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OPONENTSKYPOSUDEK
na doktorskou disertacni praci Mgr. Evy Seifertové

Genetické mapovani u rodu Xenopus

PfedloZend disertacni prace se zabyva aktualnim tématem genetiky a evolucni biologie,
mapovanim genomu drapatky Xenopus tropicalis a vyvojem alternativnich metod pro zpfesnéni
genetické mapy tohoto modelu zkonstruované dfive pomoci vazebného mapovani. Zakladnim
metodickym nastrojem prdce je nedavno osekvenovany genom X. tropicalis, vlastni prace vyuZiva fadu
pokrocilych metod molekuldrni cytogenetiky, genomiky a bioinformatiky. Hlavnimi kapitolami
disertacniho spisu jsou ¢tyfi pavodni prace, publikované v letech 2011-13 ve vysoce renomovanych
Casopisech; E. Seifertova je prvni autorkou a téz korespondujicim autorem jedné a spoluautorkou tfi
publikaci. Predpokladam, Zze podil autorky na publikacich bude upfesnén béhem obhajoby prace.

Resend problematika véetné pouzivanych metod je prehledné zpracovéna na cca 20 &esky
psanych Uvodnich stranach kap. 1. Z této ¢asti vyplyva i motivace prace, jejiz cile jsou jasné
specifikovany v kap. 2. Vysledky jednotlivych publikaci, zafazenych do kap. 3, jsou pak stru¢né popsany
a diskutovdny véetné pouzitych metod na 14 ¢esky psanych stranach. Hlavni vysledky a celkovy ptinos
disertacni prace E. Seifertové jsou velmi vystizné shrnuty v kap. 5 (Zavér), kterou povazuji za nejlépe
napsanou cCeskou cast celé prace. | kdyZ jsou Cesky psané Casti prace psany s minimech preklep( a
chyb, nemohu si odpustit kritickou pripominku ke slohu &i stylu psani. S vyjimkou velmi zdafrilé kap. 5,
je v Ceskych textech fada anglicisml (napf. assembly) a slov laboratorniho Zargonu (napf. xenopi
komunita). Je mi jasné, Ze u takto moderni problematiky je nemozné se anglicismim vyhnout, ale
presto si myslim, Ze autorka mohla texty zpracovat peclivéji a prejaté anglické terminy dat napt. do
uvozovek nebo je psat kurzivou, pfipadné psat texty radéji pfimo anglicky.

K Uvodni ¢asti mam nasledujici pfipominky a doplrikové dotazy.

e Str. 3, Abstrakt, 2. odstavec: spojeni ,celogenomova amplifikace ziskané DNA” je nevhodné,
nebot se nejednad o cely genom, ale jen uUsek jedné molekuly DNA, ziskany mikrodisekci
raménka jednoho chromosomu. Podobné je toto nevhodné spojeni pouzito i v textu kap. 1.4
na str. 21. Naopak je spravné poutZiti tohoto spojeni ve smyslu ,metoda celogenomové
amplifikace” jako napf. v kap. 1.5. na str. 22.

e Str. 7, Seznam zkratek: SSLP = “Single Sequence Length Polymorphysm” — polymorphism se
pise vzdy s mékkym ,,i”. Stejna chyba je i na str. 66 v kap. 4.1.

e Str. 9, kap. 1.2.1.1: misto ,, hledani polyploidnich marker(“ zftejmé mélo byt uvedeno ,hledani
polymorfnich marker(“?

e Str. 10, kap. 1.2.1.3: v této kapitole, zabyvajici se uréenim pohlavi, postrddam jednoznaénou
informaci, zda je u X. tropicalis heterogametickym pohlavim samec nebo samice, byt z dalsich
kapitol je jasné, ze jde o chromosomalni uréeni pohlavi typu WZ/ZZ.

e Str. 11, kap. 1.2.2.2: netika se , heteromorfni pohlavi“, ale ,heterogametické pohlavi”.

e Str. 14, kap. 1.3.1.3.1: spravné je “artificial chromosome*”, nikoliv “arteficial chromosome*.



o Doplnkovy dotaz 1: Ma Xenopus tropicalis Stétkovité chromosomy?

e Doplrikovy dotaz 2: Je gen DM-W primdrni spoustéc¢ drahy determinujici pohlavi nebo je spise
zodpovédny za ontogeneticky vyvoj pohlavi, Cili néco jako gen doublesex u hmyzu? A je
lokalizovan na chromosomu W?

Poznamky a doplnikové dotazy k jednotlivym publikacim.

Publikace 1
Wells et al. (2011) A genetic map of Xenopus tropicalis. Dev. Biol. 354: 1-8.

Hlavnim vysledkem této prace je vazebnd mapa pomoci bioinformaticky identifikovanych SSLP
markerG tvorena kolegy ze zahranici, doplnénd a upfesnénd fyzickym mapovanim 69 cDNA markerd
velmi citlivou, ale téZ pomérné ndrocnou metodou FISH-TSA zavedou v laboratofi Skolitele E.
Seifertové. Mapa pokryva 66% genomu a je daleZitym nastrojem pro dalsi studia.

e Str. 67, 2. odstavec: autorka uvadi, Ze v dobé vydani ¢lanku (tj. 2011) bylo podezieni, Ze se na
kratkém raménku chrom. 2 vyskytuje gen determinujici pohlavi. Vzapéti pak ale piSe, cituji:
»,Poloha sex urcujici oblasti byla pozdéji ur¢ena na kratkém raménku chromzému 7 ale
odkazuje ptitom na praci Olmstead et al. (2010), publikovanou o rok dfive! Jak to tedy bylo?

e Doplrikovy dotaz 3: Proc je u jednotlivych vazebnych skupin dulezita orientace? Z Tabulky 1 na
str. 67 ani z textu mi to neni jasné, v Tab. 1 je uvedena poradim ramének, bud’ g-p nebo p-q.

