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Doktorand Mgr. David Rendk zvolil k sepsani své disertacni prace moderni zkracenou formu
komentovaného souboru svych dosavadnich publikaci. Vznikl tak celek o zakladnim rozsahu 65 stran,
prilozenim Sesti publikaci objemoveé ztloustly na vice nez dvojnasobek. Postupné jej procitat je radosti,
tvofit na néj oponentni posudek je vS§ak prace daleko méné potésujici.

O¢ snadnéji se totiz Ize i ,laickému* ¢tenafi orientovat v pfiloZzenych separatech, o to tézsi je to
v pfipadé vlastniho textu prace. Zpracovavana problematika ,biologie saméiho gametofytu vyssich
rostlin“ je faktologicky velmi bohata, vypovéd o ni na Urovni molekularni, biochemické, cytologickeé,
morfologické, fyziologické, s ob&asnymi exkursy do klasické genetiky samoziejmé dost komplikovana.
Autor tato data uctyhodné shrnul v nepojmenované tuvodni éasti dila (literarni ivod? Odborny
uvod? ) a pfinejmensim tady je strukturoval do kapitol“ 1,2,3 se zakladni profilaci na ,cell biology,
,molecular biology + genetics" a ,transcriptomics”. Dale vzdy ¢lenénych na nékolik dal$ich subkapitol.

Na jejich zakladé definoval nasledujici ,aims of studies”, tedy :

1) ,To summarize male gametofyte development‘ — s ohledem na strukturu a funkci pylového
zrna a pylové lacky a s vyuzitim mutant ovliviujicich pylovou transkriptomiku

2) Pomoci (zejména) technologie microarrays selektovat klicové TF geny

3) Provést detailni charakterizaci struktury a funkce genu Atb ZIP 34

Zvlastni kapitolu materialné-metodickou disertace nema. Nicméné jednak z pfilozenych publikaci,
jednak z ¢asti textu kapitol vysledkové a diskusni mize oponent odvodit, Ze modelovym materidlem
bylo celkem 74 mutantnich TF linii ( jinde vSak udaj ,,....61 confirmed...“, kolik tedy ?). Pouzité metody
jsou dobfe dokumentovany v pfilozenych publikacich

S ¢lenénim kapitol vysledkové i diskusni si uz doktorand zadné formaini starosti nedélal.

Souhrnné ,Results” v rozsahu necelych &tyf textovych stran (fadkovani 1,5) jsou prosté &tenafi
pfedloZzeny jako jednotny text bez dal$iho (leda odstavcového) ¢lenéni. Autor také nedodrzuje
konvenci psani ,vysledkového textu* a zahrnuje do né&j i odkazy na jiné informac¢ni zdroje.

Faktologicky, navzdory své struénosti je v8ak tato kapitole vysoce zajimava a dokumentuje autorovu
odbornou profesionalitu i pili. Zfejmé je to jiz na Urovni cytologickych analyz materidlu. Pivodné
zamysSlenou pétiparametrovou klasifikaéni stupnici autor rozsifil na dvojnasobek, hodnotil ¢etnost
pylové aborce, tvaru i velikosti pylovych zrn, deformace bunéénych stén, ovlivnéni bunééného cyklu,
cytoplasmatické inkluse, rlzné typy ,male germ unit".

Poznamka : na str.21-22: v textu je popis pylovych mutaci (gem1, gem2, tio, tubg1, tubg2, kinesin-
12a, kinesin12-b), ve Fig.3 chybi

Dotaz: Lze riuzné tvarové deformace pricist spiSe poruchdm funkce cytoskeletu nebo trebas
celuloso-syntazového komplexu, zménam v exocytoze ... ? Nejspis vSemu, davé vSak autor prece jen
nekterym interpretacim v dil¢ich pripadech prioritu ?

A dotaz obecnéjsi, mozné mimo okruh za&mu autora — ale blizky problematice drive studované
oponentem: Rozvoj in vitro technik umoznil nutit nezralé mikrospory raznych rostlinnych druhd vyvijet
se nikoliv v zralé pylové zrna, ale v rizné kompletni ,pylova embrya“. Uéinek indukénich technik
(abioticky stres, vyZiva, fytohormony,cytoskeletalni drogy a p.) byl a dosud je interpretovan jako odraz
bud' riznych poruch fyziologickych, zmeén epigenetickych nebo pfimo mutaci. Zna autor néjaké prace,
jeZ by tyto avahy relevantné podporily ? Existuji priklady uspé$nosti at androgeneze ¢i prfimo pylové
embryogeneze u Arabidopsis thaliana ?




