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Nazev prace:
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Cile prace

1) Vytvoreni knock-out mutantnich linii psbolcr a psbo2cr pomoci metody CRISPR-
Cas9

2) Charakterizace mutantnich linii psbolcr a psbo2cr

3) Srovnani mutantnich linii psbolcr a psbo2cr s T-DNA inzerénimi mutanty psbol a
psbo2

Struktura (¢lenéni) prace
Rozsah prace (pocet stran): 77
Je uveden anglicky i Cesky abstrakt a kli¢ova slova? Ano

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

Velmi dobra. Ze zanedbatelnych drobnych chyb v textu stoji za zminku jen zaména
spravného lumenalni (anglicky i ¢esky termin lumen) za luminalni, mozna zptsobena
automatickou opravou v textovém editoru. Dale, v metodice (kap. 7) je chybné ¢islovani
odstaveu 4. fadu, které zacinaji ¢islem 3. namisto 7. (napf. na str. 31-32 je 3.3.4.1.-3.
misto 7.3.4.1.-3.). Odkazy na n¢ z dal$iho textu jsou pak matouci.

Logicka stavba a jazykova troven prace
Velmi dobra

Literarni prehled:
Odpovida tématu a je logicky ¢lenén? Ano
Je napsan srozumitelné? Ano
Jsou pouzité literarni zdroje dostatecné, relevantni a aktudlni? Ano
Jsou literarni zdroje (v€etné obrazki) v praci spravné citovany? Ano

Material a metody:
Site pouzitych metodik. PFiméfena
Odpovidaji popsané metody prezentovanym vysledkim?  Ano
Jsou metody srozumiteln€ popsany? Ano. Jen par drobnosti:

1) Pti uvadéni slozeni pufri je tfeba uvést koncentrace ptisluSnych slozek, nikoliv pouze




,kuchaiku* pro pfipravu.

2) V pripadé Western bloti by se nemélo hovofit o ,,méfeni obsahu proteini* (str. 71), tato
metoda dovoluje pouze semikvantitativni a relativni uréeni obsahu proteind.

3) Odstavec 7.7.6. “M¢éteni pomoci piistroje MultispeQ” — Dulezité jsou parametry, které
pomoci tohoto pfistroje méfite, nikoliv nazev piistroje! Parametry by zde mély byt
vyjmenovany a nazev piistroje jen uveden v textu.

Experimentalni ¢ast:

Je vysvétlen cil experimentd? Ano

Je dokumentace vysledkt adekvatni? ~ Ano

Je mnozstvi provedenych experimentt dostacujici? Ano, vzhledem ke stanovenym cilim
vytvoreni, fenotypovani a porovnani novych knock-out mutanta a s ohledem na
omezenou dobu pro ieSeni DP.

Diskuze:

Je opravdu diskuzi, nejde jen o konstatovani vlastnich vysledkti? Ano, v ramci
stanovenych cili.

Jsou vysledky porovnavany s literaturou? Ano

Jsou uvedeny n&jaké hypotézy ¢ navrhy na dalsi feSeni problematiky? Caste¢né, ale
vzhledem ke striktné formulovanym ciliim spiSe metodického ¢i pripravného razu je
zde ani neoekavam. Budu K nim v§ak sméFovat otazky v dalsi ¢asti posudku.

Zavéry (Souhrn):
Jsou zavéry podlozené vysledky? Ano
Jsou vystizné formulovany? Ano

Splnéni cili prace a celkové hodnoceni:

Prace navazuje na dlouhodobé feSeni problematiky isoforem PsbO u rostlin na KEBR PfF
UK a fesi dil¢i krok vytvoreni novych jednoznaénych knock-out mutanti A. thaliana psbolcr
a psho2cr postradajicich jednu ¢i druhou isoformu vyznamné lumenalni podjednotky
fotosystému II (PSII), proteinu PsbO. Vzhledem k tomu, Ze ptivodni linie ziskané pomoci T-
DNA inzerce nejsou povazovany za zcela spolehlivé (pfetrvavajici slaba exprese zajmovych
proteintl), byla vhodn€ zvolena moderni metoda cilené mutageneze pomoci CRISPR-Cas9.
Usp&sné ziskané mutantni linie psbolcr a psbo2cr byly poté charakterizovany a porovnany s
wt a T-DNA mutanty pomoci béznych metod rostlinné fyziologie, obsah PsbO proteint byl
zjiStovan imunodetekci pomoci specifickych protilatek. Vysledky srovnavacich pokusii
bohuzel nepfinaseji zadné nové poznatky, potvrzuje se jiz znamy vyrazny fenotyp za absence
proteinu PsbO1 a slaby nebo zadny fenotyp rostlin postradajicich PsbO2. Zajimava je
myslenka komplementace knock-out mutanti druhou isoformou pod promotorem vyloucené
isoformy s cilem ziskat linie se stejnou hladinou celkového PsbO jako u wt, tyto rostliny se
v$ak nepodatilo v ramci DP vyselektovat. Cile prace, tak jak byly striktné formulovany, vSak
povazuji za splnéné, metodicky zvladnuté s pfipominkami uvedenymi nize. Prace je
piehledné strukturovana, text dobtfe formulovany, diskuse pfimétena vysledkiim, zavéry
jasné.

Otazky a pripominky oponenta (povinna ¢ast posudku):

1) Na imunoblotu (obr. 4.3) se objevuje u protilatky proti PsbO1 dvojity signal, s vice ¢i
mén¢ silnym hornim prouzkem. Muzete to okomentovat?




2) Jaky byl rozdil mezi vzorkem oznacenym wt a dalS$im S vyrazné¢ slabsim signalem
ozna¢enym jako 100% (4.3.c)? Tuto problematickou kvantifikaci zminujete v diskusi, ale
mate pro ni n¢jaké vysvétleni? Jakym zplsobem zlepsit metodiku?

3) Jak zminujete v literarnim ptehledu, jednim z ptistupt, které mohou naznacit ulohu
proteinu, je studium protein-proteinovych interakci. Mtizete zminit, které z téchto metod by
bylo mozné pro vas modelovy organismus vyuzit, a stru¢n¢ zhodnotit jejich klady a zapory?

4) Vase DP se vénuje dil¢imu pfipravnému kroku, tedy vytvoreni mutantd. Pokud byste
Vv tématu dale pokracovala, miizete naznacit smér, kam by se prace na objasnéni ulohy obou

v

podminky zvolit pro ziskani vyrazné&j§iho fenotypu u linii postradajicich PsbO2.

Navrh hodnoceni oponenta (znamka nebude soucasti zvetejnénych informaci)

x[_] vyborné [ ] velmi dobfe [ ]dobie [ |nevyhovél(a)

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 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

pred vlastni obhajobou, bez ného nesmi byt obhajoba zahajena!
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