Oponentsky posudek na diplomovou praci Be. Martiny Flegrové

Diplomova prace Bc. Martiny Flegrové si klade za cil predev§im ovéfit nepfitomnost
pohlavniho chromozému W metodou komparativni genomové hybridizace u dohromady Sesti
druhti vakonost (Lepidoptera, Psychidae), spolu s dodate¢né zafazenym molem Satnim jako
srovnavacim druhem. Vzhledem k fylogenetické pozici vakonos$i i molt miZe tato analyza
zna¢né prispét k pochopeni evoluce W chromozému u motyli. Navic si autorka vyty¢ila za cil
stanovit diploidni po¢ty a analyzovat distribuci genii pro ribozomalni RNA a histon H3 pomoci
FISH u stejného souboru druhti. AZ na dva druhy se zakladnim karyotypovym popisem totiz
vakonosi piedstavovali dosud cytogeneticky neprobadanou skupinu. Autorce se podafilo ziskat
kompletnéj$i cytogenetickd data jen u poloviny, tj. tfech z piivodné planovanych druhi
vakono$d, nicméné i s pfispénim analyz na molu Satnim dospéla nakonec k zajimavym a
hodnotnym zavéram.

Na zéklad¢ vysledkt autorka zavrhla hypotézu, Ze by se W chromozém vyskytoval jiz
u bazalnich skupin Ditrysia, tedy u moli a vakono$i. Dale pfinesla nové informace o
karyotypech vakonosi (i mola $atniho), véetné prvnich molekularné-cytogenetickych analyz.

Samotna diplomova prace ma rozsah 49 stran véetné pfiloh, je co do obsahu standardné
a logicky ¢lenéna a obsahuje minimum pieklepi. Praice ma vysokou slohovou i odbornou
uroven. 87 literarnich zdroju citovanych v textu odpovida aZ na jeden (Tamura a kol., 2013)
seznamu literatury. Pouze bych chtél vytknout nesourodost z hlediska chronologie citovanych
praci v zavorkach napfi¢ textem a také, Ze v piipadé¢ dvou knih (citace Bhat a Wani 2017,
Sharma a kol. 2002) méla byt citovana jen konkrétni kapitola. Z formalniho hlediska dale na
prvni pohled piekvapi absence klasického ¢lenéni textu na odstavce (text je ¢lenén do bloku
oddélenych celym fadkem). Jako drobny nedostatek bych jesté uvedl nezarovnani textu doprava
v useku od str. 12 do str. 28 v¢etné.

Z jazykového hlediska se autorka nevyvarovala nékterym bézné rozSifenym
anglikanizmim (pf. chromozomalni) nebo nenahradila anglicky vyraz ¢eskym ekvivalentem
(pt. screening), eventualné mohla volit piesnéj$i odbornou terminologii (pf. transponovatelné
elementy misto mobilni elementy). V textu rovnéz chybi presné znéni nékterych anglickych
zkratek (BAC FISH, BSA, TSA FISH), piipadné objasnéni terminti (Zoo-FISH). Misty se
vyskytuji nejasna vyjadieni ¢i formulace, jako napi: ,,Rozhodla jsem se jej (pozn. mola Satniho)
zahrnout do této prace poté, co jsem zjistila stav u vakono$i. — neni primarné ziejmé, ¢eho
»stav* byl zjistén.

Literarni piehled odpovida tématu, je napsdn srozumitelné¢ a cituje vétSinou relevantni
literarni zdroje, v¢etné recentniho vyzkumu. Nicméné v n€kterych usecich jsem narazil na
nasledujici nedostatky, nepfesnosti ¢i omyly, které bud’ komentuji nebo bych rad znal
vysvétleni:

(1) Hned v prvnim odstavci Gvodu autorka uvadi, Ze pohlavni chromozémy vyznamné

AN ovtacy ovliviiuji plodnost jedince. PrestoZe tusim, kam autorka timto vyrokem mifi, toto
»P-o-xe\k\“é/\’ M CVBCY vyjadfeni je zna¢né nekonkrétni a chtél bych proto pozadat o vice detailni rozvedeni.
R Hown 2V celém odstavci zabyvajicim se evoluci pohlavnich chromozému mi chybi cela fada
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vyznamnych a jindy notoricky citovanych praci (namatkou: Rice 1996, Bioscience
46:331-343; Charlesworth a Charlesworth 2000, Philos Trans R Soc Lond B Biol Sci.
355:1563—-1572; Charlesworth et al. 2005, Heredity 95: 118-128; Steineman a
Steineman 2005, Cytogenet Genome Res. 110: 134-143; Bachtrog 2006, Curr Opin
Genet Dev. 16: 578-585; Bergero a Charlesworth 2009, Trends Ecol Evol. 24:94-102;
Bachtrog 2013, Nat Rev Genet. 14:113—-124). Idealn¢ by zde pasovala i prace Wrightové



a kol. (2016), ktera je naopak pfifazena k informaci o pohlavnich chromozémech
motyl, o nichZ ale téméf viibec nepojednava. Naopak mé - zde i v diskuzi - ptekvapilo,
Ze neni citovana knizni kapitola ,,Rise and fall of the W chromosome in Lepidoptera®
(Marec et al. 2010).

(3) V téze kapitole autorka uvadi, Ze vysledkem diferenciace pohlavnich chromozémi je
vysoce degenerovany, z velké &asti heterochromatinizovany, pohlavné specificky
tomu tak ani u evolu¢né star§ich pohlavnich chromozémi neni?

(4) Na str. 2 mohl byt uveden jesté druhy zéstupce stejnokiidlého hmyzu, u néhoz doslo ke
vzniku Y chromozému z B chromozému (Nokkala et al. 2000, Genetica 108:181-189).

(5) Str.2, druhy odstavec: pro informaci, Ze systém XX/XY se vyskytuje u vétsiny hmyzu
a téméf vSech savci, chybi jakékoliv citace pro savce. Analogicky chybi citace pro
systém ZZ/ZW u hadi a ptakt. V obou ptipadech se mohla citovat recentni ptehledova
prace Schartl et al. 2016, Chromosoma 125: 553-571, kterou autorce viele doporucuji
k ptecteni.

(6) Z hlediska nomenklatury systémt pohlavnich chromozémi mi neni jasné: paklize je
pouzivéan zapis WZ/ZZ, pro¢ neni analogicky pouzito YX/XX? Podobné by mé zajimal
divod upiednostnéni zapisu Z/ZZ pted Z0/ZZ.

(7) Na str. 3 se vuvodni vét¢ dané podkapitoly piSe, Ze systém ZZ/ZW se u hmyzu
vyskytuje vyhradné u motylt a chrostikti. Pfehledova prace Blackmon et al. 2017 (v
textu citované jako Blackmon a kol. 2016) ovSem naznacuje sami¢i heterogametii i u
sedmi druhi dvoukiidlych (Diptera).

(8) Str.3, teti odstavec: neptfesné vyjadieni, Ze byl Fem gen lokalizovan ,,na malé oblasti
chromozomu W*; zaroven adekvatni citace by méla byt Abe et al. 2008, Genetica
133:269-282.

(9) Str.4, posledni odstavec: neptesné vysvétleni mozného ptvodu chromozému W —
v ptipadé varianty zahrnujici fiizi gonozému Z s autozémem mélo byt vysvétleno, ze
fuzi vznikne neo-Z, zatimco zbyvajici homolog ptivodniho autozomového paru se stane
W chromozémem. V piipadé vzniku W z B chromozému neni z textu jasné, jakou
povahu by mélo nasledné parovani W a piivodniho Z chromozému v mei6ze. Mohla by
tuto informaci autorka doplnit?

(10) Str.6, posledni odstavec: definice GISH je nepifesna — neni zde ani v nasledné
objasnéno az na strané 21 v ramci metodiky CGH. Navic by bylo dle mého ndzoru
prehlednéjsi, kdyby v podkapitole ,,Cytogenetické markery* byla spiSe uvedena struéné
FISH s tandemové repetitivnimi sekvencemi/multigenovymi rodinami, ddle BAC FISH
(spolu s alternativou TSA FISH, ktera zde chybi) a WCP, zatimco pasaZe o GISH bych
premistil do nasledné kapitoly, ve které by potom bylo ptehledné popsano, jaky je rozdil
mezi GISH a CGH. Zaroven by tato GISH/CGH kapitola mohla zahrnout odstavec na
str. 21, ktery vlastné znovu vysvétluje princip metody CGH.

