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Posudek bakalarské prace Anety Pilikové: Analyza vybranych W obohacenych repetic
u predivky brslenové Yponomeuta cagnagella (Lepidoptera)

Prace Anety Pilikové se zaméfuje na studium obsahu pohlavniho chromosomu W u modelu
predivky brslenové (Yoonomeuta cagnagella, Hiibner 1813). Predivky jsou jednim z vyznamnych
motylich modelG pro studim speciace a evoluce vztahu s hostitelskou rostlinou. Navic nabizi
i zajimavé vyziti z cytogenetického pohledu diky nasobnym poctim pohlavnich chromosoma
a piitomnosti neo-pohlavnich chromosomda.

Clenéni prace je klasické na Uvod, Cile prace, Materidl a metody, Vysledky, Diskuzi, Zavér,
Seznam pouzité literatury a Pfilohy. Rozsah jednotlivych kapitol odpovida typu prace, snad pouze
s vyjimkou kap. 3 Materidl a metody, ktera je svym obsahem ponékud prebujela a zna¢né
presahuje délku ostatnich kapitol. Sice v ni nalezneme Uctyhodny prehled metod, ale kapitola
rovnéZ obsahuje fadu nauénych pasazi, které jsou zbytné ¢&i vhodné spiSe do Uvodu, a &asti textu,
které nalezi do kapitoly Vysledky. Popisy metod také €asto zahrnuji zbyte¢né podrobnosti.
Napiiklad v kapitole 3.4 Elektroforeticka separace na str. 15 je velmi do detailu popisovan postup
pfipravy agar6zového gelu. Text je pak hlre prehledny a orientace v ném je pomala a obtizna.

Vzhledem k objemu spisu vSak text obsahuje pomérné malé mnoZstvi chyb, preklept a drobnych
nepresnosti. Naopak se v ném relativné Casto vyskytuji anglismy a soustavné dochazi také
k poruSovani pravidel sazby, kdy se zejm. predlozky a jednopismenné spojky dostavaji na konec
fadky. Obé Ize nalézt dokonce jiz v ndzvu prace: misto ,W obohacené repetice“ by asi Iépe (resp.
&esky) znélo repetice obohacené na chromosomu W. Obdobné by pak u €asto se opakujicich
slovnich spojeni jako ,Maverick transpozény“, ,PCR produkt(-y)* a ,W chromosom“ bylo
vhodnéjsi opacné poradi slov.

Uvod je velmi pé&kné napsany, obsahuje vdechny podstatné informace a dosavadni poznatky
v oboru. Hezké je téz predstaveni modelového organizmu v posledni ¢asti uvodu, od biologie
druhu a jeho fylogenetického zarazeni aZz po cytogenetiku predivek. Text celé kapitoly je dobre
srozumitelny a velmi hladce a pfijemné plyne. K této kapitole nemam Zadné dotazy.

Cile préace jsou obsirnéji uvedeny, ale jsou formulovany struéné a jasné.

Nasledujici kapitolou jsou Material a metody. Mimo jiz zminéného bych zde méla nékolik drobnych
pfipominek ¢i dotazl:

1) V kap. 3.2.2 na str. 13 a kap. 3.7.4 na str. 22 se piSe, Ze vzorek byl centrifugovan na maximalni
otaéky. Tento Udaj neni bez doplnéni typu centrifugy a rotoru (jeho poloméru) pfili§ vypovidajici.
Obdobné uvedeni zrychleni pii centrifugaci v jednotkach rpm v kap. 3.7.2 na str. 19 - je lépe
hodnoty prevést na nasobky tihového zrychleni (g).

2) V kap. 3.4 na str. 15 je napsano: ,Gelova elektroforéza probihala pfi napéti 110 V...“ Je lépe
pouzivat jednotky V/cm (napéti vztaZzeno ke vzdalenosti mezi elektrodami). Podobné pak v kap.
3.9 na str. 26.

3) Jak se vztahuje teplota prani skli¢ek po hybridizaci in situ k Tm sondy vypoctené podle vzorce
v kap. 3.7.2 na str. 20?



Vysledky jsou zdokumentované a prezentované pékné a prehledné. Je patrné, Ze autorka
vynaloZila zejména na lokalizace kandidatnich sekvenci vazanych na sami¢i pohlavni chromosom
W zna&né mnozZstvi prace. BohuZel pfes zjevné Usili nebyla tato ¢ast prace prili§ Uspésna.
K provedenym hybridizacim bych chtéla poZadat o zodpovézeni nasledujicich dotaz(:

4) Jak vypadal preparat mitotickych figur ze samicich kfidelnich diski? Byl po barveni DAPI
patrny chromosom W? Hybridizovala na chromosomy samiéi celogenomova sonda? Zvyraznila
nékteré chromosomy &i jejich &asti? Vysledek hybridizace totiz neni v textu nijak komentovan (a to
ani pozdeéji v diskuzi).

