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Cilem disertacni prace bylo studium molekuldrnich mechanismti regulace indukce kveteni u
merliku, Chenopodium rubrum. Tento biologicky druh je tradiénim modelem pro vyzkum
fotoperiodicity, nosného tématu pracovisté UEB AVCR. Pro naplnéni cilii autor vhodng zvolil
moderni molekuldrné biologické postupy zaloZené na analyze transkripce regulaénich genti v
riznych fézich vyvoje kvétu a za rliznych fyziologickych podminek. Price je rozdélena a
genetickou a fyziologickou €4st, které jsou spjaty a tvoii jeden organicky celek. Cenny je zisk
novych sekvenci genti ucastnicich se kveteni u C. rubrum.

Piehled problematiky je popsdn na 25ti stranach uvodu. Obsahuje fadu citaci na recentni
z riznych experimentdlnich systému vcetné A. thaliana, ryze, rajéete a dalSich, na které bylo
navazano v experimentalni ¢asti.

Vlastni vysledky jsou uvedeny na 65 stranach a jsou ¢lenény do 9 kapitol, pfi¢emZ posledni
dvé obsahuji sekvenéni data. V genetické Casti autor popisuje postup klonovani gent
ucastnicich se fotoperiodické indukce kveteni C. rubrum. K tomuto Celu vyuzil celou fadu
divtipnych metod jako jsou Codehop, konstrukce cDNA knihoven nebo 5’ a 3¢ RACE.
Uvedené postupy byly ispésné a vedly k zisku kandidatnich ortologi FTL, COL a LFY. 4.
thaliana. Kromé urovné cDNA byla rovnéz studovéna genomicka organizace nové ziskanych
gent. Zde se ukdzal exon genu FTL jako uzitecny fylogeneticky marker v rodu Chenopodium.
Vyvozené zavéry ukazuji, jako prvni, na moznou allopolyploidii v této skupiné rostlin. Do
genové banky bylo uloZeno vice nez 50 novych sekvenci, coZ je jisté tctyhodny podet
dostatené dokumentujici objem vykonané prace. Fyziologicka ¢ést vysledkii byla zaméfena
na sledovani hladiny exprese nové isolovanych genti za induktivnich i neinduktivnich
fotoperiodickych rezimti. Vysledky podporuji hypotézu, Ze gen CrFTL1 je skuteiné
ortologem genu FT pivodem z 4. thaliana. Funkce ostatnich geni bude pfedmétem dalsiho
studia.

Disertani prace je po stylistické strance velmi zdafila. Ocertiuji zvlasté kvalitni CeStinu, kterd
v jnych disertaci byvd na nizké trovni nebo jsou tyto psany v anglitiné. Snad jen slovo
alignment” by mohlo byt nahrazeno slovem “pfifazeni”.

K disertaci je pfiloZena publikace v kvalitnim odborném Easopise PLANTA, kde je uchazed
hlavnim autorem, a kterd pojednava o expresi ortologt genu FT u C. rubrum.



Hlavni pfipominky

Str. 73, druhy fadek shora. Pozice 144 u genu CrFTL2 je udajné obsazena izoleucinem.
Pfifazeni na obrazku 18 vSak ukazuje néco jiného, totiz na valin, obdobné jako v genu
CrFTL1. Vzijemné homologie mezi obéma geny jsou tedy vyrazné. Fylogeneticky strom na
obrazku 19 se nedd hodnotit, ponévadz neni zfejmé, s jakymi daty (CrFTL2 s valinem nebo
izoleucinem) program vlastné pracoval. Ackoliv jsem neprovadé€l rigorézni vypocet, zda se
mi, Ze homologie mezi geny CrFTL1 a 2 jsou pfece jen vyznamné. Tvrzeni o funkéni
odlis$nosti obou genti (v diskusi) je tudiZ diskutabilni. '

Str. 75 Piestoze je alternativni sestfih u rostlin pomérné ¢astym fenoménem, urcité vysledky
uvedené v této pasdzi vzbuzuji obavy. Je to zejména selhdni kvalitativné odliSit sestfiZenou
formu RNA od formy nesestfiZzené v experimentu na obrazku 21. Alternativnim vysvétlenim
zisku odlisnych cDNA sekvenci miiZze byt nasednuti primerd na riznd mista v dasledku
Casteéné duplikace sekvence. Pro publikacni ucely bude zapotrebi potvrdit alternativni sestfih
pomoci jinych dvojic primerti nebo nejlépe RNA Northern blotem.

