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Oponentsky posudek doktorské disertatni prace Mgr. Radka Bezvody
»Funkce fosfolipazy D a lipid fosfat fosfatazy v regulaci bunééné morfogeneze rostlin“

Hlavnim tématem pifedlozené disertatni prace Mgr. Radka Bezvody je analyza funkce
nejjednodussiho membranového fosfolipidu (kyseliny fosfatidové) v pylové lacce tabédku,
zejména ve vztahu k morfogenezi rostlin. Pfestoze je tato problematika feSena jiz pomérné
dlouhou dobu, téma je stale aktualni a jeho feSeni piinaSi cenné poznatky v oblasti studia
vnitrobunééné signalizace. Disertace vznikala pod vedenim Dr. Viktora Zarského za
spoluprace s Dr. Cvr¢kovou a Dr. Potockym na Katedie fyziologie rostlin PfF UK. Disertace
ma formu souboru praci, ktery zahrnuje celkem sedm praci, z nichz na jedné praci je Mgr.
Radek Bezvoda prvnim autorem.

Disertace je psana v anglictiné a je uvedena Ceskym souhrnem. Po desetistrankovém
uvodu nasleduje definice ¢tyf hlavnich cili diserta¢ni prace a ptehledny vycet konkrétniho
podilu disertanta na sedmi zahrnutych publikacich. Nechybi ani kapitola, ktera se tyka popisu
publikacich disertani prace obsahuje i kapitolu dosud nepublikovanych vysledkl. Prace je
ukoncena pétistrankovou diskusi vysledka a zavérem.

Mgr. Radek Bezvoda se v pribéhu svého PhD studia naucil a nadéle vyuzival rtizné
techniky, od bioinformatiky, pies klonovani a jiné metody molekularni biologie az po
mikroskopii a fyziologické studie na bunécné Grovni. Za nejvyznamnégj$i metodicky ptinos
této disertace pokladam podil Radka Bezvody na zavedeni techniky potlaceni funkce urcitého
rostlinného genu pomoci transfekce specifickymi oligoribonukleotidy. Podrobny popis této
metody byl zvetejnén v prvni zahrnuté publikaci, jiz je Radek Bezvoda prvnim autorem. Tato
metoda byla také vyuzita v dalsi zahrnuté publikaci vénované analyze efektu potlaceni genové
exprese izoforem PLD tabaku. Je ziejmé, ze pravé moznost rutinniho vyuziti této techniky
v laboratofi skolitele vyrazné pomohla i pfi feSeni dalSich projektt.

Dalsim cilem disertace byla analyza funkce NADPH oxidaz ve vztahu k PLD/PA
signalizaci. V zahrnuté publikaci bylo prokazano, ze PLD/PA signalizace kontroluje aktivitu
NADPH oxidazy. Autofi ukazali, ze vztah PLD a NADPH oxidazy funguje nejen ve stresové
signalizaci, tak i v morfogenezi.

Tietim cilem disertace byla analyza mozna ulohy degrada¢nich enzymii kyseliny
fosfatidové (PA), tzv. lipid fosfat fosfatdz (LPP), v rostlinné morfogenezi. Pfi praci byly
pouzity inhibitory PA degradace znamé z oblasti zivocichii a kvasinek. Tyto inhibitory
stimulovaly rastovou rychlost pylovych lacek, coz je v souladu se znamou pozitivni roli PA
na sekre¢ni drahu pylovych lac¢ek. Povazuji za velmi dualezité, ze zahrnuta publikace o PA
fosfatazach, jiz je Mgr.Bezvoda dilezitym spoluautorem, patii mezi prvni publikace s touto
tématikou tykajici se rostlin.

Poslednim ukolem feSenym v disertaci bylo srovnani virtudlniho proteomu Arabidopsis
s experimentalnim proteomem s6ji. Mgr. Radek Bezvoda se do tohoto projektu zapojil
konstrukci virtudlniho proteomu. Srovndni obou proteomli odhalilo existenci podobnych
genovych sekvenci, které by byly vhodné pro dalSi experimentalni praci v oblasti kontroly
vrcholového ristu.

