Oponentsky posudek na bakalarskou praci Kseniye Bobryshavy s ndzvem ,,Pfibéh hladové
housenky: anotace chutovych receptori predivky Yponomeuta evonymella

Bakalarska prace Kseniye Bobryshavy s poutavym nazvem se zabyva detekci, sekvenovanim a anotaci
gend pro cukerné chutové receptory predivky Yponomeuta evonymella. Studie je zasazena do $irsiho
evolucniho kontextu funkce a vyznamu téchto receptorl pro adaptaci a speciaci.

Prace je psana Cesky a na prvnim misté bych proto chtél ocenit Usili vénované prekladu neprelozZitelnych
odbornych vyraz( do Cestiny, které jsou vcelku vhodné volené a nejsou na Ukor srozumitelnosti textu.
MozZna bych jen sekvenacni element u platformy Illumina nenazyval destickou (termin vhodny spiSe pro
454 technologii), ale sekvenacni/prato¢nou burikou, komdrkou i celou, ale to je samozfejmé
nevyznamny detail. Prace obsahuje vzhledem ke svému rozsahu jen malé mnozstvi preklepll a
stylistickych chyb.

Uvod préce je pomérné rozsahly (12 stran véetné cild). Za velmi zdafilou povaZuji jeho biologickou &ast,
ktera poskytne neznalému ¢tenafri dostatek informaci o stavbé, funkci a vyvojové dynamice chutovych
receptor( a nadchne ho pro dalsi ¢teni. Druha a techni¢téjsi ¢ast tohoto oddilu shrnuje historii
sekvenovani od objevu DNA aZ po tieti generaci sekvenator( a informace v ni podané nejsou z jisté ¢asti
pro pochopeni prace relevantni. Napt. odstavec vénovany predvékému Maxam-Gilbertovu sekvenovani je
zcela urcité mozné ozelet (zvlast kdyz k nému chybi obvykly obrazek), na druhou stranu u pouzité
technologie Oxford Nanopore by neskodilo blize popsat proces priichodu makromolekuly pérem nebo se
zminit o zpUsobu prevodu elektrického signalu na sekvenci bazi, pripadné vyzdvihnout obvyklé artefakty
pouzitych sekvenacnich metod atd. Cile prace jsou v zavéru definovany jasné a srozumitelné.

V metodické ¢asti bych uvital zakladni schéma nebo diagram celého postupu, ktery by pomohl ¢tenafi
zorientovat se v celém procesu hned na zacatku této kapitoly, ktera je obcas psana ponékud
neprehledné. Nékteré postupy jsou popsany dostatecné, jiné (napf. Chromosome walking a Pfiprava BAC
DNA pro ONT) jsou osvétleny pouze z¢asti a dalsi metodické informace k nim se skryvaji az v oddile
Vysledky. Ponékud stru¢né je popsano zpracovani ONT dat, tj. basecalling, asemblovani BAC klonu a
mapovani gent. Naopak velmi ocenuji publikovani vSech pouzitych skriptd na GitHubu.

V kapitole Vysledky mé mimo vyse zminénych Cisté metodickych pasazi zaujalo nékolik nesrovnalosti,
které zminuji dale v dotazech. Dobrou zpravou je, Ze navrzeny postup vedl (alespon ¢astecné) k cili a
nékteré z genl pro cukerné receptory se podaftilo zdarné osekvenovat a anotovat. Diskuse se pak zabyva
z velké ¢asti rozborem problému vyskytnuvsich se béhem prace a hledanim jejich feseni véetné
alternativnich postupl, coz shledavam velmi uzite¢nym pro dalsi praci na tématu. Zvoleny ukol je totiz
znacné netrividlni, napf. proto Ze se pfi detekci cilovych gen( spoléha na transkriptom pomérné
nepribuzného druhu, navic cesta vedouci k cili musi v néjaké formé vyuZivat sekvenovani tfeti generace
jehoz chybovost je v soucasné dobé vétsi nez odhadovana variabilita zkoumanych gend.

K praci mam nasledujici pfipominky a dotazy:

1) Autorka uvadi, Ze pro sestaveni genomu Y. evonymella bylo v databazi Darwin tree of life k
dispozici 211.5 k read(l (délka 151 bp), pro asemblovani ale pouzila 140 M, 250 M a 350 M
readd...



2) Sestaveny referencni genom z 10X Genomics dat byl z programu Supernova exportovan ve formé
Castecné diploidniho assembly (--style=megabubbles). Tento format podle mé neni vhodny pro
nasledné vyhodnoceni kompletnosti v BUSCO, nebot velka ¢ast vyhledavanych gen musi
zakonité vyijit jako duplikovana. Pro tento ucel doporucuji exportovat v pseudohaploidnim
formatu (--style=pseudohap).

3) Autorka reagovala na enormni mnozstvi duplikovanych gen(i ponékud pfekvapivé naslednou
deduplikaci (v programu Purge-dups), kterd musi nepochybné zhorsit kvalitu assembly - jak vidno
napf. z celkového poctu kompletnich BUSCO gent v Tab. 6, ktery po deduplikaci poklesl. Navic
mUze deduplikace nekontrolované pracovat s ortology/paralogy. Je proto otdzkou, zda mohl
tento krok pripadné ovlivnit koneény vysledek a zda pro vlastni mapovani gent P. xylostella neni
vhodnéjsi ponechat genom v onom castecné diploidnim stavu (vétsi diverzita cilovych sekvenci).

4) Pro deduplikaci byly vyuZity rovnéz primarni 10XG ready zbavené barkdd( v programu
Trimmomatic. Jak dlouhy Usek byl odstfizen?

5) Soubor ortolognich gent BUSCO pro Insecta obsahuje dle autorky 1658 gent (text a Tab. 4), v
Tab. 6 je ale redukovan na 1367 — jak a pro¢? Zkratka BUCBO v poslednim radku vSech
souvisejicich tabulek je jen preklep nebo mi jeji vyznam unika?

6) Osekvenovand BAC DNA byla filtrovana na kvalitu Q15 a délku 30 kbp — proc¢ tak dramaticky?

7) Proc byl basecalling v Guppy proveden algoritmem High a nikoli Super Accuracy, ktery by mohl
zvysit presnost sekvenci o nékolik procent?

Predkladana bakalarska prace Kseniye Bobryshavy dle mého nazoru jednoznacné spliiuje pozadavky
kladené na dany typ prace na KMB PfF JU. Svym rozsahem je bezesporu nadprimérna a autorka si v jejim
ramci musela osvojit zna¢né mnozstvi laboratornich technik i bioinformatickych postupt, coz je vtomto
stupni studia podstatnéjsi nez uvedené obsahové a formalni nedostatky nebo nekompletni vysledek.
Praci proto rad doporucuji k obhajobé a budu hodnotit stupném vyborné.

V Ceskych Budé&jovicich 15.5. 2023
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