
oponentský posudek disertační práce

Mgr. Davida Chába

ldentifikace a studium exprese genů účastnících se kvetení u modelové rostliny merlík

červený (Che no podi u m rub ru m|

Před|ožená práce se zabývá studiem tří vybraných homologů genů CoNSTANS (co),
FLOWER|NG Locus T (FT) a FLOR|CAULA/LEAFY (FLO/LFY) u mer|íku červeného. Tyto geny by|y
v předchozích |etech identifikovany pomocí mutagenese především na modeIu faku|tativní
fotoperiodické rost|iny huseníčku (Arabidopsis thaliana). Až do nedávné doby se naše poznatky
v obIasti mo|eku|árních a genetických mechanismů fotoperiodické indukce kvetení rost|in, opíral i
právě jen o genomicky popsané modelové druhy. Na druhé straně existuje bohatství poznatků
z oblasti experimentá|ní fysio|ogie rost|in, získaných na rozmanitých druzích rost|in. Jedním z nich, na
ktených česká fysio|ogie rost|in získa|a své renomé v oblasti studia fotoperiodismu, je právě mer|ík
červený (Chenopodium rubrum), zástupce krátkodenních, a|e i d|ouhodenních rost|in. Skupina, ve
které Mgr. D.cháb pracova| v rámci své disertační práce, se zab'ývá právě objasněním mo|eku|árních
mechanismů, s využitím specifického ekotypu 374, kde pouhá jediná perioda 12h tmy ve stáří
semenáčků jen 4-5 dnů, vede k nastartování programu vedoucího ke kvetení' Vybrané geny
představujítři klíčové aktéry fotoperiodické dráhy, gen CoNSTANS integrující vnitřní hodiny a vnější
signá|y, jím přímo regu|ovaný gen FT, jímž kódovaný protein by| velmi nedávno identifikovaný jako
d|ouho h|edaný mobi|ní signá|/stimulus-florigen, a konečně gen LEAF! ktený integr.u.je vstupy i
z da|ších drah navozujících kvetení (vernalizace, gibere|iny regu|ovanou a autonomní dráhu), jehoŽ

exprese pak již rozhoduje o identitě vrcho|ového meristému a vede k založení květenství - květů.

Přestože dnes j iž díky pokrokům technik a genomických poznatků není prob|émem
identif ikovat zvo|ené homo|ognígeny Ve studovaném organismu (cíl 1 předložené práce), mnohem
větší úsi|í je třeba věnovat průkazu jejich funkčnosti, orto|ogie. Zde je potřeba jednak peč|ivé studium
jejich exprese během normá|ního v'ývoje i manipu|ovaných experimentá|ních podmínek (cí| 2
předložené práce)' Potvrzením funkčnosti je pak k|asická genetická komp|ementace mutanty
s vyřazeným genem a to i v případě od|išného organismu (cíl 3 předložené práce). Je|ikož dosti často
jsme v ob|asti bio|ogie konfrontování s fy|ogenetickým, popř. evo|učním kontextem, ani autor není
vyjímkou. PokusiI se o využití nekódujích ob|astí, intronů studovaných genů objasnit právě
fylogenetické vztahy v rámci rodu Chenopodium (cíl 4 předložené práce).

Před|ožená ráce je poměrně rozsáh|á, nicméně však v rozsahu typickém pro disertační práci,
ce|kem ].97 stran včetně |iteratury a pří|oh. Výzkumné cí|e jsou jasně formu|ovány. Na 25 stranách
jsou stručně a přeh|edně presentovány vybrané relevatní poznatky z velmi rozsáh|ého pub|ikovaného
materiá|u. Autor se nenechaI unést šíří tématu a zvoliI stručné představení současného stavu
poznatků v ob|asti fotoperiodické regu|ace kvetení. Patrně vzhledem k zaměření práce do ob|astí
mo|eku|ární bio|ogie, genetiky, možná až příliš stručně proše| desítky let k|asických fysio|ogických
experimentů, které však i dnes pomáhajív přesném definováníexperimentá|ních podmínek. Přestože
nás zajímají konkrétní geny, nesmíme nikdy opomíjet ce|ek, organimus, cit|ivě reagující a integrující
veškeré podněty. Autor se pak soustředi| na představení mo|eku|árních zák|adů, tak jak by|y zj ištěny
nejčastěji pomocí studia mutant, Arabidopsis thaliana' Jedná se nejdříve o regu|aci vniřních hodin,



