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Oponentsky posudek magisterské prace Bc. Dagmar VoFiSkové:

Mapoviani fragmentu chromosomu Z v ASF-liniich zavije¢e mou¢ného,
Ephestia kuehniella

Prace Dagmar Vofiskové je zaméfena na odhaleni principu saméi letality u linii ASF
(abnormélné segregujici samice) zavijete moucného, které byly vyvyjeny s cilem jejich
vyuziti pro genetickou kontrolu populaci tohoto skladistniho $kiidce. Kromé této aplikace
viak tyto linie nabizeji téZ materidl vhodny pro studium dynamiky vyvoje pohlavnich
chromosomi.

Formdlni ¢lenéni prace a jeji rozsah je obvykly a neshledavam zde nic v nepofadku. Kapitola
Gvodu pokryva celou studovanou problematiku pomérné dostate¢né. Za pfili§ stru¢nou
povazuji pouze kapitolu 1.3. vénovanou modelovému druhu, kde chybi pfedstaveni alespoil
zdkladni cytogenetiky tohoto modelu. Navic je text ivodu bohuzel ¢asto hiife Citelny. Nékteré
Casti je tfeba Cist opakované nebo zpétné, protoZe jsou 3patné srozumitelné (napf. prvni
odstavec kapitoly 1.3.1. na str. 4). Text také obsahuje nepfesna vyjadieni, kterd mohou byt
matouci. Ve druhém odstavci kapitoly 1.3. chybi vysvétleni zkratky ASF-linie. To by mélo
byt uvedeno na misté prvniho vyskytu daného terminu, pfestoze je pfipravé a genetice téchto
linii vénovana jiz cela nasledujici kapitola.

Cile prace jsou definované stru¢né a jasné, v&etné navrzeni metod, které hodla autorka pouzit
k jejich dosaZeni.

V kapitole 3. Material a metody autorka popisuje veskeré metody, které v praci pouZzivala.
Postupy jsou popsdny dostate¢né podrobné, ale bohuzel nepfili§ peclivé. SloZeni reakénich
smési popsané stylem, kolik jakého zésobniho roztoku je tfeba pipetovat, je mozna Gcelné
a uzite¢né pro laboratorni navody, ale naprosto nevhodné pro diplomovou praci ¢&i publikaci.
Mély by zde byt uvedeny kone¢né koncentrace jednotlivych sloZzek v roztoku ¢&i reakci. Také
se zde autorka opakované dopousti typografickych chyb v psani jednotek. Mezi &iselnou
hodnotou a znatkou jednotky se obvykle vynechava mezera. PiSeme tedy napf. 20 mM KCl
a nikoli 20mM KCIl.

Zéasadné&j$im nedostatkem je oviem vyskyt nepfesnych, velmi Casto pfili§ familiarnich vyrazi
a formulaci, které ztéZuji porozumnéni textu ¢i jej €ini nejednoznaénym. Tato Zovialnost je aZ
obtézujici, nebot’ se vyskytuje soustavné v celé kapitole. Napt. v kapitole 3.2.1. zaobirajici se
jednou z metod izolace DNA se na str. 8 uvadi: ,,V zade&cich samicek se nachazeji vajitka...,
coz by mélo za nésledek nizsi Cistotu DNA. Zarovein bylo potfeba mit jistotu, Ze nedojde ke
kontaminaci sam¢&i DNA, ke které by zpravidla do3lo po oplodnéni.“ V tomto piipadé je sice
ziejmé, co chce autorka sdélit, nicméné formulace je velmi nest'astnd, az pfili§ zkratkovita.



Hned v nasledujici kapitole, rovné€Z vénované izolaci DNA, autorka piSe, Ze ,,v pfipadé
potieby vy33i* byla metodou volby izolace pomoci cetyl trimetylamonium bromidu (CTAB).
Zajimalo by mé, v pfipadé jaké vyssi potieby byla tato metoda pouzita? Vyssi koncentrace
DNA? Nebo jeji Cistoty? Nebo snad mnozstvi? Zde bych méla jeité¢ jednu poznamku
k pravopisu, nebot’ v textu uvedené ,,pomoci CTABu“ je $patné, zkratky se nesklofiuji.

