Oponentsky posudok diplomovej prace Bc. Anety Pilikovej

Aneta Pilikova sa vo svojej diplomovej praci venuje hladaniu samicich molekularnych
markerov na spolahlivé uréenie pohlavia u priadzovca mukynového (Cesky predivka brslenova), a to
konkrétne unikatnych nerepetitivnych oblasti na chromozéme W, ktory sa nachddza len u samic.
Autorka Uspesne pouzila moderné aj klasické metddy molekularnej bioldgie, a tiez netrividlne
bioinformatické postupy, a vedecky tak uréite spifia podmienky pre diplomovu précu.

Praca samotna je napisanad ¢tivym Stylom, md 53 stranok, priéom bioinformatické kédy su
vyhradne na internete, a po formalnej stranke obsahuje vsetko, ¢o by mala obsahovat. Celkovo sa
jedna o peknu pracu a je z nej vidiet, ze autorka rozumie tomu, ¢o robila, a vie to zarover vhodne
podat Citatelovi. V praci som si nevsimla jediny preklep a je napisana primerane vedeckym jazykom
a vhodnym slohovym Stylom. Jediné, ¢o posobi trochu rusivo, je, Ze autorka obcas nazyva svoj
modelovy organizmus ¢eskym ndazvom, inokedy ¢eskym aj latinskym, inokedy zas len latinskym
a niekedy zas len skratkou latinského nazvu. Bolo by lepSie na zaciatku prace pri prvom pouziti nazvu
druhu uviest oba nazvy a potom konzistentne uz len jeden po zvy3ok textu prace. A pri ¢islovani
kapitol autorka chybne uvadza bodku aj za poslednou ¢islicou, pricom tam by uz bodka nemala byt,
napr. kapitola 3.4 Nazov kapitoly (za ¢islicou 4 uz bodka nema byt).

Teoreticky Uvod ma 11 stranok, a primerane zoznamuje Citatela s problematikou vyskumu
pohlavnych chromozdémov motylov, déleZitostou schopnosti urcit pohlavie u ranych stadii motylov,
bioinformatickymi postupmi a s priadzovcom mukynovym ako modelovym druhom tejto prace. Tym,
Ze praca je napisanad v Cestine, autorka asi obcas trochu bojovala s hladanim spravneho ceského
vedeckého vyrazu — napriklad ,,pohlavni rozmnozovani umozriuje promichani genetického materidlu“
(ale samej mi nenapada, ako to povedat lepsie), ,skupina, u které se vyvinul externi pfijem potravy”
(tento pojem by bolo lepsie aj popisat par slovami), a tieZ definovanie holocentrickych chromozémov
ako chromozdmov s chybajicou primdrnou konstrikciou v oblasti centroméry, ¢o vyvolava dojem, zZe
holocentrické chromozédmy maju jednu centroméru, len v nej nie je konstrikcia.

Ciele prace su vystizne popisané. Metddy su napisané prevazne jasne, u sekcie ,Spracovanie
vysledkov YGS“ by prospel nejaky diagram prehladne zobrazujuci jednotlivé filtrovacie kroky
a pouzité parametry, ale dalo sa to pochopit aj bez toho. Niektoré pouzité parametry nie su jasne
definované, napr. na strane 20 na konci sekcie 3.3 je uvedené, Ze po mapovani v programe Geneious
boli vyradené sekvencie, u ktorych bola ndjdend zhoda. Nie je ale zrejmé, aka velka zhoda to musela
byt. V kapitola 3.5 o PCR overovani kandidatnych markerov je napisané, Ze boli testované dve
polymerdzy, a rozne vstupné koncentracie DNA, a Ze boli vybrané tie najlepsie. Nie je jasné, na
zadklade akych parametrov, a i tak boli testované len nejaké testovacie vzorky, alebo skutoc¢né,
u ktorych sa markery overovali, a ktoré primery takto boli testované (toto je relevatné kvoéli tomu, Ze
autorka vo vysledkoch ukazuje, Ze ani jedna z reakcii overovania markerov vlastne nefungovala
optimalne, a Citatel tak nemoze dostatocne posudit, ¢i sa nemdze jednat aj o problémy technické).
Dalej je uvedené, 7e pre DNA na PCR bola ziskana z desiatok jedincov oboch pohlavi, ale nie je na
100% zrejmé, Ci jedna vzorka v jednej PCR reakcii bola z jedného jedinca, alebo zmes viacerych
jedincov. A ani v metddach ani vo vysledkoch nie je uvedené, ktord vzorka bola pouZitd v ktorej
reakcii — t.j. ¢i v niektorych pripadoch boli pouZité r6zne primery u tych istych vzoriek, alebo sa
jednalo zakazdym o inu vzorku.

Vysledky su popisané primerane, ale v oCakdvani, Ze Citatel si presne pamata kapitolu metod.
Aspon podla mia (ale mozZno to je len subjektivny nazor) by pomohlo, keby na zadiatku kazdej