Tak ¢i tak, diky této kvalitni vstupni kategorizaci ziskal autor moznost pozdgji detailné konfrontovat
,molekularni data“ s relevantnimi fenotypovymi projevy. A vytvoril si podklady k tvaham o biologickych
mechanismech pozorovanych zmén.

Mozna nebyl nadSen tim, Ze pouze neceld polovina (29) hodnocenych TF linii vykazovala
zavazngjsi zmény fenotypu (vice nez 25 % aberantnich zrn) a Ze, jak zjisti,l ,....relative small variance
among individual pollen mutant phenotypes*“. Velmi logicky v§ak tyto vysledky dopliuje ¢ast vénovana
problematice analyzy genu Alb ZIP 34. A prijatelné je vysvétluje patficna ¢ast diskuse.

Transkriptomicka analyza tohoto mutanta prokazala ,up* zménu u 1300 a ,down"* odchylku u 800
sledovanych genu.

Naivni otazka: co muze byt ,biologicky zavaznéjsi“ ?

Z nich pak nejvice byly ovlivnény ,transportni* ABC geny — a zvlasté tvorba proteint podilejicich se
v transportu/transferu lipid( &i v jejich katabolismu.

Mohl by autor toto pozorovani blize komentovat co do ,funkénich disledki a souvislosti ? Je vyskyt
tukovych inkluzi v zrnech odrazem takové zmény ?

Vysoce zajimavé jsou i vysledky rznych promotorovych manipulaci. Ctenaf byl autorem pouden,
Ze favoritnim promotorem ,progamické faze" je dlouhodobé promotor Lat 52. Problémem vs$ak bylo
specifikovat odpovidajici promotory pro studium néasledné faze ,early pollen development®.O to
cenngjSi je kladny vysledek. Z pGvodnich sedmi kandidatnich gent byly nakonec vybrany tfi
(MSP1,2,3) - a znich dva (MSP1,2 s TIO kodujici sekvenci) vykazovaly az 50 % aberantniho pylu i
v heterozygotnim stavu. Znageni exprese pomoci GFP/GUS konstruktu je samoziejmé vybornym
nastrojem dalSich funkénich vyzkuma.

Originalnim a velmi hodnotnym vysledkem je samoziejmé vytvoreni rozsahlé transkriptomické
databaze.

Velkym pfinosem préace je také vytvoreni kompletniho seznamu mutaci ovliviiujicich vyvoj
sam¢iho gametofytu (tabulka graficky prehledna podle vyvojovych stadii)

Rozsah kapitol s ndzvem Discussion byva v disertatnich pracich obecné mensi nez kapitol
vysledkovych. Nejinak i v tomto pfipadé : text nepfesahuje necelé tii strany, obdobné jako vysledkova
kapitola neni nijak zfeteln& strukturovan. Vlastni vysledky jsou konfrontovany pouze se &trnacti
sdélenimi jinych autorl. Celkové tato kapitola spi$e simuluje tu pfedchozi.

Pfi¢inou zfejmé& bude spiSe jiz zminovana unikatnost autorovych vysledkl i postupl, nez
nedostatecna znalost relevantnich publikaci. Seznam ,References* prece obsahuje uctyhodnych 219
polozek.

Jak jiz zminéno, ,core body" disertacni prace je doplnéno velmi impresivnim souborem ¢tyf ¢lankl
publikovanych v kvalitnich €asopisech a dvou kniznich kapitol. Jejich obsah i formu povazuje oponent
za vyborné. Podil doktoranda na jejich pfipravé je v disertaci dostate¢né& specifikovan — a stvrzen i
podpisy spoluautord. Jeho publika¢ni aktivitu nutno po pravu hodnotit jako mimoradnou.

Zavérem
oponent konstatuje, Ze Mgr. David Refak predlozil k obhajobé velmi kvalitni disertaéni praci,
faktologicky bohatou, v mnoha Castech originalni a odborné cennou. Doufa, Ze tato prace piné
odpovida narokiim pozadovanym Oborovou radou.. 33 07t & Vaveyave bielegoes
Z uvedenych divodu proto doporuéuji praci k obhajobé (podle § 47 VS zakona 111/98 Sb.) a
po jejim uspésSném obhajeni udéleni védecké hodnosti PhD.

—

Prof.Dr. Zdenéklapatrny CSe.

