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Diplomova prace Moniky Stackové piedstavuje cytogenetickou analyzu
modelového druhu sklipkana, jejiz hlavnim cilem byla optimalizace protokolu TSA-
FISH pro pozdé€jsi detekci pohlavné vazanych geni u tohoto fadu ¢lenovei. Dil¢im
ukolem bylo navic také ovéfit druhovou pfislusnost analyzovaného druhu pavouka.
Vzhledem k ¢isté metodickému zaméfeni prace je nejdetailnéji rozpracovany podrobny
popis metod a jejich optimalizace, coZ plné umoziiuje zopakovani pouzitych postupi. Z
popisu je znat, Ze si studentka zjevné tyto postupy osvojila. K této ¢asti bych mél jen
velmi drobnou pfipominku k pouzitym primerim. Zarazilo mé, Ze sekvence primeru
LCO a HCO jsou citovany z prace Yao a kol. 2010, ktera se vénuje vyuziti jiného
genového fragmentu (ITS2). U primert gent pouzitych pro TSA-FISH nejsou uvedeny
Zadné zdrojové ¢lanky. Znamena to, Ze si je autorka navrhla sama? Jiz vaznéjsi vyhrady
mam k ¢asti 3.1 Material. V celé diplomové praci totiz zcela chybéji informace o
lokalitich pouzitého materidlu. Jelikoz jeden z dilCich cili fe§i ovéfeni druhové
prislusnosti modelového druhu, tak je tato informace velmi dilezita. I s ohledem na to,
ze vysledky naznacuji existenci vice taxoni ve vlastnim materidlu. Dale zde chybi i
informace, ktefi jedinci (a jejich pohlavi) byli pouzity k vlastni cytogenetické analyze, a
ne zcela $tastny je i vycet sekvenci pouzitych z databaze GenBank piimo v textu
(mnohem prehlednéjsi by byla tabulka, idedlné také doplnéna o lokality vzorku).
Bohuzel vice kriticky se musim vyjadfit o dalSich ¢astech diplomové prace. V ivodu se
autorka snazi o shrnuti znalosti o cytogenetice pavoukil, nicméné piehled neni vétSinou
piili§ detailni a kompletni. Napfiklad u pohlavnich chromosomii (zvlastni podkapitola)
kompletn¢ vypadly varianty s pohlavnim chromosomem Y. U celého uvodu je navic
zjevné, Ze si autorka vybrala jen nékolik malo rozsahlejSich praci o pavoucich, ze
kterych cerpa vétSinu uvedenych informaci. Vyuziti molekularné cytogenetikych
markeri u pavouki by bylo piehlednéjsi jako samostatna podkapitola. Jelikoz se
mapovali jen &tyfi genové fragmenty, tak podrobnéjsi piehled jejich vyuziti v
cytogenetikych studiich v obecnéjsi roviné by si taky zaslouzilo vétsi prostor a své
samostatné podkapitoly. Do ivodu jsou naopak zaclenény ¢asti popisujici GISH a CGH
coz pfili§ nechapu. Tyto metody u pavouku zatim pouzity nebyly. Pokud chtéla autorka
uvést modifikace FISH, tak by vycet riznych variant musel byt mnohem delSi. Jesté
heslovitéjsi neZ uvod je pak diskuse vysledki (2 strany). Chapu, Ze informace o
mapovanych genech u pavouki jsou zatim jen velmi kusé, ale zejména v pripadé 18S
rDNA se nabizi detailnéjsi srovnani s vysledky stiibfeni (tam je udaji pomémné dost)
nebo alespot s daldimi Fady pavoukovci ¢&i Uplné jinymi lépe prozkoumanymi
skupinami. Jak je to napfiklad u sesterského fadu pavoukii? Mé nejvaznéjsi pifipominky
se ale tykaji zejména vysledki diplomové prace. Prezentovany fylogeneticky strom
(Obr. 2) neumoziiuje identifikovat pocet taxonl pouzitych pro cytogenetickou analyzu.
Pro lepsi predstavu by snad pomohla vizualizace stromu se zobrazenou délkou vétvi €i
doplnéni tabulky s p-distancemi mezi vzorky. Pro delimitaci druhi jsou ale k dispozici
mnohem sofistikovanéjsi analytické postupy, které také vyuzivaji zjist€nou topologii
fylogenetickych vztahi. Vé&déla by autorka alesponi né&jaky priklad? Hlavni Casti



