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Bakalatska prace Lubose Rihy je zaméfena na studium diverzity represivnich proteinovych komplexii
Polycomb a jejich roli ve vyvoji rostlin. Komplex Polycomb se zda byt zasadnim hrac¢em pro vyvoj
rostlin a je tedy velmi aktualni a dileZité detailni pochopeni jeho fungovani a regulace k ¢emuz by i tato
bakalatska prace méla piispét. Jedna se o praci praktickou psanou v anglickém jazyce. Tuto snahu velice
ocenuji, i kdyz si jsem védom, Ze v nékterych pripadech by se student mozna vyjadril jasnéji a vzletngji
ve svém matefském jazyce. [ pfes obCasné nejasnosti byla prace srozumitelné napsana. Teoreticka ¢ast
je v podstaté rozdélena na dva tematické bloky. Prvni popisuje soucasny stav poznani tykajici se
Polycom komplexu a druhy metodicky piistup genového inzenyrstvi zalozeny na technice Gateway®,
ktera byla nasledn¢ vyuzita v praktické Casti prace. Teoreticka ¢ast by dle mého nazoru mohla byt
logi¢t&ji ¢lenéna a pro ¢tenaie jasnéji napsana (viz komentaie). Autor cituje aktualni odbornou literaturu.
Naopak ocenuji velmi detailni popis pozitych materiald a metod. Prakticka ¢ast jasné metodicky
reflektuje molekularné biologické zaméfeni laboratofe a je z ni vidét jasny piesah do budoucna, Ze touto
bakalarkskou praci dany vyzkum nekon¢i, ba naopak zac¢ind. MnoZzstvi provedené laboratorni prace je
dle mého soudu na bakalafskou praci nadstandardni.

Obecné otazky na autora prace:

Komentéfe a otazky K textu reSerSe a anotace:

Nazev a cile prdace

o V zadavacim protokolu je uveden nazev ,, Diverzita represivnich komplexii Polycomb a jejich
funkce v kontrole bunécné identity a vyvoje rostlin“ zatimco finalni anglicky nazev je vice
obecny a zjednoduseny ,, Diversity of Polycomb complexes and their function myslim, ze
puvodni ¢esky nazev byl lepsi a i v prekladu do Aj se mu mohl pieklad, co nejvice piiblizit.

e (il prace ¢.1 si klade za tkol udé¢lat teoreticky pfehled zndmych represivnich komplexi
Plycomb u rostlin a Zivo¢ichti, nicméné v praci se autor soustiedil ,,pouze* na Arabidopsis
thaliana a Drosophila melanogaster. Mam to chapat tak, Ze u jinych druht neexistuje
vyzkum zaméi'ujici se na komplex Plycomb?

e (Cile prace v zadani jsou formulovany trochu jinak, nez jak to formuluje autor ve své sekci 1.2.5
,»The project hypothesis and questions. Nicméné s potéSenim konstatuji, Ze tak, jako tak autor
cile prace splnil.

Anotace

e V textu anotace je souslovi ,,is explained“ pouzito 3x béhem 4 radku.

o Véta, Results are presented and disscussed* je dle mého nazoru na konci anotace nadbyteéna.

Introduction and background

e Pro mé je to docela zajimavé pouziti ndzvu kapitoly. Ze své zkuSenosti bych navrhoval udélat
z ,,Introduction‘ samostatnou kapitolu ¢. 1. A z ,,background* kapitolu ¢. 2. (z ¢ehoz by plynulo
adekvatni oc¢islovani dalsich kapitol. Soucasné slovo ,.background* pouzité v nazvu takové
kapitoly nevim jestli je dobrym nazvem. Co naptiklad pouzit termin ,,Current state of
knowledge* ?

e Obecné si dovoluji navrhnout mozné pieusporadani Casti ,,.background“. Zde nejviditelngjsi
navrhy:
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Kapitola 1.2.1 by se dala zkracené ptidat do kapitoly ,,Introduction®. Tim nechci snizovat jeji
dulezitost ba naopak.
Rozd¢lil bych resersi na dvé rovnocenna témata:
2.1 téema Polycomb compleX
2.2 tema Genetic engineering tools
Podkapitolu 1.2.5 bych zatadil na zacatek vysledkové ¢asti, ¢i konec reSerse, nikoliv uprostied.
Mozna nejlepsim fesenim by bylo z toho udélat kapitolu 2.3.
Kapitola 1.2.6.4 popisuje ,,marker genes* pro¢ ale chybi rovnocenna kapitola pro ,,reporter
genes® ?
Kapitola 1.2.7 je podle mé opét kapitola na hranici vysledkt a reserSe (z mého pohledu vice
vysledkova ¢i diskusni).

e Jaky je rozdil mezi terminy: ,,exprese genu“ a transkripce genu“? (v ,,introduction* byly
pouzity oba terminy v jednom odstavci).

e Mam chépat informaci o zméné fenologie u 61 druhii v Cing, Ze se posunula od roku 1982 0 20
dni (5,5 za dekadu)? To je hodng, je to spravné?

eV zavérecné vété kapitoly 1.2.1 bych slovo ,,organisms* nahradil slovem ,,plants* kdyz se jedna

o kapitolu fikajici, pro€ je dtlezité studovat rostliny.

o Vzhledem k relativné vysokému vyskytu zkratek by ¢tenafi pomohl seznam pouzitych zkratek.

