Oponentsky posudek magisterské prace Be. Pavliny Véchtové ,Isolation and characterization of
highly repetitive fraction of codling moth, Cydia pomonella*

Magisterska prace Bc. Pavliny Véchtové byla zaméfena na studium repetitivni slozky genomu obalece
jable¢ného (Cydia pomonella). Hlavnimi cili bylo otestovat riizné postupy izolace repetitivni DNA,
urdit typ a distribuci nalezenych repetic na chromozomech a nakonec otestovat jejich vyskyt v
genomech p¥ibuznych druhii. Velmi ocefiuji, Ze prace je napsana v anglickém jazyce.

Je zjevné, 7e studentka musela zvladnout fadu molekularnich a cytogenetickych technik.
Studentce se podafilo identifikovat sekvenci satelitni DNA, kterd byla nazvana CPSAT-1. Tato
sekvence byla detekovana i v genomech nékterych piibuznych druhd. Kromé toho studentka urcila
distribuci 17 rtiznych mikrosateliti na chromozémech zavijece jable¢ného.

Podle mého nazoru nelze na zéakladé ziskanych dat ¢init Zadné obecnéjsi zavéry pokud jde o
slozeni repetitivni slozky genomu zavijeCe. Podobné neni mozné odvodit Zadnou jasnou souvislost
mezi distribuci repetitivnich sekvenci a holocentrickym typem chromozomi. Presto se domnivam, ze
tato magisterska prace kvantitativng i kvalitativné splituje kriteria kladend na tento typ prace a proto ji
mohu hodnotit jako vybornou. To ovSem neznamena, ze souhlasim se vSemi tvrzenimi a zavéry
uvedenymi v piedlozené praci.

K praci mam tyto poznamky &i kritické pfipominky (pfi obhajobé pozaduji odpovédi ¢i reakce pouze k
bodim oznacenym tu¢né):

1. Velmi jsem se t&$il, Ze se v ivodu dozvim mnoho zajimavych informaci ohledn¢ porovnani
slozeni a organizace repetitivni DNA mezi druhy s monocentrickymi a holocentrickymi
chromozomy. Byl jsem proto zklaman, Ze tomuto aspektu byl v Gvodu vénovan pomérné maly
prostor. Naopak fada informaci, jako napf. v sekcich 1.4 a 1.5, s tématem prace pfimo
nesouvisi.

2. Strana.3, posledni odstavec: Ne viechny satelity jsou bohaté na AT. Takovych je asi vétSina, ale

existuji i satelity primérnym slozenim bazi nebo i satelity bohaté na GC.

Strana 4, odstavec 4: Véty na zacatku a konci tohoto odstavce si logicky odporuji. Nelze piece

tvrdit, ze satelitni DNA ma funkéni vyznam, protoZe je transkripéné aktivni a poté konstatovat,

7e funkce transkriptdi je spekulativni. V této souvislosti musim podotknout, Ze transkrip&ni
aktivita vétSiny dosud prostudovanych repetic je velmi nizka.

4. Strana 4, posledni odstavec: Postradam citaci pro tvrzeni, Ze minisatelity jsou lokalizované
pfednostné v subtelomerickych oblastech.

5. Strana 17, posledni odstavec: Tabulka, ktera ma nasledovat je az na strané 26. Na stran¢ 17 neni
uvedeno, ze odkaz plati pro tabulku 1.

6. Strana 23, prvni odstavec: Hybridizaéni a odmyvaci podminky byly stejné pro vSechny
mikrosatelitové sondy. Pfitom sekvence stejné délky ale rtizného slozeni bazi maji riiznou
teplotu tani, ¢emuZ by mély odpovidat riizné podminky hybridizace/odmyvani. Jinak je velké
riziko, Ze urditd sekvence bude hybridizovat i s jinymi sekvencemi nebo naopak nebude
hybridizovat viibec. Navic, nékteré vysledky in situ hybridizace nevypadaji pfili3 pfesvédCive.
Zejména u mikrosatelitu CAC je téméf nemozné rozlisit co je signél a co pozadi.