Jakd DNA slouzila jako templat pii pfipravé hybridizaénich sond (kapitola 3.5.1. na str. 12)?
~Amplifikace materidlu“ je opét nepiesné.

Nejednoznacna vyjadieni se vyskytuji i v nasledujicich kapitolach, napf. v kapitole 3.7.1.
autorka nanaSela na sklitka antifade DABCO pro ,,delsi vydrZ preparatu po expozici svétlu*
Ci v kapitole 3.7.2. v prvnim odstavci pfiznava: ,, Abychom ziskali lep$i obrazky chromosomu
W, zkouseli jsme kromé zelené barvy i ervenou...“ Co to je prosim za terminy? V prvnim
pfipadé se jedna o drobnou nepfesnost, ale ve druhém pfipadé takové sdéleni neposkytuje
témé&f Zadnou uZzitecnou informaci. Pfi lehké extrapolaci by v souladu s timto tvrzenim mohlo
byt napf. i to, Ze na zataZeni preparatu byl pouZit erveny lak namisto zeleného.

Nespravn€ formulovana je i véta: ,,Templat pro tuto sondu byl pFipraven jinymi &leny
laboratote...“ v kapitole 3.5.2. na str. 13-14. Bylo by zadouci napsat spie, kym byl dany

templat pripraven a darovan.

Jesté bych méla n€kolik nasledujicich drobnych pfipominek &i dotazi na nékteré detaily
u pouzitych postupti:

1) V kapitole 3.2.1. je ve druhé vété (str. 8) uvedeno: ,K ziskdni 50 ul DNA timto
zpisobem...” Objem izolované DNA je pomérné neuZitenym tdajem a neni tieba ho uvadét.

2) Z jakych jedincl byla izolovana RNA pro pfipravu cDNA (kapitola 3.3., str. 9)? Ze samic
¢i samci? Predpokladam, Ze to bylo z divoké linie WT-C02. Dale autorka pise, Ze izolovand
RNA byla skladovana pouze pfi teploté -20 °C. To je v pofadku?

3) Byla cDNA pred piipravou hybridizaénich sond né&jak piecisténa?

4) Jak rychle nartistala teplota b&hem tani produkti kvantitativni PCR (kapitola 3.6., str. 15)?
Vysledky jsou origindlni a nové. Obrazky jsou p&kné, jasné, nazorné a dobie popsané (az
na n€kolik mélo chyb). Nicméné text kapitoly obsahuje obdobné nesvary jako ptedchozi &4sti
prace. Casto je hife srozumitelny diky nepfesnostem ve vyjadfovani &i chybgjicim ddajim.

K vysledkiim pozorovani pohlavniho chromatinu by mé& zajimalo nésledujici:

1) Vyskytovala se nékdy deformovana ¢&i viceSetna pohlavni téliska i u divoké linie WT-C02?

2) V kolika pfipadech z celkového poétu pozorovani se u samic linii ASF-1 a 2 vyskytovala
deformovand nebo vice€etna pohlavni téliska?

3) Byli testovani jedinci linie ASF-4? V textu kapitoly je tato linie zminé&na, ale chybi
ve vlastnich vysledcich.



4) Zda se t€liska riznych tvarl a Cetnosti vyskytuji u riznych jedinch &i u téZe samice, jsem
se dozvédéla az z diskuze (kapitola 5.2. na str. 29), nicméné mélo by to byt uvedeno jiz zde
ve vysledcich.

V nasledujici kapitole 4.2. Kvantitativni PCR by v textu mély byt rozepsany zkratky gend pro
acetylcholinesterazu (Ace) a 6-fosfoglukonat dehydrogenazu (6-PGD). V téze kapitole se
objevuje formulace, Ze pocet kopii sledovaného genu byl ,,napfi¢ pohlavimi* shodny. To
plsobi vzhledem k po¢tu pohlavi ismévné. A konecné v poslednim odstavci kapitoly by mélo
byt doplnéno, Ze sledovany parametr je ,,uéinnost PCR reakce®. Bez ptivlastku nemusi byt
zfejmé o jakou ucinnost se jedna.