diplomové prace nicméné byla optimalizace TSA-FISH pro €tyfi genové fragmenty. V
tomto sméru bych pfivital bohat3i obrazovou dokumentaci i v pfipadé Spatnych ¢i pfimo
negativnich vysledki. Porovnani pfed a po optimalizaci riznych krokid a uvedeni
konkrétnich parametri TSA-FISH u obrazka by ¢tenafi umoznilo lépe posoudit vliv
zménénych parametri na kvalitu vizualizace signalu. Ve fylogenetické analyze autorka
naznaduje, Ze cytogeneticky zpracovavany material je ve skutecnosti jiny druh nez dfive
karyotypovany sklipkan Grammostola rosea. Pro¢ do své analyzy nezafadila i popis
karyotypu? Umoznilo by to specifikovat piipadné dal$i mezidruhové rozdily, a navic i
pfesnéji lokalizovat pozici identifikovanych signali tfi geni. Po podrobnéjsim
seznamenim se s karyotypem analyzovaného taxonu by se mozna zabranilo i zcela
fatalnim chybam v interpretaci vysledki prezentovanych v podkapitole 4.3 a na obrazku
. 8

1. Je skute¢né na obrazku 5A metafaze | jak je uvedeno v popisku?

2. Pokud je na obrazku 5B diplotene, co potom predstavuji jednotlivé viditelné
elementy? A pro¢ tudiZz Sipky nezobrazuji dva pary signali na opa¢nych koncich
chromosomi, ale ve skute¢nosti situaci podobnou pfedchozimu obrazku 5A?

3. Popisek k obrazku 5 uvadi, Ze se jedna o sam¢i chromosomy. Je pak mozné oznacit
pohlavni chromosomy tak jak je to zobrazeno na obrazku 5D?

4. Na obrazku SE jsou opét sam¢i chromosomy? Pokud ano tak jsou skute¢né spravné
oznacené pohlavni chromosomy? Pokud to samec je, dokazala by autorka odhadnout
pro¢ se mi spravnost oznaceni pohlavnich chromosomi nezda? A pro€ jsem si jisty,
Ze signal pro H3 byl detekovany pouze na jediném metacentrickém paru a ne na dvou
parech jak je uvedeno v diplomové praci (coz nezalezi na pohlavi)?

Autorka se bohuzel nevyvarovala ani formalnim chybam opomenutim nékolika praci z
textu v seznamu literatury (napi. Nebel a Ruttle 1938, Sumner 2003, Carabajal Paladino
a kol. 2014, White 1940) ¢i prehlédnutim, Ze se ve skute¢nosti jedna o vice autort (napf.
Araujo 2018, Kral 2006, 2011, Kofinkova 2013). Vlastni piehled literatury byl
pravdépodobné generovan automaticky programem, ale jeho nasledna kontrola by urcité
jesté neuskodila. Minimalné by bylo vhodné doplnit Ze se v nékterych piipadech jedna o
diplomové prace a zahrnout také sekundarni citace (vhodné oznacené) a internetové
zdroje.

Prace zahrnuje zajimavé originalni vysledky, které jsou v mnoha pfipadech zcela nové
pro cely fad pavouki. Vzhledem k vySe uvedenym nedostatkiim ale bohuzel povazuji
diplomovou praci spise za podprimérnou.
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Oponentsky posudek diplomové price Moniky Stackové:

Mapovini vybranych sekvenci metodou TSA-FISH u pavouki

Préce Moniky Stackové je souéasti rozsahlejsiho projektu studia pohlavnich chromosomii
u pavoukl. Tato skupina zahrnuje fadu druhi s mnohocetnymi pohlavnimi chromosomy.
K vysvétleni jejich vzniku bylo navrZzeno nékolik hypotéz. Monika se ve své praci zaméfila
na zavedeni metody fluorescenéni hybridizace in situ s tyramidovou amplifikaci signalu
(TSA-FISH) u sklipkana Grammostola sp. pro detekci pohlavné vazanych gend. Tento pfistup
by mohl napomoci verifikovat hypotézy o vzniku mnoho&etnych pohlavnich chromosomii
pavouki a objasnit tak jejich evoluci.

Formalni ¢lenéni prace je v pofadku, vyhrady mam vsak k jejimu rozsahu, zejména pak
k vysledkiim a jejich diskuzi (viz niZe). V kazdém ptipadé kapitola ivodu poskytuje slusny
piehled cytogenetiky pavoukii a metodiky pouzité ke studiu jejich karyotypid vcetné
piedstaveni modelové skupiny druhi. Méla bych zde jen nékolik malo vyhrad a dotazi
k upfesnéni textu:

Text se ¢te dobie, ale napf. jiz v kapitole 1.1 Cytogenetika pavouki na str. 2 a 3 jsou
odstavce na celou stranku. Jejich rozdé€leni by pfispélo k vétsi prehlednosti a lepsi
Citelnosti textu.