pomocí balancovaného zpětnovazebného systému transkripčních-trans|ačních osci|ačních smyček.
Tak se autor dostává až k integrátoru signá|ů z fotoreceptorů, reagujících na kva|itu a dé|ku osvět|ení,
a podnětů vnitřních hodin _ genu CoNSTANS. Přestože by| tento gen identifikován již před 15 |ety,
navzdory opět geneticky identifikovaným interagujícím genům, víme stále ve|mi má|o o proteinu jako

takovém, jeho biochemické funkci. Jisté však je, že homolognígen funguje také u krátkodenní rýŽe a
dalších rost|in' Rozdí|y jsou však ve fázi akumu|ace mRNA, resp. proteinu. Co nás|edně aktivuje
transkripci FT genu. Autor se jen ve|mi |etmo dotkne rozsáh|e studované prob|ematiky gibere|inů a
přeskočí rovnou do ve|mi aktuá|ní regu|ace genové exprese pomocí mikro RNA' Zde přez dostatek
pub|ikačně ve|mi úspěšných prací, pravděpodobně vidíme stále jen pověstnou špičku |edovce. Dále
jsou podobně rozebrány mo|eku|ární zák|ady indukce kvetení u krátkodenní ýže, Je tak patrné, že
sekvenčně homo|ogní geny mohou působit j inak. Tak je tomu právě v případě Heading Date ].
(orto|ogu Co), ktený sice působí jako aktivátor za induktivní periody krátkého dne, avšak za
neinduktivních podmínek je Hd1 také syntetizován a tato pozměněná forma pak inhibuje transkripci
Hd3a (ortologu FT).

Autor se pak podrobněji zmiňuje o jednot|ivých vybraných k|íčových genech. CoNSTANS-|ike
(CoL) geny obsahující doménu zinkového prstu, jejichž exprese probíhá převážně ve f|oému Iistů, jako

orgánu registrujícího fotoperiodu. V případě A. tholiona by|a identifikována genové rodina, z nichž
však jen Co má zásadní v|iv na kvetení (a díky tomu také mohl bý identif ikován v mutagením
vyh|edávání), naopak někteřízástupci kvetení reprimují. FLOWER|NG Locus T-l ike (FTL) geny, kódují
re|ativně ma|ý protein (I75 aa,21 kDa), který by|V roce 2007 opakovaně identif ikován jako dá|kově
transportovate|ný květní stimu|us, dlouho h|edaný f|origen. Také tento gen má V genomu A, thaliona
sekvenční homo|ogy, z nichž pak některé ( TERM|NAL FLOWER ]., TFL 1)jsou opět inhibitory kvetení.
Zásadníje poznatek,žeFT a TFL1jsou kotranskripčnímifaktory proteinu FLOWER|NG Locus D (FD),
který aktivuje, tedy váže se na promotory genů exprimovaných již v květních meristémech, jako je

APETALA 1. osobně se domnívám, že právě FT by si v úvodu zas|ouži| více pozornosti, z pohledu
f|origenu, než jen 1/3 stránky (str. 3a). Diskuse oh|edně transportu mRNA nebo FT proteinu na ve|ké
vzdá|enosti a důkazy pomocí kombinace mo|eku|ární bio|ogie a roubování jsou stá|e inspirující.
Konečně pak gen LEAFY (LFY), jehož exprese ve vzrůstném vrcho|u je považována za indikátor
spuštění procesu formování květenství a květů. Jedná se o jeden z prvních identifikovaných genů
(L99z, resp. 1990 u hledíku). Produkt tohoto genu reguIuje expresi da|ších genů určujících identitu
květních orgánů, jako je napřík|ad APETALA 1. LFY je vysoce konzerovaný gen, rozhodující např. u
mechů za střídánífáze sporofytu a gametofytu. .lak již by|o v úvodu zmíněno, většina těchto
poznatků by|a zjištěna u Arabidopsls, popř. rýže. Nicméně známe četné homology, ortology u da|ších
fotoperiodicky studovaných druhů: Pharbitis nil, rajčete, Lolium temulentum.

Nakonec úvodu, autor popisuje studovaný druh mer|ík červený (c' rubrum) z poh|edu
fotoperiodické indukce kvetení. Je zajímavé, že tento druh obsahuje jak krátkodenní, neutrální tak
dlouhodenní ekotypy, což by však mohlo být výhodou pro da|ší studium. Přestože se jedná o
dlouhodobě intenzívně studovanou rostl inu z poh|edu fysio|ogických mechanismů, mo|ekulárně-
geneticky víme jen ve|mi má|o. Právě zde vstoupi| autor do hry a v rámci své disertace se pokusi| o
proh|oubení poznatků v této ob|asti.

