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Evoluce karyotypu u pavoukil celedi Atypidae a Pholcidae

Cile prace

Prdce si klade za cil podrobnéji cytogeneticky prozkoumat 6 druhit Celedi Pholcidae, 2 druhy
Celedi Atypidae a jeden druh Celedi Sicariidae. Ze zjisténych dat pak autorka vyvozuje
obecnéf§i zavéry tykajict se mozné evoluce zkoumanych druhil, pop¥. skupin pavoukil.
Zvldsini zietel je kladen k evoluci jejich pohlavnich chromozomil. K prdci byly pouZity nejen
Klasické cytogenetické metody (1j. studium obarvenych chromozomil v riiznych fdzich
meidzy), ale také molekuldrné cytogeneticky apardt (metoda FISH umoziiujict vizualizaci
oblasti organizdtoril jadérka).

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida poZadovanému? M NE
Rozsah prace (pocet stran): 76

Je uveden anglicky abstrakt a kli¢ova slova, @ NE

Je uveden seznam zkratek? ANOG -

Literarni piehled:
Odpovidé tématu? |ANO| NE
Je napsan srozumitelng? |ANO| NE :
Pouzil(a) autor(ka) v reSersi relevantn{ idaje z literdrnich zdrojt? m NE
Jsou pouZité literarn{ zdroje dostate¢né a jsou v praci spravng citovany? ANO| NE

Materidl a metody:

Odpovidaji pouzité metody experimentaln{ kapitole? @] NE -

Kolik metod bylo pouZito?
T7i klasické cytogenetické metody (izolace chromozomul s klasickym barvenim, C-pruhovdni,
vizualizace oblasti NOR pomoct stFibrent) a jedna molekuldrné cytogenetickd metoda (FISH
s neprimo znacenou sondou k lokalizaci ¥DNA). K provedeni FISH autorka sama pFipravila
nékolik sond a oznacila je metodou nick-translace. Autorka si rovnéz osvojila metody sbéru,
determinace a chovu pavouki.

Jsou metody srozumitelné popsény? @ NE Drobné vyhrady uvddim v dalSich
cdstech posudku.

r vYr

Experimentalni ¢4st:

Je vysvétlen cil experiment(i? [KN_O—‘ NE

Je dokumentace v¥sledkt dostatujici? kz vétsi ddsti ANO| NE -v &em jsou nedostatky?

Postaduje mnoZstvi experimenti k ziskani odpov&di na zadané otazky?

NE — co chybi, v éem je nedostadujici?

(1) V prdci nejde o experimenty v klasickém slova smyslu, ale predevsim o postupy
umozrujici vizualizaci chromozomil, popr. uréitych jejich usekil. Tyto metody jsou ovSem
samy o sobé plné dostacujict k ziskdni relevantnich zdveéri. V prdci v§ak postraddm bliZst
dokumentaci tykajict se hybridizacnich vysledkil rDNA sond, pripravenych z riznych druhil
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pavoukil. Teprve v diskusi se objevuje zminka, Ze sonda z Pholcus phalangioides byla pro
vznik znacného fluorescenéntho pozadi pri identifikaci rDNA u pholcidil nevhodnd (str. 63) a
ddle, ze k vizualizaci oblasti NOR u eledi Atypidae bylo tFeba pouzit sondu od pavouka rodu
Aliatypus, nebot sondy od ostatnich pavoukil neddvaly dobré vysledky (str. 65). Je Skoda, Ze
autorka tyto hybridizacni pokusy v prdci nejen blize nedokumentovala, ale Ze o nich ani
nezaradila informace do metodiky, resp. do vysledkil (v metodické Cdsti cteme pouze vdgni
tvrzent o tom, Ze na FISH byly vyuZity sondy ze t¥f druhil pavoukit — viz str. 28).

(2) Je §koda, Ze v prdci byl jen u nékterych zkoumanych pavoukil srovndvdn vysledek FISH
se sondou na rDNA s vysledkem Klasického stitbreni, tFebaze kazdda z metod md ponékud
odlisnou specifitu. Tykd se to zejména druhu Pholcus phalangioides, kde autorka uvddi, Ze
vysledky FISH byly nejasné a lokalizace regionil NOR tudiZ velmi obtiZnd (str. 36). Vzhledem
k tomu, Ze se jednd o druh, ktery se bézné vyskytuje na vizem{ CR, urcité by nebyla nouze o
ziskdni dal§itho materidly, na ném# by se dala provést vizualizace NOR, eventudiné odzkouset
upraveny hybridizacni protokol (viz téZ dotaz v zdvéru).

