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Nové cytogenetické markery a evolu¢ni dynamika karyotypu motyla

Ve své diplomové praci se Bc. Irena Hladova vénuje testovani a vyuziti cytogenetickych
markeru ke sledovani evoluce karyotypi motylu. Pomérn€ obsahla prace je klasicky ¢lenéna
na uvod, cile prace, metody, vysledky, diskuzi, souhrn a literaturu. VSechny ¢&asti jsou
dikladn& a pedlivé zpracované, metody a vysledky jsou velmi detailng popsané. Uvod je
pé€kné napsany a poskytuje dostatek informaci pro vhled do problematiky. Méla bych pouze
jednu poznamku ke kapitole 1.3.1 na str. 4, kdy autorka tvrdi, Ze vérohodnost signalt pfi
BAC-FISH je zaprii¢inéna dlouhym insertem. Je tomu skute¢né tak? Co kdyZz bude ¢ast insertu
obsahovat repetitivni sekvence?

Metody jsou rozepsané vyCerpavajicim zpusobem véetné odkazl na puvodni literaturu. K této
Casti bych méla jen jednu otazku: Postup pii fluorescenéni hybridizaci in situ (FISH) je sice
podrobné popsany, ale chybi tam (pokud ovSem bylo provedeno) odmyti nenavazané nebo
nespecificky navazané sondy po hybridizaci (kapitola 3.4., str. 16). Pfi jakych podminkach ho
autorka pfipadné provadéla?

Jinak k pouzitym metodam nemam namitky. Odpovidaji stanovenym cilim a navic byly
v navaznosti na prubézné vysledky vhodné doplnény. Konkrétné pak v piipadé, kdy mozna
pfi¢ina neuspéchu detekce kratkych gend pro 5SS rRNA a Ul a U2 snRNA byla ovéfena
dvéma nezavislymi metodami (testovani poc¢tu kopii téchto repetic v genomu pomoci
Southernovy hybridizace a kvantitativni PCR).

Dosazené vysledky jsou prezentovany a diskutovany velmi detailné pfitom vsak pfehlednou
formou — velmi napomocna k utvofeni celkového obrazku o lokalizaci a po¢tu studovanych
markert na chromosomech zastupct jednotlivych skupin motylt jsou schemata na obr. 3-7 v
Diskusi.

Vzhledem ke svému rozsahu obsahuje prace relativné malo preklepi a pravopisnych
a mluvnickych chyb a nechci se zde jimi pfili§ zabyvat. Pouze mozna v nékterych pfipadech
muZze byt pieklep nebo chyba zavadgjici. Napiiklad ve vysledcich, kap. 4.1.2. na str. 24 je
uveden diploidni poCet chromosomu u bélaska Pieris rapae 2n=25, spravné se ale jedna
o haploidni pocet.

Celkové pusobi prace vynikajicim dojmem a hodnotim ji jako velmi zdafilou. Autorka se
nejen velmi dobfe orientuje ve studované problematice, ale také zdarné zvladla celou fadu
molekularnich metod. Dokaze peclivé zdokumentovat vysledky a prehledné je prezentovat




a diskutovat. Vérim, Ze jeji prace bude podkladem k viceru kvalitnich publikaci. Diplomovou
praci doporucuji bez vyhrad k obhajobé magisterského titulu a navrhuji znamku vyborné.
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Diplomova priace Bc. Ireny Hladové “Nové cytogenetické markery a evoluéni
dynamika karyotypti motyli” pfedstavuje komplexni cytogenetickou analyzu, jejiZ hlavnim
cilem bylo testovani novych cytogenetickych markerti vyuZitelnych pro studium
karyotypové evoluce motyli. PrestoZe se jednd o intenzivné studovanou skupinu hmyzu tak
chromosomové prestavby a mechanismy karyotypové evoluce u tohoto fadu jesté nejsou
pln€ pochopeny. K tomu mimo jiné pfispivaji holokinetické chromosomy, které pfi aplikaci
standardnich cytogenetikych metod poskytuji pouze ty nejzdkladnéjsi charakteristiky. Dalsi
komplikaci predstavuje absence detailnéjSich cytogenetickych analyz u nékterych
evolucnich linii motyli. Autorka se proto pokusila zjistit pomoci FISH technik variabilitu
v poctu a pozici celkem péti genti, které se uspéSné vyuzivaji pii rekonstrukci karyotypové
evoluce u jinych organismi, a to na dictyhodném materialu 29 druhti z 12 nadéeledi motyla.
V pfipadé gent pro 18S rRNA a histonu H3 se ji tak podafilo ziskat zcela novd data a
potvrdit vhodnost téchto markerti pfi rekonstrukci karyotypové evoluce motyli. Negativni
vysledky mapovani kratkych sekvenci 5S rRNA a Ul a U2 snRNA metodou TSA-FISH ji
primélo hledat uspokojivé vysvétleni a obohatit diplomovou préci o dal$i metodické pristupy
studia organizace genomu. Odhaleni niZsiho poétu kopii sledovanych gentli a jejich mozné
rozptyleni v genomu tak odhalilo, Ze tyto geny nepfedstavuji u motyli vhodné cytogenetické
markery vzhledem k obtiZné detekci pomoci TSA-FISH.

