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Nazev prace: Role phosducin-like2 (AtPhLP2) pfi regulaci ristu a vyvoje u Arabidopsis

Cile prace

Objasnit funkci AtPhLP2 ve vyvoji kofene Arabidopsis thaliana, konkrétné popsat kde se
Vv rostlinach tento protein exprimuje, zda-li se Gc¢astni rychlé auxinové odpovédi nebo

v klasickych auxinem koordinovanych procesech, a jestli se AtPhLP2 ucastni vyvoje
gametofytu a embrya.

Struktura (¢lenéni) prace

Rozsah prace (pocet stran): 109

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

Struktura DP odpovidé standardiim v oboru. Obsahuje ivod s literarnim ptehledem, popis
pouzitych chemikalii a metod, vysledkovou ¢ast, diskuzi se souhrnnym shrnutim a seznam
citovanych zdrojl. Abstrakt a klicova slova jsou uvedeny v ¢eském i anglickém jazyce.

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

DP je velmi rozsahla, a to jak textem, tak grafikou. Obsahuje celkem 43 obrazka. Je tedy
zfejmé, ze pii takovém objemu prace se budou vyskytovat nedostatky formalniho charakteru,
napft. V popiskach grafii, legendach, ale i obsahové, napt. chyby v popisu metodiky. Ocetiuji
kvalitni zpracovani grafti v R.

Logicka stavba a jazykova uroveii prace

Stavba DP je v potadku, obsahuje vSechny kapitoly. Kostra literarniho ptehledu a prezentace
vysledkli maji logickou posloupnost. Nazvy kapitol a podkapitol odpovidaji jejich obsahu.
DP je psana v AJ. Jazykova uroven je dobra, nikoliv perfektni, ale prace je relativné dobie
Citelna.

Literarni prehled:

Odpovida tématu a je logicky ¢lenén? Ano

Je napséan srozumitelné? Ano.

Jsou pouzité literarni zdroje dostatecné, relevantni a aktualni? Ano

Jsou literarni zdroje (v€etné obrazk) v praci spravné citovany? Ano

Literarni piehled je dle mého nazoru az ptilis detailni v popisu auxinové biochemie a
signalizace. Jelikoz je primarnim tématem DP protein z Phosducin-like rodiny, preferoval
bych zde vice informaci o této problematice. Tyto informace se vSak pozdéji vyskytnou
v kapitole Results.

Material a metody:




Sife pouzitych metodik.

Odpovidaji popsané metody prezentovanym vysledkim?  Ano

Jsou metody srozumitelné popsany? Srozumitelné, avSak s fadou nepiesnosti.
Pouzité metodiky jsou velmi pestré. Studentka si osvojila klonovaci techniky GoldenBraid
klonovani, ptipravila transgenni rostliny Arabidopsis, aplikovala nékolik fenotyp-
monitorujicich technik, v€etné pokrocilé mikroskopie. Popis pouzitych metod obsahuje fadu
nepiesnosti. Také Skoda, Ze studentka neaplikovala kvantitativni PCR pro ovéfeni exprese
PhLP2 v utiSujicich mutantech.

Experimentalni ¢ast:

Je vysvétlen cil experimenti? Ano

Je dokumentace vysledkt adekvatni?  Ano

Je mnozstvi provedenych experimentl dostacujici? Ano

Vysledkova cast piedstavuje 35 stranek a obsahuje 27 obrazkt. Z jejich obsahu je patrné,
7e studentka provedla fadu experimenti a ziskala mnoho novych informaci. Uvod
vysledkové ¢asti, kde se studentka zabyva shrnutim doposud zndmych informaci o PhLP2,
bych tedy spise preferoval zaclenit do sekce literarniho ivodu. Vysledky jsou prezentovany
formou ptehlednych grafl a fotografii. Zakladni statistické vyhodnoceni je téz ptitomné.
Ziskané vysledky jsou v trovni kvality umoziujicich odpoveédét na otazky a cile DP.

Diskuze:

Je opravdu diskuzi, nejde jen o konstatovani vlastnich vysledkd? Jde o diskuzi.

Jsou vysledky porovnavany s literaturou? Ano

Jsou uvedeny néjaké hypotézy ¢i navrhy na dalsi feseni problematiky? Ano

Diskuze ¢ita 9 stranek Cistého textu. Neni ¢lenéna na podkapitoly, které by ziejmé vedly
k lepsi ¢itelnosti a ptehlednosti. Az na par vyjimek je vSak diskuze ¢itelna, pochopitelna a
diskutuje ziskané vysledky ve srovnani s aktudlni literaturou. Nechybi ani navrhy pro vhodné
dalsi experimenty, které by bylo vhodn¢ na zaklad¢ vysledkl a recentnich zkuSenosti,
provést.

Zavéry (Souhrn):

Jsou zavéry podlozené vysledky? Ano

Jsou vystizné formulovany? Spise ne.
Kapitola Shrnuti ¢itd jednu stranu textu, avSak neodpovida presné, jak by tato kapitola méla
vypadat. U¢ast AtPhLP2 v rychlé auxinové odpovédi nebyla ziskanymi vysledky prokazana,
avSak ostatni cile prace jsou v této kapitole adresovany jen okrajové. Text pfipomind spiSe
spekulace nez jasné shrnuti dosaZzenych vysledk.