Nékolik dotazii ¢i ptipominek bych méla i k ¢asti 4.3. Vysledky hybridizace in situ:

Co mysli autorka sprdvnym zobrazenim chromosomu W v prvnim odstavci kapitoly 4.3.1.?
V nasledujicim odstavci je totiz uvedeno, Ze &ast chromosomu W u samic linii ASF ziistala
nenaznafena malovaci sondou.

Obrézek 8 na str. 26 je velmi p&€kné vyveden véetné schémat pohlavnich chromosomi, skoda
pouze malého zvétSeni pachytenniho jadra na obrazku 8f. BohuZel se zde ale vyskytuje
né€kolik chyb v popisku. Na obrazku 8b je W-specifickd sonda ¢ervené a nikoli zelené; dale
v obrazku 8c chybi poznamenéno, Ze se jedna o jadro samice linie ASF-1 a kone¢né& schémata
parovani nejsou na vSech obrazcich, ale pouze na obr. 8a, c a d.

V obrazcich 8b a e se zd4, Ze W-specifickd sonda znaéi kromé& pohlavniho chromosomu W
jesté daldi mensi chromosom. Lze to pozorovat i na jinych figurdch? Jak by vypadal obrazek
rozloZeny na jednotlivé kanaly?

Bylo pro detekci fragmentu Z%“* u samic linii ASF pouZito jes$té n&jaké jiné barveni?
ylop g p J Jake j

V této Casti by bylo vhodné uvést alespont pocet chromosoml u E. kuehniella. Tento udaj
chybi jak v uvodu, tak v kapitole Material a metody, a neni uveden ani zde. Pfitom autorka
sama poznamendvd, ze kontrolovala po¢ty chromosomd, zda jsou jadra kompletni (str. 25,
2. odst. kap. 4.3.1.).

Lokalizace pohlavné vazanych gend pomoci TSA-FISH bohuZel nebyla Gspé&3nd, prestoze
metoda byla nékolikrat optimalizovdna. Ne&které kroky optimalizace mi ale nejsou Uplné
jasné:

1) Jak bylo optimalizovano oSetfovani skel? V textu je to pouze zminéno, ale konkrétni kroky
v metodach chybi.

2) Pro¢ byla pfi vyskytu nespecifického signdlu sondy po TSA-FISH jest¢ zvySend
koncentrace protilatky? Nepomohlo by spiSe jeji v&tSi nafedéni?

3) Jak byly zpracovavany sekvence klonovanych fragmentli pohlavné véazanych gent?
Nevykazuji ndhodou néjaké podobnosti v motylim genomu s dal$imi geny? Neobsahuji napf.

¢asti sekvenci néjaké rozsifené doménové rodiny?

4) Je si autorka védoma toho, pro¢ byly sondy piipravovany z cDNA?



V diskuzi jsou shrnuty a rozebrany ziskané vysledky, ale bohuZzel bez dostate¢né hloubky
a 8ife. Tato Cast by zaslouzila daleko vice pozornosti. Rada bych se zeptala, jak si autorka
vysvétluje, ze fragment Z** obsahoval pouze jediny pohlavn& vazany gen z esti testovanych,
prestoZe je podle literatury u v3ech linii ASF tvofen pomé&mé velkou &ésti chromosomu Z (35-
50 %)? KdyZz se ukézalo, Ze pravdépodobné doslo k fizi fragmentu Z** a chromosomu W,
nebyla ndhodou testovéana téZ linie ASF-4 na pfitomnost této fuze? Nebo neni to v planu? Jak
vypadaji chovy ASF-linii? Probihaji v chovu né&jaké kontroly pfitomnosti fragmentu Z%?
Vyskytuji se u linii ASF-4 a 6 samci divokého fenotypu nesouci fragment Z#*?

Text prace Bc. Dagmar Vofiiskové plisobi misty nepiehledng, nebot’ je tfeba dohledavat idaje
jinde v textu. Navic prace obsahuje celou fadu chyb. Vysledky jsou ale p&kné a zajimavé
arelativn€ dobfe prezentované. Proto praci doporucuji k obhajob& magisterského titulu
autorky, nicméné navrhuji sniZzeny stupeii hodnoceni.