7. Strana 8, mnozstvi DNA ma byt v pg.

8. Strana 27, Fig 5: Na Southern blotu jsou vidét pouze 4 fragmenty tvofici tzv. ,,zebiik™ typicky
pro satelitni DNA. Tento vysledek ma ale dvé mozna vysvétleni. Prvni je, Ze restrikéni misto je
velmi konzervované a proto se satelit $t€pi na fragmenty obsahujici 1 — 4 monomery. Druh¢
vysvétleni ale je, Ze jednotlivé lokusy této repetice jsou tvofeny pouze nékolika malo
monomery a pak nelze hovofit o satelitni DNA ale spiSe o minisatelitu pfipadné repetici na
pomezi téchto dvou kategorii tandemové uspofadané DNA. Ze mozna nejde o typicky satelitni
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DNA lze usuzovat i na zaklad¢ pomérné rozptyleného signadlu na chromozomech detekované¢ho
metodou FISH. Byly provedeny né&jaké experimenty, které by umoznily rozliSit zda se jedné o
satelit ¢i minisatelit? Pokud ne, jaky typ experimentu by bylo moZzné k tomuto ucelu pouZzit?
Strana 27 véetné Fig.7: Dot-blot hybridizace prokazala ptitomnost CPSAT-1 sekvence mimo
jiné také u bource morusového (Bombyx mori), jehoZ genom, jak studentka sama na jiném misté
uvadi, byl osekvenovan. Proto mne velmi piekvapuje, Ze nebyla u tohoto druhu provedena
7adna analyza této sekvence. V piipadé, Ze zadna sekvence podobnd CPSAT-1 v genomu bource
neni, jaké nasledky by takova skute¢nost méla pro interpretaci vysledki dot-blot hybridizace?
Strana 28, odstavec 4: Centromera je u drtivé vétSiny druhi determinovéana epigeneticky,
pficemz primarni sekvence centromerickych repetic hraji zfejmé az sekundarni, pokud viibec
né&jakou, roli. Existence sekvenéniho motivu zaruCujiciho interakci s kinetochorem je proto
velmi nepravdépodobna. Z vysledk této prace rovnéz nelze vyvozovat, Ze sekvence CPSAT-1 s
kinetochorem neinteraguje.

Strana 38, posledni odstavec: Porovnavat Cetnosti riznych mikrosateliti podle intenzity signali
po in situ hybridizaci neni pFili§ spolehlivy zpisob. A to tim spiSe ne vezmeme-li v tvahu
ptipominku €. 6.

Dopliiujici otazka: Techniky pouzité v této praci k nalezeni repetitivnich sekvenci zaCinaji byt
pomalu ale jisté zastaralé. Kdybyste zacinala tento projekt dnes a méla k dispozici par set tisic
K¢, jaky postup byste zvolila?
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V Ceskych Budgjovicich 19.5.2011 > /%:/

Pavel Neumann
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Hodnoceni:

Be. Pavlina Véchtova si ve své diplomové praci dala za cil izolovat a charakterizovat vysoce
repetitivni sekvence z genomu obalece jable¢ného, Cydia pomonella. Tento organizmus je
zajimavy holokinetickymi chromozomy, které neobsahuji primarni centromerické konstrikce
typické pro velké mnozstvi Zivo¢idnych i rostlinnych druhl. Neobvykla struktura kinetochoru
rozlozeného po vétsine délky holocentrickych chromozomii ma zajimavé disledky pro
dynamiku genomu na trovni karyotypu, struktury chromozomd a distribuce repetitivnich
sekvenci. Studium repetici u druhu obsahujiciho holocentrické chromozomy miiZe pfinést
zajimavé vysledky, které se nemusi shodovat s poznatky ziskanymi studiem organismu

s monocentrickymi chromozomy.

