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PredloZena diplomova prace studentky Dalikové o struktufe pohlavniho chromosomu
W obalede jableného navazuje na projekty a vyznamné badatelské pociny laboratofe
profesora Marce. Vlastni prace je dilem velmi komplexnim jak 3kdlou pouZitych metod
molekularni biologie (genomiky) a cytogenetiky tak svym rozsahem intelektualnim.

PiestoZze sam mam velké slabiny ve formalnim zpracovani psaného textu, zminim
alespoii jednu drobnost. V kapitole 3.4.2. autorka piSe o vyizolované BAC DNA. Jaky je
rozdil mezi izolovanou a vyizolovanou DNA? Nebo napiiklad pifimo nazev kapitoly 5.2.
,Lokalizace vyselektovanych kloni*“. Neni lépe cesky psano ,selektovanych® nebo pro
jazykové puritany ,,vybranych®. Chapu, Ze se v textu vyskytuje mnoho anglickych slov,
kterymi si ¢lovék usnadiiuje praci (pellet resuspendovala) a nehleda nasilné ceska synonyma,
ale pouzivani pfedpon k vytvafeni novych ¢eskych slov je zbyte¢né.

Co se tyc¢e prace samotné, jiz na prvni pohled obdivuji preciznost, s niz autorka musela
pfistupovat k hybridizaénim experimentim. Pominu-li cytogenetické vysledky (obrazky),
které jsou Casto finalné prezentovany po uréité selekci z mnoha pokusi (moznd se mylim a
jedna se jen o moji vlastni zkuSenost, zde bych moZna poprosil autorku o reakci), u
hybridizaci na membranach (,,BAC screen”, Southernova hybridizace) jsem piekvapen, jak
kvalitni mohou byt vystupy ,ne-radioaktivnim® pfistupem znaceni. Velice bych autorce
doporucoval realizovat mySlenku uvedenou v posledni vété diskuze. Sekvenace jednotlivych
BACH je v soucasné dobé relativné levna zalezitost (sekvenovat jeden BAC podle posledni
nabidky od firmy vyuzivajici 454 technologii stoji 30 tisic K¢) a podle vlastni zkuSenosti se
pied ¢lovékem otevie Gplné nova dimenze vyzkumu, kdy z anonymnich markerd podivnych
jmen se ,,stanou® nové identifikované geny vazané na pohlavni chromosomy.



V ¢asti 5.3. jsem uplné nepochopil, pro¢ autorka neméla k dispozici dostatecné
mnozstvi BAC DNA z klonu W27-1 a znovu se snaZila klonovat zminény BAC. Autorka uz
neméla béhem prace pristup k primarni BAC knihovné? Také bych autorce doporuéil
pouzivat pfi izolaci BAC DNA postupy zalozené na pfidani exonukleazy (napi. QIAGEN
Large-Construct Kit). Pfi izolaci béznych ,,high copy” plazmidi ¢lovék nebere v potaz, Ze je
mala frakce izolované DNA tvofena bakterialni genomickou DNA, v pfipadé BAC vektort to
byva i vice nez padesat procent. PrestoZe ¢lovék nepostiehne tento fenomén pii pouziti BAC
DNA jako sondy na FISH, napfiklad pfi ,,subklonovéani® nebo sekvenovani BACu je to jiz
vyznamna komplikace.

K autorce diplomové priace mam jesté nékolik dotazi. Autorka porovnava vysledky
lokalizace BACG odvozenych z W chromosomu bource a obalee. Jak jsou zminéné druhy
evoluéng daleko? Slo by provadét komparativni studie (BAC z bource ,,pouZit* na obalete a
vice versa)? V pfipadé, Ze ano, jaké by autorka ocekavala vysledky? PiestoZe autorka pise, Ze
vysledky prace pfispé&ji k detailnimu poznani molekuldrniho slozeni chromosomu W, je
mozné prinést dalsi argumenty na podporu studia pohlavnich chromosomti? V pfipadé, ze by
autorka pokracovala s danou tematikou ve svém badatelském Zivote, jaké ma dalsi vize a cile?

Zavérem bych chtél konstatovat, Ze diplomova préce studentky Martiny Dalikové svou
kvalitou vyrazné prevySuje standardni trovei a doporucuji ji jednoznaéné k obhajobé.