Splnéni cili prace a celkové hodnoceni:

Diplomova prace Be. Veroniky Poldkové se zabyva funkcei proteinu PhLP2 v rostlinach
Arabidopsis thaliana, zejména pak jeho ucasti v auxinem-fizené signalizaci. Tento protein
byl vybran na zakladé€ rychlych zmén fosforylacniho stavu po ptsobeni auxinem.
Dosavadnich informaci o funkci tohoto proteinu ve vyvoji rostliny vSak pfili§ neexistuje.

V transgennich rostlinach exprimujicich fosforyla¢né znaceny protein ovéfila expresi
proteinu v kofenech (meristem, ¢asna prodluzovaci zona a vaskulatura), v listech,

v trichomech a v kli¢icich pylovych zrnech a lacce. Vzhledem k embryonalni letalit¢ mutantt
s nulovou aktivitou PhLP2 studentka pfipravila transgenni rostliny Arabidopsis s jeho
sniZenou aktivitou vyuZzitim utiSeni transkripce. V téchto rostlinach pak sledovala zejména




auxinem ovlivnény fenotyp (rlst a vyvoj kotfene, gravitropismus, efekt pfidané IAA).
Ziskané vysledky neprokazuji vyznam PhLP2 v rychlé auxinové odpovédi. Kofeny
transgennich rostlin vykazovaly intenzivnéjsi vinéni a absenci postrannich kotenli spojenou
s nizkou generaci samotnych primordii. Pro pfesné pochopeni propojeni fenotypu s funkci
PhLP2 je vSak tfeba fadu dalSich experimentl. In-silico analyzou byly vybrany proteiny

s potencialem interakce s PhLP2 a tedy cile dalSich funk¢nich experimentt. Cile prace byly
tedy v ramci moznosti splnény.

I pies nékteré nedostatky po formalni 1 vécné strance vSak povazuji DP praci studentky za
zdaftilou a pfinosnou.

Otazky a pFipominky oponenta (povinna ¢ast posudku):

Otazky:

1. Z dosavadnich informaci o rodin€ phosducinti l1ze usuzovat, ze protein PhLP2 bude
mit roli v post-transla¢nim vyvoji jinych proteind. Jaké laboratorni experimenty by
studentka navrhla pii hledani, které konkrétni cilové proteiny to v ptipadé PhLP2
budou? Bylo by mozné pro toto néjak vyuzit stavajiciho mutanta RNAi-PhLP2?

2. Autorka vidi signal fuzniho proteinu PhLP2-GFP v jadie a cytoplasmé. Bylo
potvrzeno, Ze signal v jadie nepochazi z volného GFP? Obsahuje sekvence PhLP2
néjaké signaly pro cileny transport do jadra? Jakou roli by protein v jadfe mohl mit?

3. Pro statistické vyhodnoceni studentka pouzivala zejména Student T-test. Je jeho
vyuziti vzdy opravnéné?

4. Zaujala mne blizk4 ptfitomnost genu COP13. Dle anotace je kodovan gen i velmi
blizko downstream od genu PhLP2. Nemohou tyto velmi kratké distance néco
naznacovat?

Poznémky a pfipominky

- Knock-down mutanti, jakym je i PhLP2 nemusi vykazovat jasné ¢erno-bily fenotyp,
nebot’ exprese proteinu je pouze sniZzena. Je tedy stidle mozné, ze PhLP2 roli v rychlé
auxinové odpovedi mit mize, avSak variabilita méfenych dat potencialni drobny
rozdil neumoZzni pozorovat.

- Nejasnosti v grafech, napt. ¢isla udavajici pocet opakovani nejsou zminéna v legende,
nejsou specifikovany chybové tsecky a definovany boxploty. Co znamena Vv legendé
u t-testu hodnota alpha?

- Neptesnosti v metodice, napf. tabulky 3 a 4 obsahuji $patny backbone, kit GeneJet
Plasmid Miniprep se nepouZziva pro CiSténi PCR fragmentu (str. 43), spojeni
,,seminka obsahujici plasmidovy konstrukt® neni §t'astné (str. 46), tabulka 5
neobsahuje koncentrace uvedenych komponent a jiné.

Navrh hodnoceni oponenta (prosim zaskrtnéte X)

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




Podpis oponenta:

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

Instrukce pro vypracovani a odevzdani posudku-po dokonéeni posudku moZno tyto instrukce smazat:

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

Posudek muzete sami vlozit do SIS, anebo s predstihem zaslat v elektronické podobé na adresu:
hana.konradova@natur.cuni.cz, a déle zajistit dodani podepsaného originlu (v 1 vytisku, jako soucast
protokolu o obhajob¢) na sekretariat Katedry experimentdlni biologie rostlin PfF UK (p. Adéla

Spinova), Vini¢na 5, 128 00 Praha 2. Podepsany origindl posudku s navrzenou klasifikaci musi byt
dodan pred vlastni obhajobou. bez ného nesmi byt obhajoba zahdjena!




