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Identifikace a studium exprese gend uUcastnicich se kveteni u modelové rostliny merlik
cerveny (Chenopodium rubrum)

PredloZzena prace se zabyvd studiem tfi vybranych homologli geni CONSTANS (CO),
FLOWERING LOCUS T (FT) a FLORICAULA/LEAFY (FLO/LFY) u merliku ¢erveného. Tyto geny byly
v predchozich letech identifikovany pomoci mutagenese predevsim na modelu fakultativni
fotoperiodické rostliny husenicku (Arabidopsis thaliana). Az do nedavné doby se nase poznatky
v oblasti molekularnich a genetickych mechanism0 fotoperiodické indukce kveteni rostlin, opirali
pravé jen o genomicky popsané modelové druhy. Na druhé strané existuje bohatstvi poznatk(
z oblasti experimentalni fysiologie rostlin, ziskanych na rozmanitych druzich rostlin. Jednim z nich, na
kterych ceska fysiologie rostlin ziskala své renomé v oblasti studia fotoperiodismu, je pravé merlik
cerveny (Chenopodium rubrum), zastupce kratkodennich, ale i dlouhodennich rostlin. Skupina, ve
které Mgr. D.Chab pracoval v ramci své disertacni prace, se zabyva pravé objasnénim molekularnich
mechanismu, s vyuZitim specifického ekotypu 374, kde pouha jedind perioda 12h tmy ve stafi
semenackl jen 4-5 dnl, vede k nastartovani programu vedouciho ke kveteni. Vybrané geny
predstavuji tfi klicové aktéry fotoperiodické drahy, gen CONSTANS integrujici vnitfni hodiny a vnéjsi
signaly, jim prfimo regulovany gen FT, jimz kddovany protein byl velmi neddvno identifikovany jako
dlouho hiedany mobilni signdl/stimulus-florigen, a konelné gen LEAFY, ktery integruje vstupy i
z dalSich drah navozujicich kveteni (vernalizace, gibereliny regulovanou a autonomni drahu), jehoz
exprese pak jiz rozhoduje o identité vrcholového meristému a vede k zaloZzeni kvétenstvi - kvétd.

Prestoze dnes jiz diky pokroklim technik a genomickych poznatkli neni problémem
identifikovat zvolené homologni geny ve studovaném organismu (cil 1 pfedloZené prace), mnohem
vétsi usili je tfeba vénovat priikazu jejich funkénosti, ortologie. Zde je potreba jednak peclivé studium
jejich exprese béhem normalniho vyvoje i manipulovanych experimentalnich podminek (cil 2
predloZzené prace). Potvrzenim funk&nosti je pak klasicka genetickd komplementace mutanty
s vyfazenym genem a to i v pfipadé odliSného organismu (cil 3 pfedloZené prace). JelikoZ dosti ¢asto
jsme v oblasti biologie konfrontovani s fylogenetickym, popt. evoluénim kontextem, ani autor neni
vyjimkou. Pokusil se o vyuZiti nekddujich oblasti, intronl studovanych genl objasnit pravé
fylogenetické vztahy v ramci rodu Chenopodium (cil 4 predloZené prace).

PfedloZena rdce je pomérné rozsahld, nicméné viak v rozsahu typickém pro disertacni praci,
celkem 197 stran véetné literatury a pfiloh. Vyzkumné cile jsou jasné formulovany. Na 25 stranach
jsou strucné a prehledné presentovany vybrané relevatni poznatky z velmi rozsahlého publikovaného
materidlu. Autor se nenechal unést Sifi tématu a zvolil struéné predstaveni soucasného stavu
poznatkd v oblasti fotoperiodické regulace kveteni. Patrné vzhledem k zaméreni prace do oblasti
molekuldrni biologie, genetiky, mozna az pfili§ stru¢né prosel desitky let klasickych fysiologickych
experiment(, které v3ak i dnes pomahaji v pfesném definovani experimentalnich podminek. Pfestoze
nds zajimaji konkrétni geny, nesmime nikdy opomijet celek, organimus, citlivé reaguijici a integrujici
vedkeré podnéty. Autor se pak soustfedil na pfedstaveni molekuldrnich zakladd, tak jak byly zjistény
nejcastéji pomoci studia mutant, Arabidopsis thaliana. Jedna se nejdfive o regulaci vnirnich hodin,
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pomoci balancovaného zpétnovazebného systému transkripCnich-translaénich oscilanich smycek.
Tak se autor dostava az k integrdtoru signall z fotoreceptort, reagujicich na kvalitu a délku osvétleni,
a podnétl vnitfnich hodin — genu CONSTANS. Pfestoze byl tento gen identifikovan jiz pfed 15 lety,
navzdory opét geneticky identifikovanym interagujicim gentim, vime stale velmi mdlo o proteinu jako
takovém, jeho biochemické funkci. Jisté vsak je, Ze homologni gen funguje také u kratkodenni ryze a
dalSich rostlin. Rozdily jsou vSak ve fazi akumulace mRNA, resp. proteinu. CO nasledné aktivuje
transkripci FT genu. Autor se jen velmi letmo dotkne rozsahle studované problematiky giberelinGi a
preskoci rovnou do velmi aktualni regulace genové exprese pomoci mikro RNA. Zde prez dostatek
publikacné velmi Gspésnych praci, pravdépodobné vidime stale jen povéstnou Spicku ledovce. Dale
jsou podobné rozebrdany molekuldrni zaklady indukce kveteni u kratkodenni ryze. Je tak patrné, ze
sekvenéné homologni geny mohou pulsobit jinak. Tak je tomu pravé v pripadé Heading Date 1
(ortologu CO), ktery sice pusobi jako aktivdtor za induktivni periody kratkého dne, avsak za
neinduktivnich podminek je Hd1 také syntetizovan a tato pozménéna forma pak inhibuje transkripci
Hd3a (ortologu FT).

