Oponentsky posudek

na magisterskou diplomovou praci studentky Pfirodovédecké fakulty Jihoeské univerzity
v Ceskych Budgjovicich

Barbory Blazkové

na téma:

Charakterizace molekulirniho sloZzeni genomu obaleée jable¢ného, Cydia pomonella,

s vyuzitim reasociac¢ni kinetiky.

Téma magisterské diplomové prace, zabyvajici se charakterizaci genomu obalece
jable¢ného pomoci metod reasocia¢ni kinetiky, charakterizaci podilu repetitivni DNA, izolaci
repetitivnich a unikatnich frakci DNA a moZnostmi vyuziti t&chto frakei jako sond pro FISH
je aktualni a napliiuje pozadavky, kladené na vypracovani diplomové prace a jeji ulohu

v rozvoji védeckého poznani vysokoskolskych studentl biologického sméru.

Svym ¢lenénim price napliiuje formalni pozadavky, kladené na vypracovani
diplomové prace. V redersi je studovana problematika stru¢né a vystizn& popsana, stejné jako
modelovy druh. Oceiuji strunou a jasnou formulaci cild prace. Pouzité metodické postupy
jsou dobie a detailné¢ popsany a je z nich ziejmé, Ze autorka dobfe zvladla naro¢né postupy
extrakce a fragmentace DNA, ur€eni teploty tani, resp. denaturace DNA, reasociace DNA pro
chromatografii, separace jedno- a dvouvlaknové frakce DNA, piecisténi frakci DNA dialyzou
a méfeni koncetrace, stejn¢ jako pfipravu chromozomovych preparatd, sond a samotnou
FISH. Vysledky a diskuse jsou peclivé zpracovany. Literatura je korektné citovana. Prace je
psana kultivovanym jazykem, pouze ojedinéle autorce do textu unikly slangové vyrazy (napf.

»foceni®). Obcas se vyskytujici drobné pieklepy nesnizuji kvalitu pfedlozené prace.

Ve své magisterské diplomové praci autorka ziskala hodnoty potiebné pro izolaci
vysoce repetitivni a unikatni frakce DNA, ziskala tyto frakce DNA a po piecidténi je
naznacila fluorochromem a pouzila pro hybridizaéni experimenty. Nazna¢ené frakce pouzila
v hybridizaci jako kompetitory, aby byla sniZena nespecificka hybridizace sondy ve srovnani
se standardné€ pouzivanym kompetitorem sonikované gDNA opaéného pohlavi viici jedinci z
chromozomového preparatu. Hybridizace ukazala rovnomérné rozmisténi unikatnich sekvenci
po celém genomu vcetné sex chromozému W. Vysoce repetitivni sekvence byly rozmistény

rovnomeérné v celém genomu a zvyraznily ¢ast W chromozému. Po metodologické strance




prace pfinasi cenné nové poznatky o ziskani optimalniho kompetitora pro hybridizani
experimenty a pokud se tak jesté nestalo, podle mého nazoru po uréitych tpravach zasluhuje

publikovat.

K praci nemam zadné zasadni vyhrady ani pfipominky. Magistersk4 diplomova préace
studentky Barbory Blazkové, stejné jako ostatni diplomové prace z Ptirodovédecké fakulty JU
jez se mi dostaly do rukou, svou urovni pfevy3ovala vétSinu diplomovych praci, které jsem

dosud oponoval.

Praci hodnotim yyborné a doporucuji ji k obhajobé.

Ve Vodianech, 16.1. 2013 doc.Ing. Martin Flajans, Dr.rer.agr.
Laboratoi molekularni, bunééné a kvanfitativni genetiky
' FROV JU




Oponentsky posudek diplomové priace Barbory Blazkové ,,Charakterizace
molekuliarniho sloZeni genomu obalee jable¢ného, Cydia pomonella, s vyuZitim
reasociacni Kinetiky*

Cilem diplomové prace Barbory Blazkové bylo charakterizovat genom obalece
jable¢ného pomoci reasociaéni analyzy a na jejim zakladé poté izolovat repetitivni a
unikatni frakci genomické DNA a porovnat distribuci téchto dvou typi DNA na
chromozémech. Podstatnym dil¢im cilem bylo také otestovat vyuzitelnost repetitivni
DNA jako specifického kompetitora pro FISH. Je zjevné, Ze studentka musela zvladnout
hned nékolik molekularné cytogenetickych metod. Provedené experimenty odpovidaji
zadanym cilim a podle mého nazoru jsou dostateéné dobfe popsané. Narazil jsem na
nékolik preklept a chyb v citacich, nicméné, nepovazuji za nutné uvadét jejich kompletni
seznam. K jednotlivym &astem této prace mam ale nékolik rtizné zévaznych vyhrad ¢i
komentara.

K tGvodu prace mam jen jednu vétsi vyhradu a to k rozdéleni tandemovych repetic na
mikrosatelity, minisatelity a satelity. Tyto kategorie tandemovych repetic sice skute¢né
existuji, ovSem kriteriem pro toto tfidéni neni velikost jejich monomert, tak jak je
uvedeno v tabulce 1.