Obtizné&ji pochopitelna je pro mé kapitola 1.2 Karyotypova evoluce u pavouki, kde je
zmifnovana fada taxonomickych skupin riznych urovni, coz je pro mne jako &tenaie
neznalého pavouci taxonomie matouci. Pomohlo by pfesunuti prvni &asti (prvniho
odstavce) z kapitoly 1.3 Modelovy organizmus v&etné obr. 1 jesté pied tuto &ast.

Neni mi jasné, co autorka mysli tvrzenim: .,..barevné formy G. anthracina
ve skute¢nosti nepfedstavuji ani sesterské skupiny.“ Znamena to, Ze tyto barevné formy
jsou tedy spise na trovni druhd?

Cile prace jsou nastinéné stru¢né a jasn€, nicméné posledni véta této kapitoly neni cilem.
Mélo by zde byt uvedeno, ¢eho chce autorka dosahnout a jaké k tomu navrhuje pouzit metody
a postup prace. Nepatfi sem tedy konstatovani, jak probihala optimalizace protokolu
hybridizace.

Kapitola Material a metody poskytuje vyCerpavajici piehled metod pouzitych v praci. Postupy
jsou popsané svédomité a peclivé. Jen bych zde méla poznamku k pravopisu, nebot’ praveé zde
se vyskytuje nékolik, at' uz pravopisnych &i typografickych chyb. Napf. v kapitole 3.8
nastr. 14 je hruba chyba ve shodé pfisudku s podmétem: ,,Pozice jader na preparatu byly
zapsany, aby mohli byt po TSA-FISH znovu nalezeny.“ V celé kapitole se navic vyskytuji



chyby v psani jednotek. Mezi ¢iselnou hodnotou a znackou jednotky se obvykle vynechava
-mezera. PiSeme tedy napf. 20 mM KCI a nikoli 20mM KCl. V préci se toto pravidlo uplatiiuje
nejednotné, Casto vSak mezera chybi, zejména pfi uvadéni molarnich koncentraci roztokt
a jednotlivych slozek reak¢nich smési.

Jest€ bych se rada zeptala na par drobnych detailii u pouzitych postup:

V kapitole 3.6 na str. 12 je v PCR reakci pouZita koncentrace primert 2,5 mM. Tato
koncentrace se mi zdd o 3-4 fady vyssi, nez se b&Zné& pouziva. Je to v poradku nebo se
jedna o chybu?

Déle by mé zajimalo, zda autorka rozumi principu nick-translace. Jak tato reakce
probiha? V prvnim odstavci kapitoly 3.7 na str. 13 je totiz uvedeno: ,Nasledné byl
enzym inaktivovan...* V reakci jsou nicméné zapottebi enzymy dva.

StéZejni casti prace by méla byt kapitola vysledki, ale bohuZel pravé k ni mam nejvice
vyhrad. Ty méné zavazné jsou uvedeny v nékolika malo nasledujicich bodech:

Hned v Gvodni kapitole 4.1 je na str. 17 nedostateny popisek u obr. 2. Ten navic
ptedchézi cely text kapitoly, coz nepiisobi dobfe.

V nasledujici kapitole 4.2 Optimalizace protokolu pro TSA-FISH je v tabulce 2
na str. 19 koncentrace DAPI uvedena v ul/ml. Tato jednotka je nicnefikajici.

Na obr. 4 na str. 20 je ukdzano odmyti chromatinu, ke kterému dochézelo u n&kterych
preparati b&hem procesu TSA-FISH. Nemohlo to byt zplsobeno vynechanim
postfixace chromatinu paraformaldehydem? Navic je v legendé k tomuto obrazku
nadbyteCny text, ktery ¢ini popisek nesmysinym.

Hlavni vysledky prace jsou pak prezentovany na obr. 5 na str. 22. Popisek k obrazku je viak
velmi nepfehledny a velmi Spatné Citelny. Nepovazuji za piili§ $tastny zplisob popisu vy&tem
Jednotlivych atributi a jejich pfitomnost na tom kterém diléim obrézku (zde A-E). Cteni
vysledki z takového obrazku je znaén& frustrujici. Ctenaf je nucen neustale lovit v textu
popisku, co je na dané Casti obrazku jak zobrazeno. Daleko lépe je nejprve popsat kazdy
obrazek kompletné a souhrnné pak oznagit napf. pouziti barev v jednotlivych kanélech,
pouzité znacky a méfitko.

Zajimalo by mé, pfi jakém zvétSeni byly foceny chromosomy po TSA-FISH? Neni mozné, Ze
slabé signaly sond pro 18S rDNA a 5S rDNA na obr. 5B, resp. 5D jsou viditelné pravé diky
vétsimu zvétSeni? U obr. 5D by navic pomohlo rozloZeni na jednotlivé kanaly, nebot’ slabé
hybridiza¢ni signaly nejsou pfili§ patrné (alespori tedy v tisténé verzi prace).