V Brné dne 25. kvétna 2009
RNDr. Roman Hobza, Ph.D.

;{@J@/‘



JIHOCESKA UNIVERZITA V CESKYCH BUDEJOVICICH, PRIRODOVEDECK A
FAKULTA,
KATEDRA GENETIKY

Oponentsky posudek na magisterskou praci

Nazev prace: Vyuziti BAC kloni pfi studiu pohlavniho chromosomu W obaleée jable&ného
Cydia pomonella (Lepidoptera: Tortricidae)
Autor: Martina Dalikova
Oponent: Alena Rego

HODNOCEN{ FORMALN{ STRANKY PRACE

Po formalnf strance je tato magisterska prace pékné provedena, obrazky i tabulka jsou
prehledné a text je formélné€ i jazykové dobfe napsany. Mam pouze dvé& pfipominky, které nijak
neubiraji na kvalit€ samotné prace. V kapitole material a metody mohla autorka pouzivat u sloves
pouze trpny rod, ktery plisobi ve védeckych Elancich objektivngji. Dale by bylo piehledng;jsi,
kdyby autorka o€islovala tabulky a obrazky odd&lené a také jejich &islovani odpovidalo pofadi v
textu.

HODNOCENI OBSAHOVE STRANKY PRACE

Moderni metody cytogenetiky a cytologie v dnesni dob& zna&né vyuzivaji znalosti a
techniky molekulérni biologie. Tento trend, ktery za cenu zvySené naro¢nosti pouzivanych metod
pfinasi cytogenetikim vice informaci, je také zakladem magisterské prace Martiny Dalikové

Nazev prace dobie vystihuje jeji obsah.

Cile pfedloZené prace jsou jasné formulovany. Cilem bylo vyselektovat z existujici
genomové knihovny obalece jable¢ného (Cydia pomonella) BAC klony (Bacterial Artificial
Chromosome) obsahujici sekvence pohlavnich chromosomi W a Z. Tyto klony pak mély
poslouZit k strukturni analyze pohlavnich chromosomii a také ke studiu opozdéného parovani
motylych chromosomi WZ a pravidel k utvafeni jejich synaptonemalniho komplexu.

Uvod je celkov€ jasny, piehledny a vztahuje se k zadané problematice, mohl byt oviem
krat3i o celou sekci 1.3. dopodrobna popisujici problematiku BAC vektori. Toto oddéleni
zaujimé cel€é dvé strany textu a vzhledem k tomu, Ze autorka nijak tuto metodu nevyvijela (pouze
vektory pouZzivala), zda se mi tato &st zbyte&na.

Zatimco citovani souhrnnych ¢lanki u obecnych, dobfe znamych fakti je pochopitelné,
doporucuji Martin€ pro pripadné budouci prace pouziti piivodnich &lankd vzdy, pokud popisuje
detailni nalezy (viz. pocty pohlavnich chromosomii u ptakopyska a termita u kapitoly 1.1.) - tak
jak to bylo pfikladn& provedeno napiiklad v kapitole 1.2.

Material a metody jsou jasné a srozumilné napsané. Autorka zvladla obdivuhodné
mnoZstvi technik, které ji pomohly splnit vytéené cile.

Vysledky predloZené prace jsou dobie prezentované a diskutované. Uchazecka ptipravila
W-specifické sondy (obsahujici sekvence CpW2 a CpW5), které byly hybridizovany s BAC
klony existujici genomové knihovny. Martina timto zptisobem ziskala t¥i BAC klony a pomoci
PCR a Southernovy hybridizace potom potvrdila pfitomnost alespoii jedné z W-specifickych
sekvenci u dvou ze tif kloni. Biotinem znacené sondy, pfipravené z téchto dvou kloni, byly
pouzity k vlastni cytologické charakterizaci pomoci BAC-FISH. Klon 23N 12 hybridizoval na
chromosomu W na nékolika symetricky rozmisténych usecich, kdezto klon 26J11 hybridizoval
kromé chromosomu W také s jednim z autosom.



