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Oponentsky posudek diplomové prace Be. Jany Veselé:

Molekularni diferenciace pohlavnich chromosomu pfedivek rodu Yponomeuta

Diplomova prace Bc. Jany Veselé je zaméfend na studium struktury a pivodu pohlavnich
chromosomt pfedivek rodu Yponomeuta. Tato skupina motyli je z cytogenetického hlediska
zajimavd pfitomnosti ndsobného systému pohlavnich chromosomi (WZ,Z,/Z,Z,7,7,).
Predivky by tak mohly slouzit jako model pro studium evoluce a degenerace pohlavnich
chromosomd.

Price je klasicky €lenénéd na uvod, cile prace, material a metody, vysledky, diskuzi, zavér a
literaturu. Je psédna struéné a Ctive. V textu se vyskytuje minimum chyb a pteklepu. V tvodu
autorka shrnuje dosavadni poznatky o evoluci pohlavnich chromosomi a o cytogenetice
studované skupiny motyld. Kapitola materidl a metody doklddd Siroké spektrum
cytogenetickych a molekuldrnich technik, které se béhem studia autorka naudila. Vysledky
jsou svédomité zdokumentovany a pichledné prezentovany. Velmi kladné hodnotim zejména
pec€live zpracovand cytogenetickd data. Diskuze je dobie vedena a veskeré dosazené vysledky
jsou zhodnoceny a porovndny s literdrnimi daji. Vice podrobnosti bych ocekavala pouze
v piipad¢ diskuze vysledkt komparativni genomové hybridizace (CGH) a genomové in situ
hybridizace (GISH). Autorka uvédi, Zze pokud by u predivek doslo k translokaci autosomu na
chromosom W (a nikoli k rozpadu chromosomu Z), existuje moznost, Ze translokovana ¢ast
takto vzniklého neo-pohlavniho chromosomu W jesté neni pfiliS degenerovana a plné
heterochromatinizovand, a tudiz by bylo moZné ji na chromosomalnich prepardtech odhalit.
Nésledné v diskuzi se vSak k této hypotéze jiz nevraci a nekonfrontuje ji se ziskanymi
vysledky. Napf. u pfedivky ovocné je ¢ast chromosomu W jak po GISH tak po CGH vyrazné
znaCend samici sondou (obr. 3c, f na str. 33 a obr. 4c na str. 34). Mohl by tento signal
poukazovat na evolucné starsi Cast tohoto chromosomu? Jaky by autorka vyvodila zavér o
slozeni trivalentu pohlavnich chromosomi na zaklad¢ cytogenetickych dat?

Diéle mém k préci jesté nékolik nédsledujicich pfipominek a dotazi:

1) Nézvy gent, pouzitych k testovani hypotézy o fuzi pohlavniho chromosomu W a
autosomu, jsou v praci uvedené pouze zkratkami. PIné ndzvy by se mély objevit jiz pfi
prvni zmince téchto gend, tj. na str. 12 (kap. 3.7), autorka je vSak zmifuje az v diskuzi
na str. 23.

2) Piiprava sond pro Southernovu hybridizaci zklonovanych sekvenci cDNA je
svédomitd a naprosto precizni, nicméné zvolend metoda znaceni ziejmé neni dplné
optimélni, o emz sved¢i slabé hybridizace se sondou pro gen ATP syntazy (tento tdaj
navic neni viubec uveden ve vysledcich, kam podle mé patii, ale je pouze
okomentovan v diskuzi na str. 24). Déle povazuji za nepfili§ $tastné feSeni ptipravu
sond z genomové DNA obsahujici introny. Doklada to neutéSeny obrazek hybridizace




s takovouto sondou (obr. 5 na str. 35) a tim padem nejednoznaény vysledek. Pokud by
byla délka sondy jedinym argumentem pro zahrnuti intrond, dovolim si na zékladg
uvedenych pfibliznych délek amplifikovanych fragmentd genii povaZzovat tento
argument za neopodstatnény. Usp&§né hybridizace lze dosahnout i s fadové kratsimi
fragmenty sondy nez témi pouzitymi v této praci. Navrhla bych znageni sond pomoci
nick-translace. Tato metoda by vyfeSila i problém pouZiti sond z cDNA, které
pieklenuji pfipadny intron pfitomny v genomové DNA pouzité jako templdt pro
hybridizaci, nebot’ béhem reakce dochazi k naldméni sondy na kratsi fragmenty.

3) Jaké dal¥i metody by se daly pouZit pro testovani pivodu systému pohlavnich
chromosomt WZ,7,?