Po precteni kapitol 5.5 a 5.6 vznikd koncepéni ndmitka, zda experimenty provadéné na
transgenni Arabidopsis (nesouci geny Cheniopodium) skutecné reflektuji jejich biologickou
funkci v rodi€ovské druhu. Jinymi slovy a do jaké miry ( pokud viibec) 1ze extrapolovat
fyziologicky efekt v xenogennim systému. Je totiz znamo, Ze variabilita v regulaénich
mechanismech kveteni se projevuje ¢asto na urovni ekotypu. Tak nafiklad “mutator* element
v prvnim intronu genu FLC je cilovou sekvenci regulacnich molekul kratkych RNA, které
indukuji zmény v chromatinu a epigenetické umlcovani. Toto zpisobuje rozdily v ¢asovani
kveteni mezi ekotypy Landsberg erecta a Columbia (Zhai a spol.: PLOS Genetics 2008,
€1000056). Odlisnosti mezi ekotypy lze nalézt i u dalSich regulacnich genti. Experiment
popsany na strané 119 ma navic trochu vadu na krdse v tom, Ze pro konstrukci transgenni
kazety byl pouzit promotor 35S, ktery fidi transkripci genu CrFTLI a dal$ich. Je znamo, Ze
promotor 35S viru kvétdkové mozaiky je jednim z nejsiln€j§im promotort viibec a tudiz
mnozstvi vznikajiciho produktu je zna¢né vzdélené (smérem nahoru) od fyziologickych
hladin endogenniho proteinu. Je sice pravdou, Ze konstrukt 35S:CrFTL1 urychloval kveteni v
linii N184, kterd nese mutaci v genu FT ukazujici na pravdépodobnou komplementaci mutace
transgennim CrFTL1. Ve vysledcich v§ak chybi udaj z kontrolniho experimentu, kde byl tyz
konstrukt vnéSen do rostlin standardniho genotypu Ler. Absence fenotypu v kontrolnich
rostlindch by podpofila diikazy o ortologni povaze genu CrFTL1. V opaéném piipadé bude
vSak nutné tvrzeni v zavérech korigovat vzhledem k nespecifickym uéinki vnaseného
konstruktu.

Osobné se domnivam, Ze o mnoho elegantné&j$im piistupem pro studium funkce
ziskanych gentl by bylo snizeni hladin jejich exprese v homolognim systému C. rubrum
napiiklad pomoci siRNA.

Hybridizacni profily genti CrFTL1 a CRFL-like na obrézcich 23a a 24 se sob& aZ dojemné
podobaji. V obou pfipadech jsou totiz vidét po §tépeni enzymem HindIIl dva prouzky v
oblasti cca 4 a 5 kb. Je to jen ndhoda? Byla podobna koincidence patrna i pfi $té€peni jinymi
enzymy?

Str. 91, obr 26. Pro porovnani by mohla byt ukdzana genomicka struktura CrFTL1a.

Str. 70. Z popisu vznika dojem, Ze autor zaméiiuje pojmy cDNA a cDNA knihovna. cDNA je
definovana jako double-strandovd DNA vznikld na zakladé reverzni transkripce RNA. cDNA



knihovna je naproti tomu soubor jiZ klonovanych cDNA v bakteridlnich vektorech. Autor by
mél pfi obhajobé vysvétlit, co bylo vlastné templatem pro amplifikaci hledanych gent?

Str. 71. Hovofi se zde o 100 x fedéné cDNA knihovné jako templatu pro PCR. Podobné jako
v pfedchozim bodé, jednalo se o cDNA nebo plasmidovou DNA vyizolovanou z ¢cDNA
knihovny? Pokud byla k dispozici knihovna, t.j. cDNA v bakteridlnich klonech, pak bych

odekaval standardni postup, tj. skrining pomoci hybridizacni sondy. Naopak pfiprava
knihovna je redundanti, pokud nasleduje amplifikace cDNA s CODEHOP primery.

Drobné pripominky

Vzhledem k tomu, Ze¢ qPCR je relativné novd metoda, bylo by uzite¢né terminy, jako je
napfiklad “cross-point”, vysvétlit.

Str. 63, kvantitativni PCR — jaka byla délka amplikonti pro PCR? Pro pfesné stanoveni se
délka produktu idealné pohybuje 100-200 bp.

Str. 65, 4.1.7. ....Extrakce DNA probihala sorbitolovou metodou. Avsak odkaz je na publikaci
popisujici metodu CTAB. Pro€ ?

Pieklepy: str. 61, obr. 16 — mosaic
Str. 144, Zavéry. Zkratka pro geny CONSTANS méd byt COL, nikoliv CO

Str. 128, Obr. 57, sekvence exonu nikoliv intronu je malym pismem.

Zavér

Prace Mgr. Davida Chaba plsobi velmi zdafilym dojmem a obsahuje mnoho origindlnich
vysledkd, které byly nebo budou v budoucnu publikovany. Lze konstatovat, Ze doktorand se
zhostil vyty&enych tkold na vybornou. Je to nepochybné i rovnéz zasluha kvalitniho vedeni a
pracovniho tymu na UEB AVCR.

Praci doporuduji k obhajobé
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