Price je ¢lenéna standardnim zplisobem a je patrné, Ze autorka plné vyuZila moznosti dobie
zavedené a publikacné aktivni Laboratofe molekuldrni cytogenetiky Entomologického
tstavu. Uvod zahrnuje zékladni cytogenetickou charakteristiku motyll i pfehled mozZnych
fluorescen¢nich metod a riiznych markerd pfi studiu karyotypové evoluce. PouZitd literatura
v této ¢asti je svym rozsahem dostatecnd a zahrnuje i nejnovéjsi publikace. PouZité metody
zjevné z vetsi Casti vychdzi z dobfe zavedenych postupt a jejich popis a i vlastni vysledky
sv€d¢i o dobrém zvlddnuti vSech téchto metod. Nejpodstatnéjsi ¢ast vysledkl se vénuje
popisu pozice a poctu klastri gend pro 18S rRNA a histonu H3 u jednotlivych druhii podle
jednotlivych nad¢eledi s kvalitni doprovodnou obrazovou dokumentaci. Ta je nicméné podle
me troSku neSikovné zafazena az na konec préce jako pfilohy. Ve vysledcich jsou zafazeny i
nékteré jiz publikované udaje, které by bylo mozné zaradit spiSe do diskuse. Chapu nicméné
snahu o uvedeni zdkladnich charakteristik analyzovanych druhl na jednom misté a odliSen{
vlastnich a prevzatych vysledki. Diskuse se pak snazi novd data vztdhnout K jiz
publikovanym vysledkd, ke zndmym fylogenetickym vztahim uvnitf motylll a snazi se




osvétlit karyotypovou evoluci na zdklad¢ téchto didaji. Z celé diplomové price je patrné, Ze
si autorka osvojila praci s odbornym textem. Na né€kterych mistech sice vyZaduje plnou
soustfedénost Ctendie, jehoZ bde€lost je udrzovdna navic zejména u poctu chromosomi
Castym stfiddnim haploidnich a diploidnich pocétdi chromosoml u jednotlivych druht.
Nebylo by jednodus$i si vybrat jen jednu variantu? Nevedlo by to k chaosu typu napf.
,....drvopleném obecnym (Cossus cossus), u kterého byl stanoven haploidni chromosomalni
poet na 2nZ=60“. CoZ se bohuZel objevuje na vice mistech. Orientaci ve schématech
v diskusi pak sniZuje velké mnozstvi dodatecnych symbolG a dlouhy vysvétlujici text.
V tabulkdch se obCas objevuje zkratka bez vysvétlivky. V ivodu bych také ptivital alespor
kratkou kapitolu seznamujici s fylogenezi motyli a pfehledem vSech nadceledi. To by
mozna lépe osvétlilo vybér analyzovanych druhd. V Tab. 1 by u laboratornich kmenti mozna
stdlo za to uvést pfimo laboratof, ze které materidl pochdzi. U vSech druhi je vZdy uvedena
jen jedna lokalita — nesnaZili jste se zjistit pfipadnou vnitrodruhovou variabilitu zahrnutim
materidlu i1 z jinych lokalit? Z kolika jedinci pochdzi data zejména u vyrazné odliSnych
druhG? V metodice je popsédna pfiprava sondy i pro 28S rDNA. Popis FISH s touto sondou
ale v nésledujici ¢asti neni. Naopak ve vysledcich se objevuje ,,dvojitd FISH s 18S a 28S
sondami* jak pfesné v tomto pfipadé tedy bylo postupovano? U Bombyx mori je uvedena
hypotéza o navySeni kopii genti pro 18S rRNA v disledku selekce na vysokou produkci
hedvabi. U Hepialus humuli byl zjistén signdl tohoto genu pokryvajici pfiblizné polovinu
bivalentu. Dd se u néj také pfedpoklddat navySeni kopii genti ze stejného divodu?
Cytogenetickd data jsou mapovdna na stromy zobrazujici pfedpoklddané fylogenetické
vztahy studovanych druhid. Neexistuji néjaké alternativni hypotézy, které by nékteré
chromosomové prestavby 1épe vysvétlili? Je topologie pouzitého fylogenetického stromu
dostatecné podpoifend? Je u bélaskid rodu Leptidea moZnost navysSeni poc¢tu klastri histonu
H3 vlivem polyploidie? Pfijde mi, Ze v diskusi nejsou pfili§ Castym vysvétlenim zmény
polohy klastri uvddéné flze ¢i rozpady chromosomi.. Jak Casty je asi tento typ
chromosomovych pfestaveb u motyli?

Celkovée predstavuje predkladana diplomova prace velmi kvalitni praci a doporucuji ji proto
k dspésné obhajobe.
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