Autor se pak podrobnéji zmifiuje o jednotlivych vybranych klicovych genech. CONSTANS-like
(COL) geny obsahujici doménu zinkového prstu, jejichZ exprese probiha prevaziné ve floému listd, jako
organu registrujiciho fotoperiodu. V pfipadé A. thaliana byla identifikovana genové rodina, z nichZ
vsak jen CO ma zasadni vliv na kveteni (a diky tomu také mohl by identifikovdan v mutagenim
vyhledavani), naopak néktefi zastupci kveteni reprimuji. FLOWERING LOCUS T-like (FTL) geny, koduji
relativné maly protein (175 aa, 21 kDa), ktery byl v roce 2007 opakované identifikovan jako dalkové
transportovatelny kvétni stimulus, dlouho hledany florigen. Také tento gen ma v genomu A. thaliana
sekvenéni homology, z nichZ pak nékteré ( TERMINAL FLOWER 1, TFL 1) jsou opét inhibitory kveteni.
Zéasadni je poznatek, Ze FT a TFL1 jsou kotranskripénimi faktory proteinu FLOWERING LOCUS D (FD),
ktery aktivuje, tedy vdZe se na promotory gend exprimovanych jiz v kvétnich meristémech, jako je
APETALA 1. Osobné se domnivdm, Ze pravé FT by si v Uvodu zaslouZil vice pozornosti, z pohledu
florigenu, neZ jen 1/3 stranky (str. 34). Diskuse ohledné transportu mRNA nebo FT proteinu na velké
vzdalenosti a dlkazy pomoci kombinace molekuldrni biologie a roubovéni jsou stdle inspirujici.
Koneéné pak gen LEAFY (LFY), jehoZ exprese ve vzrlstném vrcholu je povazovana za indikator
spusténi procesu formovani kvétenstvi a kvétd. Jednd se o jeden z prvnich identifikovanych genl
(1992, resp. 1990 u hlediku). Produkt tohoto genu reguluje expresi dalSich genl urcujicich identitu
kvétnich organ(, jako je naptiklad APETALA 1. LFY je vysoce konzerovany gen, rozhodujici napf. u
mech za striddni faze sporofytu a gametofytu. Jak jiz bylo vivodu zminéno, vétsSina téchto
poznatkl byla zjiSténa u Arabidopsis, popf. ryze. Nicméné zndme cetné homology, ortology u dalSich
fotoperiodicky studovanych druhl: Pharbitis nil, rajéete, Lolium temulentum.

Nakonec Uvodu, autor popisuje studovany druh - merlik Cerveny (C. rubrum) z pohledu
fotoperiodické indukce kveteni. Je zajimavé, ze tento druh obsahuje jak kratkodenni, neutralni tak
dlouhodenni ekotypy, coZ by vSak mohlo byt vyhodou pro dalsi studium. PiestoZe se jedna o
dlouhodobé intenzivné studovanou rostlinu z pohledu fysiologickych mechanisml, molekularné-
geneticky vime jen velmi malo. Pravé zde vstoupil autor do hry a v ramci své disertace se pokusil o
prohloubeni poznatkl v této oblasti.

