Oponentsky posudek na magisterskou praci Vaclava Kiity:

“Izolace, charakterizace a lokalizace ortologni sekvence genu Notch (Drosophila) u
obalece jable¢ného, Cydia pomonella“.

Magisterska prace Vaclava Kty se zabyva charakterizaci homologu octomil¢iho genu
Notch u obalece jable¢ného (sekvenovani jeho €asti, ureni poctu kopii genli na genom a
lokalizace na konkratni chromozom) v souvislosti s vyuZitim podminéné letality mutantni
formy tohoto genu pro genetickou separaci pohlavi obalefe jable¢ného. MoZnost takovéto
separace by zefektivnila boj s timto $klidcem strategii SIT (,,Sterile Insect Technique®).

Samotna prace je napsana piehledné a ¢tivé, s minimalnim podtem pieklept a
obsahuje vSechny formalni nalezitosti kladené na magisterskou diplomovou praci. Zdafile
napsany Uvod, Diskuze a dlouhy seznam pouZité literatury ukazuje Ze autor Gsp&$n& pronikl
do problematiky. Oddil Metody sv€d¢i o tom, Ze autor rutinn€ zvladl celou fadu metod:
izolaci RNA, gDNA, PCR s degenorovanymi primery, kvantitativni PCR, ligaci, transformaci
PCR produkti do bakterii, pfipravu sekvenacnich reakci, prohledavani BAC knihovny,
hybridiza¢ni techniku BAC-FISH a také praci s programy k navrhovani primerd a analyze
sekvenci. Oddil Vysledky obsahuje velky objem dat, které autor nashromazdil a je dikazem
jeho vysokého pracovniho nasazeni. Konkrétné autor v ramci své magisterské prace usp€sné:

- ziskala dosud neznamou sekvenci 2094bp homologu octomil¢iho genu Notch u
obalece jable¢ného

- zjistil Ze samci maji dvojnasobny pocet pocet kopii tohoto genu na genom
v porovnani se samicemi (pomoci metody ,,real-time*“ PCR)

- lokalizoval tento gen do distalni ¢asti pohlavniho chromozomu Z (pomoci Bac-
FISH)

K predkladané magisterské praci mam nasledujici, pouze drobné formalni
pFipominky a dotazy:

1. pro¢ byl jako referen¢ni gen zvolen pravé EF-la, to Ze je to Casto pouZivany
housekeeping® pro ,,real-time RT PCR* ho v praci autora nijak nezvyhodiiuje

2. jak si autor vysvétluje, Ze nemétfena hodnota R u samct = 0,87 v Obr. 7 se lisi od
hodnoty 1, kdyz oba geny, EF-1a i Notch, maji u samcu pravé dvé kopie na genom

3. pro¢ byl do planovaného piggyBac konstruktu vybran promotor se specifitou
v o¢ich a CNS?

4. pro Gcel selekce pohlavi na zaklad€ letality samic, bylo by vyhodnégjsi kdyby
homolog octomiléiho genu Notch byl u obaleCe jableCného lokalizovan na néktery
z autozOmu?

5. z diskuze vyplyva, Ze jak transformace vaji¢ek konstruktem piggyBac, tak i signalni
draha genu Notch jsou temata velmi komplexni a miize se stat, Ze i po obrovském usili se
experiment nezdafi. Planujete n&jaké predbézné oveétovaci experimenty?

6. jakou autor ofekava ucinnost/ispéSnost vlastni transformace konkrétn€ do
chromosomu W, kolik vaji¢ek planujete zhruba nainjikovat?

Domnivam se, Ze piedloZena prace spliiuje veSkeré pozadavky kladené na
magisterskou praci na Piirodovédecké fakulté Jihoceské univerzity a jednoznacné ji
doporuduji k obhajobé.

V Ceskych Budgjovicich dne 24.1.2011 Jan Stehlik
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Oponentsky posudek diplomové prace Bc. Vaclava Kuty:

izolace, charakterizace a lokalizace ortologni sekvence genu Notch (Drosophila) u obaleée
jableéného, Cydia pomonella.

