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Nazev prace
Analyza vztahu mezi funkci proteinového komplexu ARP2/3 a exocytézou v rostlinnych
bunkach

Cile prace
Zjistit, zda mutace komplexu ARP2/3 ovliviuje dynamiku a lokalizaci komplexu exocyst v
burikach hypokotylu a pylové lacce. Zjistit lokalizaci komplexu ARP2/3 v pylové lacce.

Struktura prace
Diplomova prace ma 60 stran (v¢etné citaci). Obsahuje anglicky i ¢esky abstrakt a kli¢ova
slova. Clenéni prace odpovida zavedenym standardim.

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

Formalni a graficka aroven prace je dobra. Vytkl bych nasledujici: 1) cizojazy¢né vyrazy
piSeme kurzivou, 2) fada odkazt na literaturu ma jiny format, 3) prvni fadek kazdého
odstavce ma byt odsazen, naopak nadpisy se odsazovat nemusi, 4) dodrzujeme stejné velké
pismo v ramci jednoho obrazku (popisky grafa), 5) ¢isla v tabulkach se zarovnavaji doprava,
6) u hodnot pravdépodobnosti ziistaly desetinné tecky, 7) prosim autorku, necht’ si nastuduje
rozdil mezi pomlckou a spojovnikem (napt. 5-10 min vs. F-aktin), 8) v obr. 8 splyvaji kiivky
vynesené vSechny ¢ernou barvou (A-D).

Logicka stavba a jazykova troven prace

Text je srozumitelny, dobfe Citelny, bez gramatickych chyb, s minimem pielkepti. Obcas se
vyskytnou neobratné stylistické vyrazy nebo zabarvena slova, kterd do védeckého textu
nepatii (v laboratofi se poprvé vyskytly fluorescenéni markery, bunééna sténa se musi uvolnit,
veliké mnozstvi dat, ohromné mnozstvi materialu, krabice znac¢i mezikvartalové rozpéti,
,VOUSYy* zna¢i minimalni a maximalni hodnoty). BohuZzel se v textu ¢asto vyskytuji slangové
obraty a podivné pieklady anglickych vyrazi — u téch se mohu domnivat, ze je dodal Google
Translate a unikly nasledné editaci. Slangovy vyraz “byl objeven fenotyp v pylovych
lackach” — kazdy jedinec ma fenotyp, jde o to, jaky fenotyp to je. Spravné napiiklad: ,,byla
objevena porucha X, a tento mutantni fenotyp...“ Dalsi slangové obraty: ,,Rozdil byl
hodnocen boostrapovanim® nebo ,.linearni model fituje kiivku®. Preklady: ,,aktinova droga
LatB*, ,zdstava rastu ,,buné¢na deska“ (cell plate = bunécna desticka). Piekladat odborné
vyrazy neni jednoduché, proto je zde dulezita konzultace s pedagogy ¢i odborniky — nékdy
vyrazy existuji, jindy je tfeba je opisovat vice slovy nebo navrhnout.

Literarni prehled:

Literarni prehled odpovida svym zaméfenim tématu, je srozumitelny a spravné clenény,
udaje jsou dostateéné citovany aktualnimi védeckymi pracemi.

Odstavce o cytoskeletu a ARP2/3 nezapadaji do prvni obecné kapitoly (2.1), ostatné ty jsou
rozebirdny pozdéji. V textu se bohuZel nachazi fada nepfesnosti a polovicatych vysvétleni.




= Jak je v praci uvedeno, cisté difazni rist (izotropni) se u rostlinnych bun¢k v podstate
neexistuje. Zde se vzdy uvazuje 0 ,,difaznim anizotropnim rustu®, a timto celym terminem by
m¢él byt uvadén, protoze samotny termin ,,difazni rist” je zavadéjici.

= Tvrzeni, Ze mutované rostliny s nefunkéni EXO84b vykazuji sam¢i sterilitu a velmi silny
fenotyp v pylovych lackach (téz v diskuzi), neni pravdivé — v praci Fendrych et al. (2010) se
naopak uvadi normalni segregace heterozygotnich mutant.

Material a metody:

Metody jsou dostateéné detailné popsany. Sife pouzitych metod je pomémné uzka. Jedna se v
podstaté 0 kultivaci materialu a mikroskopii, pominu-li statistickou analyzu, kterou studentka
sama nedélala.

Ocenuji optimalizaci protokolu na kli¢eni lacek in vitro, jak uvadi pozdéji v diskuzi.
Ctvercové vyfezy z nasnimanych obrazki byly pravdépodobné o rozmérech 100 x 100 px,
nikoliv um. Semenace byly selektovany pravdépodobné dle kvantity fluorescence, nikoliv
kvality fluorescence. Opakem ,.konfokalniho mikroskopu typu spinning-disk (zde se tézko
hleda ¢esky vyraz) je ,,skenovaci konfokalni mikroskop* — vyraz ,.konfokalni mikroskop* by
tedy mél byt v celém textu vzdy specifikovan jednim nebo druhym piivlastkem.