(11) Na str. 7, prvni odstavec: ptehledova prace van Beers a Nederlof 2006 pojednava
prevazné€ o array-CGH. Pro klasickou CGH v nadorové cytogenetice by zde asi bylo
ptihodnéjsi citovat pivodni praci Kallioniemi et al. 1992, Science 258:818-821.

(12) Str.8, prvni odstavec: u problematiky histoni, jejich posttranslaénich modifikaci
a nukleozémi mohlo byt citovano i n&jaké vice recentni review (napi. Luger 2006,
Chromosome Res. 14:5-16; Castillo et al. 2017, Adv Exp Med Biol. 2017;966:65-92).



(13) Na str.9 je jaksi opomenuto, Ze rDNA zahrnuji dva odliné klastry — 5S a 458S.
Obecné neni pfili§ rozebrano, Ze rDNA i histonové geny jsou organizovany v klastrech
tandemové-uspoiadanych kopii, coz umoziuje jejich snadn&jsi vizualizaci metodou
FISH. Taky bych o¢ekaval par struénych vét ohledné dynamiky tandemovych repetic a
multigenovych rodin — tj. vysvétleni koncepti ,,concerted evolution® a ,,birth-and-death
evolution®. Mohla by, prosim, tyto koncepty autorka dodate¢né vysvétlit?

Cile prace jsou jasné definovany.

Cést Material a metody byla vesmés srozumiteln& popsana, nebylo mi v3ak jasnych nékolik
detailt, popf. jsem narazil na nékteré nepiesnosti:

(1) Na str. 17 bych se rad zeptal, pro¢ bylo nutné sondu pro histon H3 pfedistit zrovna
Sephadexem?

(2) Na str. 17-18 z textu mi neni uplné jasné, pro¢ se sonda pro histon H3 znacila pomoci
PCR, zatimco sonda pro 18S rDNA pomoci nick translace.

(3) Navic by mé zajimalo, pro¢ autorka pouzila pro nick translaci kit od Abbott Molecular
a zaroven enzymy z firmy ThermoFisher Scientific? Nebo se jedna o bliZsi specifikaci
enzymového mixu firmy Abbott? Osobné jsem v navodu vyrobce tuto specifikaci
nenasel.

(4) Je zde n&jaké vyhoda v pouziti histonu H3 jako cytogenetického markeru oproti histonu
H4?

(5) Str.17, v podkapitole ,,3.7. FISH* je ziejmé pieklep nebo nest'astné formulovana véta:
“Chromosomalni DNA je za ptitomnosti formamidu denaturovana pfi vyssi teploté...«
Piitomnost formamidu naopak umoziiuje denaturovat chromoz6my pfi nizsi teploté nez-
li kolem 95°C, coZ umoziiuje zachovat strukturu chromatinu.

(6) V nasledné sekci o TSA FISH neni vysvétlen princip této metody. Chtél bych tedy o
dodate¢né stru¢né vysvétleni autorku pozadat.

(7) Zaroven by mé zajimalo: bylo skuteéné nutné v ptipadé detekce geni pro histon H3
pouzit TSA FISH? Zkouseli jste i standardni protokol FISH?

(8) Str. 19, druhy odstavec: neni zfejmé, co obsahuje inkuba¢ni komirka a zda je to totéz
co vlhka komiirka na str. 20.

(9) Str.20, teti odstavec: 25 ng neni koncentrace nybrZ mnozstvi.

(10) Napii¢ metodikou neni nikde vysvétlena pouzita zkratka BSA a tim padem ani
neni jasny blokovaci G¢inek takového roztoku pii nepiimo znacené FISH.
(11) Zkousela autorka i jiné varianty protokolu CGH neZ s pilhodinovou pre-

hybridizaci sondy, aby si ovéfila své vysledky?

V ¢asti Vysledky chvili trva se zorientovat, které analyzy se na kterych druzich vlastné podafilo
zrealizovat. Idealni by proto byla néjaka shrnujici tabulka, v niZ by se zaroven ¢tenaf ihned
dozvédél (dfive nez v Diskuzi), pro¢ nebyla provedena FISH se sondou pro histon H3 u mola
Satniho. Na str. 25 by pak bylo pro snadnéj$i orientaci vhodné uvést do zavorky v textu piimo
pismeno obrazku, ktery ukazuje usek na chromozému u Psyche crassiorella siln€ji znaceny
sami¢i sondou.

