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Véc: Oponentsky posudek na bakalafskou praci

Bakalafskd prace Hany Svellerové se zabyva zvy$enim Gcinnosti tzv. techniky sterilniho hmyzu
("sterile insect technique - SIT") vyuZivané k regulaci obalece jable¢ného (Cydia pomonella). V Gvodu
autorka stru¢né predstavuje obalece jable¢ného coby vyznamného $kidce jadrového ovoce a princip
metody SIT, ktera spocivd v produkci a vypousténi sterilniho hmyzu obou pohlavi do divoké populace
$kidce. Mimo jiné autorka shrnuje také vysledky cytogenetického studia obalece jable¢ného. Bylo by
viak dobré, kdyby je zasadila do SirSsiho kontextu. Obecné informace o evoluci pohlavnich
chromosomu by jisté osvétlily, v ¢em se pohlavni chromosomy W a Z obalece lisi a co "... Cini
zobalece jablecného skvélého kandiddta pro vytvoreni pohlavné oddélitelnych linii na zakladé
pohlavnich chromozom{". Z tvodu je jasna motivace prace a Ctenafi poskytuje vSechny potiebné
informace. Neodpustim si vak pfipomenout, Ze motyli (Lepidoptera) jsou hmyzim fadem a nikoli
Celedi, jak je uvedeno hned v prvni vété kap. 1.1.

Efektivita SIT by mohla byt vyznamné zvySena eliminaci samic pomoci dominantni podminéné
letdIni alely genu Notch vnesené na chromosom W, coz je také ultimatnim cilem predloZené prace.
Autorka si vytycila tfi dil¢i cile: (i) urcit restriktivni teplotu podminujici letalni Gc¢inek pouzitého
transgenu pomoci GAL4-UAS systému u Drosophily melanogaster, (i) optimalizovat transfekéni
experimenty a (iii) ziskat transgenni linie obalece jable¢ného.

Kapitola Material a metody je pomérné obsahld a detailné predstavuje pouZité postupy.
BohuZel pfi dalSim cteni vySlo najevo, Ze ne vsechny metody jsou v této kapitole zahrnuty.
V metodice chybi vyhodnoceni intenzity transientni exprese s pouZitim programu Adobe Photoshop
CS5 (viz kap. 4.1) a genetické mapovani konstruktu u octomilek (viz kap. 4.2).

K této kapitole mam jesté nékolik pfipominek a otazek. Na str. 10 v poslednim odstavci patrné
chybi odkaz na Obr. 5B. V Tabulkdch 1 a 2 by mély byt uvedeny citace praci, z nichZ byly pfevzaty
koncentrace DNA poufZité k injikaci (Ze autorka vychazela z praci Shamila & Mathavan (1997), Handler
et al. (1998) a Fergusson et al. (2011), se dozvidame az v diskusi (kap. 5.1)). Zaujal mé pouzity
protokol pro fluorescencni in situ hybridizaci (FISH) (kap. 3.9). Sonda byla znacena biotinem a signal
byl amplifikovan pomoci Cy3-streptavidinu a biotinilovaného antistreptavidinu. Jaka je celkova délka
pouzité sondy? A je opravdu nezbytné pfi hybridizaci na polytenni chromosomy D. melanogaster
provadét amplifikaci signalu? Byl pouzity protokol pro FISH vyvinut de novo nebo prevzat?

Vysledky jsou vzhledem k nejednotnému oznadeni pouZitych konstruktd a linii octomilek
znacné neprehledné. V metodice je uvedena linie yw; ACT-GAL4:PR/TM3,Tb. Ve vysledcich se
objevuje dalsi linie yw; Act-GAL4/TM6,Tb, ktera v metodice chybi. Déle se v textu objevuje linie yw;
GAL4:PR/TM6, Thb. Jak potom interpretovat nasledujici text z kap. 4.3: "Po kfiZeni yw; Act-
GAL4/TM6,Tb s liniemi 12, 15 a 16 se po podani jakychkoliv koncentraci mifepristonu, a to i téch
nulovych, objevuji pouze jedinci Tb, tedy veskeré potomstvo nesouci RATom v kombinaci s GAL4:PR
je letdlni. To mGzZe byt zpGsobeno tim, Ze GAL4 ma bazélni expresi i bez podani hormonu, ktera u
téchto linii staci na aktivaci UAS, a tim dochazi ke stélé letalité jedincl s konstruktem RATom." Byla v




kfizeni skutecné poutzita linie bez progesteronového receptoru yw; Act-GAL4/TM6,Tb? Vysvétlovalo
by to letalitu GAL4/RATom-UAS genotypu i pfi nulové koncentraci mifepristonu.

