Oponentsky posudek na magisterskou diplomovou praci:
"Phylogeny of the Imaginal Disc Growth Factors (Idgf) gene family of
Drosophila melanogaster” autorky Lucie Kucerové

Tato utla magisterska prace (11 stran textu bez pfiloh a seznamu literatury) je sepsana v
anglickém jazyce a je strukturovana jako rukopis védeckého ¢élanku pfipraveny k odeslani do
védeckého Casopisu. Z tohoto divodu jsem se snazil ve svém posudku postupovat jako
recenzent Casopisu. Bohuzel neni v praci upfesnéno, do jakého €asopisu bude (nebo uz byl?)

rukopis odeslan, coz ponékud praci posuzovatele ztéZuje.

Jak jiz nazev spisu naznacuje, jedna se predevsim o praci fylogenetickou. Cile prace jsou pak
definovany takto: zhodnotit mozné scénafe evoluce genové rodiny Idgf, urit fylogenetické
vztahy uvnitf rodiny, vysledovat genové duplikace v historii této genové rodiny, a odhadnout
¢as téchto duplikaci. Prace je ¢len€éna do 6 kapitol (Introduction, Objectives, Materials and

Methods, Results, Discussion, and References) a je doplnéna 16 piilohami.

V uvodu (Introduction) autorka stru¢né seznamuje Ctenafe s genovou rodinou Idfg,

soucasnymi poznatky o funkci a piivodu téchto gentl.

V dalsi kapitole (Materials and Methods) pak popisuje zplisob ziskani sekvenci jak z
dostupnych databazi, tak vlastni sekvenaci cilovych usekli genomové DNA ¢i cDNA. Tento
popis je vSak, zejména v piipad€ bioinformatického vyhledavani pon€kud strohy a
nedostateCny. Neni tak jasné, zda autorka pracovala pouze s anotovanymi geny, &i zda téz
extrahovala data z needitovanych, hrubych sekvenci, poptipadé EST databazi. Rada sekvenci
neni z neznamych divodl uvedena v tabulce Idgf genti (Appendix 2), pfestoZe jsou v genové
bance k dispozici (napt. Drosophila pseudoobscura, v genové bance od srpna 2005; Bombyx
mori, od bifezna 2001; Anopheles gambiae, od listopadu 2004; Aedes aegypti, od prosince
2004) a jsou patrné pouzity i ve vlastni fylogenetické analyze. U sekvenci ziskanych z
FlyBase databaze pak jakékoli identifikaéni ¢&islo &i kéd zcela chybi a konkrétni pouzité
sekvence jsou tak naprosto nedohledatelné. Popis laboratorniho postupu pti amplifikaci a
sekvenovani genll z genomové DNA a cDNA je pak naopak zbyteén& podrobny, a jsou v ném
pouZity ponékud nestandardni formulace. Nékteré udaje uvedené v metodickém popisu jsou
pak bezobsazné (napf. mnozstvi DNA templatu v PCR reakci je uvedeno v ul bez udani

koncentrace). Autorka téZ uvadi v popisu fadu primert bez udani literarniho zdroje, i kdyz je



ziejmé, Ze je nenavrhovala sama. Fylogeneticka analyza, zejména pak sestaveni alignment,
je odbyta fadou obecnych proklamaci nemajicich valné vypovidajici hodnoty. Neni viibec
jasné, zda autorka pouzila k tvorbé alignmentu nukleotidové, ¢i aminokyselinové sekvence,
neni jasné jaké sekvence byly pak pouzity k fylogenetické analyze, a Ctenaf musi tyto
informace vyslidit v kontextu, nékdy marné. Pouzité¢ metody fylogenetické rekonstrukce jsou
pak, dle mého nazoru, nepiili§ vhodné a popis jejich parametri je zcela ignorovan.
Konstatovani: "We tested different models and parameters settings." je ponékud vagni, zvlasté

pak, kdyz se ve vysledcich o téchto imaginarnich testech nedozvime ni¢eho.

