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Oponentsky posudek bakalarské prace Kristiny Pinkrové:

Role repetitivnich sekvenci v molekularni diferenciaci pohlavnich chromosomii bélasku
rodu Pieris

Bakalarska prace Kristiny Pinkrové se vénuje charakterizaci pohlavniho chromosomu W
a popisu vyskytu satelitnich sekvenci v genomu tfi pfibuznych druhti bélaskit. U studovanych
druhti se Casto vyskytuji heterochromatinové bloky, které nejsou v karyotypech motyli bézné
a které praveé vedly k oCekavani pritomnosti tandemovych repetitivnich sekvenci v genomu.

Préce sestava z nasledujicich kapitol: Uvod, Cil prace, Material a metody, Vysledky, Diskuze,
Zavér a PouZité zdroje. Jednotlivé kapitoly jsou vyvazené a jejich rozsah odpovida typu prace.
K formalni strance bych méla vyhradu k porusovani pravidel sazby, kdy se napt. predlozky
a jednopismenné spojky dostavaji na konec radky, pripadné dochazi k oddéleni ciselné
hodnoty a jednotky koncem radky. Pravopisné chyby a preklepy se v praci sice také vyskytuji,
ale je jich minimalni mnozZstvi, takZe se prace pomérné dobre Cte.

Uvod dobie pokryva studovanou problematiku. Jeho jednotlivé ¢asti jsou vénovany evoluci
pohlavnich chromosomt, cytogenetice motyll, satelitnim sekvencim a kratce jsou zde téz
predstaveny studované druhy bélaskt, b. zelny (Pieris brassicae), b. fepkovy (P. napi) a b.
repovy (P. rapae). Pravé v této posledni casti tvodu bych vSak uvitala uvedeni
fylogenetickych vztahti mezi témito druhy. Tato informace je az v diskuzi v kap. 5.3. Vyskyt
satelitnich sekvenci napti¢ zkoumanymi druhy na str. 31. V prvnim odstavci kap. 1.4. Bélasci
(Pierinae) na str. 6 autorka piSe, Ze pocty chromosomii bélaski jsou radikalné odlisné
od modalniho poctu chromosomti u motyld, ale neni jasné, zda v této skupiné doslo
ke zvySeni Ci ke sniZeni jejich pocCtu. Bylo by vhodné rovnou zde uvést rozpéti poctu
chromosomti. Také mi neni jasny vyznam druhého odstavce téZe Kkapitoly, kde jsou
popisovany unikétni proteiny bélaskil slouzici k adaptaci na hostitelskou rostlinu a k obrané
proti parazitoidiim, coZ se podle mé nijak nevztahuje k tématu bakalarské prace.

Cile prace jsou predneseny jednoznacné a strucné (mozna az priliS strucné). Mohl by zde byt
uZ naznacen zvoleny postup prace.

Kapitola Material a metody predstavuje fadu molekularnich a cytogenetickych metod.
Zajimalo by mé zde nékolik detailt ¢i upfesnéni:

1) V celé kapitole se opakované vyskytuje uvedeni zrychleni pfi centrifugaci v jednotkach
rpm. To je bez dalSich udaji neptesné. Je proto lépe pouzivat jednotky nasobkt tihového
zrychleni g (konkrétné pak v kap. 3.3. na str. 10, v kap. 3.5. na str. 12 a v kap. 3.7. na str. 15).
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2) Sondy pro hybridizaci na chromosomy metodami CGH a FISH (kap. 3.5. na str. 12, resp.
kap. 3.9. na str. 16) byly sraZzeny etanolem za pritomnosti octanu sodného. V textu je uvedena
hodnota pH tohoto roztoku 8. Je to v poradku?

3) V tabulce 3 na str. 14 vypadl spravny udaj jednotky koncentrace DNA polymerazy.
Spravné by v tabulce mélo byt 0,04 U/pl.

4) Do tabulky 4 na téZe strance se dostal anglicky vyraz “melting temperature” misto teploty
tani.

5) V kap. 3.7. Polymerazova fetézova reakce (PCR) se mi zdad zbytecné rozepisovat postup
precisténi DNA pomoci komercniho kitu.