Nasleduje kapitola — Materidl a metody, 30 stran. Jedna se o vycet (abecedni) pouZitych
chemikalii, softwaru, pfistroji a dalSich postupl, s presnym citovanim plvodu. Domnivdm se, Ze
prehlednéjsi a praktictéjsi by bylo pouZit ¢lenéni a formy obvyklé v publikacich. Rozsahla pozornost je



vénovana piipravé cDNA knihoven a nékolika postuptim prohledavéni pomoci PCR postupl: RACE,
semi-nested PCR. Pro kvalitu vysledkd je pak zasadni ¢ast tykajici se méreni exprese pomoci
kvantitativni Real-Time PCR. Ocefiuji upfimnost autora vuvddéni i jinych spolupracovniki
provadsijicich dané analyzy, ne ve viem musi byt ¢lovék odbornikem a doba, kdy si jedinec provadél
cely experiment sam, je asi jiz minulosti.

Pro¢ byla izolovdna DNA pro PCR detekci transgenose aZ z pletiv odumfrelych rostlin ?
Vysledky, 65 stran

Toto je samoziejmé pro kazdou disertaci nejdlleZitéjsi ¢ast, dokladajici vlastni préci. Pro
ziskani pokud mozno Uplnych sekvenci tfi vybranych gentl si autor (a laboratof v niz pracuje) zvolil
postup pomoci dnes velmi rozsifené PCR technologie. Nejprve si tedy pfipravil cDNA knihovny (resp.
vyuZil jiz pfipravené knihovny) obohacené o cilové transkripty, tedy z indukovanych rdstovych vrchold
a prilehlych listd. Nésleduje tak rozsahla PCR ,anabaze“, vyuZivajicich nejdfive ,univerzalnich®
primer cilenych do konzervovanych oblasti, snaslednymi RACE amplifikacemi chybéjicich 5a
3’koncl. Osobné jsem pred lety podnikal obdobné prace, nicméné i nyni se spiSe pfiklanim
k tradi¢nim postup@im, jako je prohleddvani knihoven pomoci hybridizace. Zdé se to moznd dnes jiZ
archaické, ale preci jen to ma své vyhody, napfiklad pravé pracujeme-li s novym, genomicky ne moc
zndmym druhem. PCR €asto svdadi k rychlosti, ale na druhou stranu Casto pfindsi fadu artefaktd,
jejichZ skladanim a ovéfovanim se nakonec stravi vice ¢asu. Pfesto, a jsem sdm tomu rad, autor zdd
se, dobfe uspél v pfipadé CrFTL 1-2 genl, o délce cDNA, 528 respektive 504 bp. Porovnani
translatovaného proteinu, pfineslo 52% identitu (62% podobnost) k proteinu FT A.thaliana, coz
podpofila i fylogeneticks analyza metodou maximalni parsimonie. V pfipadé hleddni CrCOL gen{ by!
vyuZit stejny postup, vedouci k nalezeni 4 odliSnych cDNA (CrCOL1, 1s, COL2 a 2s.) o délce 1089, 999,
1098 a 1011 bp. Jejich porovnani vedlo ke zjisténi pravdépodobného alterantivniho sestfihu 90 resp.
87 bp dlouhych intrond. Byly nalezeny klony s moznymi rekombinantnimi formami genu, coZ neni
vylou&eno, ale mdZe stejné tak predstavovat artefakt vznikly diky PCR. Tomuto ovéfeni autor vénoval
nemdlo pozornosti. Je zajimavé, Ze pravé analyza genomové DNA, jenZ by méla obsahovat jen
nesestfizenou formu, byla nalezena i forma kratsi, sestfizena. To naznaCuje napf. i moZnost existence
kopie pseudogenu.

Nerozumim, pro¢ byl pouZit prdvé primer CrCON51for542, nasedajici svou polovinou prdvé na
rozhrani studovaného alternativniho sestfihu ? Tohoto postupu je svyhodou vyuZivdno pro
amplifikaci cDNA co? vylucuje prdvé amplifikaci z rezidudini gDNA. Pokud byly pouZity stringentni
podminky PCR, nasednuti 11 bp by nemélo byt dostatecné (str. 80).