Dokumentace vysledki je zdafila a dostacujici, obrazové piilohy jsou prezentovany v podstaté
v publika¢ni kvalité. Snad jen na Obr.6 chybi ¢lenéni na A, B, C a u n€kterych pachytennich
jader na Obr. 6 a 7 by bylo moZné vyrazné&ji ofezat piebyte¢né Cerné pozadi. A jesté detail:
informace o méfitku se v legendé vétSinou umist'uje az na konec textu.
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Diskuze je opravdu diskuzi a jeji rozsah je dostacujici. Zejména pasédze ohledné moZnosti
vzniku W chromozému u motyli jsou pojaty pfimo vycerpavajicim zpisobem. Jsou i uvedeny
navrhy na dal8i feSeni problematiky. V ramci této sekce bych mél nésledujici dotazy a
pfipominky:

(1) Str.29.: V uvodni vété podkapitoly o distribuci klastrti pro histon H3 by se neméla
zamétiovat sekvence DNA a sekvence proteinu, neb zatimco zde zminény udaj o 93%
shodé pravdépodobné odpovida nukleotidové sekvenci, sekvence aminokyselin
v proteinovém produktu mohou vykazovat shodu vyssi, diky degeneraci genetického
kodu.

(2) S hodnocenim konzervativity distribuce lokusi pro histon H3 bych byl vice opatrny.
Sice se da souhlasit, Ze zatim aZ na vyjimky (Hladova 2015, Sichova et al. 2015) se
tento marker jevi u motyli jako konzervativni, ale pro vice komplexni pohled na
moznou dynamiku tohoto markeru je potieba se podivat i na jiné skupiny Zivoc¢ichi.
Zejména u nékterych ryb, ale i u n€kterych sarancat (pi. Palacios-Gimenez et al. 2015,
Chromosoma 124:353-365; Daniel et al. 2015, Cytogenet Genome Res. 146:311-318;
Costa et al. 2016, J Hered. 107:173-180; Utsunomia et al. 2016, PLoS ONE 11:
€0150573) byly pozorovany i znaéné zvysené pocty lokusi této multigenové rodiny.

(3) Str.31 —na prvnim fadku i dfive v textu se opakuje chyba se §patnym letopo¢tem v citaci
Nguyen a kol. 2009 (spravné 2010).

(4) Str. 31, druhy odstavec: jakym typem chromozémové piestavby by se jesté (kromé flzi
a kromé mechanizmu transpozice) dala vysvétlit pfitomnost tfi klastrii rDNA na témze
chromozoému u Taleporia tubulosa?

(5) Metoda CGH, piestoze se jedna o spiSe hruby cytogeneticky nastroj, se ukazala byt
v mnoha ptipadech velmi pfinosna. Nesmime ovSem zapominat na to, Ze ma i své limity.
Védéla by autorka o piipadech, kdy CGH nedetekovala pohlavné-specificky segment
na pohlavnich chromozémech, jejichZ pfitomnost byla ov§em potvrzena jinou metodou?

wewr

ve Vysledcich a Diskuzi.

Celkové hodnoceni: Cile prace byly podle mého nazoru splnény. TrebaZe se nepodafilo ziskat
komplexnéjsi cytogeneticka data u tfech ze Sesti druhi vakonos$i, ziskana originalni data
vyznamné dopliiuji a rozsifuji soucasny stav poznani problematiky evoluce W chromozému u
motyld. Nékteré udaje z této prace jiz byly publikovany v recentni studii Dalikova et al. 2017.
Autorka zaroven svymi vysledky dokézala, Ze si osvojila zékladni metody cytogenetické
analyzy a Ze je schopna ziskané vysledky kriticky srovnat s literaturou a vyvodit relevantni
Zavery.

V této fazi doporucuji préaci k Gspésné obhajobé a v ptipadé uspokojivé prezentace
(v€etné zodpovézeni otazek) doporucuji praci hodnotit znamkou vyborné.