Publikace 2

Krylov et al. (2010) Preparation of Xenopus tropicalis whole chromosome painting probes using laser
microdissection and reconstruction of X. laevis tetraploid karyotype by Zoo-FISH. Chromosome Res.
18: 431-439.

V této studii vyvinuli autofi malovaci sondy pro 8 z 10 chromosomU X. tropicalis pomoci
laserové mikrodisekce a otestovali 2 odliSné metody celogenomové amplifikace. Jejich zjisténi, Ze
DOP-PCR neni vhodnou metodou, zatimco pomoci WGA4 a WGAS3 kitli od firmy Sigma-Aldrich ziskali
dostatecné specifické celochromosové sondy, je v souladu i s nasimi zkusenostmi u hmyzu. S takto
pfipravenymi sondami pak Uspésné identifikovali homeologni chromosomy u X. laevis. Vysledky,
dokumentované fascinujici digitalnimi fotografiemi (nastésti mam PDF publikace), podpofily hypotézu
o plvodu genomu X. laevis kfizenim dvou druhi s naslednou polyploidizaci.

e Dopliikovy dotaz 4: Mate néjaké vysvétleni pro¢ DOP-PCR, kterd je Uspésné pouZzivana pro
amplifikaci vysoce specifickych malovacich sond u savci a ptak(, nefunguje podobné i u jinych
organismu véetné drapatek?

Publikace 3
Seifertova et al. (2013) Efficient high-throughput sequencing of a laser microdissected chromosome
arm. BMC Genomics 14: 357.

Tato prace je zamérena na ziskani sekvenci DNA z kratkého raménka chromosomu 7, tedy
jedné ze dvou oblasti genomu X. tropicalis, které se nepodafilo vélenit do vazebné mapy diky absenci
markertd. Laserovou mikrodisekci tohoto raménka, amplifikaci kity WGA4 a WGA3 a naslednym
osekvenovanim Illuminou, doplnénou fyzickym mapovanim na chromosomech metodou FISH-TSA se
autorim podafilo doplnit a podstatné zpresnit mapu této oblasti genomu. Tato prace prinasi unikatni
vysledky, dokumentované skvélymi ilustracemi, a je velmi cennd i z metodického hlediska, nebot
vyvinuté techniky Ize pouzit k mapovani problematickych Usek( u mnoha dalSich organism.

e Ve druhém odstavci kap. 4.3 na str. 70 ma byt ,sekundarni konstrikci“ nikoliv ,,... restrikci“.

e Doplikovy dotaz 5: pfi amplifikaci DNA kitem WGA4 jsou k fragmentdm DNA ligovany
adaptory, jejichz sekvence neni vefejné dostupna. Jak se vam jejich sekvence podafilo odhalit
a jakym bioinformatickym postupem jste je ze ziskanych sekvenacnich dat odstranili?




Publikace 4
Bewick et al. (2013) A large pseudoautosomal region on the sex chromosomes of the frog Silurana
tropicalis. Genome Biol. Evol. 5: 1087-1098.

Drapatka X. tropicalis nema morfologicky rozlisitelné pohlavni chromosomy W a Z. Kombinaci
nékolika pokrocilych technologii, zahrnujicich Rad tag sekvenovani pro idendifikaci SNP polymorfismi
a sekvenovani laserovou mikrodisekci ziskané chromosomalni DNA autofi prozkoumali chromosom 7,
ktery dle jinych studii nese gen(y) determinujici pohlavi a je kandidatem na pohlavni chromosomy.
Studie potvrdila jen minimalni rozdily mezi ,,sam¢imi“ a ,,sami¢imi“ chromosomy 7, svédcici o velmi
nizkém stupni jejich molekularni diferenciace.

e Doplnkovy dotaz 6: Mohla by autorka blize vysvétlit, co mysli ,vice nez 32-ndsobnou zménou
pohlavnich chromosom(” a jakou to ma souvislost s absenci diferenciace pohlavnich
chromosom( u drapatek?

e Autorka uvadi, Ze jsou vysledky shodné se studii Uno et al. (2008), ve které se nepodafilo
prouzkovacimi technikami najit rozdily mezi samcimi a samic¢imi chromosomy u X. tropicalis,
ale citovana prace je o skokanovi Rana rugosa. Jde o nevhodnou citaci nebo nepresnou
interpretaci?

e Prace Anderson et al. (2012) chybi v seznamu pouzité literatury. Podotykam, Ze jde o jediny
nedostatek v seznamu, coz pfi tak velkém poctu citovanych praci svéd¢i o mimoradné
peclivosti autorky pfi zpracovani literarnich pramena.

Zaveér

Disertacni prace E. Seifertové vyznamnym zplsobem pfispiva k poznani struktury genomu
modelu vyvojové biologie, drapatky Xenopus tropicalis. Kromé vynikajicich vysledkd, publikovanych ve
vysoce renomovanych védeckych ¢asopisech, pfinasi i fadu vyvinutych originalnich metod a postupd,
relativné snadno aplikovatelnych i na jiné modelové i nemodelové organismy. PredloZzend prace

nepochybné splfuje pozadavky kladené na disertacni prace a s velkym potésenim ji

doporucuji ji k obhajobé v doktorském studijnim programu Bunécna a vyvojova biologie.
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