Nás|eduje kapitola _ Materiál a metody, 30 stran. Jedná se o výčet (abecední) použitých
chemiká|ií, softwaru, přístrojů a da|ších postupů, s přesným citováním původu. Domnívám se, že
přeh|ednější a praktičtější by by|o použít č|enění a formy obvyk|é v pub|ikacích. Rozsáhlá pozornost je



věnována přípravě cDNA knihoven a něko|ika postupům proh|edávání pomocí PCR postupů: RACE,

semi-nested PCR. Pro kva|itu výs|edků je pak zásadní část týkající se měření exprese pomocí

kvantitativní Rea|-Time PcR. oceňuji upřímnost autora v uvádění i j iných spoIupracovníků
provádějících dané ana|ýzy, ne ve všem musí být č|ověk odborníkem a doba, kdy sijedinec provádě|

ce|ý experiment sám, je asij iž minulostí.

Proč byla izolovdna DNA pro PCR detekcitransgenose až z pletiv odumřelých rostlin ?

Výs|edky, 65 stran

Toto je samozřejmě pro každou disertaci nejdů|ežitější část, dokládající v|astní práci. Pro

získání pokud možno úp|ných sekvencí tří vybraných genů si autor (a laboratoř v níž pracuje) zvol iI
postup pomocídnes ve|mi rozšířené PCR techno|ogie. Nejprve si tedy připravi| cDNA knihovny (resp.

využiIj iž připravené knihovny) obohacené o cí|ové transkripty, tedy z indukovaných růstových vrcho|ů

a při|eh|ých |istů' Nás|eduje tak rozsáh|á PCR ,,anabáze.,, využívajících nejdříve ,,univerzá|ních,,
primerů cí|ených do konzervovaných obIastí, s nás|ednými RAcE ampIif ikacemi chybějících 5,a

3,konců. osobně jsem před lety podnika| obdobné práce, nicméně i nyní se spíše přik|áním

k tradičním postupům, jako je prohledávání knihoven pomocí hybridizace. Zdá se to možná dnes j iž

archaické, a|e přecijen to má své výhody, napřík|ad právě pracujeme-|i s novým, genomicky ne moc

známým druhem. PCR často svádí k rych|osti, a|e na druhou stranu často přináší řadu artefaktů,
jejichž sk|ádáním a ověřováním se nakonec strávívíce času. Přesto, a jsem sám tomu rád, autor zdá

se, dobře uspě| v případě CrFTL 1-2 genů, o dé|ce cDNA, 528 respektive 504 bp' Porovnání

trans|atovaného proteinu, přines|o 52% identitu (620/o podobnost) k proteinu FT A,tholiana, což
podpoři la i fo|cgenetická ana|ýza metodou nraximá|ní parsimonie. V případě h|edání CrCoL genů b;l|
využit stejný postup, vedoucí k na|ezení4 odlišných cDNA (CrCoL1-, 1s, CoL2 a 2s.) o dé|ce 1.089, 999,
1098 a 1011 bp. Jejich porovnáníved|o ke zj ištění pravděpodobného a|terantivního sestř ihu 90 resp.

87 bp d|ouhých intronů. By|y na|ezeny k|ony s možnými rekombinantními formami genu, což není

vy|oučeno, a|e může stejně tak představovat artefakt vznik|ý díky PCR. Tomuto ověření autor věnovaI
nemá|o pozornosti. Je zajímavé, že právě ana|ýza genomové DNA, jenž by mě|a obsahovat jen

nesestř iženou formu, by|a na|ezena i forma kratší, sestř ižená. To naznačuje např. i možnost existence

kopie pseudogenu.

Nerozumím, proč byl použit prdvě primer CrCoN57for542, nasedající svou polovinou próvě na

rozhraní studovaného alternativního sestřihu ? Tohoto postupu je s výhodou využívóno pro

amplifikaci cDNA což vylučuje próvě omplifikaci z reziduólní 7DNA. Pokud byly použity stringentní
podmínky PCR, nosednutí77 bp by nemělo být dostatečné (str,80).