Vysledky vlastni laboratorni prace jsou nedostateéné popsany. V Appendix 3 je sice patrné,
jaké druhy hmyzu byly sekvenovany, jak byla tato sekvenace UspéSna a co bylo vlastné
sekvenovano (genomova DNA nebo ¢cDNA) uz vsak nikoliv. V popisu vysledkl je mozné
dohledat pocty Idgf ziskanych sekvenci homologii u druhl sekvenovanych autorkou
(Scaptodrosophila lebanonensis, Scaptomza palmae, Chymomyza costata, Rhagoletis cerasi,
Neobellieria bullata), délka sekvenci, stejn€ jako typ konkrétniho templatu (genomova DNA,
c¢DNA) zistavaji vSak ¢tenafi skryty. Sekvence ziskané diplomantkou pak nejsou nikterak
oznaceny ve fylogenetickych stromech a je tak tedy obtizné vibec uréit, nakolik byla tato
laboratorni ¢ast prace naro¢na a UspéSna. Hodnoceni vysledkl prace je navic ztizeno tim, ze
zadny z prezentovanych fylogenetickych stromt neni editovan do publikovatelné formy.
Prakticky to znamena, Ze ve stromé& nejsou uvedena jména jednotlivych druhti, nybrz pouze
jejich blize nevysvétlené zkratkovité kody, coz znaéné zt€Zuje orientaci Ctenafe a obira
oponenta o ¢as. V nékterych piipadech (Appendix 9) jsou pak stromy jen velmi téZce Citelné,
protoze ¢isla statistickych podpor (bayesian posterior probabilities) se prekryvaji. Taxon
sampling strom konstruovanych pomoci riznych metod vzajemné neodpovida (Appendix 8 a
9 versus Appendix 10 a 11), coz pon€kud ztéZuje jejich porovnani a interpretaci. Popis
vysledki v textu pak c¢tenafi bohuZel pfili§ nepomiize. Autorka napiiklad piSe, ze stromy
sestavené z kompletnich sekvenci potvrzuji blizkou piibuznost Idgf4 a Chit na jedné strané a
Idgf 1-3 a Idgf5 na strané¢ druhé. Dale se pak dovime, Ze stejnd topologie byla ziskéna
analyzou kodujici oblasti. Neni mi zcela jasné, co je touto formulaci mys$leno. Jsou snad
ostatni uvedené stromy konstruovany na zakladé nekodujicich oblasti? Jakych? Fylogenetické
stromy jsou kofenény dalSimi hmyzimi Jdgf geny, patrné diky pfedpokladu monofylie Idgf
genu z dipter. Takovy pfedpoklad vSak nemusi byt nutné pravdivy! Kofen stromu by bylo
daleko vhodné&j$i nalézt spoleénou analyzou s pfibuznymi chitindzami. Autorka téz ve

vysledcich tvrdi, Ze se pokusila o analyzu Casovani /dgf genovych duplikaci, pfestoze v



popisu fylogenetickych metod takovou analyzu viibec nezmifuje. Z divodii, které jsem
nepochopil pak pro "time diveregence estimate analysis" pouZila pouze tfeti pozici v kodonu,
piicemz konstatuje, Ze nizka podpora bazalnich vétveni ve stromé (Appendix 14) je
disledkem nizkého informaéniho obsahu tieti pozice v kodénu. Troufam si tvrdit, Ze je to ale
disledek faktu, Ze tato tfeti pozice je saturovana. Mohla by autorka tento aspekt blize

vysvétlit? Jde saturace tieti pozice v kodénu ovéfit? Jakym zpiisobem?

Chapu, ze interpretace podobnych vysledkt a nasledna diskuse neni zcela jednoduchd. Proto
budu velmi rad, kdyZ ndm autorka oziejmi své zavéry b&hem obhajoby prace. Autorka
napiiklad tvrdi, Ze duplikace Idgf4 - Chit je tou nejrecentn&jsi, pfestoze ve vSech ostatnich
stromcich vychazi jako bazalni. Autorka v diskusi tvrdi, Ze vSechny analyzované geny jsou

funkéni. Jaka byla Gisp&$nost amplifikace téchto gent z cDNA? Maiji tyto geny EST podporu?