Kolik preparétii Ize pfipravit z jednoho jedince Grammostola sp.? Jedna se o pomé&mné velké
zvife a prestoZe neplati ptima iméra mezi velikosti t&la a velikosti pohlavnich organd, fekla
bych, Ze to bude vice neZ jeden. V textu na str. 21 se totiZz uvadi, ze sonda pro 18S rDNA
u nekterych jedincl poskytovala pouze jeden silny termindlni signal na kratkém raménku
submetacentrického paru chromosomi, zatimco u jinych jedincti byly detekovany navic slabsi
signaly na opatném konci téhoz chromosomového péru. Byly tedy vysledky u jednoho
jedince konzistentni?



Na zékladé kolika pokusii, resp. obrazki byly vyhodnocovany vysledky TSA-FISH? Zd4 se
mi, Ze na obr. 5E jsou promichény chromosomy ze dvou figur. Jednak je na obrazku pfitomno
na prvni pohled vice elementii nez u téch ostatnich a déle je u jedné sady t&chto chromosomii
chromatin o néco malo vice rozvolnény a chromatidy jsou &astedné& separované v porovnani
s druhou polovinou chromosomii. To by znamenalo, Ze klastr genii pro histon H3 by byl
pfitomen pouze na jediném chromosomovém paru.

Byla pii TSA-FISH pouzZita néjaka pozitivni kontrola? Tedy preparét z druhu, kde je metoda
Jiz dobfe zavedend, soub&zné s testovanymi preparaty, aby se ovéfilo, zda je protokol funk&ni
a zda barveni a detekce probihaji v pofadku. Je zde viibec moZnost takové kontroly?

Pfipadné nebylo by moZné detekovat genové rodiny 18S a 5S rDNA nejprve né&jakou
jednodussi a zavedenou technikou, jako napf. pomoci FISH s pfimo znaenou sondou?
Optimalizace metody TSA-FISH na neznamém druhu je pfinejmensim sloZitd. Amplifikace
signdlu a fada krokd pfedplisobeni skel pfi této metodé pfinadi fadu komplikaci a roste tak
pocet kritickych mist protokolu.

Bylo u studovaného druhu pouZito barveni dusi¢nanem stiibrnym pro detekci organizatort
jadérka (NOR)?

Diskuze svym rozsahem odpovidd vysledkim. Vyznamné&jsi pfipominku mam pouze k jeji
druhé kapitole, kde je diskuze vysledkt fylogenetické analyzy vystavéna na nedohledatelné
dosud nepublikované préaci. Takovéto zavéry by mély byt citovany jako osobni sdéleni.

Piehled pouzité literatury obsahuje celou fadu zavaznych chyb. Zajimalo by mé, jak byl
generovan? NejenZe citace nemaji jednotny formét, druhova jména nejsou pséna kurzivou,
pred Carkami a te€kami jsou Casto mezery, ale v prehledu chybi napf. zdsadni prace, kterd je
podkladem pro pouzitou metodiku Carabajal Paladino a kol. (2014). Je politovanihodné, Ze se
navic jednd o publikaci 3kolitelky. U fady dalSich polozek chybi nazev casopisu,
u studentskych praci je asto jen nazev a neni jasné, o jakou praci se jedna, dokonce chybi
jména autorll nebo obsahuji chyby. Napf. prace Kofinkova a Kral (2013) je v textu na str. 6
citovana jako Kofinkova (2013), nicméné v piehledu literatury je uvedena jako ,Tereza
Kofinkova JK (2013)..., coz redukuje jméno druhého autora na inicidly, fadi citaci
pod pismeno T a navic neni jasné, zda se jedna o ¢lanek v Casopise, kapitolu v knize, ¢i jinou
formu prezentace, nebot’ je uveden pouze nazev prace.

Celkové na mé& prace Moniky Stackové piisobi spise jako prace bakalaiska nez diplomova,
ato jak rozsahem, tak zpracovanim. Zajisté obsahuje nové a origindlni vysledky a ani by
nevadilo, Ze jich neni vice. Metoda TSA-FISH totiz vyzaduje naroéné a zdlouhavé
optimalizovani podminek pro kazdy novy druh a zptsob pfipravy preparati. Presto nebo snad
pravé proto bych olekavala daleko pelivéjsi a pozorn&jsi zpracovani ziskanych vysledkd
hybridizaci. Prace miZe slouzit jako podklad k obhajob&é magisterského titulu, nicméné
navrhuji sniZeny stupeii jejiho hodnoceni, konkrétné pak zndmku dobfe.

’ rd
I See——
Ceské Budgjovice, 19. 1. 2019 Iva Vrbova