Vedle klonii s W-specifickymi sekvencemi Martina vyselektovala klony obsahujici Z-
obohacené repetice (39 klonil) a pomoci jiZ existujicich sond také klony obsahujici geny
lokalizované na Z chromosomu (12 klonii). Samotné obdZeni kloni obsahujici sekvence
pohlavnich chromosomi motyli je velmi cennym piinosem Martininy prace a tyto klony jisté v
laboratofi Frantiska Marece v budoucnosti pFispéji ke studiu pohlavnich chromosomii motyli.

Pro studium vz4jemné orientace a parovani pohlavnich chromosomil pomoci BAC-FISH
autorka potiebovala pouZit asymetricky hybridizujici sondy z obou pohlavnich chromosomi.
Vzhledem k téméf symetrickému rozmisténi hybridiza¢nich signalii u Martinou pfipravéného
klonu 23N 12, a nevhodnosti pouZiti klonu 26J11, uchazecka pouzila asymetricky hybridizujici
BAC klon s alternativni W specifickou sekvenci (W27-1). Jak jsem z pfedloZené prace
porozuméla, tento klon byl pokytnut a vysektovan podle sekvence CpW27 Ivou Fukovou. Z prace
je oviem tézko pochopitelné, zda se Martina snaZila naamplifikovat tuto DNA - coZ by vyplyvalo
z textu v kapitole vysledky. Nelogicka se potom ale zda spoluhybridizace W27-1 sondy s klonem
23N 12, ktery obsahuje rozdilné sekvence (CpW2 a CpW5) a ktery podle autor¢innych vysledki
vykazuje nepouzitelnou symetrickou hybridizaci s W. Prosim autorku o vysvétleni - véetné
obrdzku 13!

Pro ozna¢eni chromosomu Z byla uchazecce Petrem Nguyenem poskytnuta sonda z klonu
33L16, ktery vykazuje asymetrické hybridiza¢ni signaly. Podle spole¢né hybridizace vyse
uvedenych WZ markert dola autorka k vyznamnému zji$téni, Ze je pohlavni bivalent vZdy
tvofen chromosomy o stéle orientaci. Navic DNA z klonu obsahujiciho Z-lokus hybridizovala
také v protilehlé oblasti na chromosomu W.

Tyto vysledky vedly autorku k dvéma velmi dileZitym zavériam odpovidajicim cilim
prace

A) existenci homolognich oblasti u heterosomu motylt, kterd nebyla zatim nikdy pozorovana
B) orientovanému pérovéni chromosomit WZ, které nikdy pfedtim nebylo pln€ u motyli
dolozeno. Poznamka: tento zavér neni v rozporu s praci Marece (2001), jak autorka uvadi

v diskusi, alternativni orientace fragmentu Z v trivalentu WZfragmentZ byla v této praci

vysvétlovana pravé aberantnim plivodem fragmentu.

BohuZel musim poznamenat, Ze oba vy3e uvedené zavéry nejsou v praci podlozena poctem
pozorovéni. Tvzeni ze strany 21 " na viech pachytennich bivalentech WZ tohoto druhu jsem
pomoci BAC sond, pouzitych jako cytogenetickych markerii chromosomii W a Z, pozorovala a
prokdzala totoznou vzdjemnou orientaci pohlavnich chromosomii béhem meiotického pdarovani”
se rozhodn& mélo v kapitole vysledky podpofit adajem o poétu pozorovani, napi. u viech 30 jader
ziskanych celkem z 5 samic atd. Prosim autorku o doplnéni béhem obhajoby!

Nicméné vysledky této prace prispivaji k objasnéni nejasného slozeni a chovani
chromosom® W a Z u fadu Lepidoptera.

V&im, Ze piedlozena magisterska prace bude zakladem pro kvalitni ¢lanek ve védeckém
asopise a také, Ze splituje pozadavky kladené na magisterské prace pfedklddané na PfF JU. Praci
proto doporucuji k obhajob& a hodnotim ji mezi stupni vyborné a velmi dobfe. Hlasuji vyborné
v piipadé, Ze Martina (isp&¥n& vysvétli hybridizaci na obrazku ¢. 13 a zdrovei prokaze, ze ziskala
signifikantni pocet pouZitelnych jader (alespoii 9) u FISH s klony W27-1a 33L16.
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