N&sledné autor pouiZil sofistikovanéjsiho postupu qPCR se specifickou TagMan sondou. Takto bylo
zjist&no, Ze gDNA obsahuje pouze nesestfizené sekvence CrCOL1 a COL2, coZ naznacuje jistou malou
kontaminaci vychozi cDNA knihovny gDNA. Nicméné alternativni sestfih je moZny a pomérné Casto se
vyskytujici regulaéni mechanismus, rozsifujici isoformy daného genu. Uplnd kédujici sekvence genu
CrFL byla ziskana obdobnou kombinaci RACE a semi-nested PCR, dedukovany protein vykazuje 54%
identitu, 60% podobnost s LFY A.thaliana a 67, 76% k homologu Silene coeli-rosa ze stejné vétvé
Caryophyllales. Nasledné se autor pokusil o uréeni poctu kopii CrTFL1-like gendl v genomu C. rubrum,
pomoci klasické Southern hybridizace $tépené genomové DNA. Svyuzitim specifické sondy,
pfipravené pomoci DIG PCR (nebylo by na skodu mit kromé seznamu PCR primert i schéma genu
s vyznacenim mist nasednuti, nebo alespori zminit jak velky fragment dand kombinace amplifikuje).
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Na zdkladé obrazku 24 (str. 87) bych osobné odhadl pocet kopii na 2 misto zminénych 3, ale je mi
jasné Ze original autoradiogramu je lepsi neZ reprodukce v tisku.

Proc nebyly takto testovdny i ostatni ziskané geny ? (CrFTL2, CrCOL) ?

PfestoZe v3ak pouzity Hindlll enzym je uveden jako nestépici v autorovi zndmé oblasti CrTFL1,nabdadal
bych osobné k opatrnosti, pfeci jen byla znama jen cDNA a ne kompletni gDNA kopie. | kdyZ v trochu
nelogicky zafazené nasledujici subkapitole 5.3. byla pomoci PCR studovéana pravé i struktura CrFTL1-2
gend, tj. intrond a exond, a ta nasledné porovndna se znamou sekvenci FT A. thaliana. Obdobné bylo
postupovano i v pfipadé ziskani genomické CrCOL1 sekvence. Tyto vysledky patrné vedly k myslence
amplifikace homolognich genlm fragmentl zvybranych druhl rozsidhlého rodu Chenopodium,
pfedeviim v kontextu fylogenese a polyploidie. Kombinaci PCR a Southern hybridizace byly
v tetraploidnich druhu C. bonuc henricus detekovdny 2 prouzky odpovidajici genu CrFL, o délce 448 a
713 bp, jenz byly nasledné sekvenovany. Vysledky vedly autora k interpretaci pfitomnosti CrFL-like
kopie bez druhého intronu v genomu C. rubrum.

Co ostatni druhy, analyzované v rdmci experimentu na obrdzku 27 (str. 92) C. murale, C. quinoa ?

Dalsi, tématicky druha &ast prace, se zabyvd studiem exprese nové identifikovanych gent
béhem vybranych fotoperiodickych podminek. Subkapitola 5.4.1.1 (str. 99) demostruje vzristajici
exprese CrFTL1 mRNA v reakci na 1-3 induktivni periody 12 h tmy. Naopak stejné podminky nemély
vliv na expresi CrFTL2 mRNA (je vice méné konstitutivni). V pfipadé CrCOL byly sledovany expresni
profily 4 identifikovanych forem transkriptd. Ty vykdzaly rytmickou expresi viech tfi CrCOL gen
s maximy na konci fazi tmy, relativni hladiny exprese byly nejvyss$i pro CrCOL1 a COL2, nejnizsi u
COL1s a COL2s forem. Dilezitym zjisténim bylo, Ze maxima crCOL1 za tmy odpovidaji minimim
CrFTL1 a za svétla naopak (kapitola 5.4.1.3.1. str. 101-2, obrdzek 34). VzrGstajici hladiny CrFL mRNA
pak korelovali s mirou kveteni, kterd je maximalni (100%) po aplikaci 3 fazi 12h tmy. Dale pak délka
faze tmy koreluje s vySi exprese CrFTL1 transkriptu (20- nasobné zvySeni po 12h tmy, 6x po 6h). 4 h
tma se zda byt prahovou hodnotou, indukujici kveteni u 20% semendack(, coz odpovida 3x zvyseni
CrFTL1 exprese. Naopak CrFTL2 exprese neni ovlivnéna délkou faze tmy. Pokusy s péstovanim na
stalém svétle navodily arytmickou expresi, naopak ve stalé (resp. 72h) tmé navodily rytmickou
expresi CrFTL1 s nizkymi a CrCOL s vysokymi amplitudami (str. 107-109).

Treti ¢ast prace je vénovdna prfenosu cDNA CrFTL1 a 2, CrCOL1 a COL2 do ft a co mutantl a
standardniho Ler genotypu A. thaliana, pro pfimé zjisténi funkénosti. Autor proved! pfipravu
transformacnich vektorl potiebnych pro tyto v podstaté komplementaéni testy.