Ne vzdy je prace se zkratkami idealni viz pouziti zkratek PcG a PTM. Co znamenaji zkratky

EMF a VRN na strané 6?

e str. 3, posledni véta: PeG’s jsem pochopil, Ze jsou transkripéni faktory. Jak by tedy
uskuteciiovali PTMs (post-transla¢ni modifikace)?

o Je néjaky duvod k tomu pro¢ by se MEA a FIS2 mély nachazet jen u brukvovitych
(Brassicaceae) ?

e Fig. 1 postrada referenci na autora obrazku. Bud’ nékdo z laboratoie nebo néjaka publikace, ze
které bylo ¢erpano. Vzhledem k tomu, Ze jde o obrazek v ramci reSerSe neocekavam, ze ptijde
o obrazek autora bakalarské prace.

o Podkapitoly 1.2.5.1 a 1.2.5.2 a¢ se jevi jako rovnocenné, jsou vypracované nerovnomérné.
1.2.5.1 je obecna (napt. bez tabulky; tabulka pro tuto pod kapitolu, jestli jsem spravné pochopil
je tab.4 na konci reserSe), zatimco 1.2.5.2 je relativné konkrétni.

o Chéapu to spravné, ze kdyz se do jedné rostliny vnese napt. konstrukt BV2, vnese se tam
promotor pro stejny gen s dvéma rtiznymi znackami. Co je cilem takového experimentu? Pro¢
nestaci jedna znacka?

o Nastr. 11 se vyskytuje termin CCSS nejsem si védom, Ze by bylo nékde predtim vysvétleno, 0 O
se jedna.

o Str.11: vété s ,,MSGT* by asi sluSela citace.

e Fig. 3 je mi jasné, Ze pti popisu obrazku se vzdy jedna o jakysi ,,kompromis* mezi pisatelem a
¢tenafem. Co jesté popisovat a co jiZ neni tfeba (pfedevsim zkratky atd). U tohoto obrazku bych
se priklanél pro detailn&jsi popis, tak aby ¢tenat z popisu byl schopen cely obrazek plné
pochopit.

e Str. 15 udrZet konzistentnost zkracenych vyrazi. Pro Agrobacterium tumefaciens jsou na 5
radcich pouzity hned dvé zkratky A. tumefaciens a Agrobacterium. (toto pripadné souvisis i se
zkratkou Arabidopsis thaliana, jestli pouzivat Arabidopsis nebo A. thaliana. Ja osobné se
klonim k variantam A. tumefaciens a A. thaliana, ale je to samoziejmé v plné kompetenci
autora).

e Pozn.: Agrobacterium tumefaciens je v souc¢asné taxonomii nazyvano Rhizobium radiobacter.
Ale chapu, Ze pro ,,rostlinate* je stale daleko lepsi pouzivat ,,stary* nazev.
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Tab. 3: metoda analyzy GUS s vyuzitim MUG je zalozena na fluorescenci, proto by stejné jako
napi. u G3GFP mély byt uvedeny excitacni a emisni vinové délky.
Str. 18 zacatek kap. 1.2.7: nerozumim, co ma znamenat ,,To further develop the tested project
designed by Tomas Konecny* ?
Tab. 4 nazvy gent (prvni sloupec) by mély byt kurzivou; nazev sloupce dva ,.type® je ,type*
¢eho? Podledni sloupec ,,High occurence of its mMRNA*: Jak byla studovana ta uvedena
mnozstvi mRNA? Ten samy sloupec, vSe je ¢erpano z Klepikova et al. 2016, co ABI3?

Komentéfe a otazky K praktické ¢asti prace:

Tradi¢na zacatek: organisms and plasmids, ale nejsou u toho rustové/kultivacni podminky, coz
je vétsinou bézné a i v tomto piipadé bych to doporucil. Pro plasmidy chybi uvedeni zdroje ¢i
reference.

Chmicals: doporucoval bych tabulku (a napiiklad podle abecedy): nazev, kat. ¢.; vyrobce...
bylo by to piehlednéjsi. Nezpochybiiuji, ze takto to staci. Je to jen nepiehledné.

Kity by se mohli dat do stejné tabulky s chemikaliemi.

Pufry: také bych pro prehlednost doporucoval tabulky (v nich by se napf. i dobfe zobrazila
cilova koncentrace slouc¢eniny v roztoku (jako napi. EDTA v TE pufru)

Co znamena zkratka LB pro médium? Reference ?

TE pufr: 5 mL + 1 mL + 496 mL = 502 mL => pfedpokladam, ze tam mélo byt 494 mL pro
vodu.

U 1/2MS misto saccharose uvést sucrose, tak jak to mate v seznamu chemikalii.