Diplomova prace obsahuje velmi pfehledny uvod rozdéleny na kapitoly, které se postupné
vénuji riznym typim repetitivnich sekvenci a jejich roli v genomech hostitelskych
organismti. V zavéru Gvodu je pak pfipomenut aktualni stav vyzkumu modelového organizmu
obalece jable¢ného, ktery je teprve v zagatcich. Metodika prace je velmi srozumitelné
popsana stejné jako dosaZené vysledky. Béhem zpracovavani diplomové prace bylo vyuZito
pomérné Siroké spektrum molekularné biologickych a cytogenetickych metod, prace tedy byla
znaén¢ ¢asoveé narocna.

Autorce se z genomu obalece jablecného podafilo izolovat a charakterizovat jednu novou
satelitni sekvenci, kterou nazvala CPSAT-1. Zjistila také, Ze je tento satelit pfitomen u
nékolika ptibuznych druht, byt’ je u nich sekvenéné divergovany. Southern blot hybridizace
napovidaji, ze genom obalece obsahuje vétsi mnozstvi riznych repetici a je tedy
politovanihodné, Ze se jich autorce nepodafilo izolovat a charakterizovat vice. Pfedpokladam,
Ze je to zpiisobeno nezdary pfi klonovani, coZ je Casty problém pfi praci s tandemovymi
repeticemi. V dal$i ¢ésti se autorka zabyvala distribuci mikrosatelitti na chromozomech
obalece jable¢ného. Mikrosatelity se v nékterych genomech s monocentrickymi chromozomy
velmi vyrazné kumuluji v oblastech, v nichZ doslo v neddvné minulosti k zastavé
rekombinace. Zde pak mohou fungovat jako vhodnéa mista pro inzerce mobilnich elementt a
podporovat tak degeneraci chromozomu. Distribuce mikrosateliti na holokinetickych
chromozomech obalece je oproti tomu velmi homogenni, coZ autorka velmi obséhle diskutuje
v zavéru své prace.

Diplomova prace je napsana v anglickém jazyce dobré urovné. Prace obsahuje jen malé
mnozstvi drobnych formalnich nedostatki, naptiklad chybu ve jméné a opomenuti kurzivy u
latinského ndzvu bakterie Carsonella ruddii na prvni stran& uvodu nebo chybéjici ¢arka mezi
jménem a rokem vydani citace (Thomas, 1971) na téZe strang. Z odborného hlediska je
nemilou chybou $patné uvedené piistupové ¢islo klonu CP5.173 z databaze NCBI
(DO394030.1 misto DQ394030.1) na strané 27. Zadna z t&chto a podobnych drobnych chyb



nema vliv na celkové dobré vyznéni prace. Celkové je prace velice pfehledna a pecliveé
zpracovana a hodnotim ji v tomto sméru velmi kladné.

Otazky:

1) Vzhledem k tomu, Ze jsem se v praci nedocetl, jaka je pfesna délka monomeru satelitu
CPSAT-1 a z pfilozeného Southern blotu neni zcela zfejma, zajimala by mé odpovéd’ alespon
nyni.

2) Autor¢iny vysledky ze Southern blot hybridizaci a FISH se sondou CPSAT-1 naznacuji, Ze
genom obalece jable¢ného je velmi chudy na dlouhé bloky tandemovych repetic, coz autorka
odlvodiuje holokinetickym charakterem chromozomu u tohoto druhu. Zajimalo by mé, jestli
totéz plati i u piibuznych druhti lepidopter s holokinetickymi chromozomy, nebo jestli je to
dokonce spole¢ny znak v§ech druht s holokinetickymi chromozomy.

3) Autorka zmifiuje, Ze mikrosatelity mohou byt v genomu Sifeny pomoci retrotranspozond.
Nejsou znamy i ptipady, kdy by byly stejnym zptisobem §ifeny také tandemové repetice

s del§imi monomery?

Zavér:
PtedloZenou diplomovou praci povazuji za velmi zdafilou a doporucuji ji k obhajobé.

V  Bmé dne 18.5.2011 Zdencék Kubat
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