Celkov€ hodnotim ptedlozenou praci jako pomérné zdafilou a piedpokladam, Ze ziskané
vysledky budou podkladem pro dalsi praci a pfipadnou publikaci. Diplomovou prici proto
doporucuji k obhajob¢ a navrhuji zndmku vyborng.
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Véc: Oponentsky posudek na diplomovou praci

PredloZena diplomova prace Jany Veselé "‘Molekuléarni diferenciace pohlavnich chromosomu
predivek rodu Yponomeuta je standardné ¢lenéna do 7 zakladnich kapitol vcetné seznamu
pouzité literatury. Obrazova pfiloha pak tvoii zavére¢nou kapitolu ¢. 8. Na tomto misté bych

v

rad podotkl, Ze podle mého nazoru vhodnéjsi, je umisténi jednotlivych obrazki piimo v textu.

Kapitola Uvod, ktera v sob& zahrnuje i literarni piehled, je velice stru¢na. Na pouhych
péti strandch nas autorka seznamuje sobecnymi principy evoluce vzniku pohlavnich
chromozomi, vcetné vzniku chromozomti W a Zu motyld. Pfes avizovanou strucnost je
literarni reSerSe srozumitelnd a vystizna. Vyhradu mam k pouzivani nékterych slovnich
spojeni, jako napf. na str. 1 "geneticky draft” (nema autorka na mysli geneticky drift ?), dale
pak na téze stran¢ "amplikonické oblasti” a na str. 2 “palindromicky uspofadané geny’. Na str.
4 autorka uvadi citaci Abe a kol., 2005, ktera chybi v seznamu citované literatury. Na str.5

diplomantka zminuje chromozom B. Bohuzel mi zde chybi jeho stru¢na charakteristika.

Cile diplomové prace jsou jasné¢ a srozumitelné popsané a nemam k nim zadné
vyhrady. Kapitola Materidl a metody je velmi podrobnd. Z textu jasn¢ vyplyva, Ze autorka
byla nucena zvladnout riznorodé a mnohdy i naro¢né techniky. Na tomto misté bych se rad
ujistil, zda diplomantka v ramci izolace nukleovych kyselin provedla inkubaci vzorku
s Proteindzou K pti 37° nebo pii 56°C, coz byva obvyklejsi. V nazvu kapitoly 3.2. bych

zaménil slovo vyroba za ptiprava.

Kapitola Vysledky ptehledné shrnuje ziskana data z cytogenetickych a hybridiza¢nich
experimentll. Diplomantka jasné prokazala, Ze je schopna ziskané udaje utfidit a srozumitelné
analyzovat. Velmi mne zaujal autorCin pfistup potvrzujici pfitomnost pohlavnich trivalenti

v sami€ich burnikach pomoci kombinace GISH a telo-FISH. Jedna se o velice elegantni feseni




s moznosti jednozna¢né kvantifikace parujicich se partnerti. Kladn¢ hodnotim taktéz kapitolu

Diskuze, ke které nemam vétSich vyhrad.

Na zavér svého posudku bych shrnul, ze ptredlozena diplomova prace svou vysokou
kvalitou navazuje na predchazejici studie vzeslé z laboratoie Prof. Marece, které jsem m¢l to
potéSeni oponovat. S radosti konstatuji, ze podle mého nazoru diplomovéa prace spliuje

naroky kladené na tento druh vystupu a hodnotim znamkou vyborné.

V Praze dne 22.5. 2012 Ing., RNDr. Vladimir Krylov, Ph.D.

Otazky oponenta:

1. Pro¢ nebyla autorkou pomoci Southernovy hybridizace testovana také rozdilna davka genu
pro B -karboxylesterazu u studovanych druhti. Vzhledem k tomu, Ze tento gen byl u pfedivek

prokazatelné nalezen na chromozoému Z, slouzil byl tento experiment jako pozitivni kontrola.

2. Piedstavte si, ze k testované fzi chromozému W s autozomem doslo relativné nedavno.
Nebylo by po té mozné ziskat stejné€ intenzivni signal na Southern blotu od samice a samce i
pies vazbu studovanych genti na pohlavnich chromozomech. Jinak feCeno autozomalni ¢ast W
nesouci napi. gen APC by nestacila degradovat a tento gen by se u samic stejné jako u samcu
vyskytoval ve dvou kopiich a tudiz by obé& pohlavi vykazovala stejnou intenzitu prouzku na

Southern blotu.

3. Planuje autorka lokalizace geni APC, CPK a AS do chromozému pomoci BAC-FISH,
metodou skvéle zavedenou v laboratofi Skolitele ? Kombinace BAC-FISH a Telo-FISH na
pachytennich preparatech by podle mého nazoru jasné prokazala pfitomnost téchto gent na

gonozomech ¢i autozémech.




