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Oponentsky posudek diplomové prace Jindry Sichové:

Srovnani molekularni divergence pohlavnich chromosomt a autosomii u pfibuznych druht obaleci
(Tortricidae)

Diplomova prace Bc. Jindry Sichové se zaobird velmi zhavym tématem evoluce pohlavnich
chromosomt u motyli. Na rozdil od systém0 uréeni pohlavi XY jsou systémy s heterogametickym
samic¢im pohlavi pomérné malo probadany a préace tak prinasi velmi dllezité vysledky pro ovéreni
hypotéz popisujicich evoluci sekvenci vazanych na pohlavni chromosomy. Pro vlastni studium
divergence pohlavnich chromosom( Jindra nejprve zpracovala karyotypy vybranych zdstupch
studované celedi Tortricidae a ovéfila jejich fylogenetické vztahy, jiz dfive publikované na zakladé
morfologickych znakl. K urceni divergence pohlavnich chromosomi a autosomid u jednotlivych
druht vyuzila dvou rGznych pfistupt, a to molekularné cytogenetickych metod na strané jedné a
porovnani nesynonymnich a synonymnich substituci v sekvenich gent obalete jable¢ného a bource
moru$ového na strané druhé.

Po formdlni strance je prace ¢lenéna klasicky na Gvod, cile prace, materidl a metodiku, vysledky,
diskusi, souhrn a literaturu. Peclivému a pfehlednému zpracovani prace nelze nic vytknout. V textu se
vyskytuje naprosté minimum preklepli a chyb, jediné bych snad zminila ¢astéjsi opakovani chyb ve
shodé pfisudku s podmétem (nap¥. str. 6, posledni odstavec kapitoly 1.4. Uvodu). Uvod je psén &tive,
jednotlivé kapitoly na sebe dobfe navazuji a poskytuji slusny pfehled problematiky. Cile prace jsou
formulovany struéné a jasné. Méla bych pouze jediny dotaz: V bodé (5) autorka planuje izolaci gend
pro stanoveni fylogenetickych vztahG mezi studovanymi druhy. Ve vysledcich je vSak pouzit gen
jediny. Navrhla snad autorka plivodné vice sekvenci pro danou analyzu?

Metodika prace zahrnuje velmi Siroké spektrum technik. VeSkeré metody jsou velmi precizné a
detailné popsany a mohou dobfe slouzit jako ndvod pro dalsi studenty laboratore. Pivodni vysledky
jsou na velmi vysoké urovni a predpokladam, Ze budou podkiadem pro kvalitni publikaci ve védeckém
¢asopise. Dokumentace vysledkt a jejich diskuze je velmi svédomita. Veskeré obrazky a tabulky jsou
logicky fazeny a dobfe popsany. Pfesto bych poZadala autorku o upfesnéni v nékolika bodech:

1. Kolik figur z kolika jedinch bylo hodnoceno pro stanoveni haploidnich pocti chromosom?

2. Jak si autorka vysvétluje, Ze pohlavni chromosom W je u obalec¢e vychodniho a mramorovaného
heterochromatinizovany podél celé jeho délky a presto je v interfaznich jadrech naprosto minimalni




W-chromatin ¢i dokonce dochdzi krozpadu téliska u dospélych samic? Bylo toto pozorovani
konzistentni? Kolik bylo studovano jedinc?

3.V pfipadé, Ze autorka hodld pokracovat v préci na pohlavnich chromosomech, jaké by navrhla dalsi
experimenty? Jaké pokusy by pomohly rozlidit, zda ma vyznamnéjsi vliv na rychlej$i adaptivni evoluci
pohlavniho chromosomu Z selekce nebo geneticky drif?

Pfedkladanou praci jednoznané doporuéuji k obhajobé a hodnotim ji stupném vyborné.