Kromé¢ zahrnutych publikaci disertacni prace obsahuje také fadu dosud nezvetejnénych
vysledku, které maji vztah k feSenym tématim. Radek Bezvoda napf. zjistil, Ze PLDpI
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zapojena v kliceni a mutant Arabidopsis AtPLDB1 je méné citlivy ke kyseliné abscisové
(ABA). Déle piepracoval programy pro automaticky sbér genovych sekvenci a jejich
porovnani. Byly také analyzovany expresni profily genu lipid fosfat fosfatazy (LPP) At.
Vysledky porovnani exprese vedly k vybéru takového genu tabdku pro dal§i experimenty,
ktery je paralogem AtLPP4. Testovani exprese NtLPP4 naznacilo jeho konzervovanou ulohu
LPP u rtznych druhl rostlinné¢ buiiky. NtLPP4 byl oznacen fluorescencnim proteinem a
lokalizovan v lackach tabaku. V ramci disertace byl také testovan vliv propranololu na
semena Arabidopsis. Vysledky ukdazaly, Ze tento beta blokator, inhibitor lipid fosfat
fosfatatazy (LPP), zptisobuje naruseni gravitropického sméru riistu kotenti.

Vzhledem k tomu, Ze vétSina vysledkd disertace jiz GspéSné prosla recenznim fizenim
pred zvefejnénim, lze konstatovat, ze podobné jako pouzity experimentalni pfistup jsou na
vynikajici urovni. Zadané dil¢i cile disertace byly splnény. Konkrétni podil Mgr. Radka
Bezvody na ziskani prezentovanych vysledka byl podstatny.

Drobné chyby:

lipid phosphate inhibitor ..... spravné lipid phosphate phosphatase inhibitor
preklepy str.42/f.2 — in misto is

Otazky:

1) Ukazali jste, ze NADPH oxidéaza je ,,downstream‘ cilem PA. Vysvétlete prosim vétu
z diskuse: ,,PLD/PA signaling is both upstream and downstream of NADPH oxidase-
mediated ROS production®.

2) Jaky je osud dosud nepublikovanych vysledkl, které se objevily v disertaci? Je
ptipravovan dalsi rukopis, jehoz budou soucasti?

3) V praci o NADPH oxidaze jste zjistili, Ze ROS jsou akumulovany ve vrcholu rostouci
pylové lacky. Dale jste ukazali, ze ptidavek CaCl, ziejm¢ zvySuje aktivitu NOX in
Vivo, coz by naznacovalo, Ze influx Ca®" ve vrcholu ovlivituje aktivitu NOX. Co je
znamo o ovlivnéni akumulace ROS & aktivitd¢ NADPH po piisobeni inhibitort Ca®*
influxu, napf. verapamilu? Co si myslite 0 moZnosti potladeni vlivu blokatorii Ca*"
influxu pfidavkem peroxidu?

4) Jaka je ucinnost metody transfekce s antisense oligonukleotidy? Lze hovofit o
synchronné ovlivnéné populaci lacek, kterou by bylo mozno analyzovat i
biochemicky? Kolik genu muze byt takto vyblokovano najednou? Jaké jste mél
kontroly, Ze se dany protein netvofi?

Zavér: Disertacni prace Mgr. Radka Bezvody ma vybornou uroven. VétSina vysledkl je
velmi kvalitni a lze je piifadit ke Spickovym poznatkiim soucasné biologie rostlinné bunky. O
jejich kvalit¢ sveéd¢i zejména vysoka citovanost prace o rostlinné NADPH oxidaze jiz
v prub¢hu spoluautorova PhD studia. Autor prokazal schopnost prace s odbornou literaturou,
spoluprace ve védeckém tymu i schopnost sepsat védeckou publikaci. Pfedlozena prace ma
dle mého nazoru vSechny potiebné formalni nalezitosti a zcela vyhovuje kritériim, ktera jsou
kladena na doktorskou diserta¢ni praci. Praci doporucuji k obhajobé a po jejim uspésném
prabéhu doporucuji udélit autorovi titul PhD.

V Praze dne 28.7.2014

Ing. Jiti Hasek, CSc.