V Praze, dne 12 .zafi 2011

Ptirodovédecka fakulta
Univerzity Karlova v Praze
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Oponentsky posudek disertacni prace

Predklddand diserta¢ni prace Mgr. Davida Renika ,Role of transcription factors in early male
gametophyte development of Arabidopsis“ je ¢lenéna na teoreticky tivod popisujici vyvoj
sam¢iho gametofytu a jeho regulaci s pfihlédnutim k tloze transkripénich faktord a na praktickou
¢ast, kterd struéné uvadi vysledky a diskusi prezentované formou odbornych publikaci. D. Renak je
spoluautorem 2 kapitol v odborné knize, 3 publikovanych odbornych ¢lanki a jednoho ¢lanku
zaslaného k publikaci, jehoZz je prvnim autorem. Piehled publikaci je uctyhodny a vzhledem ke
kvalité casopisti a jejich recenzniho fizeni, po kterych byly ¢lanky publikovany, jej 1ze pouze ocenit.
Ve svém posudku se proto budu vénovat zejména vyznéni prace jako celku a jejim ¢astem
uvadéjicim publikace.

Uvodni kapitola na sedmi stranach seznamuje s vyvojem rostlinného samé&iho gametofytu z pohledu
bunééného, a lze ji s nekterymi vyhradami (viz niZe) pfijmout jako vhodny zaklad pro dalsi ¢asti.
Kapitola treti pak sleduje vyvoj sam¢iho gametofytu z pohledu analyzy transkriptomu pomoci
microarray a spracovani dat z téchto studii, kterych se autor také aktivné z¢astnil a pfipravil je pro
pouziti na webovém rozhrani. Kapitola druha se zabyva molekularni biologii a genetikou sam¢iho
gametofytu, podkapitola 2.1. (Transcriptional regulation) pak uvadi problematiku ziejmé pouze z
obecného pohledu (?), protoze se zde téméf nevyskytuji citace ani uvedeni specifik rostlinného
svéta a tudiz budi dojem ucebnicového uvodu. Podkapitoly 2.2. (Regulatory sequences) a 2.3.
(Specific transcription factors) jiz uvadéji prave rostlinna a pylové specificka data, projevuje se na
nich bohuzel pro mne ponékud $patné pochopitelny zptsob uvadéni citaci, ktery jsem zaznamenala
1 v jinych ¢astech ptredkladané prace (viz nize).

Cile préce jsou formulovany srozumitelné, i kdyZ bych uvodni odstavec z formélnich ddvodi
presunula napt. do vysledk.

Kapitola 6 shrnuje a uvadi vysledky publikovanych praci, propojuje poznatky z analyzy fenotypu T-
DNA inzerénich mutanti s inzerci ve vytipovanych genech pro transkripéni faktory, studie
promotorové oblasti transkripéniho faktoru AtbZIP34 a zpracovani datovych sad pochazejicich z
analyz transkriptomu do formy webového nastroje Arabidopsis Gene Family Profiler.

V kapitole 7 jsou vysledky pfehledné diskutovany a obé& kapitoly (6 a 7) hodnotim kladné.

Za kapitolou 8 uvadéjici pouzitou literaturu je samostatné umisténa tabulka 2 a obrazek 7, ktery ji
doprovazi. Toto umisténi povazuji z formalniho hlediska za nest'astné, protoZe v textu uvodnich
kapitol je odkazovéana pravé tabulka 2 a to podstatné dfive, neZ tabulka 1 uvedena ve vysledcich,
ktera neni uvedena sampstatné, ale je soucasti textu. Také je tabulka 2 umisténa za seznamem
literatury, ackoli tento obsahuje citace v ni uvedené.

Posledni ¢asti jsou ¢tyfi publikace ve form& odbornych ¢lanki.

Obecné kladné hodnotim snahu o ptehlednou a uspornou formu teoretické i praktické ¢asti, také
pouziti obrazkti a schémat (napt. v Table 2), i kdyZ bych o¢ekavala v nékterych ptipadech piiméjsi
uvod do problematiky a vét$i hloubku vzhledem k rostlinnym modeliim (viz niZe) s uvedenim napt.
hypotéz nebo srovnani s jinymi modely.

Konstatuji, ze cile prace byly splnény a praci doporuéuji k obhajobg.

K predkladané disertacni praci bych uvedla n€kolik vyhrad a poznamek:

1. Celkovy dojem snizuje jiz na prvnich formalnich strankach p¥edchazejicich obsah pouziti rizné
velkého pisma pochézejici zfejmé z nedostate¢né kontroly tisténé verze.

