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Oponentsky posudek na doktorskou
disertaéni praci Mgr. Ivy Fukové

»Molecular cytogenetic analysis of the W sex chromosome in Lepidoptera*

PredloZena diserta¢ni prace se sklada z 68 stran textu, které shrnuji poznatky v dané oblasti,
metodiku, vysledky a diskuzi tykajici se tématu disertatni prace. Zakladnim predmétem
disertace jsou Ctyfi prace publikované v impaktovanych cCasopisech, které se zabyvaji
vyzkumem zaméfenym na molekularni cytogenetiku Lepidoptera.

Jedna z praci se zabyva cytogenetickym studiem zavijeCe datlového, zavazného polyfagniho
Skudce skladovanych potravin. Zakladni karyotyp byl stanoven na 2n=62. V pachytennich
jadrech byly pozorovany 2 bivalenty nesouci organizatory jadérek, avSak nepodafilo se
identifikovat pohlavni chromozomy W a Z. K jejich identifikaci proto byla pouZita genova in
situ hybridizace a komparativni genova hybridizace. Prvni z téchto metod umoznila detekovat
pohlavni chromozom W podle silné hybridizace se znacenou sami¢i genomovou sondou. Pfi
pouziti druhé metody chromozom W hybridizoval stejnomérné se znaCenou sam¢i i samici
genomovou sondou. Autofi ztoho vyvozuji, Ze chromozom Y je tvofen prevazné
repetitivnimi sekvencemi DNA rozptylenymi po celém genomu, avSak akumulovanymi na
chromozomu W.

V dal$i praci autofi prezentuji detailni analyzu karyotypu obalece jable¢ného se zvlastnim
zietelem na identifikaci a molekulérni diferenciaci pohlavnich chromozomu. Autofi ukazali,
ze W chromozom, jenz determinuje samici pohlavi, Ize snadno rozli$it pomoci genové in situ
hybridizace a komparativni genové hybridizace. Pouzili také laserovou mikrodisekci
s naslednou DOP-PCR pro vyvinuti malovaci sondy pro W chromozom. Pomoci metody
fluorescenéni in situ hybridizace prokazali, Ze tato sonda znaci s vysokou specifitou cely
chromozom W.

V dalsi préci autofi ziskali pomoci laserové mikrodisekce sex chromatinu obalece jable¢ného
a nasledné DOP-PCR vzorek sekvenci DNA pohlavniho chromozomu W. Tento vzorek
vyuzili pro ptipravu W-specifické malovaci sondy pro fluorescenéni in situ hybridizaci a pro
ziskani primarnich sekvenc¢nich dat z tohoto chromozomu. Prokézali, Ze heterochromatinovy

chromozom W je pievazné tvofen repetitivnimi sekvencemi dvou typu a obsahuje i sekvence
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unikatni. Ukazali, Ze sloZeni chromozomu W u obaleCe jable¢ného neni principialné odliSné
od druht se systémem determinace pohlavi typu XY.

V neposledni fadé autofi v dalsi praci navrhli transgenni pfistup jako metodu likvidace
motylych 3kiideti pomoci vrozené sterility. Pfistup byl zaloZen na konstrukei transgennich
samic nesoucich dominantni letdlni mutaci na W chromozomu.

Jak je zvySe uvedeného piehledu patrno, v disertacni praci byly pouZity nejmodernéjsi
molekularni cytogenetické metody a ziskané vysledky byly publikovany v Casopisech, kde
prosly naroénym oponentnim Fizenim. V préci je zcela jasné uveden podil Mgr. Ivy Fukové
na jednotlivych publikacich a je zcela ziejmé, Ze byl zasadni. Uvod, prehled vysledkd,
diskuze i vyhled do budoucna, jsou naprosto jasné, struéné a vystizné. K dané praci nemam

pfipominek a ocefiuji vysokou metodickou trover i odbornou zpusobilost disertantky.

