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Diplomova prace Miroslavy Sykorové na téma ,,Izolace a chromosomalni lokalizace gent pro
acetylcholinesterazu u obalece jablecného (Cydia pomonella) je komplexnim dilem, které

predevsim zajimavou hlavni ¢ast. Formalni a gramatické chyby jsem nenaSel Zadné zasadni a to
mozna i proto, Ze text je velmi Ctivy a ¢loveka pohlti d€j natolik, Ze ztrati motivaci zabyvat se
formalitami. V ramci metodického pfistupu autorka musela zvladnout mnoho technik molekuldrni
biologie a to jak zejména klonovani, rizné variace Southernovy hybridizace, kvantitativni PCR,
tak cytogenetické metody, jez jsou zavrSeny FISH experimenty. Obdivuji zejména piekrasné
(u¢ebnicové) hybridizace po $tépeni saméi a samici genomové DNA s genoveé specifickymi
sondami (obrazek 2). Na druhou stranu hybridizace BAC knihoven by byla mozZna 1épe provedena
pouzitim standardnich procedur pomoci radioaktivnich znacicich systémi. Tim snad ani
nemyslim citlivost hybridizace, kterd je dostate¢nd, ale hybridiza¢ni pozadi, které je
pravdépodobné dano pfitomnosti bakterialnich fosfatdz na pouzitych BAC membranach.

K vlastni praci mam né€kolik otazek. Jakou déavate dileZitost jednotlivym metoddm zminénym v
textu, které slouZi k mapovani genovych oblasti, jmenovité genetické mapovani, Southernova
hybridizace (alespori v pfipad€¢ mapovani na pohlavnich chromozomech), FISH? Kdybyste méla
moznost vybrat jen jednu z té€chto metod pro prokéazani vazby na pohlavni chromozomy, ktera by
to byla? Mate predstavu o velikosti translokované oblasti plivodné autozomaélniho lokusu na
pohlavni chromozomy? Jak by $lo eventueln€ provést pfesné zjiSténi mista, ve kterém doslo
k fuzi? V zavéru autorka piSe, Ze vysledky diplomové prace pomohou vysvétlit podstatu
rychlého vyvoje resistence u obalec¢e jableéného. Jak by mél vypadat ptimy dikaz, Ze zjisténa
translokace (a tim zmeéna evolu¢niho kontextu pravdépodobné mnoha gent) je pfi¢inou
rychlého vyvoje resistence u obaleCe jableéné¢ho? V tomto ohledu jaké jsou autorCiny
konkrétni vize v pfipad€, Ze bude déale pokracovat v feSeni daného tématu, poptipadé€, co by
doporucila jako vhodnou badatelskou cestu svym nastupcim? A snad posledni otdzka. Na
hotovych vyzkumnych ,,produktech® jako jsou diplomové prace ¢i ptimo védecké publikace



nejsou Casto vidét Gtrapy jejich vzniku. Kdyby autorka pfedem znala pribéh feSeni, navrhla
by experimenty jinak? Co bylo nejobtiZné&jsi ¢asti realizace diplomové prace?

Celkové pisobi diplomova prace velmi vyzrale a jednozna¢né ji doporucuji k obhajobé
s celkovym hodnocenim vyborné&.

V Bmé dne 20. ledna 2011
RNDr. Roman Hobza, Ph.D.
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Diplomova prace Miroslavy Sykorové ‘Izolace a chromosomalni lokalizace gend pro
acetylcholinesterazu u obalete jable¢ného (Cydia pomonella) je c¢lenéna standardnim
zpiisobem a obsahuje celkem 7 hlavnich kapitol. Uvodni pasiZe se vénuji obecnym
mechanismim vzniku a udrZeni rezistence hmyzu k insekticidm. Vzhledem k tématu
diplomové prace se autorka nejvice vénovala odolnosti k ochrannym prostiedkim na bazi
inhibice acetylcholinesterazy, ktera vede k hromadéni acetylcholinu v synapsich pfislusnych
nervovych vldken a tudiZ k naruSeni cholinergnich pfenost. Zna¢na ¢ast ivodu je zaméifena na
dva hmyzi paralogni geny koédujici acetylcholinesterdzu (Ace-1 a Ace-2). Autorka podrobné
popisuje jejich evoluci, veetné¢ bodovych mutaci majicich za nasledek desentitizaci
k ptislusnym insekticidim a tedy vznik rezistence. Dalsi kapitoly jsou vénovany dédi€nosti
acetylcholinesterdzové rezistence a syntenii Ace-I a Ace-2 paralogi vramci motyld
(Lepidoptera). Uvodni kapitoly jsou psany jasné a srozumitelné bez nadbyte¢nych informaci,
které nemaji pfimy vztah k feSené problematice. Na tomto mist¢ bych vytkl pomérn¢ velké
mnozstvi preklept, které se bohuzel objevuje i v dalsich kapitolach a kazi tak celkovy dojem z

