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Tématem predlozené diplomové prace je syntenie genu lokalizovanych na chromosomu 7
u obalece jable¢ného jako zastupce motylu (Lepidoptera) ve srovnani s jinymi zastupei stejn¢ho
fadu. Ke studii bylo vybrano Sest kandidatnich genu z chromosomu Z. S pomoci PCR byly z
genomové DNA nebo ¢cDNA obalece jablecného ziskany sekvence téchto genu. které byly po
zaklonovani pouzity pro produkei hybridizacnich sond. Tyto sondy byly vyuzity k prohledavani
BAC knihovny obalece jablecného a k selekci klont nesoucich kandidatni geny. Na experimentech
spojenych s prohledavanim BAC knihovny. které probihaly v rameci jiné diplomové prace se autor
neucastnil a tak nejsou soucasti predlozené prace. Prohledani BAC knihovny poskytlo celkem
dvanact klonu pro geny laktat dehydrogenaza, ketin, triosa fosfat isomerasa. Nicméné autor pomoci
PCR identifikoval fadu z nich jako falesné pozitivni, a tak pro kazdy gen bylo ziskano jen po
jednom specifickém klonu. Takto identifikované klony byly pouzity pro konstrukci hybridiza¢nich
sond, které byly nasledné vyuzity pii BAC-FISH. K testovani byl rovnéz zahrnut gen period. jehoz
klon byl ziskan jiz v minulosti. Experiment ukazal lokalizaci vsech testovanych gent na
chromosomu Z a to v poradi Ket-Tpi-Per-Ldh. Lokalizace genu 6-pdg a apt na chromosomu 7 byla
potvrzena pomoci Southernovy hybridizace. Po srovnani téchto vysledku s publikovanymi daty z
bource moruSoveho byla konstatovana zachovana syntenie mezi chromosomy 7 mezi obéma druhy.
a to spole¢né take se zachovanym poradim testovanych genu.

Co se tyce literarniho zpracovani. slohov¢ je diplomova prace psana velmi dobrym,
vyzralym stylem.

V uvodu. ktery je ¢lenén na n¢kolik podkapitol, se autor zabyva vznikem. diferenciaci a
evoluci pohlavnich chromosomu s detailnim prihlédnutim Kk fadu motylu. Text je diky zajimavym
informacim, které autor zminuje velmi ¢tivy. nicméné spatiuji zde jeden nedostatek. Na nékteryceh
mistech v textu chybi kvalitngjsi vysvétleni nékterych aspekti. Autor se ne zcela dostate¢né
piizpusobil ¢tenaium, ktefi nejsou natolik obeznameni s danou problematikou a nékteré pasaze tak
mohou pusobit matoucim ¢i zcela neinformativnim dojmem. Tyka se to predevsim kapitoly
vysvétlujici evoluci pohlavnich chromosomu motylt, kde autor uvadi piiklady motyla z raznych
taxonu, aniz by predem alespon ve zkratce zakladni taxonomii motylu priblizil. Tento konkrétni
problém se tim padem dotyka i diskuze, kde se srovnava syntenie genti mezi ruznymi motylimi
druhy.

V avodu autor cituje prace Jiggins et al. (2005) a Beldade et al. (2007), ktefi porovnavali
syntenii mezi bourcem morusovym jako zastupcem Bombycidae a dvéma druhy z ¢eledi
Nymphalidae. Na zakladé zachovalé syntenie mezi testovanymi druhy vyplyva. Ze bource lze
vyuzivat jako referen¢ni druh pro studium syntenie u motyli. Nicméné bylo by tieba také dodat. ze
Bombycidae a Nymphalidae jsou pouze vzdalené pribuzné ¢eledi. To naznacuje. ze syntenie se
nevyskytuje jen mezi blizce piibuznymi taxony motylu. a proto je vyuziti bource jako referenéniho
druhu napfi¢ fadem motylu opravnéné.

Na tomto mist¢ bych se rada autora dotazala, zda byla nékdy srovnavana mira syntenie
mezi bourcem a jinymi modelovymi druhy ¢i nékterym ze zastupcu chrostiku.

Vlastni cile prace jsou formulovany do tiech bodu:"(i) izolace genu obalece jable¢ného
ortolognich k Z-vazanym genum bource morusového, (i1) priprava hybridizac¢nich sond. které
budou pouzity k prohledani BAC knihovny obalece jable¢ného. (iii) ovéreni syntenie ziskanych
genu obalece jablecného metodou BAC-FISH™. Cile prace mohly byt definovany o néco Iépe.
protoze z popisu neni zcela jasna navaznost mezi témito jednotlivymi kroky a muze to pusobit
matoucim dojmem. Bod jedna. tak jak je definovan. je ponékud zavadgjici. protoze pomoci PCR
zde byly amplifikovany pouze useky kandidatnich genu. které byly zaklonovany a pouzity jako
sondy a tedy izolace gent jako takova provadéna nebyla. Bod dva je rovnéz zavadejici. protoze
prohledavani BAC knihovny nebylo souéasti t¢to prace. jak autor ostatn¢ sam uvadi ve vysledcich.



Studium syntenie bylo konecnym cilem prace. Nicméne v textu nenajdeme vysvétleni
pojmu syntenie. A¢ lze polemizovat do jaké miry je pojem ..syntenie™ obecnym pojmem a je ¢i neni
ho tieba vysvétlovat. s piihlédnutim K tomu. Ze se jedna o diplomovou praci. by tento pojem mél
byt vysvétlen.

K sekci Material a metody mam pouze dvé pripominky. Autor uvadi. ze kandidatni geny
pro mapovani syntenie chromosomu Z obalece jable¢ného byly vybrany na zdkladé prace Provaznik
(2008). Mohl by autor Iépe priblizit kritéria pro vybeér téchto genu?

