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Oponentsky posudek na diplomovou prici Be. Miriam Demkové

Diplomova prace Be. Miriam Demkové si klade za cil analyzovat pfitomnost/absenci a stupei
molekularni diferenciace samiciho specifického pohlavniho chromozému W u rozsiahlého souboru
jedinci (16 rodin zpéti c¢eskych lokalit) motyla skvrnopasnika liskového Lomaspilis marginata.
K tomuto ucelu byla analyzovana polyploidni interfazni jadra malpigickych trubic a také byla pouzita
metoda komparativni genomova hybridizace na pachytennich chromozémech. Prace odhalila variabilitu
mezi jedinci riznych rodin a misty i v ramci rodiny, a to jak v pfitomnosti ¢i absenci sex chromatinu,
tak v jeho uspofadani a také z hlediska molekulami diferenciace pohlavniho chromozému W. Tyto
vysledky pfizivuji kriticky pohled na vypovidaci hodnotu dosavadnich metod detekce sex chromatinu
v interfaznich jadrech polyploidnich bunék a naznacuji v tomto ohledu nutnost pfezkumu u nékterych
skupin/druhtt motyli. Prace rovnéz poukazuje na dulezitost analyzy jedincl riznych rodin/populaci
téhoz druhu pro zisk uceleného obrazu dynamiky pohlavnich chromozémi u daného taxonu.

Samotna diplomova prace ma rozsah 34 stran a dvé strany pfiloh. Plsobi tedy relativné stru¢né,
je viak co do obsahu standardné a logicky ¢lenéna a obsahuje malé¢ mnoZstvi pieklept. 49 literarnich
zdroju citovanych v textu odpovida az na jednu vyjimku seznamu literatury (Yoshido et al. 2011 v textu
neni citovan). V seznamu literatury je patma nesourodost formatovani nazva Casopist (zkratky vs.
zkratky s teckami vs. plné nazvy vs. absence kurzivy aj.). Na n€kolika mistech (str. 3, 29, 30, 31) je ¢ast
textu tmavé Sedé zbarvena namisto standardni Cerné.

Z jazykového hlediska se autorka nevyvarovala nékterym bézné rozsifenym anglicizmim (pf.
chromosomalni misto chromosomové nebo retrotranspozabilni elementy misto retrotranspozony) nebo
nepfesné terminologii (str. 1: pozor na slovo heterogamie — je to néco jiné¢ho neZ heterogametie).

Literarni prehled odpovida tématu, je napsan srozumitelné (cenim si zejména piesn¢ho vysvétleni
metod GISH a CGH na str. 6-7). Nékteré kapitoly jsou vsak vice struéné, nez by si to dané téma
zasluhovalo. Tyka se to pfedevdim kapitoly o evoluci pohlavnich chromozému, ktera je pojata zna¢né
komprimovanym zpusobem a s nepfesnostmi (napi. specifické pro dané pohlavi jsou ¢asto konkrétni
alely gent, nikoliv pfimo celé geny a také jiz neni aktudlni tvrzeni, Ze B chromozomy jen vyjimecéné
obsahuji protein-kédujici geny). Chybi mi zde zakomponovani poznatkl z vice recentnich literamich
zdroji. A to zrovna v poslednich nékolika letech doslo na nebyvalou nadprodukci obsahlych
piehledovych praci o pohlavnich chromozémech, reflektujicich rapidni vyvoj toto odvétvi vyzkumu.
Chybi také napf. objasnéni pojmu heteromorfni pohlavni chromozém, pohlavné-antagonisticka selekce,
a v nasledujici kapitole pojmu syntenie. Na str. 3 neni jednoznaéné vysvétleno, jak malovaci sonda
reprezentujici chromozom W objasnila molekulami odliSnost W chromozoémi mezi dvéma druhy
motyli. Na str. 6: klasické cytogenetické techniky nejsou zaloZzené na G-pruhovani, nybrz obecné na
zpusobu uspofadani AT- a GC-bohatych sekvenci v genomu. Na str. 7: v ramci evoluéniho pojeti bych
nemluvil o chromozdémovych aberacich, nybrz o chromozémovych piestavbach.

Cile prace jsou jasné definovany, pouze diléi cil 1 je formulovan ponékud kostrbaté.

Cast Material a metody byla vesmés srozumitelné popsana, nebylo mi viak jasnych n&kolik detailil,
popf. jsem narazil na nékteré nepfesnosti:
(1) Na str. 9 neni vysvétleno, pro¢ je mozné sklicka skladovat ve 4 °C nejdéle po dobu dvou tydnu.
(2) Misto poctu otacek na centrifuze by bylo dle mého nazoru vhodnéjsi uvést relativni centrifugaéni
silu (nasobky tihového zrychleni g) nebo uvést k otaCkam i polomér rotoru.
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(3) Neni objasnéno, pro¢ byla koncentrace DNA méfena na Nanodropu i fluorometru a pakliZze se
naméfené hodnoty liSily, kterda hodnota byla pouZita pro pfipravu sond a pro¢.

(4) U nick translace (str. 11) neni uveden divod zavéreéného zahfati na 70 °C na 10 min.