Diskuze:
Je opravdu diskuzi, @I NE
Jsou vysledky porovnavény s literaturou? [ANO| NE

Jsou uvedeny n&jaké hypotézy & navrhy na dal3f feSen{ problematiky? [A__N—_O] N

Zaveéry (Souhrn) :
Jsou vystizné? O NE

Formalni Groven prace (obrazova dokumentace, grafika, text, jazykova Groveil):

Formdlni viroveri prdce je slusnd, text je prehledné a logicky. clenén, takZe se v ném ctendr
snadno orientuje. Obrazovd dokumentace vhodné dopltiyje text, vétSina obrdzkil meiotickych
chromozomil a vysledkii FISH je (s ohledem na casto nesnadné ziskdni materidlu a pomérné
maly vytézek hodnotitelnych meiotickych figur) velmi zdavild. Pouze obr. 1 (str. §)
zndzoriiyjici moznou fylogenezi pavoukil nent prilis jasné Citelny.

Za vyhovujict pokldddm i jazykovou kvalitu, i kdyZ jsem v tomto sméru nucen vytknout
nékteré anglikanismy, pouzivdani laboratornt ,, hantyrky " (zejména v metodické cdsti) i
nep#ili§ vhodné skloriovant nékterych cizich terminii.

Neékteré priklady:

(1) Rodovy ndzev Drosophila v latinské transkripci nelze ve 2. pddé singuldru sklofiovat:

. Drosophili* (opakované str. 7, str. 63). Pokud nechci pouzivat Ceského terminu octomilka,
mdm k dispozici i pocestény ekvivalent drozofila (2.p. j.¢. pak ovSem ,, drozofily “!)

(2) Stejné tak nelze latinsky ndzev Filistata insidiatrix skloviovat ,, u jednoho druhu Filistaty
insidiatrix “ (str. 24).

(3) Z formulace na str. 22: ,,Gen pro 185 RNA je ve fylogenezi vitbec nejpouzivanéjsi
ribozomovy gen, “ Ize primdrné tézko pochopit, Ze jde o gen nejcastéji pouzivany ve studiich
Jylogeneze.

(4) Formulace na str. 23: ,, Mitochondridini rRNA geny jsou pouzivdny hlavné na
obratlovcich* je dal¥t ukdzkou toho, jak kumulace jazykovych nepresnosti miZe vyrazné
snizit srozumitelnost sdélent. Teprve ze smyslu ndsledujictho textu je ziejmé, Ze autorka mini
mitochondridint geny kédujici ¥YRNA, jejichz studium lze vyuzit k vyzkumu fylogenetickych
vatahil mezi obratlovci. Podobnych nejasnych formulaci se v subkapitole 2.4.3.1 vyskytuje
vice.

(5) Vyvaz ,,pastérka” (str. 26) lze pouzit v laboratorni hantyrce, ale ne v odborném textu.
Radgji: ,, Pasteurova pipeta .

(6) Vyraz NOR je zkratka odvozend z anglictiny (Nucleolar Organizer Region), a proto je
velmi problematické jeji skloriovdni v podobé ,, detekce NORwi* (str. 2 7), ., tvorict

NORy*“ (str. 28), ,,lokalizace NOR%“ (str. 36), ,, NORy jsou pFitomny* (str. 36, 41 a 47),
.jedenz NORi“ (str. 49), ,, oblast men$iho NORu" (str. 49), ,, vizualizace NORu#" (str. 52),
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,» 0 distribuci NORT ™ (str. 62) atd.

(7) Formulaci ,, byly zakdpnuty 20 ul antifadem (str. 30) je dal$i ukdzkou nep¥ili§ vhodného
skloviovdni. ,, Antifade “ je anglicky termin, ktery Ize takto velmi obtizné skloviovat — radéji

. byly zakdpnuty 20 ul roztoku antifade ... pFitom by také mélo byt uvedeno, jaké slozky tento
roztok obsahoval nebo alespori, od které firmy byl zakoupen (coz jsem v prdci nenasel).

