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Posudek na magisterskou praci Dagmar Huckové — Genetic engineering
of psbA gene in Nicotiana tabacum

Magisterska prace Dagmar Huckové se zabyva pfipravou mutantni linie tabéku, ktery
exprimuje modifikovanou verzi podjednotky D1 fotosystému II (PSII). Price je
zaloZena na predchozich vysledcich ziskanych pomoci modelové sinice Synechocystis
PCC 6803, které prokézaly vyssi termostabilitu PSII po zdméné dvou aminokyselin
v sekvenci proteinu D1. Cilem magisterské prace bylo pozménit tyto aminokyseliny
také u vy3Sich rostlin (konkrétné tabaku), a jak pfedpokladam, ziskat tak rostliny
potencionalné odolné&jsi proti teplotnimu stresu.

Celé prace je napsdna velmi sludnou angli¢tinou, a ackoli jsou nékteré obraty trochu
neSikovné (napf. DI protein is under constant highly oxidative stress.. a podobng),
prace se ¢te velmi dobfe. V literdarnim piehledu autorka &tenafe kratce sezndmi
s fotosyntézou a problematikou poskozeni a opravy PSII, a nasledné s metodikou
transformace plastidové DNA rostlin. V této ¢asti mi chybi uvedeni do problematiky
tepelného stresu u rostlin - ¢tendf by mél pochopit, pro¢ je viibec potfebné podobné
rostliny konstruovat. Pfiprava transgennich rostlin trvéd roky, takZze by mé&lo byt zcela
zjevné, co je v&€deckou motivaci k zahdjeni takového to projektu. Také problematika
termostability PSII je zmin€na pouze okrajové (prace o bakteridlnich reak&nich centrech
zcela chybi). Pomohlo by naptiklad schéma reakéniho centra PSII s vysvétlenim, jaky je
pifedpokladany strukturni princip teplotni odolnosti PSII v pfipadé mutaci v D1.

Cast Material a metody obsahuje velmi detailn& zpracovanou metodiku, kterd miize byt
uziteCna jako “kuchaika“ v laboratofi. To je jisté pfinosné vzhledem k faktu, Ze
transformace plastidlové DNA pomoci homologni rekombinace neni trividlni. DNA
konstrukt musi byt korektné inkorporovan a nasledné také segregovan do viech kopii
cpDNA a ovéfeni tohoto procesu vyzaduje dikladné kontroly. Na druhou stranu,
sloZeni kazdé konkrétni PCR, opakované slozeni agar6zového gelu a podobné plisobi az
nadbyte¢né. Metodika neposkytuje Zadnou informaci o indukci kalusu a o regeneraci
rostlin (viz jeden z dotazi).

Vlastni vysledky jsou opét popsédny velmi peclivé a je tfeba zdilraznit, Ze se autorce
podafilo pfipravit homoplasmické linie tabaku nesouci mutace v psbA genu, a tak splnit
cile své prace. Metodice pfipravy linii nelze nic vytknout. Nicméné& protoZe se jedna o
Cist€¢ metodickou préci, ve vysledcich se opakuji informace z M&M a diskuse je z ¢asti
opét pouze popis konstrukce linii. U takto Cist¢ metodické prace neni piekvapenim, ze
je diskuze hodné limitovana. Je $koda, Ze prace konéi v momenté, kdy je dal$im krokem
experimentdlni prace sdanymi liniemi, coZ se jevi jako téma poutavéjsi jak pro
studenta, tak pro pfipadné ¢tenafe. Nicméné chapu, Zze €asova naro&nost transformace
tabaku piili§ neumoziuje dalsi experimentovani v horizontu magisterského studia.

Magisterskou praci Dagmar Huckové povazuji za solidni, postavenou na pofadné porci
laboratorni prace. Z prace jasné vyplyvd, Ze autorka zvladla pokrocilé metody
manipulace s DNA a transformaci tabdku. Chybi mi ponékud hlubsi vhled a 3irsi



perspektiva dané prace. Doporucuji k obhajobé s piedbéZnym hodnocenim
chvalitebné.

K predloZené praci mam nékolik dotazii:

Lze na zaklad¢ literatury predpokladat, Ze manipulace s PSII opravdu povede k vys3si
odolnosti rostlin na teplotni stres? Je zndmo, které procesy u vys§ich rostlin jsou nejvice
néachylné na vysokou teplotu? Je fotosyntéza tim nejslab$im ¢lankem?

V citovaném ¢&lanku Dinamarca et al., (2011 Plos One) je efekt mutaci v DI
pozorovatelny pouze za uméle vysoké koncentrace CO2 (1%). Ocekavate podobny efekt

i u tabaku?

Existuje moznost, Ze se konstrukt integruje do jaderného genomu? Pokud ano, jak
takovou situaci rozpoznat?

Jakou metodikou se indukoval kalus a regenerovaly rostliny?

Jsou jiz k dispozici alesponi predbézna data o fenotypu ziskanych mutantnich linii
tabaku?
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