jinak dobfe sepsané diplomové prace.

Cile prace jsou vyteny jasn¢ a srozumitelné. Kapitola Materidl a metody je sepsana
standardné. Zde bych pouze vytkl nepfiméfenou struénost pfi popisovani postupu pii odecitani
vysledkd z membrany (str 13), kdy autorka na tomto mist¢ uvadi pouze odkaz na ptisluSnou

publikaci.

Vysledky jsou sepsany jasn€ a vystizn€. Dvéma nezéavislymi pfistupy (Southernova
hybridizace a kvantitativni PCR) se autorce podafilo potvrdit pracovni hypotézu, ktera
ptedpokladala translokaci genu Ace-1 u C. pomonella z autozému na Z pohlavni chromozém.

Zaroven stejnym piistupem potvrdila autozomalni pozici jeho paralogu (Ace-2). Pro ucely



fluorescenéni in situ hybridizace, ktera jiz nebyla soucasti piedkladané diplomové price,
autorka Gspésné identifikovala BAC klon nesouci Ace-2 gen. Na druhou stranu se nepodatilo
nalézt klon pro variantu Ace-I. Velmi kladn€ hodnotim kapitolu Diskuse, kde autorka
podrobné a vécné rozebira své dosazené vysledky. Na druhou stranu zde uvadi (str. 22), Ze
geny RpS23, RpL74 a RpSS5 byly u obalete jablecného béhem evoluce translokovany na
pohlavni chromozém Z. Jaky ma autorka pro toto tvrzeni dikaz? Z diplomové prace,
respektive z vysledkd P. Nguyena, vyplyva, Ze tuto translokaci podstoupily pouze geny pro
Ace-1 a RpPO.

Jak jsem jiz uvedl, diplomova prace je sepsana jasné a vystizn¢ a piinasi velmi
zajimavé vysledky z pohledu chromozomalni evoluce Motyld. O to vic jsem byl zklaméan
znanym mnozstvim chyb v citacich: str. 3 — Voss a kol, 1964 — v seznamu literatury je Voss
a Matsumura, 1964, str. 3 — Rossenberry, 1975 — v seznamu literatury je Rosenberry, 1975,
str. 4 — Baek a kol., 2005 — v seznamu literatury je Beak a kol, 2005, str. 5 — Brown, 1991 —
chybi v seznamu literatury, str. 5 — Emelianov a kol., 2004 — chybi v seznamu literatury, str. 5.
— Fukova, 2005 — v seznamu literatury je Fukovd a kol., 2005, str. 6 — Heater, 1986 —
v seznamu literatury je Heather, 1986, str. 7 - Radhaktrishna a Devi, 1992 — v seznamu
literatury je Radhakrishna a Delvi, 1992. Je§té hor$i obraz se mi naskytl pfi kontrole kapitoly
7 - Literatura, kdy 32 z celkem 101 citaci ma chybné abecedni pofadi. Autorka si musi do
budoucna uvédomit, Ze tento typ chyb vede k automatickému vyfazeni grantové aplikace ¢i k

odmitnuti védeckého ¢lanku redakei prestizniho impaktovaného ¢asopisu.
Na zavér svého posudku bych rad zduraznil, Ze pfedloZena diplomova prace je velmi
kvalitni a pfinosnd pro $ir§i védeckou komunitu. Na druhou stranu vzhledem k vySe

uvedenym vytkam navrhuji hodnoceni stupném velmi dobte.

V Praze dne 7.1. 2011 Ing., RNDr. Vladimir Krylov, Ph.D.
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