresu:
hana.konradova@natur.cuni.cz a lipavska@natur.cuni.cz, a dale zajistit dodani podepsaného originalu
(v 1 vytisku, jako souéast protokolu o obhajob¢€) na sekretariat Katedry experimentalni biologie rostlin
PiF UK (p. Elena Kozlova), Vini¢na 5, 128 44 Praha 2. Podepsany original posudku musi byt dodan

pied vlastni obhajobou, bez ného nesmi byt obhajoba zahajena!
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