/ s Y o
Ceské Budgjovice, 19. 1. 2019 Iva Vrbova



Oponentsky posudek diplomové prace Bc. Dagmar Voriskové ,,Mapovani fragmentu chromosomu Z v
ASF-liniich zavijece moucného, Ephestia kuehniella“

Diplomové prace Bc. Dagmar Voriskové byla zaméfena na odhaleni genetického obsahu fragmentu Z%“ ve
vybranych ASF-liniich zavijeCe moucného a prispét tak k odhaleni podstaty samci letality. K tomuto tcelu
studentka vybrala celkem 6 genti pro stanoveni relativniho poctu kopii u samcii (ZZ) a samic (WZ + fragment
Z*") metodou kvantitativni PCR (qPCR). Pfitomnost na fragmentu Z* byla u v3ech ¢ty testovanych linii
prokdzana pouze u jediného z téchto genti, a to genu tan. U zbyvajicich péti byla potvrzena pfitomnost na
chromozému Z. Je Skoda, Ze nebyly ucinény Zadné pokusy o zamapovani dalSich markert z okoli genu tan.
Vysledky by pak mély mnohem vétsi vypovidaci hodnotu. V dalsi fazi se studentka pokusila lokalizovat pozici
gend tan a apterous metodou fluorescencni in situ hybridizace (FISH), avSak detekce téchto gend na
chromozdémech se nezdarila. Zde musim podotknout, Ze lokalizace genti na chromozémech metodou FISH neni
snadnd ani pro zkuSeného experimentatora a proto tento dil¢i neuspéch nepovazuji pro hodnoceni za dilezity.
Zasadni a necekané vysledky prinesly experimenty zaméfené na detekci DNA chromozému W metodou FISH.
Malovaci sonda pripravena z mikrodisektovaného chromozému W oznacila u samic divoké linie cely
chromozom W, ale pouze jeho cast u vSech Ctyf ASF-linii. Vzhledem k tomu, Ze samostatny chromozém
odpovidajici fragmentu Z** nebyl pozorovan a Ze chromozémy W a Z se v meidze paruji po celé délce, ucinila
studentka logicky zavér, Ze neoznaCend ¢ast chromozému W je tvorena fragmentem Z %",

Domnivam, Ze predloZena diplomova prace kvantitativné i kvalitativné spliiuje kriteria kladena na tento
typ préce a proto ji doporucuji k obhajobé. Mam vSak tyto dalsi poznamky ¢i kritické pfipominky:

Strana 5 - Obrazek 1: V obrazku je chyba. Samec s genotypem dz/dz+ by mél mit divoky fenotyp, tedy svétla
kridla.

Strana 6 - Obrazek 2: Nékteré popisy jsou v obrazku Spatné Citelné. V legendé k obrazku postraddm vysvétleni
co je W, Ze se jedna o chromozém W, ktery ztratil 20% své délky, se sice dd odvodit z pfislusné Casti tivodu
(str. 6), ale ani zde ani nikde jinde neni pouZito oznaceni W

Strana 14 - Random priminig: V popisu reak¢ni smési chybi hexanukletidy. Pro popis pouZitého postupu by
se nemél pouzivat pfitomny cas.

Strana 18, TSA-FISH, 2. odst: Zatimco pokusy o eliminaci nespecifickych signalti sniZovanim mnoZstvi sondy
dévaji smysl, zvySovani koncentrace protiltky nikoli. Osobné bych se pfi optimalizaci metody vydal jinym
smérem. Jaké moznosti se nabizi?

Strana 19-20 - FISH: Pro popis oznaceni sond by mély byt uvedeny konkrétni fluorochromy a ne jejich barva.
Déleni filtr ve fluorescenc¢nim mikroskopu podle barev je také prili§ neurcité.

Strana 29-30 - Diskuse: Pokud by Z** opravdu byl souasti chromozému W pak by vSechny samice mély mit
dz+ fenotyp (svétla kfidla). Naopak vSichni samci by méli mit dz fenotyp (tmava kfidla). To ovSem plati pouze
za predpokladu, Ze nedochdzi k rekombinaci mezi pohlavnimi chromozémy W a Z. Predpokladam, Ze pri
udrZovani chovli ASF linii se alespoii Castecné sleduje fenotypova variabilita/uniformita u obou pohlavi a proto
mé prekvapuje, Ze tyto informace nejsou soucasti vysledk a diskuse.
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