Diplomova prdace Bc. Vaclava Kty je zaméfena na pripravu podminéné letaini alely genu Notch, coi
je zasadni krok pro konstrukci sexing linie obalece jablecného cisgenozi a tim zefektivnéni biologické
metody regulace tohoto skGdce vyuzivajici sterilni jedince (Sterile Insect Technigque, SIT). Kromé
hlavniho dosaZzeného vysledku ((ispésné pfipravy alely genu Notch kédujici zkrdcenou intracelularni
doménu tohoto proteinu) bych rada vyzdvihla téz podil autora na odhaleni pfestavby genomu u
obalece zahrnujici pohlavni chromosom Z, co? je zajimavy vysledek z hlediska evoluce karyotypu a
evoluce pohlavnich chromosoma.

Prace je po formalni strance ¢lenéna klasicky na tvod, cile prace, materidl a metodiku, vysledky,
diskusi, souhrn a literaturu. V Gvodu autor pfedkldda slusny prehled literatury ve vsech zakladnich
aspektech dané problematiky. Clenéni Gvodu je logické svelmi dobrou navaznosti jednotlivych
kapitol. Metody jsou popsany stru¢né a jasné s pfipadnymi odkazy na podrobnéjsi popis v literatufe.
Pavodni vysledky jsou velmi kvalitni, odpovidajicim zpisobem zdokumentovany a dobfe popsany.
Diskuze je psana Ctivé a doklada autorovo hluboké pochopeni provadénych experimentl a jejich
teoretického pozadi. RovnéZ velmi pékné zasazuje vysledky této prace v SirSim kontextu a nastinuje
dalsi kroky pro pfipravu sexing linie obaleée.

Zpracovani veskerého textu a dokumentace vysledkli je poctivé a velmi peclivé. Prace obsahuje
minimum pfeklepl a drobnych chyb ¢i nejasnosti. Nechci se jimi proto zabyvat, pouze bych snad
zminila jedinou chybu, ktera se v textu opakuje hned nékolikrat:

V metodach a materidlu (poprvé na str. 14) uvadi autor pouZiti ,,10 nm primeru” — pevné véfim, Ze se
nejedna o 10 nanometr(, nicméné& na prvni pohled neni jasné, zda autor mini 10 nanomolarni (nM)
roztok primeru ¢i 10 nanomol {nmol) primeru.

K diplomové praci nemam zédsadnich pfipominek, navic precizné vypracovana diskuze (bohuiel:)
zodpovédéla vétSinu mych otdzek ¢ili se zeptdm pouze na nékolik drobnosti:

1. Béhem pfipravy sondy pro prohledavani BAC knihovny obalece znail autor 4 pg plazmidové DNA
ve 30 pl reakci (Material a metodika, kap. 3.4.1., str. 19). MnoiZstvi pouZitého templatu se mi zda
pfilis vysoké a zajimalo by mé jaky byl vytéZek reakce? Za uvedenych podminek bych oekavala
znacné vysoky podil neznacené sondy v reakci.



2. Prvni fragment genu Notch, ktery se podafilo izolovat obsahuje ankyrinové repetice (Vysledky, str.
23). Tyto repetice se mimo proteinu Notch vyskytuji u celé fady dalSich protein(i. Ovéfoval autor
néjakym zplisobem, zda izolovand sekvence obsahuje ANK Notche a nikoli jiného proteinu? Pokud ne,
jak by se dala identita domény prokazat?

3. Jakou roli m3 substituce Ser->Gly na pozici 2257 v alele N°%1?

4. MizZe mit pouliti specifického promotoru 3xP3, zajistujiciho expresi v ocich a CNS, néjaky vliv na
funkci transgenu? Jaka je aktivita tohoto promotoru v Casnych vyvojovych stadiich?

5. Jak autor zmifuje v diskuzi, pfitomnost endogennich transpozén( podobnych vklddanému mize

zapficinit nestabilitu konstruktu. Byla testovdna pfitomnost transpozénu piggyBac v genomu
obalete? Nebo jsou pfisluiné experimenty planovény v dalsi praci?

Celkové hodnotim prdci Bc. Vaclava Kty jako velmi zdafilou. Povedio se mu ziskat kvalitni pavodni
vysledky, které budou slouZit jako podklad pro dalsi préci laboratofe. Bezpochyby prokdzal schopnost
své vysledky pfikiadné zdokumentovat, prezentovat a také kriticky zhodnotit, pfiéemz velmi dobfe
vyuiZil teoretické poznatky z literatury. Proto doporucuji pfedkladanou praci jednoznaéné k obhajobé
a dovoluiji si ji hadnotit stupném 1 (vyborné).
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