Souhrn:

Piedlozena prace je velmi struéna, metody, zejména zplsob ziskani sekvenci z databazi,
konstrukce alignmentu, a fylogeneticka analyza jsou nedostatené popsany. Popis pouZzitych
sekvenci je nekompletni (Appendix 2). Zdroje n&kterych informaci (sekvence primert) jsou
nejasné, stejné jako ptivod obrazku v Appendix 4 (neni uveden literarni zdroj, ani gen, na
zéklade kterého byl strom sestaven). Vybér prezentovanych fylogenetickych stromi je
chaoticky, stromy jsou v needitované a tudiz nepublikovatelné podobé€, jejich popis je
nedostateény (chybi pocet znaki, u MP stromit pocet informativnich znak; zda jsou stromy
sestaveny na zakladé NT nebo AA dat je patrné jen z kontextu; u Zadné analyzy nejsou
uvedeny parametry). Provedeni "time divergence analysis" je nejasné, a neni popsano v
metodice. Diskuse kolem ¢asovani genovych duplikaci se mi jevi ukvapena a nepodloZena.
Pokud bych hodnotil tuto magisterskou praci jako rukopis ¢lanku, zcela jisté bych jej v této
podobé nedoporucil k publikaci. I piesto, Ze se autorka snazila pe€livé skryt vysledky své
nemalé laboratorni prace pfed oponentem, doporucuji jeji magisterskou praci k obhajobé a

hodnotim ji znamkou dob¥e.
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Oponentsky posudek
na magisterskou diplomovou préci Lucie Kuéerové

Phylogeny of the Imaginal Disc Growth Factors (Idgf) gene family of Drosophila melanogaster

Prace se zabyva molekuldrni evoluci multigenové rodiny rustovych faktord imagindlnich
tercku, ptivodné objevenych u D. melanogaster, u nejpocetnéjsi a nejvyspélejsi vyvojové vétve hmyzu
- skupiny Endopterygota. Tato problematika je v sou¢asné dobé& velmi aktudlni a védecky atraktivni,
nebot’ vysledky studia evoluce multigenovych rodin mohou vyznamné piispét k poznani jednoho ze
zakladnich mechanismi evoluce genomil — genovych duplikaci.

Prace je psdna anglicky, podotykdm velmi dobrou a srozumitelnou angli¢tinou s minimem
drobnych chyb. Autorka zvolila pro diplomové prace netradi¢ni formu publikace, coZ je sice v souladu
s platnym studijnim a zkuSebnim fiadem BF JU, avak pfineslo to ssebou i nékteré problémy —
zejména piiliSnou strucnost.

Uvod price je struény, jasny a vystiZzny, zcela odpovidajici formé publikace. Osobné bych ale
dal v diplomové praci pfednost obséhlejsimu tGvodu formou literarni reSerSe. Cile price jsou jasné
definovény.

Kapitola Material a metody (str. 4, pfflohy 2 a 3) asi nejvic trpf pifli¥nou struénosti, troufim si
tvrdit, Ze nékteré Casti jsou pili§ struéné i pro potieby publikace. Autorce se v této kapitole umé
podafilo skryt zna¢né mnoZstvi vlastni provedené prace. Béhem dstni obhajoby doporucuji objasnit,
které sekvence byly ziskdny z Genbank a které byly osekvenovany v ramci této préce, coz z textu této
kapitoly neni jednozna¢né vidét. Taky mi neni zcela jasny text podkapitoly ”Database searches”.
Byly homologni sekvence hleddny v genomech 15 v textu uvedenych druhd s pouZitim sekvenci 7
jinych druhd, uvedenych v pfiloze 2? Je to tak? Jsou druhy v piiloze 3 ty, u kterych byly sekvence
ziskdny experimentdlné? Pokud jsem dobfe porozumél, degenerované primery byly navrZeny autorkou
— tudiZ bych uvital, kdyby jejich seznam véetné sekvenci byl uveden v piiloze.