2. Citace, které jsou piehlednymi pracemi a jako takové jsou v praci vyuzity, nejsou spravné v textu
uvadény (reviewed in...)




3. Prace Scott et al. 2004 je v seznamu literatury uvedena dvakrat, citace Gupta et al. 2007 ma
nespravné uvedeny ¢asopis (uveden Cell Biol Morph, spravné je ziejmé Plant Cell Rep), citace
Capkova et al. 1997 a 1994 jsou uvedeny v seznamu v opaéném potadi, spravnéji by bylo 1994 a
1997.

4. Jak jsem uvedla v ptedeslém vyjadieni, povazuji praci s literaturou v ivodnich kapitolach za
poné€kud chaotickou a nesystematickou, nékteré ¢asti odkazy na piivodni prace, ale ani na pfehledné
¢lanky, témér neobsahuji, jinde zase chybi, ackoli by je ¢tenat ocekaval, nebo bylo uvedeni citace
poné¢kud piekvapivé a nebyl jasny vztah mezi uvadénym faktem a citaci. Naproti tomu udaje v
pozdé&jsich kapitolach majicich pfimy vztah k praktické ¢asti jsou citovany dostateéné. Jako
ptiklady za mnohé mohou poslouzit - chybéjici citace pro quartet 3 na strané 9, pro sidecar pollen
na strané€ 21, pro prvni vétu na stran€¢ 20 odkazujici na kvasinky, véta a odkazy ,,Disruption of cell
polarization dramatically changes the developmental programme and may even lead to a haploid
embryogenesis as often used in plant biotechnnologies (Hause et al. 1993, Eady et al. 1995).

5. Vzhledem k zaméfeni prace na regulace transkripce a funkci promotoru bych oéekavala
zevrubné&jsi popis a zejména rostlinné specifické citace v ¢asti zabyvajici se pravé témito aspekty
souvisejici s organizaci gent (kapitola 2.1.).

6. V navaznosti na pouziti T-DNA inzer¢nich mutantt v jednom ze stéZejnich vysledku, na kterych
se disertant podilel, bych oc¢ekavala alespori drobnou zminku o vlastnostech téchto liniich a kritické
hodnocenti jejich moznych tuskali, se kterymi se ve své praci setkal.

Konkrétni dotazy:

1. ad 5) za zajimavou vlastnost souvisejici s regulaci transkripce povazuji umisténi napi. enhancert
do oblasti vzdalenych desitky kilobazi nebo do 3'UTR oblasti, jak uvadi Mgr. Renak na strané 14
(,,Additionally, the transcription of many genes...*), prosim o uvedeni prament pro rostlinné geny.

2.ad 6) V praci odeslané k recenznimu fizeni Rendk et al. jsou vyuzity T-DNA inzer¢ni linie. Autor
zmifuje genotypovani linii pomoci PCR a fenotypovou analyzu. Vzhledem k umisténi T-DNA
inzerci v riiznych ¢astech gent a riznému fenotypovému efektu se nabizi otazka, zda pro svou

analyza transkripce.

3. Pro gen At1g77850 byly pouzity dva inzeréni mutanti v promotoru s riznym fenotypovym
efektem, ¢im se liSili a zda i v jinych pfipadech mohl byt vysledny efekt ovlivnén pozici inzerce.

4. Z4dny fenotypovy efekt nebyl ziejmé pozorovan pro mutanta v genu At2g34820 s T-DNA inzerci
v intronu 1, existuje néjaké vysvétleni?

5. Podle specifikaci uvedenych k jednotlivym publikacim soudim, Ze podil Mgr. Reridka byl
zejména v Castech zabyvajici se mikroskopickymi analyzami, tudiz otazka, zda byly kromé
fenotypovych efekti v pribéhu vyvoje saméiho gametofytu v mutantech sledovany také mozné
zmény v jinych ¢astech rostliny (kofen, embryo apod.), tj. zda byly defekty omezeny pouze na pyl.

Zavérem konstatuji, Ze predkladana diserta¢ni prace se zabyva velmi dulezitou a dosud mélo

prozkoumanou problematikou a povazuji pfedlozené vysledky za velmi pfinosné pro vyzkum

transkriptomu ve vztahu k specifickym fazim vyvoje rostlin. % 0 o
y, CTUYD

V Brné dne 13.9.2011 Megr. Eva Sykdfova, CSc.
oponent
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