Nás|edně autor použi| sofist ikovanějšího postupu qPCR se specif ickou TaqMan sondou. Takto by|o

zjištěno, že gDNA obsahuje pouze nesestř ižené sekvence CrCoLl aCoL2, což naznačuje j istou ma|ou

kontaminaci výchozícDNA knihovny gDNA. Nicméně a|ternativnísestř ih je možný a poměrně často se

vyskytující regu|ační mechanismus, rozšiřující isoformy daného genu. Úp|ná kódující sekvence genu

CrFL by|a získána obdobnou kombinací RACE a semi-nested PCR, dedukovaný protein vykazuje 54%
identitu, 60% podobnost s LFY A.thalidna a 67,76% k homologu Silene coeli-rosa ze stejné větvě

Caryophyllales' Nás|edně se autor pokusi| o určení počtu kopií CrTFL1-|ike genů v genomu C, rubrum,
pomocí kIasické Southern hybridizace štěpené genomové DNA. S využitím specif ické sondy,
připravené pomocí D|G PcR (nebylo by no škodu mít kromě seznamu PCR primerŮ i schéma genu

svyznačením míst nasednutí, nebo alespoň zmínit jak velký fragment donó kombinace amplifikuje).



Na základě obrázku 24 (str. 87) bych osobně odhadl počet kopií na 2 místo zmíněných 3, a|e je mi
jasné že originá| autoradiogramu je |epší než reprodukce v t isku.

Proč nebyly takto testovóny i ostotní získané geny ? (CrFTL2, CrCoL) ?

PřestoŽe však použitý Hindlllenzym je uveden jako neštěpící v autorovi známé oblasti CrTFL1,nabádaI
bych osobně k opatrnosti, přecijen by|a známa jen cDNA a ne komp|etní gDNA kopie. I když v trochu
ne|ogicky zařazené nás|edujícísubkapito|e 5.3. byla pomocíPCR studována právě i struktura CrFTL1-2
genů, tj. intronů a exonů, a ta následně porovnána se známou sekvencí FT A. thaliano. obdobně bylo
postupováno i v případě získání genomické CrCoL1 sekvence. Tyto výs|edky patrně ved|y k myš|ence
amplifikace homo|ogních genům fragmentů z vybraných druhů rozsáhlého rodu Chenopodium,
především v kontextu fy|ogenese a polyp|oidie. Kombinací PCR a Southern hybridizace by|y
v tetrap|oidních druhu C. bonuc henricus detekovány 2 proužky odpovídající genu CrFL, o dé|ce 448 a
7t3 bp, jenž by|y nás|edně sekvenovány. Výs|edky ved|y autora kinterpretaci přítomnosti CrFL-|ike
kopie bez druhého intronu V genomu C, rubrum.

Co ostotní druhy, analyzované v rómci experimentu no obrózku 27 (str. 92) C. murale, C. quinoa ?

Da|ší, tématicky druhá část práce, se zabývá studiem exprese nově identifikovaných genů
během vybraných fotoperiodických podmínek. Subkapitola 5.4.1.1 (str. 99) demostruje vzrůstající
exprese CrFTL1 mRNA v reakci na 1-3 induktivní periody 12 h tmy. Naopak stejné podmínky nemě|y
v|iv na expresi CrFTL2 mRNA (je více méně konstitutivní). V případě CrCoL by|y s|edovány expresní
profi|y 4 identifikovaných forem transkriptů' Ty vykázaly rytmickou expresi všech tří CrCoL genů
s maximy na konci fází tmy, re|atívní h|adiny exprese by|y nejvyšší pro CrCoL1 a CoL2, nejnižší u
CoL1s a CoL2s forem' oů|ežitým zjištěním by|o, že maxima crCol1 za tmy odpovídají minimům
CrFTL1 a za světla naopak (kapito|a 5.4.t'3'I. str. 1.01-2, obrázek 34). Vzrůstající h|adiny CrFL mRNA
pak kore|ova|i s mírou kvetení, která je maximá|ní (loo%) po ap|ikaci 3fází 72h tmy. Dá|e pak détka
fáze tmy kore|uje s výší exprese CrFTL]. transkriptu (20- násobné zuýšení po 12h tmy, 6x po 6h). 4 h
tma se zdá být prahovou hodnotou, indukující kvetení u 20% semenáčků, což odpovídá 3x zvýšení
CrFTL1 exprese. Naopak CrFTL2 exprese není ov|ivněna dé|kou fáze tmy. Pokusy s pěstováním na
stá|ém svět|e navodi|y arytmickou expresi, naopak ve stá|é (resp. 72h) tmě navodi|y rytmickou
expresi CrFTL1 s nízkými a CrCoL s vysokými amp|itudami (str. 107-109).

Třetí část práce je věnována přenosu cDNA CrFTL1 a 2, CrCoLl a CoL2 do ft a co mutantů a
standardního Ler genotypu A. thaliana, pro přímé zjištění funkčnosti. Autor proved| přípravu
transformačních vektorů potřebných pro tyto v podstatě kompIementačnítesty.