Disertatni prace Mgr. Ivy Fukové spliiuje vSechny pfedpoklady pro jeji prijeti, a proto

doporuduji, aby byla pfipusténa k obhajob¢ disertacni prace.

v Brné dne 10. 10. 2007
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Prof. MVDr. Jiii Rubes, CSc.
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Oponentsky posudek dizerta¢ni prace doktorandky Mgr. Ivy Fukové

“Molecular cytogenetic analysis of the W sex chromosome in Lepidoptera”

Dizertaéni prace Mgr. Ivy Fukové je zaméfena na strukturné-evoluéni studium
pohlavnich chromozomii u motyli. Jedna se o velice zajimavou a aktudlni tématiku, ktera je
v laboratofi $kolitele, profesora Marece, dlouhodobé feSena. Prace je napsana dnes jiZ
pomeérné béZnou formou, kdy jsou jejim jddrem publikace, na nichZ je doktorandka hlavni
autorkou ¢&i spoluautorkou, k nimZ je napsén struény tivod, shrnuti vysledkti a diskuse. Prace
je psana anglicky. V ivodu je struéné pojedndno o modernich metodach cytogenetiky, se
zaméfenim na cytogenetiku motyld, jakoZ i pojednano o pohlavnich chromosomech. T&Zistém
vysledkové ¢asti jsou tfi originalni publikace a jedna kapitola v knize, v ptipadé dvou praci je
Iva Fukové prvni autorkou. Za nejvyznamnéjsi vysledek povaZuji provedeni karyotypu dvou
druhit motyld, Ectomyelois ceratoniae a Cydia pomonella, a zejména vizualizaci chromosomu
W pomoci riiznych metod - GISH, komparativni genomové hybridizace (CGH) a pomoci
paintovaci sondy pfipravené mikrodisekci a néslednou amplifikaci chromosomu W. Prace je
sympaticka i tim, Ze je monotematicky, pouze kapitola 2 na mé& ptisobi pon&kud cizorodé

v kontextu hlavniho cile prace — cytogenetické analyzy chromosomu W.

Nechci se zabyvat detaily, drobnymi nejasnostmi ¢i nepfesnostmi. Misto toho bych si
dovolil polozit doktorandce n&kolik, spise obecnéjsich, otdzek:
1. Porovname-li metody GISH a CGH, ktera z nich je vhodné&jsi pro malovani chromosomu
w?
2. Co je tou genomovou komponentou, kterd maluje chromosom W? Jsou to chromosomové
specifické (resp. akumulované) repetice anebo unikétni ¢i nizkokopiové sekvence? Nemohla

by o tom rozhodnout doba hybridizace — kratka versus dlouha?



3. Ma doktorandka né&jaky nézor na to pro¢ je painting snazsi u Zivo€ichili nez u rostlin? Jak
by to mohlo odrazet rozdily ve struktufe genomdi, jako disledek odlidnych procesi?

4. V souvislosti s praci Fukova et al 2007 (Chromosoma) by mne zajimalo, zda autorka
nezkusila pouzit na FISH také jednotlivé klony odvozené z mikrodisektovaného chromosomu
W, napf. klon CpW27 by mozna mohl krasné hybridizovat na chromosom W, zatimco klon
CpW34 bych ocekaval spide na chromosomu Z. Nebyla by n¢kdy lepsi jako paintovaci sonda
né&jaka jednotliva repetice specifickd pro W nez komplexni sonda vznikl4 amplifikaci mnoha
repetici, z nichZ mnohé nemusi byt specifické pro W chromozom. Navic primery pouzivané
pro DOP-PCR ¢asto prednostné amplifikuji genové oblasti a ne repetice.

5. Zajimala by mne také zda je n€éco zndmo o zastoupeni riiznych typii DNA transposonti a
retrotransposonti (gypsy, copia aj.) v genomu studovanych motyli a zejména mira jejich
akumulace na chromosomu W.

6. Autorka uvadi, Ze paintovaci sonda odvozend zchromosomu W nemalovala konce
chromosomu W. NemtzZe byt pfi¢inou n&jaky subtelomericky satelit? Jsou znamy né&jaké

satelity (i obecné tandemové repetice), ptipadné jejich akumulace na chromosomu W?