V Praze, 11.1.2018 Mgr. Alexandr Sember, Ph.D.
Ustav zivo&isné fyziologie a genetiky
) AVCR, v.v.i.
A Rumburska 89, Lib&chov
R A
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Oponentsky posudek diplomové prace Be. Martiny Flegrové:

Analyza karyotypu vakonosi (Psychidae, Lepidoptera) metodami klasické a
molekuldrni cytogenetiky

Diplomova prace Martiny Flegrové na cytogenetické téma se zaobira studiem karyotypu
no¢nich motyld vakono$t (Psychidae), coZ je skupina velmi zajimavd hned z nékolika
hledisek: jednak z pohledu jejich biologie (napf. stavbou vaku nebo pfitomnosti vyrazného
pohlavniho dimorfizmu), tak napf. z pohledu evoluce pohlavniho rozmnoZovéani (diky
existenci parthenogenetickych a polyploidnich populaci vedle populaci rozmnoZujicich se
sexualn€). Motivaci této prace je vSak studium evoluce pohlavnich chromosomi, kdy mohou
vakonosi na zédklad¢ své fylogenetické pozice na bazi Ditrysia poskytnout dulezita fakta o
ptivodu pohlavniho chromosomu W u motylu.

Prace je v odpovidajicim rozsahu, je klasicky ¢lenéna a jednotlivé podkapitoly na sebe
logicky navazuji. V uvodu autorka ptedklada vechny relevantni udaje jak o biologii a evoluci
pohlavnich chromosomi, tak o metodach jejich studia a také o modelové skupiné hmyzu.
Uvod je p&kné napsany, pivodni literatura ¥adn& citovéna, text obsahuje minimum
pravopisnych ¢i gramatickych chyb a nemam k nému vaznéjsich vyhrad.

V kapitole Materidl a metody oceriuji fylogenetické schéma na obr. 1, str. 13, bez kterého by
byly nasledujici vysledky prace obtiznéji Citelné. Celkové jsou metody popsany dostateéné
podrobné, hybridiza¢ni techniky pak dosti podrobné, takze veskeré pokusy by mély byt
snadno reprodukovatelné. V popisech se vyskytuji pouze drobné nepiesnosti, jako napf.
pouziti jednotek rpm bez uvedeni poloméru rotoru na str. 20, kap. 3.7.2. a oznaceni
streptavidinu za protilatku v téZe kapitole, str. 21.

Vysledky jsou pak jasné a ptehledné popsany a dobfe zdokumentovany. Autorka je pékné
diskutuje a v piislusné kapitole zodpovédéla n€které mé dotazy, které vyvstaly béhem ¢&teni
prace. Chtéla bych se zeptat pouze na né€kolik malo véci, piipadné pozddat o objasnéni
nasledujiciho:

1) Co je znamo o cytogenetice partenogenetickych populaci vakonost? Vyskytuji se n¢kde
smiSené populace nebo se nachazeji vyhradné¢ oddélené¢ od populaci rozmnoZujicich se
sexudlné? Jak je tomu u nés (v CR)?

2) Sondy pro znaceni nick-translaci byly amplifikovany pomoci Ilustra GenomiPhi (viz kap.
3.6.3. na str. 17). Jedna se skute¢né o rovnomérnou amplifikaci pies cely genom, jak autorka
uvadi ve zminéné Kkapitole? Nemohla by nerovnomérna amplifikace vysvétlit vysledek
hybridizace u Psyche crassiorella, kdy doslo k siln&j$imu oznaleni termindlni ¢ésti jednoho



bivalentu sami¢i sondou (kap.4.4. na str. 25)? Byla hybridizace opakovana se sondou z jiného
jedince?

3) Je mozné urdit, zda pro piipravu preparati bylo pouZito potomstvo jedné samice? Z
kapitoly Material a metody to neni patrné a bylo by to uZite¢né pro interpretaci vysledki vyse
uvedené hybridizace na chromosomech Psyche crassiorella.

Prace je celkové velmi zdafild a pfinasi originalni vysledky na zajimavé téma, které budou
jisté podkladem nejen k impaktované publikaci, ale hlavné k dal§imu studiu. Diplomovou
praci proto jednozna¢né€ doporucuji k obhajobé€ a navrhuji znamku vyborné.
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Ceské Budgjovice, 12. 1. 2018 Iva Vrbova



