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OPONENTSKY POSUDEK
Na diplomovou praci Bc. Moniky Hrubé

Vyvoj molekularnich markerd pro chromozom W u modraska Polyommatus icarus

Diplomova prace Moniky Hrubé je zaloZena na vyuziti sekvenacnich technologii a bioinformatické analyze
sekvenacnich dat s jasné formulovanym cilem ziskat unikatni sekvence z pohlavniho chromosomu W
modraska jehlicovitého (Polyommatus icarus), Cili molekularni markery samiciho pohlavi, a s jejich pomoci
vyvinout jednoduchou PCR metodu na urceni pohlavi ranych vyvojovych stadii modraska, coz by umoznilo
resit fadu dalSich vyzkumnych otdzek.

V tvodni ¢asti prace jsou prehledné zpracovany informace a literarni idaje podstatné pro resené téma
véetné zvlastnosti genomu modrasku a polymorfismu ve vyskytu neo-pohlavnich chromosoma u
studovaného modraska a vCetné publikovanych metod a postupt pro urceni pohlavi v ranych stadiich
vyvoje motylt. Mam jen tfi upfesiujici poznamky.

- Uvod, kap. 1.1.: je uvedena variabilita po¢tu chromosomd motyld od n=7 do n=226, ale nejnizéi haploidni
pocet je jesté mensi — n=5 byl popsan u jihoamerického motyla Hypothyris thea (Nymphalidae; Brown et al.
2004) a u severoamerického soumracnika Agathymus aryxna (Hesperiidae; De Prins & Saitoh 2003).

- Uvod, kap. 1.4., str. 3 dole: je uvedeno, Ze ,,Autozomy, které zfizovaly s pohlavnimi chromozomy,
prestaly diky chiasmatické meidze samca rekombinovat” — ma byt ,,diky achiasmatické meidze”.

- Uvod, kap. 1.5., str. 6: dovolim si nesouhlasit s tvrzenim, ze metoda uréeni pohlavi podle sex chromatinu
je ,velmi pracna a asové narocna”. Zabere priblizné 15 minut na jednoho jedince. Spis mélo byt uvedeno,
ze neni jednoznacna u ranych vyvojovych stadii larev a je prakticky nepouzitelnd u embryi.

Kapitola Material a metody je zpracovana vycerpavajicim zpusobem. Velmi oceriuji, Ze autorka Uspésné
zvladla extrakci vysokomolekularni DNA a zejména sekvenovani technologii Oxford Nanopore, téz se
uspésné vyporadala s fadou programu pro bioinformatické analyzy. Mam jen doplnkovy dotaz.

V kap. 3.3.3. na str. 14 je uvedeno, Ze byly vwybrany i k-mery specifické pro samce. Proc jste
predpokladala mozny vyskyt k-mert specifickych pro samce, ktefi maji par pohlavnich chromosomu
Z ateoreticky nemaji Zadnou ¢ast genomu specifickou pro samce?

Vlysledky prace jsou perfektné zpracovany a dolozeny dobre popsanymi tabulkami a obrazky. A hlavné
jednoznacné dokladaji, Ze autorka splnila cile prace - tj. identifikovala unikatni sekvenci na chromosomu W,
vyvinula duplexni PCR pro identifikaci pohlavi modraska jehlicového a otestovala ji na vzorcich modrasku

z riznych populaci v CR i na populacich z nékolika dalSich evropskych zemi. Mam tfi nasledujici dotazy.

Na str. 23 v Tabulce Il je v predposlednich fadku uvedena zkratka BUCBO. Nema to byt BUSCO?



Na str. 29 je na Obrazku 5 jediny negativni vysledek, tj. absence molekularniho markeru u samice
F1H6. Z textu vyplyva, Ze marker nebyl prokazan ani u jeji matky a v diskusi je tento negativni
vysledek odpovidajicim zpisobem vysvétlovan. Protoze uvedena samice pochazela z chovu,
pokusila jste se v této linii ovérit cytogeneticky pfitomnost chromosomu W? Zvlasté u druhu

s polymorfni konstituci pohlavnich chromosoma mohlo dojit ke ztraté W.

Na str. 31 na Obrazku 8 vykazuji PCR produkty testovani para primeru €. 3 u tfech samic $panélské
populace na fotografii gelu mnohem mensi intenzitu nez u ostatnich samic a usamic A aCinez
produkt kontrolniho paru primer( pro 185 rRNA. Méate pro to néjaké vysvétleni?

Pouzité postupy a hlavni vysledky jsou odpovidajicim zplsobem diskutovany v nasledujici kapitole
s ohledem na dostupnou literaturu a soucasny stav poznani v této problematice a Uspésné splnéni hlavniho
cile této prace je strucné a jasné shrnuto v zavérecné kapitole. K této ¢asti prace mam doplnujici dotaz.

V kap. 5.3. na str. 38 je v poslednim odstavci je uvedeno, Ze jednou z moznosti, jak nalézt kontigy

z puvodné autosomalni ¢asti chromosomu neo-W by bylo identifikovat pFislusny autosom, ktery se
na vzniku neo-W u P. icarus podilel a vybrat kontigy, které na tento chromozom mapuji. S tim nelze
nez souhlasit. Znate néjaky postup Ci postupy, jak by bylo mozné tento autosom identifikovat?

Seznam pouzité literatury je peclivé zpracovan, mam jen jedinou drobnou pripominku k nejednotnému
psani nazva citovanych praci — v nazvech by, kromé prvniho slova, zemépisnych nazva, zkratek a jmen
druh(, méla byt viechna dalSislova psana s pocate¢nim malym pismenem, coz neni vzdy dodrzeno.

Zavér
Diplomova prace Moniky Hrubé je velmi zdarilym dilem. Je peclivé a Ctivé napsand a dobre motivovana
s jasné formulovanymi a splnénymi cili. Prezentované vysledky jsou velmi kvalitni a samy o sobé
publikovatelné; pro laborator skolitele pak jsou dalSim spInénym krokem pro vyzkum evoluce pohlavnich

chromosomu a pohlavné-vazanych gent modraskd. Predlozena prace nepochybné splriuje pozadavky
kladené na diplomové prace a s velkym potésenim ji

doporucuji k obhajobé.

Frantisek Marec

V Ceskych Budéjovicich, 7. ledna 2023