Zavérem musim konstatovat, Ze celkové hodnotim dizerta¢ni praci Mgr. Ivy Fukové jako
velmi zdafilou. Doktorandka ziskala znaéné mnoZstvi originalnich vysledkii, coz svéd¢i nejen
o vyborné laboratorni dovednosti, ale i o jeji schopnosti ziskané vysledky spravné
interpretovat a pfi tom ztroit i svoje teoretické znalosti. K uspé&chu prace nepochybné
vyznamné pfispéla skutenost, Ze byla vypracovana ve $pi¢kové laboratofi profesora Marece.

Z uvedenych divodi jednoznaéné doporuduji dizertaéni praci k obhajobg.
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V Brné, dne 4. fijna 2007 Eduard Kejnovsky



Posudek
na doktorskou disertaéni praci Mgr. Ivy Fukové
Molecular cytogenetic analysis of the W sex chromosome in Lepidoptera

Posuzovana doktorska disertacni prace je pojata jako soubor tyf jiz vyslych publikaci,
uveiejnénych ve tfech mezinarodnich ¢asopisech s impaktnim faktorem a v kniznim sborniku
vydaném nakladatelstvim Springer. VSechny tyto védecké prace spojuje jednotné tématické
zaméfeni na cytogenetiku pohlavnich chromosomu u motylu, pii¢emz teoretické studie
vyustuji také v praktickou implikaci pro tlumeni poc€etnosti nékterych Skodlivych druht. Cela
prace, napsana v dobré anglicting, tak piedstavuje obsahové sevieny celek, ktery pfinasi fadu
pavodnich védeckych poznatk.

Zvlasté oceriuji piikladné zpracovani uvodnich a zavérecnych partii disertace, které velmi
vhodné spojuji jednotlivé ¢lanky a pfispivaji tak k vytvorfeni jednotného a vyvazeného spisu.
V vodu je podéan piehled dne$niho stavu molekuldrni cytogenetiky, vyzkumu chromosomi u
motyld a problematiky pohlavnich chromosomu se zvla$tnim zietelem na Lepidoptera. Tyto
odstavce svéd¢i o dokonalém literarnim pfehledu autorky a o jeji schopnosti struéné, ale zcela
srozumitelné podat a vyloZit naroénou problematiku. Uvodni kapitoly tak maji charakter
kvalitnich mini-review, které jsou napsany v podstaté v publikovatelné podobé. Podobné
v zavérecné kapitole je predlozen synteticky piehled i souhrnna diskuse dosazenych poznatk
a jsou nastinény perspektivy dal§ich vyzkum.

Cteni této disertace pro mé znamenalo dosti neobvykly a piekvapujici zazitek, protoze
zato v posudku zminit a kritizovat. To je pro mé doposud nepoznana zkuSenost a mohu se
tedy omezit pouze na par zvidavych dotaza:

- Jsou zndmé mechanismy environmentalniho urceni pohlavi u motyla?

- Je mozné heterochromatinové useky na pohlavnich chromosomech nékterych druht
vizualizovat C-prouzkovanim?

- Existuje néjaké predstava o povaze repetitivnich useku, které se u nékterych druht
vyskytuji roztrousené v genomu a akumuluji se na pohlavnim chromosomu W?
Vyskytuji se u motyla piidatné (B-) chromosomy?

- Jak by se chovala barvici sonda chromosomu W pii aplikaci u zastupct jinych fada
hmyzu?

- Byla metoda vypousténi sterilnich samcti u piislusnych druht skuteéné ovéiena
v terénni praxi?

Zaver
Doktorska disertacni prace Mgr. Ivy Fukové je vyzralym védeckym dilem, které jiz bylo
odpovidajicim zptisobem publikovano ve vysoce kvalitnich periodikach. Védecké studie
provedené v ramci doktorského projektu pfinesly vyznamné metodické inovace s $ir§im
vyznamem a vyustily v originalni védecké poznatky, které maji dopad na dalsi rozvoj
cytogenetiky motyli 1 na dal$i feSeni obecnych otazek evoluce pohlavnich chromosomii.
DosaZené zakladni poznatky byly vhodnym zptsobem vyuzity v praktické aplikaci.
Diserta¢ni praci proto bezvyhradné doporucuji k aspésné obhajobe. ) _ i
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V Brng, 12. fijna 2007 prof. RNDr. Jan Zima, DrSc.