T "l
Penryn, 20. kvétna 2011 Iva Fukova
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Diplomova prace Jindry Sichové ‘Srovnani molekulérni divergence pohlavnich chromosomu
a autosomd u pifbuznych druhli obalet (Tortricidae)” je klasicky ¢lenéna a obsahuje 7
hlavnich kapitol a rozsdhlou obrazovou ptilohu. Uvodni kapitola jasné a vystizné mapuje
obecné mechanismy evoluce pohlavnich chromozémi véetné podrobnéjsiho pojednani
tykajiciho se evoluce pohlavnich chromozomi motyli ze studované &eledi Tortricidea. Na str.
2 studentka piSe, cituji ,, Zna¢na divergence heteromorfnich chromosomu v pribéhu evoluce
byla potvrzena mezidruhovymi srovnavacimi analyzami. Hughes a kol. (2010) srovnavali Y
chromosomy Simpanze a ¢lovéka a potvrdili zna¢né rozdily v jejich sloZeni. Tyto zmény
zahrnovaly expanzi palindromickych sekvenci a velké ztraty gent kédujicich proteiny*, konec
citace. M4 otazka zni: u koho z obou studovanych druhd dolo k expanzi palindromickych
sekvenci a u koho ke ztraté genl kodujicich proteiny. Na str. 4. se ptedkladatelka zmifiuje o
hromadném exodu genti z X chromozému na autozomy u savei. Bylo by mozné pribliZit jaké
druhy a jak evolu¢né vzdalené byly zahrnuty v citovanych studiich? Napt. studie provedena
v nasi laboratofi mapujici evoluci vzniku savéiho chromozému X, zahrnujici obojZivelniky
(Xenopus tropicalis), ptdky (kufe), vanatce (vagice) a clovéka odhalila vysokou
konzervovanost X chromozému stim, ze 97,6% lidskych X orthologii lezi na dvou
chromozémech X tropicalis. Tyto dva chromozomy dokonce piedstavuji X konzervovanou
oblast (XCR — ¢ast zabiho chromozému 8) a X pfidanou oblast (XAR — ¢ast zabiho
chromozému 2). Celkem shrnuto, je skute¢né velmi diskutabilni, zda viibec k n&jakému
hromadnému exodu z X chromozomu na autozémy dochazelo a zda citované studie pouze
netrpi nedostatkem srovnavaciho materialu. Uvodni kapitola jako celek je psana velmi dobrou
ceStinou s minimem pieklepii. Jedinou chybu tykajici se citaci jsem nalezl na str. 5. V textu je
uvedena citace (Qvarnstrom a Baley 2009). V seznamu citované literatury je misto piijmeni
Baley uvedeno Bailey. Na zakladé databazovych udaji (PubMed) se jako spravna jevi verze

s pfijmenim Bailey.



Cile prace jsou jasn€ a srozumitelné formulovany. V ramci tieti kapitoly, Material a
metody, mam dvé otazky: 1) Jak se pfipravuje 4% formaldehyd z paraformaldehydu a 2) na
str. 17 (Tabulka 3) je teplota nasedani primeru oznacena jako T,. Jaky je rozdil mezi T, a Tj,.
Jakym programem byla tato teplota zjisténa? Na str. 18 autorka piSe, cituji ,,V programu
MEGA4 jsem nejdiive ziskané sekvence piiloZzila a zjistila jejich zakladni charakteristiky, tj.
zda existuje variabilita v jejich nukleotidovém sloZeni ¢i pomér tranzici a transverzi®, konec
citace. Jak si mam vysvétlit termin pfilozit sekvence. Mini tim ptedkladatelka anglické slovo

alignment? Pokud ano, bylo by mozna vhodné&jsi pouzit Cesky ekvivalent porovnat sekvence.

Kapitola Vysledky velmi pfehledné shrnuje data z provedenych experimentd. Na tomto
mist¢ bych rad vyzdvihl obrovsky kus prace, ktery musela Jindra Sichova odvést jak
z pohledu karyotypizace ¢tyf novych druht p#ibuznych s modelovym motylem, obale¢em
jable¢nym, tak z pohledu néaslednych Zoo-FISH a BAC-FISH analyz majicich za cil odhalit
rychlost divergece pohlavnich chromozému a autozému.. Obrazkova dokumentace, ktera je
soucasti zavéreCné kapitoly 8 (Piilohy) je na velmi vysoké trovni. Ke snimkim mam dvé
poznamKy. Na str. 43 a 44 jsou Sipkami oznaené chromozémy W a Z. Ja osobné jsem mél
mnohdy problém rozeznat velikostni rozdil u nékterych WZ part. Jakym zplisobem
piedkladatelka urcovala, Ze se jednd o Z ¢&i W chromozém? Studentka dale uvadi, e na
zéklad€ obrazkl P1 i,j je pocet chromozémi u obaletika jednopasného roven tiiceti. Podle
mého ndzoru je tento pocet vyssi. Na druhou stranu je tento pocet akceptovatelny u obrazku
R11