Při hodnocení efektu kvetení bych uvítal výsledky ve formě obvyklé pro A. thaliana, tj. počty listů
v růžici, jenž jsou v odpovídající korelaci a je pak možné provézt srovnání i mezi publikacemi,
laboratořemi. Fenotypový štěpný poměr by bylo nejlépe zpracovot formou přehledné tabulky,
s uvedením PCR důkazu integrace transgenu a nejlépe pak i jeho expresí (str. ].19-121).

Z výs|edků je patrné, že CrFTL1gen komp|ementuje nefunkční kopiift A. thaliano a dá se tak usuzovat
na orto|ogní gen (na rozdí| od CrFTL2). Pro objasněnífunkce CrCoLl a CoL2s by| tyto Vneseny do Ler
a co mutantu A' tholiona, tato část je v současné době ještě ve stádiu hodnoceníT1. generace.

Pos|edníčást se zab,(1tá využitím třetího intronu FTL genů, jako markeru pro fylogenetickou
analýzu a určení původu v rámci rodu Chenopodium, By|y získány sekvence ze 13 druhů



Chenopodium a Atriplex nitens. Na základě sekvencí by|y konstruovány fy|ogenetické stromy' Zde

bych chtěl na základě vlastní próce podotknout, že využití jediného intronu jednoho genu pro studium

fylogenese v rámci rodu je v součosné době nedostotečné pro získóní publikovotelných a především

spolehlivých výsledků' Každý gen je vystaven působení určité se|ekce a navíc v případě po|yp|oidních

druhů je t řeba mít na paměti existencivíce kopií.

Autor tak svou prací dokIádá zv|ádnutí mnoha molekuIárních technik, od mnoha variant PCR, přez

qRT.PCR až po konstrukci transfomačních vektorů a transgenosi.

Diskuse (9 stran) Autor přeh|edně shrnuje a vhodně konfrontuje s pub|ikovanými poznatky,

dosažené výs|edky. |denti f ikovaný gen CrFTL1je ve|mi pravděpodobně funkčním orto|ogem FT Á'

tholiano, a to jak na zák|adě své exprese tak i komp|ementací /t mutantu. CrFTL2 je pak gen

s neznámou funkcí. Byly na|ezeny 2 CrCoL homo|ogy, oba pak s a|ternat ivním setř ihem intronu'

Přestože za induktivního světe|ného režimu tyto geny vakazova|y cirkadiá|ní expresi s maximem na

konci noční periody, neby|o možné jednozančně rozhodnout o jej ich funci.  Předběžné výs|edky

transformace co mutantu A. thal iano však naznačují komp|ementaci genem CrCoL2.

7ávéry,1 strana _ přeh|edné shrnutí dosažených výs|edků.

Seznam použité literatury - 19 stran, poknivá dostatek aktuá|ních a re|evatních citací. Následuje

ce|kem 28 pří|oh.

Výs|edky práce by|y pub|ikovány v časopise P|anta (|F=3,058), kde je D. cháb prvním autorem.( Cháb

D, Ko|ár J, olson MS, Storchová H. (2008): Two f|owering |ocus T (FT) homo|ogs in Chenopodium

rubrum differ in -.xpression patterns. 228: 929-940). Dle autoreferátu je přecikiác|án do časopisu

Theor AppI Genet da|ší č|ánek týkající se využití FTL intronu jako markeru pro identi f ikaci původu

po|yp|oidních druhů. Da|ší tř i  č|ánky jsou v přípravě. Jeden č|ánek bez přímého vztahu kvlastnímu

tématu práce, kde je však D. Cháb spo|uautorem, je předk|ádána do Plant Mol Bio|. Výsledky práce

byly dá|e presentovány formou posterů na 4 mezinárodních konferencích.

Z formá|ního hlediska by kromě dříve uvedených poznámek, bylo vhodnější provézt j iné, méně

detai|nější č|enění do kapito| a podkapito|, což by d|e mého názoru prospělo květší čtivost i  a

srozumite|nost i .  Rovněž tak by by|o vhodné bud,důs|edné používání cizích s|ov nebo naopak jej ich

nahrazení českými ekviva|enty ( např '  apex - vzrůstný vrcho|) '  Nicméně z v|astní zkušenost i  vím jak je

toto obtížné, kdyŽ se v běžné práci používá spíše jen ang|ícká termino|ogie.

Autor prokázal schopnost samostatné experimentální práce, ana|ýzy a interpretace dosažených

výsledků. Ce|kově se domnívám, že předložená disertační práce je na vysoké úrovni a sp|ňuje

požadavky pro obhajobu doktorského titulu Ph.D.

Vypracoval V Šumperku, 21. dubna 2009
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