V kap. 4.1 také autorka uvadi, Ze injikaCni experimenty probihaly s konstrukty Tom i RATom.
Autorka v3ak prezentuje pouze souhrnné vysledky pro oba konstrukty. Jaky konstrukt byl injikovan
do Uspésné transformovaného vajicka? Podafilo se zaloZit transgenni linii?

V pripadé Obr. 9 a 10 by pro demonstraci injikace vajicek a Zivotaschopnosti larev stacily pouze
dva obrézky. Jednotlivé panely v obrazovych platech Obr. 9-11 by mély byt fadné oznaceny pismeny.
V textu je s odkazem na Obr. 12 uvedeno, Ze byla vajicka injikovdna rGznymi koncentracemi
konstruktu, coZ mélo vliv na intenzitu transientni exprese. Neni jasné, zda je to také pfipad vajicek
na Obr. 12 C-F. V textu postradam odkaz na Obr. 13.

Kap. 4.2 predstavuje ziskané transgenni linie octomilek a pozice transgeni zjisténé krizenim
a fyzickym mapovanim metodou FISH. Uvedené pozice v3ak nejsou ni¢im doloZené. Vysledky
genetického ani fyzického mapovani nejsou ukazany.

Diskuse sestdva ze dvou Casti. V prvni se autorka zabyvad nizkou Uspésnosti provedenych
injikaci do vajicek obalece jablecného a metodickymi problémy, které musela fesit. Autorka se
s pomoci dostupné literatury zabyvajici se transgenezi u motyld snazi najit mozné pficiny netspéchu,
mezi které vedle sloZeni injikacni smési mohou patfit neosetieni vajicek desinfekci nebo misto a
neosetreni vpichu. Zajimalo by mé, zda je vysokd mortalita zplsobepa samotnym procesem injikace
¢i pritomnosti konstruktu. Byla pfi injikacich pouZita néjakd negativni kontrola, napf. roztok bez
konstruktu?

V dalsi casti diskuse se autorka vénuje pokusim se systémem GeneSwitch GAL4-UAS
kontrolovanym hormonem mifepristonem. Pouzity systém se choval ponékud nestandardné. U linii
12, 15 a 16 byl genotyp Act-GAL4:PR/RATom-UAS letadlni i v nepfitomnosti mifepristonu.
V kontrolnich kfizenich linii yw; ACT-GAL4:PR/TM3,Tb s yw; Sb/TM6 nebo yw; 11-5 navic zpGsobovala
letalitu i samotna pfitomnost GAL4 s mifepristonem. V liniich 1, 3 a 14 vliv teploty na letalitu
genotypu Act-GAL4:PR/RATom-UAS nebyl prokazan. Autorka selhani tohoto systému vysvétluje tfemi
zpUsoby: (i) vazbou GAL4:PR k sekvenci UAS i v nepfitomnosti mifepristonu (coZ zcela popird princip
pouzité metody), (ii) pozi¢nim a (iii) pleiotropnim efektem. Byly experimenty opakovany? Mohou
nékteré transgenni linie UAS-RATom nést i dalsi transgen kontrolovany UAS napf. v disledku chyby
pfi krizeni?

Z prezentovanych vysledk je patrné, Ze autorka prdaci vénovala spoustu ¢asu a Usili a osvojila si
zékladni molekuldrni metody i praci s modelovym druhem D. melanogaster. V mezich moZnosti se ji
podafilo splnit vytyené cile a pfedlozend bakaldrska prdce, pfes vSechny mé pripominky, splfiuje
naroky kladené na tento typ kvalifika¢ni prace a proto ji doporucuji k obhajobé.
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