6) ProC jsou nukleotidy pouZité pro znaCeni sond v kap. 3.8. oznacCené jako vysoce
koncentrované?

7) V tabulce 5 téZe kapitoly na str. 16 vypadlo v prvnim sloupecku 1 mM Cy3-dUTP.

8) A v tabulce 6 také na str. 16 chybi v poslednim sloupecku ve vyctu koncentraci nukleotidt
znaCeny nukleotid. NiZe je pak chyba ve vysledné koncentraci polymerazy. Spravné by méla
byt 0,025 U/pl. Hodnota v tabulce je absolutnim mnoZstvim enzymu v reakci.

Vysledky jsou pékné popsané a zdokumentované. Nedobfe plisobi pouze nazvy jednotlivych
podkapitol podle pouzitych metod. Informativnéjsi je podle mé rozepsani ceho se autorka
snazila dosahnout a jak: napt. u prvni kapitoly vysledkt 4.1. DAPI na str. 18 by se mi jako
vhodnéjsi zdal nazev Identifikace pohlavniho chromosomu W pomoci barveni DAPI. U této
kapitoly navic chybi v textu odkazy na obr. 2. Na obrazku je vzhledem k tomu, Ze predstavuje
pachytenni jadra Sipkami ukazan spiSe bivalent WZ neZ chromosom W. Jinde v textu i jinde
v obrazcich je to jiZ spravné.

V obr. 4 na str. 20 je v legendé odkazovano na schéma, které ale v obrazku chybi, naopak je
tam vytez, ktery se mi ale zda nadbytecny, protoZe neposkytuje Zadné dalsi detaily struktury
bivalentu WZ.

Ke kapitole 4.3. na str. 21 by mé zajimalo, jak vypadaly vysledky amplifikace satelitu
CL118? Vznikal néjaky produkt? Neplanujete narhnout dalSi primery? Proc byly produkty
pred znacenim amplifikovany dvakrat?

Satelit CL21 vykazuje po amplifikaci jinou délku neZ ocekavanou (viz obr. 6 na str. 23).
Podle tohoto obr. byly presto vyfiznuté dva fragmenty pro pripravu sondy. Co ukéazalo
sekvenovani téchto fragment?

V popisu obrazku 6 chybi pouZity marker a naopak je v legendé uvedena negativni kontrola,
ktera na gelu neni.

Na obr. 7 na str. 24 chybi v legendé vysvétleni zkratek v popisu jednotlivych nanasek (totéZ
chybi i v textu).

U tabulky 8 neni prili§ vyvedena legenda. Bylo by vhodnéjsi popis tdajii v tabulce vice
rozepsat, aby byl text srozumiteln€éjsi. Napf. misto ,,Souhrna tabulka sateliti“ napsat ,,Souhrna



tabulka vysledkt lokalizace sateliti v genomu bélaskii“. Vysazeni textu je také nesStastné,
trhaji se posledni pismena slov na dalsi fadek. MoZna by pomohlo pouZiti mensiho pisma.

CL26 byl mimo chromosom W, jak je uvedeno v tabulce, pritomen téZ v heterochromatino-
vych blocich na autosomech. To plyne také ze zastoupeni této sekvence v genomu samic
a samcd.

Diskuze je velmi dobfe vedena, navic obsahuje ¢ast s navrZzenim dalSiho postupu prace, ktera
mi nejen zodpovédéla fadu dotazi, ale téZ poukazuje na autorcin vhled do feSeného problému,
povédomi o pripadnych nedostatcich prace a jejich nidpravé a doufam, Ze téZ na vili
a motivaci pro pokracovani ve studiu. Béhem své prace autorka Cerpala z tictyhodného poctu
publikaci. V jejich vyctu vypadl pouze autor a nazev prace:

Benson G. 1999. Tandem repeat finder: a program to analyze DNA sequences. Nucleic Acids
Research 27(2):573-580.

Rovnéz v textu je citace chybné uvedena (kap. DalSi postup na str. 32).
I pres uvedené pripominky je prace zdarila a dobfe zpracovana a obsahuje kvalitni a zajimavé

vysledky. Praci proto jednoznacné doporucuji k uspéSné obhajobé bakalarského titulu
Kristiny Pinkrové.
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