Diskuze je sepsana jasné a prehledné. Asi nejzajimavéjsi Cast této kapitoly se tyka
srovnani dvou metodickych pristupii pro studium divergence genomili zéastupcii Celedi
Tortricidae, zvlasté pak snaha potvrdit ¢i vyvratit tzv. Fast-Z efekt. Prvni skupinu technik lze
souhrn¢ nazvat technikami hybridizaénimi zahrnujicimi Zoo-FISH a BAC-FISH metody.
Druhy pfistup byl zaloZen na stanoveni poméru nesynonymnich a synonymnich substituci
(dN/dS) u vybranych sekvenci C. pomonella a B. mori. Zatimco prvni piistup podle autorky
potvrzuje rychlejsi divergenci Z chromozému na rozdil od autozomd, stanoveni poméru
dN/dS tuto teorii vyvraci a spiSe poukazuje na vy$si konzervovanost chromozému Z. Tento
vysledek se zda byt v souladu s evoluci savéiho X chromozému, kde 1ze pozorovat jeho vy$si
konzervovanost oproti autozomtim. Pfedkladatelka v8ak dava vétsi vahu svym hybridizaénim
vysledkim a snazi se tak teorii Fast-Z potvrdit. Jako diikaz podava vypocet teploty tani

DNA/DNA duplexu s ohledem na koncentraci sodnych iontl a procentického zastoupeni GC



pard. Autorka dale vyvozuje, Ze v ramci pouziti ji pouZivané¢ho promyvaciho protokolu by
cilova sekvence méla mit identitu alespon 88% aby nebyla odmyta. Na druhou stranu vysledky
na$i laboratofe tykajici se fyzického mapovani dvou paralognich genti mdh2 u X. laevis
pomoci metody FISH-TSA ukazuji, Ze Ze pies to, Ze oba paralogy jsou sekvencné shodné na
95% byli jsme schopni ziskat 85% specifitu signalu (tj. sonda pro mdh2a paralog
hybridizovala s lokusem pro tento gen s pravdépodobnosti 85% a vice versa. Pokud piihlédnu
k tomu, ze odmyvani sondy probihalo v 50% formamidu ve 2 x SSC a pii teploté 42°C vyjde
mi vysledna teplota Tm 57,8 °C. To znamena, Ze pfi teploté 42°C by se mi méla odmyt sonda,
ktera je je s cilovou sekvenci shodna na 84%. Jak je tedy mozné, Ze jsme byli schopni ziskat
takto vysokou specifitu signalu? Tento piiklad uvadim ztoho ddGvodu, ze hybridiza¢ni
techniky a zvlasté Zoo-FISH a FISH nelze podle mého nazoru natvrdo kvantifikovat a svym
zpusobem se jedna o “Cerné skiinky’. Na druhou stranu si velice vazim analytického pristupu,

ktery autorka v diskuzi uplatnila a tuto kapitolu hodnotim velmi vysoko.

Na zavér bych chtél zdlraznit, Ze se jednda o skvéle provedenou a sepsanou
diplomovou préci, o jejiZ naro¢nosti ani v nejmensim nepochybuji. P¥imo brilantnim kouskem
je priprava malovaci sondy z jediného mikrodisektovaného chromozému, coz jak autorka
spravné uvadi, otevirda moznosti srovnavaciho mapovani v ramci jednotlivych autozomu, které
jsou u motyld velmi obtizné rozliSitelné. Diplomovou praci jsem si schuti piecetl a
doporucuji ji pfijmout jako préci diplomovou. Z pohledu hodnoceni se jasné klonim ke stupni

vyborné.

V Praze dne 17.5. 2011 Ing., RNDr. Vladimir Krylov, Ph.D.
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