K vysledkiim a diskuzi mam nékolik vyhrad, jejichZz vy&et nasleduje:

1. Nerozumim smyslu kapitoly 4.1., kde je popsén experiment zaméfeny na
stanoveni teploty tani DNA zkoumaného druhu. Utel tohoto experimentu je sice
zfejmy, ale vzhledem k tomu, Ze se evidentné nepovedl, je pomérné nelogické
takovy vysledek uvadét. Respektive logické by bylo experiment zopakovat s
lep§im vybavenim nebo za jinych podminek, tak aby se ndsledujici klicové
reasociani experimenty daly optit o skuteénou Tm DNA obalece jable¢ného.
Jestlize bylo studentce zndmo, Ze Tm DNA bource morusového je 80 °C, proc byl
pouzit pfistroj umoziujici dosahnout maximalné 70 °C resp., pro¢ nebyla sniZena
koncentrace pufru tak aby umoznila denaturaci pti nizsi teplot€? Nesouhlasim s
vysvétlenim, Ze Tm odhadnutd pro DNA obalece byla nizk4d z diivodu odparu,
protoZze ten by naopak vedl ke zvySeni koncentrace pufru a tudiZz ke zvySeni
denatura¢ni teploty. Mimochodem, citovana prace neni ,,Gage a kol., 1974,
nybrz jen ,,Gage, 1974%“. Dale, posledni véta v této kapitole je matouci, nebot
teplota pro reasociaci byla 60 °C a ne 80 °C.

2. Vysledky samotného reasociaéniho experimentu (kap. 4.2.) nepusobi pfili$
presvéd¢ivé jednak z divodu pomérné malého poctu bodi v grafu (obr. 3) a
zejména z divodu nekonzistentnich hodnot v druhé &asti, které neumoznily
prolozeni optimalni k¥ivky. Neni mi jasné, jak mohla byt z téchto hodnot
vypolitana hodnota COt1/2 pro unikéatni frakci DNA. Domnivam se, Ze by bylo




byvalo vhodné tento experiment zopakovat. Citovand prace ,Peterson D. G.,
2009 chybi v seznamu literatury.

V textu jsou popisovany tii rizné kategorie/frakce DNA (vysoce repetitivni,
sttedné repetitivni a unikatni), nicméné neni zfejmé, jak byly tyto frakce
definovany (odkaz na program COtQuest nepovazuji za dostate¢ny).

Podily jednotlivych frakei (repetitivni DNA 46,1, unikatni 25,57 a
nezreasociovand 30,36 %, str. 21, odstavec 2) tvofi v sou¢tu 102,03 %. Jak je to
mozné? Neni mi rovnéz jasné jak bylo dosaZeno hodnot 66,2 a 36,72 % (celkem
102,92 %).

Ackoli povazuji vysledky a zavéry COt analyzy za diskutabilni, je jisté Ze
izolovana COt-1 DNA je vybornym kompetitorem, ktery v budoucnu jist¢ vyrazné
pomuze pri studiu slozeni chromozémi obale¢e metodou FISH. Piekvapivym
vysledkem pro mne ov§em bylo zjisténi, ze vysoce repetitivni frakce DNA jako
kompetitor nefungovala. Vysvétleni ptislo az v diskuzi, kde jsem se dozvédél, Ze
zatimco COt-1 frakce byla vyizolovana ze samice, vysoce repetitivni DNA
pochéazela ze samce. Vezmu-li v Gvahu, Ze velka &ast repetic nachazejicich se na
chromozému W je specifickd nebo pfinejmensim silné obohacend jen na tomto
chromozému (viz signal sondy BAC W (27-1)), nedalo se ani ofekavat, Ze by
frakce vysoce repetitivni DNA mohla repetice chromozému W G¢inné blokovat.
Pokud bylo cilem této prace blokovat repetice na chromozému W, pro¢ nebyla
vysoce repetitivini DNA izolovana ze samice?

Diskuze. I kdyz frakce tzv. unikatni DNA obsahuje mnohem méné repetitivni
DNA neZ odpovida jejimu podilu v genomu, nelze povazovat FISH signal takové
sondy jako signal vyhradné nebo pfevazné unikéatnich sekvenci. Rovnomérné
rozmisténi signélu na vSech chromozémech v¢etné chromozému W mohlo byt
zplsobeno spiSe repeticemi nez unikatnimi sekvencemi. Tomu nasvédCuje také
fakt, Ze tato “unikatni frakce DNA” znacila jadérka.

I ptes vySe zminéné nedostatky se domnivam, Ze tato prace v zadsadé spliiuje jak
kvantitativni tak kvalitativni naroky kladené na diplomovou praci a doporucuji ji
k obhajob¢ s hodnocenim velmi dobre.

V Cesky Budgjovicich 21.1.2013 — 7
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Pavel Neumann