Pfi hodnoceni efektu kveteni bych uvital vysledky ve formé obvyklé pro A. thaliana, tj. pocty listu
v riZici, jenZ jsou v odpovidajici korelaci a je pak moZné provézt srovndni i mezi publikacemi,
laboratofemi. Fenotypovy $tépny pomér by bylo nejlépe zpracovat formou prehledné tabulky,
s uvedenim PCR dikazu integrace transgenu a nejlépe pak i jeho expresi (str. 119-121).

Z vysledkd je patrné, Ze CrFTL1 gen komplementuje nefunkéni kopii ft A. thaliana a dd se tak usuzovat
na ortologni gen (na rozdil od CrFTL2). Pro objasnéni funkce CrCOL1 a COL2s byl tyto vneseny do Ler
a co mutantu A. thaliana, tato ¢ast je v souCasné dobé jesté ve stadiu hodnoceni T1 generace.

Posledni ¢ast se zabyva vyuZitim tfetiho intronu FTL gen, jako markeru pro fylogenetickou
analyzu a urleni plvodu vramci rodu Chenopodium. Byly ziskdny sekvence ze 13 druhi
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Chenopodium a Atriplex nitens. Na zakladé sekvenci byly konstruovany fylogenetické stromy. Zde
bych chtél na zdkladé vlastni prdce podotknout, Ze vyuZiti jediného intronu jednoho genu pro studium
fylogenese v ramci rodu je v soucasné dobé nedostatecné pro ziskdni publikovatelnych a predevsim
spolehlivych vysledkd. Kazdy gen je vystaven pusobeni urcité selekce a navic v pripadé polyploidnich
druht je tfeba mit na paméti existenci vice kopii.

Autor tak svou praci doklada zvladnuti mnoha molekularnich technik, od mnoha variant PCR, pfez
qRT-PCR aZ po konstrukci transfomacnich vektort a transgenosi.

Diskuse (9 stran) Autor prehledné shrnuje a vhodné konfrontuje s publikovanymi poznatky,
dosazené vysledky. Identifikovany gen CrFTL1 je velmi pravdépodobné funkénim ortologem FT A.
thaliana, a to jak na zakladé své exprese tak i komplementaci ft mutantu. CrFTL2 je pak gen
s neznamou funkci. Byly nalezeny 2 CrCOL homology, oba pak s alternativnim setfihem intronu.
PfestoZe za induktivniho svételného reZimu tyto geny vakazovaly cirkadialni expresi s maximem na
konci noc¢ni periody, nebylo mozné jednozancné rozhodnout o jejich funci. Predbézné vysledky
transformace co mutantu A. thaliana v3ak naznacuji komplementaci genem CrCOL2.

Zavéry, 1 strana — prehledné shrnuti dosazenych vysledk.

Seznam pouzité literatury — 19 stran, pokryva dostatek aktudlnich a relevatnich citaci. Nasleduje
celkem 28 pfiloh.

Vysledky préce byly publikovény v ¢asopise Planta (IF=3,058), kde je D. Chab prvnim autorem.( Chab
D, Kolar J, Olson MS, Storchova H. (2008): Two flowering locus T (FT) homologs in Chenopodium
rubrum diffar in expression patterns. 228: 925-940). Dle autoreferdtu je predkidadan do casopisu
Theor Appl Genet dalsi ¢lanek tykajici se vyuZiti FTL intronu jako markeru pro identifikaci pdvodu
polyploidnich druh. Dalsi tfi ¢lanky jsou v pfipravé. Jeden ¢ldnek bez pfimého vztahu k viastnimu
tématu prace, kde je vSak D. Chab spoluautorem, je predkladana do Plant Mol Biol. Vysledky prace
byly dale presentovany formou posterl na 4 mezindrodnich konferencich.

Z formalniho hlediska by kromé dfive uvedenych poznamek, bylo vhodnéjsi provézt jiné, méné
detailnéjsi ¢lenéni do kapitol a podkapitol, coZz by dle mého nazoru prospélo kvétsi Ctivosti a
srozumitelnosti. Rovnéz tak by bylo vhodné bud’ dlsledné pouZivani cizich slov nebo naopak jejich
nahrazeni ¢eskymi ekvivalenty ( napf. apex - vzristny vrchol). Nicméné z vlastni zkuSenosti vim jak je
toto obtizné, kdyZ se v bézné praci pouziva spise jen anglicka terminologie.

Autor prokazal schopnost samostatné experimentalni prace, analyzy a interpretace dosaZzenych
vysledkl. Celkové se domnivam, Ze predloZena disertacni prace je na vysoké uUrovni a spliuje
pozadavky pro obhajobu doktorského titulu Ph.D.
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