Kapitola Vysledky je rozdé€lena do tif &isti — v prvni znich jsou prezentoviny vysledky
hledani homologl Idgf genti u hmyzich taxond spolu s vysledky izolace homologl vlastni
experimentdlni praci (pfiloha 5). Druhd ¢ist obsahuje srovnavaci analyzu viech studovanych genti na
fylogenetické analyzy (piilohy 8-14). Tato kapitola jednoznatné dokazuje, Ze autorka ziskala velmi
zajimavé, puvodni a kvalitni poznatky, z nichZ vyvodila odpovidajici a dobie podloZené zdvéry. Dle
mého ndzoru tak ziskala materidl, ktery bude po dopracovani a odstranéni nékterych nedostatki
vhodny pro publikaci v nékterém prestiznim genetickém casopise. Vysledky jiZz prezentovala na
mezindrodni konferenci (viz pfiloZend kopie velmi hezky pfipraveného posteru). Ke zpracovéni
vysledk(l mam nésledujici pripominky a komentéfe.

-1- Na str. 6 vpodkapitole ,,Hled4ni homologii Idgf u hmyzu*“ jsou uvedena Hemiptera, ale
v kladogramu pfilohy 4 nenf tato skupina oznacena u kiisa Oncometopia nigricans (”sharpshooter”;
Cicadellidae). Podotykdm, Ze dle souc¢asného taxonomického pojeti jsou kifsi fazeni do taxonu
Auchenorrhyncha.

Autorka spravné v kladogramu uvadi, Ze druhy, u kterych nebyl osekvenovan cely genom,
nemusi byt pocet nalezenych homologii kone¢ny. Pro¢ nejsou v kladogramu naznadeny fylogenetické
vztahy mezi hmyzimi fady, pfestoZe jsou k dispozici publikované udaje, ze kterych lze vychézet?
Jinymi slovy feceno, kladogram v levé ¢asti neodpovidd soucasnym znalostem o fylogenezi fada
Diptera, Lepidoptera, Hymenoptera, Coleoptera a vzdalen&jsi vétve Hemiptera.

Dle informace od Davida Heckel, se kterym jsem se setkal za¢atkem ledna na konferenci, bylo
pravé  dokonfeno  sekvenovdni  genomu  potemnika  Tribolium  castaneum  (viz
http://www.bioinformatics ksu.edu/BeetleBase/). Doporu¢uji zopakovat hledani a doplnit do
pripravované publikace.




-2- Na str. 6 v podkapitole ,,Analyza rychlosti substituci mezi Idgf geny* autorka uvadi, Ze pomér
synonymnich ku nesynonymnim substitucim (Ka/Ks) je mensi neZ 1, coZ je typické pro kédujici
oblasti. Ve skute¢nosti je vyrazné mensi a dosahuje hodnot 0,20- 0,36, jak je vidét z idajt v pFiloze 6:
to je tieba zddraznit.

U piilohy 7 je uvedeno, Ze u Pieris rapae nebyly hodnoty Ks pocitatelné u vsech Idgf genti
kromé Idgf3, coZ je logické, protoZe ten jediny byl u b&laska nalezen — piesto by to mélo byt uvedeno
v legendg pfilohy, aby ¢tendf nemusel trapit mozkové zivity.

-3- Na str. 7 v podkapitole ,,Fylogenetickd analyza“ mé zaujalo, 7e vysledky piekvapivé dobie
podporuji sou¢asné pojeti pribuzenskych vztahii mezi zkoumanymi taxony a presné odhalily i vztahy
mezi hmyzimi Fady (to je to, co jsem postrddal u kladogramu v piiloze 4). Déle ukédzaly vzijemnou
pfibuznost jednotlivjch gend. Dle mého nizoru jsou tyto vysledky velice dobfe interpretovény;
ocefiuji i pfiméfenou kritiCnost autorky pii interpretaci vysledki. O to vétdi $koda, Ze v piilohich
k této podkapitole je fada formdlnich, ale docela podstatnych nedostatki:

- ukladogramii v piilohdch 8-12 postradam vysvétlivky ke zkratkdm druht;

- kladogram v pfiloze 9 je prakticky nerozlustitelny; pokud to nenf jen v mnou posuzované
kopii, doporucuji predélat a vlepit do préce;

- nejsem fylogenetik a tudiZ pfesné neznam, jak zachdzi software s “outgroup” (v tomto
piipade€ kifs Oncometopia nigricans), ale domnivam se, Ze by ve spravné zakofenénych
kladogramech v piflohédch 8 a 9 mél kiis tvofit sesterskou vétev k dalsim dvéma vétvim, {j.
vétvi Diptera a vétvi ostatni Endopterygota, a nikoliv tvofit s obéma vétvemi rovnocennou
veétev; podotykdm, Ze kiisi patii do skupiny Paraneoptera, jeZ je sesterskou skupinou celé
skupiny Endopterygota;

- u rekonstrukce ancestrdlni Idgf sekvence (pfilohy 11-13) mi zpopisu v textu ani
v legendach nenf jasné, jakym zpisobem do$la autorka k této sekvenci.

PR

Diskusi povazuji za nejlepsi ¢ist prace. Zvlast mé zaujala pasdz o “concerted evolution” (str.
9). Souhlasim se zdvérem, Ze tento evoluéni mechanismus nebude piili§ dileZity pro evoluci rodiny
Idgf gent, jen bych doplnil, Ze mechanismy, které ho podmifiuji jako napf. genovd konverze a
nerovnomérny crossing over, se tykaji predeviim tandémovych duplikaci. U D. melanogaster jsou
viésné vazbé pouze geny Idgfl, Idgf2 a ldgf3, ostatni Idgf geny lokalizovdny na jinych &éstech
genomu. S tim souvisf i mfj dotaz: Diptera jsou zndma vyraznou evoluci karyotypu prestavbou celych
ramen chromosomii a Cetnymi inverzemi. U D. melanogaster odpovida stupeii podobnosti Idgf gent
Jejich umistén{ v genomu s jedinou vyjimkou: geny Idgf4 a Chit, které jsou dle vysledkd nejmladsi
duplikact, jsou na riznych chromosomech, /dgf4 na X a Chit na pravém rameni chromosomu 2, coz je
ponékud v rozporu s vysledky fylogenetické analyzy. To by ale mohla osvétlit pozice t&chto gend u
Jinych druht rodu Drosophila. Je zndma lokalizace jednotlivych genti u jinych druhi?

Dopliikové dotazy k diskusi:
- Ma autorka né&jakou hypotézu nebo moZné vysvétleni, pro¢ pravé u Fadu Diptera nedoslo
k degeneraci duplikovanych genti rodiny Idgf ve srovnani s jinymi taxony hmyzu?
- Je evoluce genii /dgf srovnatelnd s evoluct jinych multigenovych rodin u rodu Drosophila (jako napr.
gentl pro cecropiny, histony, lectiny, amyldzy, rDNA, atd.) nebo se vyrazné odliSuje?

Zavér
Po piecteni a zhodnoceni predloZené diplomové price nemdm sebemensi pochyby o tom, Ze
autorka zcela splnila zadané cile préce a Ze ziskala kvalitni pivodni vysledky. Zpisobem interpretace
a diskutovénim téchto vysledkl i vyvozenymi zdvéry prokdzala, 7e velmi dobre pronikla do
problematiky molekuldrni fylogeneze a Ze ma vSechny piedpoklady pro dalsf pusobeni v zikladnim
vyzkumu. Velkd Skoda, Ze dobry dojem z vysledki a jejich interpretace pokazila fadou formalnich
nedostatki, zejména nedostate¢nym popisem pifloh a odstragujicim kladogramem v ptiloze 9.

Prici jednoznacn€ doporucuji k obhajobg, ale vzhledem ke zminénym nedostatkiim navrhuji
Jeji hodnoceni klasifikaénim stupném velmi dobie.
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