(5) U CGH (str. 11-12) neni jasné, Ze inkubace 90 min pii 37 °C je onen pre-hybridizaéni krok
(zminovany pozdéji u telomerické FISH) a jaky je smysl tohoto kroku.

(6) Piimé oznaceni filtrli, fluorochromu a sond jako ,,Cerveny/a, zeleny/a a modry* mi nepfijde (na
rozdil od popisu signall) jako Gplné vhodné feSeni v odbomém textu.

V &asti Vysledky océnuji mapku s lokalitami a pfehledy vysledka v Tab 1 a Obr. 6. Autorka nicméné
v textu na str. 14 zminuje rodinu F18-07, ktera v Tab 1 a Obr. 6 chybi (pteklep?). U vysledki CGH se
mi nezda, Ze by samic¢i-specifické bloky v typu W-1 byly viechny termindlni, jak je popisovano na str.
20 a také mi pfipada, Ze kromé uvedené odliSné spiralizace by ruzny pocet blokii mohl byt zptusoben
napi. odliSnou amplifikaci a distribuci z¢astnénych repetic. Je Skoda, Ze zrovna rodina F20-01, ktera
ma jedny z nejzajimavéjSich charakteristik (fragmentovany nebo chybéjici sex chromatin vs. vzor CGH
typu W-2) nebyla analyzovana pfes barcoding, a proto sumarizace jejich charakteristik chybi v Obr. 6,
¢imz v celkovém textu trochu zapada. Ale rozumim tomu, Ze material zkratka obCas uZ neni k dispozici.

Dokumentace vysledki je zdafila a dostaCujici, cytogenetické obrazové piilohy jsou prezentovany v
podstaté v publika¢ni kvalité. Snad jen na nékterych obrazcich (zejména 4b) by bylo moZné vyraznéji
ofezat piebyte¢né ¢emné pozadi. Jako ne Gplné Stastné povazuji v Obr. 3 pouziti toho samého typu Sipky
pro dokumentaci tfech riznych jevi a Sipka poukazujici na NOR spise vlastné ukazuje na pretrvavajici
jadérko. Jadérko by se dalo oznacit i ve spodni ¢asti obrazku 4a.

Diskuze je opravdu diskuzi a jeji rozsah je v podstaté dostacujici. Je ale trochu $koda, Ze vysledky
nebyly diskutovany ve trochu $ir§im kontextu. Nékteré konkrétni zaleZitosti rozvadim nize v otazkach 4-
6.

Otazky:

1) Vtextu se mnohokrat hovoii o tom, Ze heterochromatin chromozémi W je vyrazné podbarven
DAPIL Nikde ale neni fe¢eno, co to fika o typu sekvenci, kterymi jsou bloky heterochromatinu
tvofeny. Jaké sekvence preferenéné DAPI barvi? Co potom v tomto kontextu muZe znamenat,
pokud nékteré chromozéomy W nejsou pomoci DAPI vyrazné podbarveny, zatimco CGH je
zvyrazni?

2) Autorka uvadi, Zze nékteré motyli W chromozémy neobsahuji determinantu pohlavi. Existuje
né&jaké vysvétleni nebo teorie, pro¢ takové chromozémy W setrvavaji v karyotypu?

3) Co znamend, Ze jsou chromozomy u motyli ,,celkem malé™ (str. 6)? V jakém rozsahu velikosti
se tedy pohybuji?

4) Znala by autorka n¢jaké jiné ZivoCidné rody/druhy, kde metoda CGH odhalila variabilitu
v molekulami diferenciaci pohlavnich chromozému?

5) Znala by autorka piiklad jesté jiného Zivoc¢isného taxonu (kromé uvedené bzucivky a idedlné
mimo hmyz), kde byl odhalen vnitrodruhovy polymorfizmus v mife diferenciace neparového
pohlavniho chromozému?

6) Na str. 24 je diskutovana pfitomnost DAPI-pozitivniho univalentu nebo bivalentu u nékterych
samic zrodin s typem W-3. KdyZ pomineme po€itani mitotickych chromozémi u samic jako
moznost (u samct bychom si nepomohli, tam by bylo ZZ v kazdém piipad¢), jak bychom mohli
metodologicky (alesponi na teoretické bazi) odliSit v meidze univalent od bivalentu? Jak by se
jesté jinak dala vysvétlit pfitomnost detekovanych telomerickych repetic pouze na jednom konci
tohoto pozoruhodného elementu?
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Zavér velmi zdafile shrnuje hlavni pfinos diplomové prace.

Celkové hodnoceni: Cile prace byly podle mého nazoru splnény. Ziskana origindlni data vyznamné
dopliiuji a rozsifuji soucasny stav poznani problematiky evoluce W chromozoému a sex chromatinu u
motyli. Autorka zaroven svymi vysledky dokazala, Ze si osvojila potiebné cytogenetické a
fylogenetické metody, a Ze je schopna ze ziskanych dat vyvodit relevantni zavéry.

V piipadé uspokojivé prezentace (véetné zodpovézeni otazek) doporucuji praci k aspéiné
obhajobé.

V Libéchove, 19.5.2022 Mgr. Alexandr Sember. Ph D
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