Oponentsky posudek

na bakalarskou praci
Anny Volenikové

Aberantni vyskyt heterochromatinu u zavije¢e mou¢ného, Ephestia kuehniella

(Lepidoptera)

Studie Anny Volenikové je pomérné€ obsahlou bakalatskou praci, zaméfenou na
problematiku B chromozomi u motyli. M4 43 stran, zahrnuje také 18 obrazki a anglicky
abstrakt. Seznam literatury obsahuje 76 prament. Prace ma dobrou formalni uroven,
prakticky se v ni nevyskytuji preklepy a frekvence stylistickych nedostatki je nizka. Jisté by
ale bylo mozZné zvolit vystiZzn&j§i nazev prace, autorka se také zcela neoprostila od
anglikanismt a laboratorniho slangu. Anglikanismy chromozoméini, autozomalni,
ribozomalni a Robertsonovska translokace se zfejmé nepodafi vymytit, pouziva je napiiklad i
kolektiv renomovanych genetikti v ¢eském piekladu monografie Klinické genetika (2004).

Uvodni kapitola je pomé&rné obsahlé, vénovana vzniku a evoluci B chromozomi. Je dobte
zpracovana a doklada autor&inu znalost problematiky. Cést této kapitoly se zabyva vyskytem
B chromozomi u motyld.

K tvodni kapitole médm nésledujici pfipominky:

- str. 1, odst. dole: translokace Robertsonova typu nemusi byt doprovazena vznikem
centrickych fragmenta

- str. 2, 2. odst.: oblasti pfiléhajici centromefte se oznacuji jako pericentromerické (i
pericentrické) nikoliv paracentromerické

- str. 2, 3. odst.: pfi vzniku B chromozomi mezidruhovym k¥iZenim hraje vyznamnou ulohu
také kompetice rodi¢ovskych genomt

Vlastni prace je zaméfena na analyzu B chromozomu u zavije¢e mou¢ného metodami
molekularni cytogenetiky s cilem formulovat hypotézu o jejich ptivodu. Tyto chromozomy
nebyly dosud u zavijee popsany. Dalsim tématem byla analyza vlivu B chromozom na
reprodukci zavijecu.

Metodické ¢ast je opét obsahla, je patrna velka ¢asova naro¢nost prace. Pro kazdou
generaci zavijecl bylo nutno zakladat jednoparové linie, jejichz rodice byli nositeli B

chromozomu. Vyskyt B chromozomui u rodi¢t byl ovéfovan cytologicky v endopolyploidnich




jadrech Malpighiho trubic, v kazdé generaci bylo analyzovano 30 ndhodn& vybranych pard.

DNA B chromozomi byla analyzovana riznymi variantami FISH a sekvenovanim. Kromé

standardnich preparatti z gonad pouzitych pro detekci sekvenci byly pfipravovany také

specialni preparaty endopolyploidnich jader Malpighiho trubic, z nichz byly laserovou

mikrodisekei izolovany B chromozomy. DNA téchto chromozomt byla amplifikovana a

pouZita pro piipravu fady sond (telomerickd, chromozomy B a W, r DNA, celogenomova

sam¢i a samic¢i sonda pro GISH). Pro detekci byla pouZity jak pfimo tak i nepfimo znagené
sondy. Telomerické sekvence byly detegovany také pomoci Southernovy hybridizace. Pro
sekvenovéni byly pfipraveny klony E. coli nesouci sekvence specifické pro B chromozomy.

Pritomnost sekvenci v klonech byla ovéfovana dot-blotem a nasledné pomoci FISH.

K této kapitole mam jen nékolik pfipominek:

- v kapitole 3.10 je uveden odkaz na podkapitoly 3.2.1 a 3.2.2, ty jsem v3ak v textu nenasel.
Podle mého nazoru nelze analyzou endopolyploidnich jader jednoznaéné stanovit pocet B
chromozoml. “

Vysledky GISH naznacuji, Ze B chromozomy vznikly nejspise z jinych chromozomii zavijece.

DNA B chromozomil nehybridizovala s DNA telomer ¢i W chromozomu ani s klastry rRNA

genu. Sekvenace nebyla Uspésna, takZe zatim neni jasné ze kterych chromozom jsou B

chromozomy odvozeny. B chromozomy nesniZovaly signifikantné fitness svych nositelu.

K vysledkiim a doprovodnym obrazovym pf¥ilohdm mam nasledujici pfipominky:

str. 26, 1. odst.: méla by byt uvedena lokalizace heterochromatinového bloku

- str. 26, 2. odst.: pfi dot-blotu byly pouzity vZdy dvé membrany. Byla na né nanaSena DNA
vSech kloni najednou nebo vzdy uréitého klonu? Z textu to neni uplné ziejmé

- str. 26, 5. odst.: z textu neni jasné co ma autorka na mysli poznamkou ... celkem pary 1-5
B...

- vobr. 1-2 by méla byt oznaCena také endopolyploidni jadra

- vpopiscich k obr. 8,9, 11, 12, 17, 18 neni uvedeno pohlavi

- v popiscich k obr. 10 by mély byt vysvétleny zkratky DIG marker a B-body ampl.
uvedené v obrazku

- vpopiscich k obr. 12 — 16 je uvedena v zavorce poznamka biotin resp. Cy-3, znamena to
Ze byla pouzita takto znaena sonda?

- obr. 11: podle mého nazoru se jedna o mitotickou metafézi, nelze tedy hovofit o
mitotickém jadie

Prace je doplnéna zajimavou diskusi a souhrnem. Autorce se sice nepodafilo prokazat

s jistotou ptivod B chromozomtl, za velmi vyznamny objev lze vSak povaZovat absenci




telomerickych sekvenci na B chromozomech. Bylo by jisté zajimavé sledovat, zda se tento jev

vyskytuje u B chromozom ¢asté&ji popf. vystopovat jeho korelaci s dal§imi charakteristikami

B chromozomi popt. genomu. Zkousela autorka detegovat telomerické sekvence i na B

chromozomech embryonalnich mit6z?

K této ¢asti mam dveé ptipominky:

- str. 29, 3. odst.: z absence telomerickych repetic DNA u B chromozom nelze usuzovat na
redukci nebo absenci jejich telomer jako struktur

- v diskusi na str. 31, 2. odst. autorka uvadi, Ze pfi¢inou neuspé&chu sekvenace byl

pravdépodobné smésny vzorek, v souhrnu na str. 32 to prezentuje jiZ jako fakt
ZAVERECNE HODNOCENI

Rozsahla a dobie zpracovana bakalafska prace A. Volenikové dokumentuje jeji
pracovitost a zaujeti pro v&deckou praci. Autorka se dobie orientuje v problematice a osvojila
si fadu metod molekulérni biologie a cytogenetiky. Urovni zpracovani se jeji studie v fadé
charakteristik blizi diplomové préci. Ziskané vysledky jsou velmi zajimavé a piedpokladam
ze budou brzy publikovany v impaktovaném periodiku. P¥ipominky a dotazy jsou vétSinou

formalniho razu a nesniZuji dobrou kvalitu prace.

Bakalatskou praci proto jednozna¢né doporuéuji k obhajobé
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