5) Autorka se opakované vyjadfuje o sondach pripravenych nick-translaci jako o ,nevyhovujicich®.
Co to znamena? Jaka byla délka fragment DNA?

6) Nezda se mi vhodné, Ze po neuspéchu nepifimé FISH se sondami znaenymi biotinem (pfip.
digoxigeninem), autorka zménila metodu znaceni, ale s ni i cely protokol hybridizace in situ -
sondy? Podle mého nazoru by tak odpadla vétsina problému s vysokym pozadim na preparatech.
Navic Ize i lépe ovéfit kvalitu sondy: nejen délku fragmentd, ale téZ inkorporaci zna¢eného
nukleotidu. Fluorescence je jednak patrna na gelu pod uv zarenim (zalezi vSak na emitované
vinové délce, zda neinterferuje s emisi barvicky pouzité na zviditelnéni DNA) anebo je mozné mérit
fluorescenci v dané vinové délce pfimo na spektrofotometru. Detekce repetitivnich sekvenci
s vysokym zastoupenim v genomu, kterymi se prace zaobira, by neméla vyZzadovat amplifikaci
signalu.

K dal$im vysledkim bych méla jiz jen drobnéjsi pripominky a dotazy:

7) V popisu k tabulce Il (kap. 4.2 na str. 33) by mélo byt uvedeno, co je v tabulce zvyraznéno
tuéné a proc.

8) Vykazovala inzerce uvnitf satelitu o délce 152 bp zminéna na str. 34 néjakou podobnost
se znamymi sekvencemi? Zkous$ela autorka pouZit dot plot k identifikaci podobnosti uvnitf
satelitu? Jejich pritomnost by mohla vysvétlovat problémy s pfipravou sondy na FISH, resp.
s naslednou hybridizaci in situ.

V kapitole Diskuze je pozornost vénovana jak metodam a moznym pri¢indm nezdaru jejich pouziti,
tak interpretaci vlastnich vysledkl. Pouze kap. 5.3 Geny ribozomalni DNA je trochu nejasna
a matouci. V prvnim odstavci autorka piSe, Zze bioinformaticka analyza sekvenénich dat, ze které
ve své praci vychazela, ukazala vyssi obsah rDNA u samic oproti samcum nizozemské populace,
ale Ze jeji vysledky kvantitativni PCR ukéazaly zna¢nou variabilitu po¢tu kopii rDNA gent u jedincl
obou pohlavi. To ale nic nefika o pripadném rozdilu v obsahu kopii mezi populacemi ¢i pohlavimi.
Ve vysledcich je to pfitom popsano zcela jasné a jednoznacné. PrestoZe autorCiny vysledky
k vazbé na pohlavni chromosomy nepoukazuji, z prvni véty druhého odstavce této kapitoly
diskuze plyne, Ze NOR by se mély nachazet pravé na pohlavnich chromosomech. To je v rozporu
s vysledky prace a zbyte¢né to plsobi zmate¢nym dojmem.

V pripadé transpozonu Maverick je komentovana a diskutovana pouze jeho lokalizace
na chromosomu W. Pfitom podle vysledk( gPCR je pomérné bohaté zastoupen i jinde v genomu
(viz pfitomnost repetice v sam¢ich vzorcich). Rozdily v poétu kopii mezi samicemi a samci nejsou
tak vyrazné jako u satelitu, kde jsou nékolikanasobné.

Posledni otazka se tyka satelitu, ktery je podle vysledk( gPCR silné obohaceny na chromosomu
W: Planuje autorka klonovat a charakterizovat del$i fragmenty, piipadné okoli jiz ziskané
sekvence?

Seznam pouzité literatury je nestastné formatovan. Velmi ¢asto dochazi k roztazeni textu na celou
radku a udaje jsou tak neprehledné. U nékolika citaci také vypadla &isla stranek, pfip. i Cislo
Casopisu.



Celkové je predkladana prace zdarila a peclivé zpracovana a prinasi nové vysledky, které mohou
byt podkladem k publikaci v odborném periodiku a také navazujiciho studia. Bezesporu si
zasluhuje byt prijata jako podklad k Uspé$né obhajobé bakalarského titulu Anety Pilikové.
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