Za druhé, v popisu BAC FISH autor pouziva termin ..stripovaci roztok™. Pokud chapu
spravng, jedna se o laboratorni hantyrku a v tomto pfipadé by bylo vhodné termin nahradit
adekvatnim ¢eskym vyrazem - ku prikladu ..vymyvaci roztok™.

V sekci Vysledky snimky z BAC FISH jsou velmi zdaiilé a autor jimi zcela jasné
prezentuje lokalizaci testovanych gent na chromosomu Z. Nieméné k vysledku ze Southernovy
hybridizace mam zasadni vytku. Pri kvantifikaci signalu nebyla pouzita vnitini Kontrola. ktera by
jednoznacné dokazovala, ze rozdily v intenzité signdlu nebyly zpusobeny rozdilem v mnozstvi
nanesené DNA, ale jak autor vyvozuje. lokalizaci testovanych genu na chromosomech 7. Timto na
rozdil od BAC FISH vysledky ze Southernovy hybridizace nelze chapat jako nezpochybnitelné. Pro
pripadné opublikovani vysledku bych autorovi doporucila experiment zopakovat. s tim. Ze 7z
membrany odmyje sondu specifickou pro testované geny a membranu opétovne hybridizuje se
sondou ke genu na autosomu. Pripadné, a to jako velmi elegantni a jednoduché reseni. bych
autorovi doporucila Southernovu hybridizaci nahradit kvantitativni Real-time PCR.

Protoze v textu prace neni uvedeno. jestli ziskané sekvence byly srovnavany k ortolognim
sekvencim u B. mori. rada bych se zeptala. pokud byly srovnavany. tak do jaké miry jsou sekvence
mezi ortology zachovany.

V tabulce 3 mi nebylo zcela jasné pro¢ u genu 6-pdyg jsou uvedeny primery oznacené jako
Tpi. Ale pravdépodobné se jedna jen o chybu v textu.

V Diskuzi autor srovnava miru synteniec mezi obale¢em jable¢nym a jinymi zastupci
motylu, coz doklada hezkymi obrazky 4 a 5. kter¢ velmi pridavaji na piehlednosti. Pro lepsi
srovnani a interpretaci vysledku by diskuzi také prospél kladogram s fylogenetickymi vztahy
zminovanych zastupcu. Diskuzi pokladam za velmi zdarilou a prinosnou diky zajimavym
informacim, které pfinasi.

Celkové mohu konstatovat, ze diplomova prace Petra Nguyena, i pfes mé vytky. vysoce
spliiuje pozadavky kladené na diplomovou praci tohoto typu. Praci hodnotim jako velmi kvalitni a
prinosnou.

Magmita L. /"r{"%

Radmila Capkova Frydrychofa

V Ceskych Budejovicich. 18.5.2009
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Véc: Oponentsky posudek na diplomovou praci

Diplomova prace Petra Nguyena "Studium syntenie chromosomu Z obalece jable¢ného (Cydia
pomonella) (L.) metodou BAC-FISH" je klasicky ¢lenéna a obsahuje celkem 7 kapitol. Po
struéném uvodu nasleduje vyCerpavajici literarni piehled, ktery mapuje puvod a evoluci
gonozomu, cytogenetiku motyla a jejich karyotypizaci v¢etné dostupnych udaja tykajicich se
jejich pohlavnich chromozémi. Na tomto misté bych rad podotknul, Ze text je psany perfektni
¢eStinou s naprostym minimem pfeklepi. Po odborné strance je vysoce piinosny a hlavni
prednosti je jeho kompaktnost. Na pouhych 10 stranach je uvedeno vse, co by ¢étenaf mél o
problematice védét a mohl tim padem pochopit podstatu provedenych experimenti a disledky
interpretace ziskanych dat. Literarni piehled neobsahuje zbyte¢né kapitoly, které jsou bohuzel

nes$varem mnohych diplomovych praci s cilem "nafouknout objem’.

Cile prace jsou jasné formulovany. V kapitole material a metody mam dvé vyhrady. Na
stran€ 19 je uvedeno, Ze DNA fragmenty byly separovany rychlosti 5V/em. Myslim, Ze
vhodnéjsi je pouzit termin: pod napétim 5V/cm. Daéle autor pii popisu kli¢ové techniky -
BAC FISH odkazuje na literaturu. Vzhledem k tomu, Ze diplomovéa prace je na této metodice

postavena, zaslouZila by si podrobné&j$iho rozepsani.

Kapitola Vysledky jasné a srozumitelné shrnuje data z lokaliza¢nich experimentl a
Southern blotii. Obrazkova dokumentace je zpracovana na velmi vysoké urovni. Na tomto
misté¢ bych se rad zeptal, zda ziskané vysledky vyusti v samostatnou publikaci ¢i budou
soucasti vétsiho celku. Pokud ano, bylo by vhodné tuto skutenost zminit. Diskuze je sepsana
vécné a ziskana data jsou zasazena do Sirokého kontextu jak ptibuznych druhut, tak vyssich
obratlovell. Autor zde jasné prokazal, Ze je schopen pracovat s odbornou literaturou a Ze

vysledky experimentli dokaze kriticky interpretovat.



Na zavér bych chtél podotknout, Ze jsem si praci piecetl s chuti a viele ji doporucuji
piijmout jako praci diplomovou. Pokud je oponentovi dovoleno provést znamkové hodnocenti,

jednozna¢né se klonim ke stupni vyborné.

V Praze dne 22.5. 2009 Ing., RNDr. Vladimir Krylov, Ph.D.

o

Otazka oponenta:

Jsou u motylt (napf. Bourec morusovy) znamy sex determinujici geny? Pokud ano, lezi na W

chromozomu nebo na autozomech ?