podkapitoly autorka stru¢ne (napr. jednou aZ tromi vetami) uviedla, ¢o v danej kapitole robila, ako to
robila a preco to robila. Bioinformaticka cast je inak popisana pekne, len v kapitole 4.1 o assembly
gendmu by ndzornosti pomohli grafy, napr. histogram dizky readoyv, ¢&i grafické vysledky Nanoplotu.
Tiez sa mi zd4, Ze obr. 5 ma asi chybu v popise osy X — nema tam byt percento k-mérov namiesto
percenta fragmentov. Na stranke 31 autorka piSe, Zze contig_24514 md 2542 bp, hoci v tabulke IX
uvadza dizku 5086 bp. Sekcia 4.4 o PCR overovani identifikovanych sami¢ich markerov svojou kvalitou
bohuzial nedosahuje zvysok prace — Citatel z nej ale dokaze precitit autorkino nestastie z toho, ze
vlastne ni¢ nevyslo, dokonca ani kontrolné primery nefungovali, ako by mali. TakZe na jednu stranu
chapem, Ze autorke sa nechcelo prili$ piplat s mnoZstvom negativnych vysledkov, na druhu stranu aj
negativne vysledky sa daju prezentovat vedecky spravnejsie. Tato Cast by sa dala vylepsit napr. takto:
() Bol by uvedeny zoznam pouzitych vzoriek, u kazdej vzorky spOsob izolacie DNA, kvalita a
koncentracia vyizolovanej DNA (napr. Nanodropom), a vysledok pouZitia kontrolnych primerov (aj ked’
povedzme robia dva produkty namiesto jedného), ktory by ukazoval, Ze DNA tam je a funguje na nej
PCR. Napr. v obrdzku 7 vznikaju po poufziti primerov Ycag-1 produkty len u samca — nevieme, Ci

u samice nevznikaju preto, ze tam dand sekvencia nie je, alebo preto, Zze DNA je nedostatocnej
kvality. () U kazdej reakcie by bola uvedena teplota hybridizacie primerov a vysvetlené, ¢i je to
najlepsSia mozna teplota. Napr. na obrazku 8 je ukdzané, ze kontrolné primery Ace2 tvoria pri teplote
57°C nespecifické produkty, ale nevieme uz, ¢i pri teplote 58°C a viac tam uZ nie je produkt Ziadny (t.j.
Ci si je autorka ista, Ze pri vyssej teplote by neSpecifické produkty nezmizli). (lll) Ak by to bolo mozné,
autorka mohla urobit PCR zo vzorkami, ktoré boli pouZité na bioinformatickd analyzu (samdie aj
samicie) na potvrdenie, ¢i tam dana udajna samicia sekvencia je, alebo nie je.

Diskusia je dlha a bohat3, je to rozhodne silna ¢ast prace, a ukazuje, Ze autorka dokaze
kriticky rozmyslat nad svojimi vysledkami, a orientuje sa v tematike. To doklada aj fakt, Ze v préci je
citovanych viac nez 100 zdrojov, pricom sa jedna vacsinou o pévodné clanky. Chyba mitam len
zamyslenie sa nad otdzkou, ¢i je stale nadej, ze skimany druh motyla ma nejaké unikatne sekvencie
Specifické pre samice.

Celkovo sa jednd o vydarenu pracu, vymenované nedostatky su skor len drobnosti, aby
autorka vedela, ako to pripadne nabudice moZe napisat este lepSie. Pracu doporucujem k obhajobe
a mam tieto otazky:

1. Na str. 3 je uvedené, Ze na rozdiel od inych organizmov so ZZ/ZW uréenim pohlavia, u motylov su
bezné fuzy autozémov a pohlavnych chromozédmov. Je nejaky dovod, preco su u motylov tak bezné?

2. Na str. 5 je uvedeny predpoklad, Ze expresia pohlavne antagonistickych génov je u ranych embryi
rovnakd medzi samcami a samicami, ale liSi sa u dospelych. Autorka uvadza, Ze dlhodobym cielom je
analyzovat pohlavne antagonisticku selekciu u motylov, a preto je treba poznat pohlavie motylov uz
u ranych embryi, aby sa napr. potom mohla porovnavat expresia génov u ranych embryi a dospelych.
Jedna sa podla autorky teda o realisticky predpoklad, Ze toto je naozaj charakteristika pohlavne
antagonistickych génov (a nie napr. génov, ktoré len u druhého pohlavia nie su potrebné), a zaoberal
sa touto témou este niekto okrem jedného ¢lanku z r. 2009 (Mank a Ellegren), ktory autorka cituje?

3. Ako by dopadli podla nazoru autorky PCR s primermi Ycag-1 aZ -8 pri poutZiti tych istych vzoriek,
ako boli pouZité na bioinformatickud analyzu (najma u samcov)?

4. Preco autorka pouzila program DANTE az v diskusii, kde ukazala, Ze udajne unikatne samicie
sekvencie su v skuto€nosti repetitivne elementy, a nie pocas filtrovania fragmentov s cieflom
identifikovat najpravdepodobnejsie kandidatne samicie unikatne fragmenty?



5. Je stale nadej, Ze u tohto druhu su nejaké unikatne samicie sekvencie na chromozéme W, ktoré by
mobhli byt vyuzité pri uréeni pohlavia?

6. V diskusii sa uvadza, Ze v priebehu jej diplomovej prace bol v rdmci projektu Darwin Tree of Life
publikovany gendm tohto druhu o velkosti 575 Mbp, ktory na zaklade BUSCO analyzy autorka
vyhodnotila ako lepsi a kompletnejsi nez ten jej o velkosti 800 Mbp Ci z publikacie Volenikova et al.

o velkosti 626 Mbp, kde bola velkost stanovena prietokovou cytometriou na cca 710 Mbp, pricom ale
BUSCO analyza u oboch tychto gendmov naznacuje vacsie percento duplikovanych regidénov. Ako si to
autorka vysvetluje? Je skuto¢na velkost okolo 700 Mbp, ale v gendme Tree of Life tych chybajucich
125 Mbp nenesie v podstate Ziadne ortolégne gény?

V Ceskych Budejoviciach, 14.5.2023
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