(8) V popisu FISH (str. 30) se objevuje zkratka BSA, aniz by autorka vysvétlila, Ze jde o
bovinni serumalbumin. Casté pouzivdni mnoha dal§ich zkratek bez uvedent jejich vysvétlivek
snizuje srozumitelnost textu.

(9) Pozor na obéasné preklepy, a to i v odbornych terminech; napr. ,, autonomi“ misto
autozomil (str. 17), ,, diplodnt* misto diploidni (str. 63), ,,Sachromyces cervisiae “ misto
Saccharomyces cerevisiae (str. 22), ,,chromozmy“ misto chromozomy (str. 26), ,, ohnuky
coils “ misto ,, ohnuki coils“ (str. 43), ,, Evolution fo multiples “ misto Evolution of multiple
(str. 72, citace prdce J. Krdle).

(10) Slovo standardni ptSeme na konci s ,,d " nikoli ,,t* (str. 57).

Splnéni cila prace a celkové hodnoceni:

Prdce doplituje a roz§iFuje soucasny stav pozndni pavoukil a jejich mozZnych fylogenetickych
vaztahil. Autorka jako prvni uréila karyotyp Sesti druhil Celedi Pholcidae a doplnila poznatky
o karyotypech druhil Atypus piceus a Atypus affinis (Celed Atypidae). Ziskand data kriticky
srovndvd se star§imi i zcela recentnimi literdrnimi daji a vyuzivd je k interpretaci moZnych
evoluénich vztahil mezi jednotlivymi druhy, pop¥. skupinami. Velmi zajimavd je jeji teorie o
moznosti konverze pohlavni determinace X1 X3Y na X0 u nékterych haplogynnich pavoukil.
Jako prvni z laboratore cytogenetiky pavoukovcil PFFUK uspé¥né aplikovala metodu FISH
k vizualizaci a dal$imu studiu tsekit NOR. U 7 druhil pak mapovala vyskyt rDNA na
chromozomech a zamyslela se nad jejich moznou rolf pri pdrovani pohlavnich chromozomii
pFi meiotickém délent.

Celkové Ize Fici, Ze zadané cile prdce byly beze zbytku splnény. Autorka odvedla nejen
dobrou prdci v laboratori, ale dokdzala takeé, Ze je schopna syntetizovat i kriticky diskutovat
informace ziskané studiem odborné literatury a srovnat tato data s vlastnimi vysledky.
Vytéené nedostatky, které jsem z titulu oponenta povinen uvést, by proto v Zadném pripadé
nemély byt na prekdzku nejen prijeti prdce, ale také jejimu pozitivnimu hodnocent.
Doporucuji proto, aby predlozend prdce Markéty Pastuchové BYLA PRIJATA K USPESNE
OBHAJOBE.

Otazky a p¥ipominky oponenta:

(1) Prdce postrdda seznam a vysvétlivky zkratek, coz ponékud znesnadriuje pochopent textu.
Autorka sice vétSinu zkratek vysvétluje v textu, aviak nékteré zkratky (napy¥. EtOH, DAPI,
BSA, SSC) nejsou vysvétleny vitbec. Uvazme, Ze diplomové prdce by mély slouzit jako jeden
z primdrnich informacnich zdrojil dal§im diplomantiim, pro které budou mnohé zkratky
zpocdtku Spatné srozumitelné.

(2) Cdst I (Uvod) je zédsti koncipovdna jiz jako literdrnf reserse, proto by se vétst édst iidajs
hodila spiSe do druhé kapitoly (Literdrniho prehledu). Naopak v vivodu by bylo vhodné uvést,
na kterych pracovistich byl vyzkum proveden (i kdyz to pak vysvitd z dal§iho textu).

(3) Str. 14 dole — Autorka uvddyi, Ze systém XY u A. affinis a Leptonecta infuscata vznikl z X0
prestavbou mezi chromozomem Y a autozomy. Jak se v systému X0 najednou objevil
chromozom Y? Jde o preklep (Y misto X) nebo je tim minéno, Ze chromozom Y v pritbéhu
evoluce vznikl z autozomil a pak mezi nim a autozomy dochdzelo k prestavbdm?

