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Téma disertaéni prace doktorandky Mgr. Antonie Gibalové je velice aktualni, jelikoz
pfispivd k védeckému poznani regulace vyvoje pylu a ze SirSiho hlediska samdi
gametogeneze. Predlozena prace je stale jednou z mala tykajicich se analyzy této regulace, i
kdyZ se jedna o modelovy objekt A. thaliana, coz ukazuje na komplexnost i komplikovanost
podobnych analyz. Prace je napsana velice piehledné na 146 stranach textu véetné ilustraci a
obsahuje tvod (13 stran) dobie shrnujici soucasné poznatky v uvedené oblasti rostlinné
fyziologie a molekularni genetiky, jasné a stru¢né vymezeni cil prace. Nasleduji vysledky ve
ttech hlavnich kapitolach, jeZ se tykaji selekce analyzovanych geni, jejich funkénich
charakteristik a identifikace c¢asti sit¢ analyzované regulace. Vysledky jsou piehledné
komentovany na 17 stranach. Na 11 stranach jsou struéné shrnuty metodické ptistupy. V
kapitole 6 jsou presentovany zavéry prace a jsou adekvatni ziskanym poznatklim; pouzita
obsahla literatura je citovana na 16 stranach a zahrnuje recentni prace. Disertacni prace je
podlozena dvémi vySlymi publikacemi v renomovanych ¢asopisech Plant Molecular Biology a
Plant Cell Environment a jednim manuskriptem zaslanym do tisku do redakce Journal of
Experimental Botany. Na dvou titulech je pani doktorandka jako prvni autor. Presentované
disertaci se z fomalniho hlediska neda nic podstatného vytknout, odhalené drobné pieklepy
jako na str. 23 nebo 113 nesniZuji obsah ani formalni upravu prace, velice pekné ilustrované
barevnymi ilustracemi z elektronové mikroskopie, histologickych ¢i mikro¢ipovych analyz.

Bezesporu autorka prace velice dobfe vyuzila metodické ptistupy na Skolicim pracovisti
k vlastni analyze jako rozbory microarray, RT PCR pro kvantifikaci exprese a dale pak in vivo
analyzy, zejména pomoci transgenoze a genetickych studii ke zjisténi tkanové specificity
sledovanych transkrip¢nich faktord, jejich vlivu na rostlinny metabolismus i vitalitu pylu

béhem overexprese zkoumanych TFs. V neposledni fad¢é prace vyuziva metody pro analyzu



protein-proteinovych interakci. Vysledkem prace je potvrzeni dulezitosti dvou hlavnich
sledovanych transkripénich faktord (TFs) bZIP34 a bZIP18 pro vyvoj pylu, naptiklad
bezprosttedniho vlivu bZIP34 na formovani pylové exiny a podobné. Nékteré zavéry
napiiklad o redundanci TFs potvrzuji obecné pravidlo, jiné napiiklad o jaderné a
cytoplasmatické lokalizaci AtbZIP18 fuzované s GFP v ER lze povazovat za unikatngjsi i
s hlediska zakladniho vyzkumu. Za dilezity zavér, ke kterému autoii dospéli povazuji ulohu
protein/proteinového poméru nebo balancu pro vlastni regulaci metabolickych procesi
V navaznosti na dimerizaci charakteristickou pro tento typ TF.

V souvislosti se zjisténymi poznatky se nabizi n€kolik obecnych i specifickych otazek
V rdmci obhajoby prace:

1. Disertace prakticky nezahrnuje nebo nemanipuluje s poznatky, které by zahrnovaly
srovnavaci evoluéni charakteristiky napf. presentované pomoci ,,trees* zahrnujicich
homologické TFs téchto dvou hlavnich zkoumanych faktori, pfitom dnes jsou jiz
dostupné genomové Udaje a analyzy transkriptomu u celé fady rostlinnych druht.
Doporucuji v ramci obhajoby presentovat minimalni zakladni ptfehled napt. formou
tree o piibuznych proteinech u riznych druhli paklize jsou dostupné, ptipadné i
poznatky z piedeslych publikaci autorského kolektivu Skoliciho pracovisté, v¢.
znamych funkci. Nehled€ na fakt, Ze pfednétem vyzkumu je hlavné vyvoj gametofytu,
recentni poznatky by mohly rozsifit specifické znalosti o zkoumanych TFs v¢. riiznych
interakci. Kromé toho jednim ze zaveérli prace je exprese uvedenych bZIP i
vV somatickych pletivech.

2. Nelze si nevSimnout, Ze v rdmci provedenych experimentii existuji urcité diskrepance
v expresi TFs podle zvolené metody. Naptiklad GUS analyza promotorové aktivity
odhalila niZ8i tkanovou specificitu neZ jiné kvantifikace napt. na trovni RNA. Nabizi
se otdzka, zda se pouzité¢ konstrukty pfece jen neliSi v této specificit¢ napiiklad
zménami 5° degradomu oproti nativnim sekvencim diky specifickym mikroRNA,
jejichz cilova mista jsou cCasto lokalizovana v 3’UTR nativni mRNA. Mohl by GUS
stabilizovat fuzni mRNA nebo naopak destabilizovat? Jsou popsany nebo lze
predigovat né&jaké mikroRNA, které by mohly specificky regulovat zkoumané
traskripcni faktory v somatickych pletivech ¢i u pylu nebo v pribéhu gametogeneze?

3. Aniz by se to dalo praci vytykat jako seriozni nedostatek, je faktem, Ze posuzovana
préace postrada podrobnou charakteristiku (alesponi tyto bioinformatické analyzy nejsou

podle mne jasné, naptiklad graficky presentovany) promotorovych cis-elementt,



napiiklad u obou promotorti v ramci cck 1 kb klonovanych a manipulovanych 5°
upstream sekvenci. Pfitom by bylo v ndvaznosti na zkoumanou expresi uvedenych
bZIP gent v pylu tyto poznatky diskutovat. Je zjevné, Ze tato exprese bude ovlivnéna
jinymi TFs v ramci Sir§iho networku, o kterych lze soudit jiz na zaklad¢ predikce cis
elementti. Dle mého nazoru by kompozici uvedenych promotori (tj. promotort
studovanych bZIP TFs) bylo vhodné presentovat pii obhajob¢é napt. po predikci
mateiského pracovisté a podobné. Je zde dle promotorovych analyz pravdépodobnost,
ze pti expresi studovanych bZIP TFs hraji roli i1 jiné piipadné¢ néjaké unikatni
transkripéni faktory? Vhodnost komplexni analyzy se tyka i vlastnich cilovych cis
elementli na cilovych genech studovanych faktord bZIP34 a bZIP18 i kdyz prace
poukazuje, zZe tyto analyzy budou provedeny v budoucnu. Je néco znamo napiiklad o
boxech, G-boxech, jejich kompozicich v piipadé homo a heterodimert? Existuje
né&jaky typicky piiklad konkrétni kompozice (sekvence) promotoru (cis elementl atd.)
z pylové-specifickych ¢i ¢astecné pyloveé specifickych gent, jejichz exprese miize byt
ovlivnéna studovanymi TFs, jez by napiiklad vedla k pozorovanym aberacim pylu?
Podle mého nazoru na této Grovni by mohla byt zakodovana specificita determinujici

pozorované piekvapivé diference u homo- a heterozygot.

PiedloZenou diserta¢ni praci doktorandky Mgr. A. Gibalové povazuji za koncep¢né

ucelenou, umoziiujici jednoznacné zavéry a jako oponent ji plné doporucuji k obhajobé.
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