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Oponentsky posudek na bakalafskou praci Daniely Prusakové s ndzvem

Mapovani telomerazové aktivity a telomerické sekvence u brouk(

Bakalaiska prace Daniely Prusdkové zkoumala aktivitu telomerdzy a distribuci telomerickych sekvenci
TTAGG a TCAGG u brouk(. PouZila k tomu Uctyhodny pocet zkoumanych druhd, kterych bylo 36 z 22
Celedi. Rovnéz spektrum metod, které zahrnovaly dot blot, Southern blot, fluorescencni in situ
hybridizaci a TRAP assay s qPCR vcéetné servisnich metod jako izolace DNA a vyroba a znaceni sond, by
postacilo i na péknou magisterskou prdaci. Metody jsou jasné popsané, ziskané informace jsou zajimavé a
konzistentni a nepochybné budou jednou podkladem pro védeckou publikaci, Uvod a diskuse jsou az na
detaily pékné napsané. K praci mam ale i nékolik vyhrad. Za asi nejvétsi slabinu prace povazuji staré
fylogeneze hmyzu a broukd, na které je mapovan vyskyt telomerickych sekvenci, a které jsou prekonany
modernéjsimi pracemi. Kladogram hmyzu je 19 let stary a informace v ném jsou i v rozporu s textem
prace. U brouk( existuje nova fylogeneticka prace z roku 2019 (McKenna et al. 2019,
www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.1909655116). Pouziti moderni fylogeneze je dllezité hlavné proto,
Ze autorka ziskana data na kladogramy mapuje a vysledky diskutuje. Trochu mé mrzi, Ze nebyl vénovan
vétsi prostor uvedenym genomickym datlm. Chapu, Ze je to patrné proto, Ze je autorka sama
neziskavala, ale protoZe s nimi v diskuzi pracuje, mélo by byt uvedeno, kde se vzala (nejen zdroj, ale
analyza a nasobky pokryti velikosti genomu pfi sekvenovani). K praci mam nasledujici dalsi komentare a
otazky.

Komentare

e V poslednim odstavci kapitoly 1.2 autorka zmifiuje, Ze aktivni telomerdza je pfitomna v burikdch
epitelQ, kostni dfené, zarodecné linie a v rakovinnych burikdch. Neni zminéno, jakych organismu se to
tyka.

e Sekvence TTAGGG neni jen obratlovdi, ale je ancestralni pro celd Metazoa a jejich nejblizsi pfibuzné
(Traut et al. 2007) a bylo by dobré to v textu zminit, protoZe z toho vyplyva, Ze tato sekvence je

nesrovnatelné starsi, nez kdyby byla jen obratlovci. Podobné sekvence TTAGG neni jen hmyazi, jak
autorka zminuje v diskuzi, ale ¢lenovci (jak je uvedeno v citované praci Vitkova et al. 2005).

e Prace Vitkova et al. 2005 nebyla zamérena na telomery brouk.

e Nastrané 11 v kapitole Beztemplatova PCR autorka uvadi vychozi koncentrace zadsobnich roztokd, ale
bez objemu, které do reakce dala. Pokus tak nelze zopakovat, protoze si pfipadny nasledovnik
nemUze odvodit finalni koncentrace.



Obrazky 6 a 7 obsahujici vysledky Southernova blotu by mély byt méné kontrastni, fekla bych, ze se v
nékterych pripadech ztraci ¢ast signalu. Idedlné by vSude mélo byt vidét pozadi.

U obrdzku 4 chybi zdroj, podle kterého byl nakreslen. Také by si zaslouzil lepsi kvalitu.
Obrazek 9 je pomérné neprehledny, bylo by lepsi ho prekreslit, aby vynikly dalezité informace.

Bylo by dobré u Southern blotu ukazat gel s DNA pred a po nastépeni restriktdzami. Je to dikaz toho,
Ze DNA byla pred stépenim nefragmentovana a Ze ji bylo na gel naneseno stejné mnozZstvi u véech
druh(, coZ by umoznovalo kvantifikaci signalu.

Kladogram na obrdzku 2 je zastaraly a neodpovida sou¢asnému poznani, doporucuji pristé pouzit
nejaktualné;jsi préaci. Také nedoporucuji pouzivat pro bazalni skupinu oznadeni primitivni, protoze tato
skupina mohla za svou historii, kterd je stejné dlouha, jako historie pozdéji odstépenych skupin,
nashromazidit vlastni odvozené znaky.

Uvitala bych souhrnnou tabulku, ktera by kombinovala vSechny vysledky a genomova data, vse
sefazené podle aktualni fylogeneze.

Otazky

Pro¢ byl u nékterych druhl pouZit jen Southern blot nebo dot blot a ne oboji?

Pro¢ byl u vétsiny druh( proveden jen Southern blot se sondou TTAGG a ne i s TCAGG, tfeba pomoci
reprobingu jako u zastupcl skupiny Tenebrionoidea?

U obrazku €. 3 neni uveden zdroj, podle kterého byl sestaven. Pro¢ nebyl pro obrdazek €. 3 pouZit
néjaky publikovany kladogram, kde by byly feseny fylogenetické vztahy zkoumanych druhid?

Proc byla FISH pouzita u druht C. granulatus, O. sulcatus a S. granarius, kde dot blot a/nebo Southern
blot, které jsou citlivéjsi nez FISH, prokazaly absenci sekvenci TTAGG i TCAGG?

Prosim vysvétlit vétu v kapitole 1.3 ,,Srovnani telomerické sekvence u téchto zastupct ukazuje, Ze
struktura telomerické sekvence nemusi vidy souviset s vyvojovym stupném organismu.“

Vyplynula z analyz genom( druhi bez sekvence TTAGG a TCAGG néjaka kandidatni telomericka
sekvence, kterou ma autorka v planu prozkoumat?

Navzdory vySe zminénym nedostatklim prohlasuji, Ze predloZena prace splfiuje a objemem laboratorni
prace prevysuje naroky na bakalarkou praci kladené na PfF JU, doporucuji ji k Uspésné obhajobé a
predbéziné ji hodnotim znamkou vyborné.
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