Kapitolu 2.1.5 o piistrojich bych doporucil zrusit a ty pfistroje uvést v textu za konkrétnim
ukonem jako je centrifugace. Je to pak jasnéjsi. Ptipadné zase do tabulky. Pipety a tomu
podobné nastroje bych v takovém vyétu vynechal, to je podle mé nadbytecné.

Ve vyétu pfistroju chybi kultivaéni boxy na péstovani rostlin.

Str 23. odkazujete na Appendix 2, ten ale chybi.

Tab. 8 a ji podobné: Annealing: napsal bych do zavorky k primer dependent interval teplot,
které byly pouzity. Soucasné bych doporucil toto: misto neformalnich oznaceni pro ¢as * " bych
bud’ do nazvu sloupce uvedl [s] nebo bych to psal kviili tomu, Ze se jednou jedna o [S] a jednou
0 [min], pfimo za hodnotu v tabulce. Dale bych zkratku pro pocet, ,,number* nepsal N, ale jako
No nebo Nr.

Str. 25 Misto rpm doporucuji pouzivat univerzalni hodnotu rcf, protoze kdyz uvadite hodnotu
rpm, tak byste spravn¢ mél uvést i pristroj a rotor, aby bylo mozno se rcf dopocitat.

Jak jste rozhodl (na zakladé ¢eho), zda byla BP reakce efektivni ¢i nikoliv? (pisete, ze na
zéklade toho jste prodlouzil Cas reakce).

Jakou roli (mechanismus) ma proteinasa K pii zastaveni BP reakce?
Kap. 2.2.5.5 Floral dip? Nazval bych tuto kapitolu jako A. thaliana transformation: floral dip.

Str. 29, Results: ,,5 marker genes nebylo by spravné ,,reporter genes“? Jako marker genes
si predstavuji ty geny od kterych odvozujete ty promotory.

Str. 31: je ,,gradient PCR* v textu spravné popsana? Neni gradient PCR jedna reakce ve
které se méni postupné teploty ,,annealingu*“? Tak jak to chapu z va$eho textu se zda, Ze se jedna
o ruzné PCR reakce za riznych teplot, kde jsou pouzity alikvoty mixu.

Tab.12 dle mého soudu ne uplné $t'astny zapis. Nema to znamenat kolik ng bylo pouzito na
vytvoieni 50 fmol koncentrace? Tak nazev tabulky i ty zapisy mirné ¢tenaie matou.

Pro¢ v metodach chybi LR reakce? (pochopil jsem spravné, Ze se zatim nestihla?)

Tab. 13. hvézdicka u ,,succesfully recombined“ a u ,,Yes*, ale pod tabulkou je popisek, ktery se
vztahuje jen k ,,Yes*.
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Co myslite, Ze je diivodem, Ze se nepodarilo naklonovat konstrukty (tab. 13)? Jak se bude

vy

s neziskanymi konstrukty pokracovat, aby procedura pristé byla tispésna?

Tab. 15. swn-3 znamena, Ze tam ten gen neni?

Jak si vysvétlujete, Ze primery pro GFP jsou nespecifické, tj. nachazite produkt i ve WT?
Fig. 5 co je TKA?

Str. 42 diskutujete, Ze by za problémy s pripravou transgennich rostlin mohla moci RNA..
Jak Casto se takova véc déje? Je to obvyklé?

Doporucil bych diskusi rozd¢lit na dve ¢asti: 4.1 diskuse K ziskanym vysledkiim; 4.2 diskuse co
dal (diskuse do budoucna) oboji v té diskusi mate. Jen by to zptehlednilo text.

Appendix 1 v poslednim odstavci pisete ,,described below*, ale kde? Néco chybi?

Zavér:

Dle mého nazoru i pfes vySe uvedené komentdie a dotazy prace spliiuje vSechny pozadavky na
bakalaiskou praci a vytyCené cile byly splnény. Z hlediska praktické ¢asti je vyznamné piekracuje.
Autor vypracoval resersi s pouzitim vhodné védecké literatury. V praktické ¢asti byly pouzity moderni
a adekvatni metody a z prace je jasné, ze vysledky budou vyuzity pro dal$i vyzkum v rdmci laboratorni

v w

skupiny lvy Mozgové. V diskusi se autor kriticky pokusil, fekl bych uspésné, o diskutovani ziskanych
vysledkd, i negativnich. Z hlediska celé prace se reser$ni ¢ast jevi oproti praktické o méné plynula a
jasna. Mirn¢ chybi v resersni c¢asti informace o Polycomb v jinych organismeh nez A. thaliana a
D. melanogaster a souc¢asné chybi odkazovany appendix 2.

I pi‘es zminéné komentare a dotazy praci s ¢istym svédomim doporucuji k obhajobé a vzhledem
k tomu, Ze na P¥F JU je v ramci bakalaiskych praci pfikladan diraz na teoretickou ¢ast prace,
navrhuji znamku ,,vyborné minus*.

V Katovicich
12.05.2021
Ing. Martin Janda, Ph.D.