(4) Str. 18 nahove — ,, Prdce Cokendolphera ... zabyvajict se chromozomy /i rodii
Physocyclus (P. californicus, P. enaulus, P. sp.)“ —nemélo by byt spiSe t/i druhii rodu
Physocyclus anebo zde ,, vypadla“ jind informace?

(5) Str. 25 nahoie — tabulka 2 — Pozor na nedostatecnou a nejednotnou geog%gﬁ,ckou
lokalizaci mist sbéru. Lokality by mély byt jednotné specifikovdny podle klice: ndzev lokality
— spravni celek (provincie), kde se lokalita nachdzi — stat (popr. kontinent). Ponékud
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zavddéjict jsou zejména lokalizace ,, Jakubcovice nad Odrou Zleby (okr. Kutnd Hora)“ a

, Ceské Budgjovice a Zleby (okr. Kutnd Hora) .

(6) Str. 26 a 27 — Ponékud zardzejict jsou nepresné vidaje o teploté histologické ploténky pFi
zpracovdni materidlu a C-pruhovdni (40 — 42 °C, p#i C-pruhovdni byla teplota o 5 — 10 °C
nizst). Stejné tak je nap¥. uvedeno, zZe pri C-pruhovdni byly chromozomy inkubovdny 3 — 5
minut v roztoku hydroxidu barnatého. Nemohl tento rozkyv v teplotdch, resp. v casech
oviivnit vysledky chromozomovych analyz? Nebylo by pFece jen vhodné protokoly pro dalst
prdci piesnéji standardizovat?

(7) Str. 36 — Autorka pise, Ze chromozomy druhu Pholcus phalangioides podléhaly béhem
protokolu FISH znacné destrukci, o éemz vypovidd i obr. Sc. Nebylo tedy mozné na nich
odzkouset upraveny, méné drasticky protokol? Je $koda, Ze vysledek FISH nebyl pravé u
tohoto druhu srovndn s vysledkem stéibieni. Konecné tyto analyzy byly obé provedeny pouze
u jediného ze viech studovanych druhi (viz téZ moje pozndmka vyse).

(8) Str. 61 — Autorka poklddd za pravdépodobné, Ze u skupiny Holocnemines systém X1 XY
konvertoval na X0 tak, Ze dolo nejditve ke ztrdté chromozomu Y a poté k pericentrické
inverzi u jednoho z X-chromozomii kombinované se vzdjemnymi translokacemi mezi
chromozomy X; a Xa. Vysledkem byl jediny chromozom X obsahujici ¢asti materidlu obou
puvodnich chromozomil. Lze viak namitnout, Ze ztrdtou chromozomu Y, ktery drzi oba
chromozomy X v trivalentu, se pravdépodobnost translokace spiSe sniZila (tim spiSe, kdyz
vime, Fe chromozomy X netvori chiasmata a dochdzi snadnéji k nondisjunkci). Existuji
(kromé existence druhii se systémem X1 X30) pro tuto teorii, kterou autorka prezentyje, néjaké
jiné (byt téeba jen nepiimé) ditkazy?

(9) Str. 63, 65 a 66 — Problematika vizualizace NOR, resp. rDNA pomoct sond od rilznych
druhil pavouks: méla byt blize popsdna a dokumentovdna v predchozich dvou kapitoldch.
(10) Str. 66 — Autorka piSe, Ze u A. piceus byl nalezen chromozom podobného vzoru a
velikosti jako gonozom u A. affinis. Ale o ktery chromozom se jednd? Jde o Jeden

z chromozomi} 7, které majt, jak pise autorka (viz str. 50), odliSny pruhovaci vzor? Tento
udaj by v diskusi nemél chybét.

(11) Navzdory vyse uvedenym vyhraddm se domnivdm, Ze uvedené vysledky by (po urcitém
dopracovdni) stdly za publikaci v odborném periodiku.

Névrh hodnoceni oponenta (zndémka nebude soudastf zvefejnénych informaci)

V pFipadé uspokojivé prezentace pFi obhajobé (vietné zodpovézent otdzek) doporucuji prdci
hodnotit zndmkou vyborné.

vyborng [ ] velmi dobfe [ | dobfe [ |nevyhovél(a)

Podpis oponenta:
RNDr. Eduard KOCAREK, Ph.Dx

19. zdrt 2009
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