Experimentalni ¢ast:

Vzhledem ke dvouleté délce magisterského studia bych mnozstvi provedenych experimentd
a ziskanych vysledkti hodnotil jen jako primérné. Ucel jednotlivych experimentii a jejich
souvislosti jsou srozumitelné vysvétleny. Dokumentace vysledkd je vice méné adekvatni.
Nize jsou konkrétni ptfipominky k experimentalni ¢asti.

= Kapitola 4.3.2 o lokalizaci EXO84b v lackach by logicky spise navazovala na lokalizaci
EXO84b v hypokotylech a piedchazela o lokalizaci podjednotek ARP2/3 v lackach.

= Obr. 4: Pokud jsou grafy B a C vyfezy celkového grafu A, bylo by dobré to naznacit
graficky.

= Naobr. 5 vidime vysledek testu GLMM (linearniho modelu se smisenymi efekty), ale
nikde neni uveden vysledek testu EMMs (modelu na zakladé odhadu marginalnich primért),
ktery je zminény v textu a mel prokazat signifikantni rozdil jedné linie.

= Kap. 4.3.1: Kuéinéni zavéru, ze podjednotky komplexu ARP2/3 v lackach lokalizuji
do podoby tzv. ,,inverted cone* nebo ,,actin fringe (obr. 6), méla byt provedena kvantifikace
(napft. profil intenzity fluorescence), protoze tyto struktury nejsou z piedlozenych obrazkt
prilis patrné. Na vin¢ je nizka kvalita obrazku, pfestoze mikroskopie pylovych lacek neni
jednoducha. Kvalitu mohlo pii snimani vylepsit vyssi primérovani, nizsi rychlost skenovani,
zvétseni pinhole, pfipadné pouziti spinning-disku. Pokud byla fluorescence studovanych
proteint v laC€kach slaba, chybi zde negativni kontrola nasnimand pifi stejném nastaveni
mikroskopu (lacky netransformovanych rostlin) kvuli vylouceni autofluorescence.

= Pouziti mutanti: napl neni v praci fadné objasnéné a vzhledem k nekompletnim vysledkiim
1 zbytecné.

= Kap. 4.3.2: Na obr. 7 je evidentni membranova lokalizace EXO84b-GFP, ale v grafech na
obr. 8 toto maximum neni patrné. Normalizovani hodnot k maximu neni srozumitelné
vysvétleno. V tomto bodé bylo ziejmé lepsi provést jednodussi analyzu nez tu ptredloZenou
na obr. 9 a 10.

= AU neni artificial unit, nybrz arbitrary unit (ve smyslu relativni jednotka)

Diskuze:

Diskuze je v zasad¢ dobie vedena, vysledky jsou kriticky konfrontovany s dal§imi pracemi a
pozorovanimi, vcetné¢ odkazli na relevantni publikace. Zavéry jednotlivych bodu diskuze
odpovidaji hodnoceni vysledkti a nabizeji mozna navazujici feSeni studovanych otazek.




Nalezené nepresnosti:

= Rozdil VAEM a SD nespociva v rozdilném rozliseni (to je dané predevSim pouzitymi
objektivy a snimaci), ale spise v kontrastu, pfipadné poméru signal/Sum.

= Srovnani automatické a manualni analyzy na stejném souboru obrazku, které se tykaji doby
setrvani tecek exocystu na membrané, navrzené v diskuzi, by vyrazn¢ obohatilo tuto praci.

= Proteiny znacené GFP casto zaujimaji arteficialni/cytoplazmatickou lokalizaci, pokud je
v bunkach soucasné ptitomna i ptirozena neznacena varianta.

Zavéry:
Zavery jsou srozumitelné formulovany a odréazeji ziskané vysledky.

SpInéni cili prace a celkové hodnoceni:
Cile povazuji za splnéné a doporucuji diplomovou praci k pfijeti.

Otazky a pripominky oponenta:
1) ,Mutant“ je podstatné jméno muzského rodu. Prosim o piedlozeni hesla ze slovniku

v

spisovné ¢estiny, ze existuje i slovo ,,mutanta“ Zenského rodu.
2) Byla experimentalné dokumentovana exocytdza typu kiss & run v rostlinnych burikach?

3) Co nam fika o celkové signifikanci genotypu (pfi lokalizaci EXO84b-GFP v mutantech
APR2/3 komplexu versus wild-type) uvedena hodnota 0,025?

4) Pro¢ byl na snimani pylovych lacek pouzit skenovaci konfokalni mikroskop misto
spinning-diskového?

5) Analyzy vrcholového ristu ma smysl provadét v aktivné rostoucich 1ackach. Jak studentka
posuzovala, zda snima aktivné rostouci nebo stagnujici lacku?

6) Kolik isoforem EXO84 se nachazi u Arabidopsis a kde jsou exprimovany?
7) Prezentovana data nenaznacuji interakci EXO84b a ARP2/3 v pylovych lackach, coz je

V rozporu s ptedchozimi pozorovanimi ve vasi laboratofi u jinych typl bunék. Jaky je Vas
komentar?

Navrh hodnoceni oponenta (znamka nebude soucasti zvefejnénych informaci)

[ ]vyborné (1) []velmi dobie (2) [ ]dobie (3) [ ]nevyhovél/a (4)

Podpis oponenta:




