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Posudek na disertacni praci “

Genomicka architektura a molekularni mechanismy hybridni sterility mysi”

Mgr. Barbory ValiSkové

Bylo mi potéSenim posuzovat praci Mgr. Valiskové, protoZe se jedna o impozantni kompendium poznatk( o veledllezitém mechanismu speciace, hybridni
sterilité. Objevy predstavené v této praci predstavuji relativné zasadni posun v nasich znalostech speciace, protoZe autorka zde vyrazné objasnila
mechanismus meiotické asynapse u sterilnich hybridd, ovéfila vliv exogennich dvouretézcovych zloml DNA na parovani chromozomu u hybridi a také se
pokusila zobecnit tlohu genu Prdm9 v samci plodnosti hybridd na jinych kfizencich poddruhd mysi. ObsaZznost i objevnost celé prace je o to cennéjsi, Ze sama
autorka rozhodné Zadnou sterilitou netrpi a naopak mezi experimenty a jejich sepsanim privedla na svét a vychovala tfi déti, coZ je samo o sobé& narocné,
nota bene ve spojeni se sepsanim dizertacni prace, kterd netrpi Zadnymi zjevnymi formalnimi ¢i gramatickymi nedostatky. Naopak, je sepsana prehledné,
graficky i gramaticky hezky a relativné dobre se Cetla (ale... viz nize).

Ackoliv je Mgr. Valiskova spoluautorkou tfi kvalitnich publikaci (v jednom pfipadé co-first author v eLife), samotna prace, pokud mohu soudit, jesté
publikovana nebyla. Mohu jen pfedpokladat, Ze se k jejimu sepsani autorka chystd. Proto ale nerozumim, proc se rozhodla sepsat takto velmi rozsahlou
dizertaci, nota bene v ¢estiné, kdyz ji pak nikdo, kromé oponent(l a par zanicenych ¢esky mluvicich biologt, Cist nebude. Pro¢ nebyla prace sepsana

v anglictiné a idedlné jako soubor ¢lank(? Soucasné vysledky, byt nepublikované, mohly prece byt prezentovany formou manuskriptu. Formalné by s tim jisté
problém nebyl a autorce by to velmi usnadnilo jejich naslednou pfipravu k finalni submisi.

Po chvale se v dalSim textu zamérim na nékteré aspekty, ve kterych jsem k praci kriticky (aniz bych tim ovSem sniZzoval vyse fec¢ena pozitiva). Doufam, ze

budou k uzitku autorce i teamu Prof. Forejta, jehoz vyzkum mne do znacné miry inspiroval v mé vlastni védecké praci a uvazovani, a snad mu to tedy také na
oplatku pfijde vhod. Jako oponent také v nasledujicim textu polozim nékolik otazek, na které uchazecku o doktorsky titul prosim o odpovéd.
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Zacnu nejprve body, tykajicimi se konkrétniho designu prace a popisu vysledku a poté prikro¢im o obecnému presahu prace.

Hned na zacatek bych rad uvedl, a neni to jen pozndmka k Vasi préci, ale obecné k publikacim teamu Prof. Forejta, Ze popisy mysiho modelu, pfedevsim
znaceni jednotlivych kfiZzenc( opravdu snad az pfilis sloZité a a pfi snaze o pochopeni, co s ¢im je kfizeno na pozadi ¢eho, jsem si nejednou sahl az na samé
dno svého intelektu a pozornosti. Ja chdpu, Ze jednotlivé experimentdlni linie mysi maji sva specificka jména, znama ve Vasi védecké komunité a jsou
nezbytné nutna zminit. Ale jelikoZ se v praci dale pracuje jen s malym omezenym poctem kment a typ( kfizeni, doporucuji nahradit jejich specificka jména
linii prosté kombinaci jmen poddruhd, které jsou kfizeny (¢i tam ta jména druh( uvadét alespon za zkratky). Tak by byla orientace v textu radové jednodussi.
Napfiklad toto ,,...M. m. musculus (zastoupeny kmenem PWD/Ph, déle jen PWD, ktery byl odvozen z divoké mysi (Gregorova & Forejt 2000)) a M. m.
domesticus (zastoupeny kmenem C57BL/6J; déle jen B6) meiotickou zastavu a Uplnou samdi sterilitu. Vyzkum na F1 hybridech M. m. musculus (PWK/Ph;
PWK) a M. m. domesticus (WSB/EiJ nebo LEWES/EiJ).... ,, V metodach se tam pfipletou jesté jiné, v ivodu nezminéné kmeny, tfeba ,,Konzomické kmeny
C57BL/6JChr #PWD (dale v textu popsané B6.PWD-Chr#).... No.....Ja bych vazné radil jejich detailni jména jednou zminit, idealné v tabulce, ale v textu uZivat
zkratek M.m.musculus a M.m.domesticus. a jejich kokmbinaci u kfizencl, pripadné upresnit jako Typ 1, a tak ddle. Takto jsem se musel neustale vracet o x
stranek sem a tam abych si ovéfil, co s ¢im vlastné se ktizilo.

Metody:

Bylo by vhodné popsat a blize vysvétlit, ¢im jsou ty studované kmeny jiné od pfirodnich a jak a kdy vznikly a odkud pochdzi. Dale bych radil |épe vysvétlit, jak
jste ziskala jistotu, Ze kmeny jednotlivych poddruht jsou skutecné ,Cisté” a nepochdzeji samy o sobé jiz z néjakych post-F1 kfizencll. Napfriklad, pochazeji

z alopatrickych ¢asti areal?

Také bych rad vidél detailnéji vysvétleno, jak vite, Ze hybridi, ktefi maji ,,vsegregovan® jeden homospecificky par chromosomd, jej maji skutecné cely
konsubspecificky. Jde mi o to, Ze pfi tvorbé gamet je pro kazdy bivalent nutné alespon jedno chiasma, takZze mi neni jasné, jak je pfi zpétném kfizeni hybridd
mozné vnést jeden cely nezrekombinovany chromosom. Vibec netikdm, Ze to mate Spatné, jen bych uvital detailnéjsi vysvétleni, jelikoz v textu piSete, Ze
pouzivate druhové specifické markry, kterych je samoziejmé jen omezeny pocet na chromosom. A jelikoZ jednim ze zakladnich Vasich objev( je minimalni
délka konsubspecifické sekvence nutna pro synapsi, je tato otazka na misté.

K vizualizaci synaptonemalniho komplexu (SC) bylo pouZito protilatky proti SYCP3 proteinu, coz je ale lateralni komponent SC a tudiz dle mych vlastnich
zkuSenosti mlZe byt sprdvné utvoren i na univalentech bez synapse. My proto pouzivdame i SYCP1 markr. MuZete to kratce okomentovat?

Bohuzel, statistické analyzy jsou aZ velmi stru¢né popsany v Metodach, coz je skute¢né na Skodu, jelikoZ se ve vysledcich objevuji typy testl, o kterych se v
Metodach vibec nemluvi (korelacni testy, MWM atp..) a naopak nékteré testy, které se podle metod patrné pouzily (GLM a jejich variace) nejsou zase dobre
popsany ve vysledcich a ani neni vysvétlen jejich design. Bud' to tedy mélo byt zminéno v Uplnosti, nebo kapitola z metod odstranéna a popis testll nechdn na
vysledky (dostanu se k tomu nize).
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Vysledky

Vysledky jsou peclivé napsané, ale trochu v sobé michaji i diskusi, coZ ztéZuje orientaci v dile. Napfiklad véta , Pfedpokladame, Ze nepfitomnost aktivniho
euchromatinu je dlsledkem selhani meiotické synapse intersubspecifickych chromozomd, znamé jako meiotické umlceni nesynapsovaného chromatinu
(Burgoyne et al. 2009), ktera mUze pfispivat k meiotickym fenotyplm sterilnich hybridd (Larson et al. 2016).“ patti do diskuse a tady se moc nehodi Takovych
priklad( je vice, radim se tomu vyvarovat, anebo rovnou napsat kapitolu Results & Discussion, coz je zcela legitimni.

str. 40: Neni dobre vysvétleno, jak byly hodnoceny asynapse. To chybi uz v metodach, kde mélo byt jasné feceno, co se mysli Uplnou, ¢aste¢nou atp.
asynapsi. Dokonce ani ve vysledcich se toho ¢lovék nedobere, ale strucné vysvétleni se objevuje jen v popisu obrazkd. Takze potom véta ,,...silnou negativni
korelaci (Spearmanovo p = -0,760, p = 0,0003) mezi mirou asynapse a pfedpokladanym poctem symetrickych DSBs...” se mi tézko chape, kdyZ neni jasné, co
konkrétné je mira asynapse. JelikozZ se jedna o jeden z hlavnich sledovanych parametr(, prosim v publikaci si na to dejte pozor a vysvétlete to zcela jasné.

Kapitola 5.1.4 cis-Trans: je to extrémné zajimavé, ale neni mné to jasné. Napriklad uz jen to, Ze grafy maji na osach procenta asynapsovanych pachytend, ale
v textu mluvi o poméru synapsovanych (tedy vlastné opak skaly osy na onom grafu). Pro¢ tomu tak je? Za dalsi, dvodni véty nejsou jasné. Myslela jste tim, Ze
podil asynapsi u konsomik( s jednotlivymi chromosomy by byl stejny (per chromosom), jako u F1?

Z toho pak prameni, Ze nejsem schopen Fici, zda chapu, jak jste sestavovali sva o¢ekavani poctu a/synapsovanych chromosom(. Ponékud se o tom
rozepisujete az v diskusi, ale to je jednak pozdé (definici predikci prosim uvedte nejpozdéji tam, kde s ni statisticky pracujete, tj, ve vysledcich, ale idealné uz
v Materials and Methods) ale jednak, kdyz piSete ,,Pomoci pravdépodobnostniho modelu zaloZzeného na teorii asymetrie rekombinacnich hotspota...“, neni
mi jasné, co myslite pravdépodobnostnim modelem a co presné ocekavate a proc.

5.1.2 Minimalni délka konsubspecifické sekvence nezbytna pro meiotickou synapsi: Tato ¢ast mné prijde extrémné zajimava, ale bohuzZel statistické
zpracovani dat neni dotazené a proto mi pak pfijde jejich interpretace pfilis zjednodusujici a misty az zavadéjici. Jestli to chapu, tak jste provedla vkfizeni
razné dlouhych konsubspecifickych Usekl chromosomi na pozadi 6ti testovanych chromosomu a testujete otazku, zda existuje minimalni délka takto
vneseného Useku, kterd je nezbytna pro synapsi. Podle mne na takto poloZzenou otazku neni mozné z Vasich grafli jednoduse odpovédét, (anebo to nechapu)
a otazka by méla byt formulovana jinak. Jednak totiz podle Vasich udaju v tabulkach 5-10 a souvisejicich grafech dochdzi na téchto ortolognich
chromosomech k synapsim i bez vneseni jakékoliv konsubspecifické ¢asti (tedy u linii, kde jsou tyto chromosomy pIné ortologni a i u F1 hybridd, protoze
nikde neni mira asynapse 100%). Dale, z pochopitelnych divodi nejste schopna testovat plynulé rozloZeni viech moZnych délek inserci, ale jen ty intervaly,
které Vase markry dovoli oznadit jako homozygotni interval a to jesté u kazdého chromosomu jinak. Pak byste se neméla ptat na existenci néjaké minimalni
délky, ale spiSe na sérii |épe testovatelnych hypotéz a jim prizplsobit vybér statistickych testl. Jmenovité navrhuji tyto:

a) zda délka detekovatelného homozygotniho Useku hraje roli v mife asynapse. ( to je z VaSich grafa ziejmé, ale jakym pfistupem jste to testovala?)

b) zda se efekt délky na zlepSeni synapse lisi mezi chromosomy (bylo by dobfe otestovat interakci mezi efektem délky konsubspecifického uUseku a identitou
chromosomu, na kterém k jeho vneseni doslo)
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c) zda existuje ve Vami pozorovanych trendech signifikantni “breakpoint” (to by byl dikaz oné zmifiované minimalni délky a k tomu ucelu se da vybrat
vhodny statisticky test, tfeba my jsme na podobny typ dat pouZivali piecewise regression models), ¢i prosté zda efekt té délky je, nebo neni linearni (tedy
spiSe testovat otazku, zda od urcité délky jiz k markantnimu zlepSeni nedochazi)

Vsadil bych, Ze vSechny tyto predikce budou spravné, protoZe v biologii se témér vSechny jevy vyskytuji v kontinuech a proto jsem nepochopil, pro¢ by méla
existovat néjaka jasnd a univerzalni délkova hranice platna pro vSechny chromosomy. Prosim o vysvétleni.

Nakonec, d) nepochopil jsem, jak jste dosla k zavéru, Ze ona minimalni délka je 27Mb, jelikoz nikde v tabulkach 5 az 10 se tato konkrétni délka neuvadi. Neni
mi tedy jasné, jak jeji existenci mohou tato data implikovat.

Diskuse

Interpretujete sva data z nékolika Uhl( a nabizite nékolik vzajemné se nevylucujicich vysvétleni, se kterymi souhlasim, a hezky zasazuji Vase objevy do SirSich
souvislosti. Ale vlastné vibec nefikate, jak Vase data vysvétli tu jednu z hlavnich otdzek, a sice Ze se sterilita tyka jen samcu, a jak tedy pfispéla k pochopeni
Haldaneobva pravidla, kterému je vénovdna nemald ¢ast Uvodu. Vlastné mi prijde, Ze misty se rozdil mezi hybridni sterilitou obecné, a sterilitou
heterogametického pohlavi konkrétné, az moc zakryva, cozZ je Skoda. Tak tfeba piSete: ,, Kritickym krokem pro Uspésnou spermatogenezi je vytvoreni DNA
dvouretézcovych zlom{ (DSBs) pomoci SPO11 topoizomerazy (Keeney 2008).“ Jenze Keeney to nemyslel, jako male-specific funkci, jelikozZ piSe, Ze to plati i
pro samice. Mozna ta asymetrie souvisi s efektem lokusu Hstx, ale ani interpretace ,,. Tento nalez naznacil, Ze heterozygotnost genu Prdm9PWD/B6 a PWD
alela lokusu Hstx2 jsou nezbytnou avSak ne dostacujici podminkou pro hybridni sterilitu s tim, Ze je navic nutny cis-efekt chromozomové-autonomni interakce
mezi homology (Bhattacharyya et al. 2013, 2014)“, pfimo nevysvétluje, proc se sterilita netyka samic, protoze nekompatibilni alela Hstx2 je pfitomna i u nich,
jen v heterozygotnim stavu. Myslim, Ze toto je dlleZity aspekt Vasi prace a stoji za obsazné&;jsi diskusi. V Uvodu se Haldaneovu pravidlu vénujete obsirné,

v diskusi o ném nepadne slovo.

U ¢dasti 6.3 mam uz vySe zminéné vyhrady smérem k odhadu minimalni nutné konsubspecifické délky chromosom( a také k Vasi pozndmce, Ze autozomalni
synapse je cis-regulovana a chromosomové specificka (podle mne jste chromosomovou specifitu efektu délky sekvence netestovala).

No, a nakonec, ac se mi prace velmi libila, mam k ni také nékolik vyhrad z hlediska toho, jak zasazujete Vasi praci do nejobecnéjsich biologickych souvislosti.

Pfedevsim, jaka je zobecnitelnost Vasich objev(? Neni mi jasné, co mate na mysli vétou: ,Regulace rozmisténi rekombinacénich hotspotl Prdm9 genem je
vSak omezena pouze na savce a Ize predpokladat, Ze podobny mechanismus reprodukéni izolace by mohl fungovat obecné i u druh, které ortholog Prdm9
genu NEMAIJ[, nebo maji jeho nefunkéni variantu.” Tak podle mne, bud' je Prdm9 regulace rekombinace omezena JEN na savce a pak neni déivod podobny
mechanisms pfedpokladat jinde, nebo NENI omezena na savce a pak se miize jednat o obecnou véc. Pokud vim, tak Baker et al. 2017 eLife ukazali pfitomnost
ortologli genu Prdm9 u vétsiny z 225 studovanych obratlovcich druhd, tedy nejen u savcu.

V Uvodu zminujete, Ze klasické modelové organismy ve specia¢nim vyzkumu (str. 7) maji mensi pocet fenotypovych projevi? Co tim myslite? Neni to jen nase
nepochopeni téch organismu a fakt, Ze my sami, jako savci, se zamérujeme na fenotypové projevy, kterym sami rozumime, zatimco Sirokou Skalu
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fenotypovych projev( jinych organismu prosté zjednodusujeme a prehlizime? Obzvlasté u bezobratlych ¢i u cévnatych rostlin bych si skute¢né nedovolil
tvrdit, Ze maji chudsi fenotypovy repertodr, nez my, savci.

Také, jakkoliv chapu, Ze Vase prace se nezabyva polyploidii, tak kdyZ uz jste ji zminila, pak mné pfijde, Ze ji odbyt vétou , Polyploidie je béZna u rostlin a dale
se ji nebudeme zabyvat.” je trochu pfilis redukcionistické a nereflektuje to poznani nékolika poslednich desetileti. Jak k tomu ptijdou ty dlouhé zastupy
polyploidnich Zivocichl obecné a obratlovcl zvlasté, a vibec my sami, ktefi jsme jako strunatci prosli minimalné dvéma koly celogenomové duplikace?
MzZete zminit nékolik skupin neopolyploidnich a naopak paleopolyploidnich Zivocich(?

Na Str. 9 uvadite ¢tendare do problematiky mezidruhovych bariér a jejich vlivu na speciaci, procez citujete Dobzhanskeho 1937. Ale tyto genetické aspekty v
nejobecnéjsi roviné byly o desetileti dfive formulovany Batesonem (1909) a to na negenické Urovni (piSe tusim o roli ,, nongenic residues”, které, na rozdil od
gen(, nepodléhaji pfirodni selekci). Vlastné, Bateson neni ani jednou zminén v celé praci, coz mné pfijde Skoda, protoze Vase objevy vlastné zpochybnruji
genostiedny pohled inherentni v Dobzhansky-Mullerové pojeti, ale spiSe kombinuiji jejich pohled s pohledem Batesona. JelikoZ mne tato historicka
perspektiva pohledd na speciaci a nekompatibilitu prijde velmi dilezZita s ohledem na Vase objevy interakci proteinu (ta genostfedna véc) a sekvenci DNA
(ten nongenic residue), mlzZete prosim kratce shrnout, jak se vyvijel pohled na hybridni sterilitu od Darwina a pro¢ on sdm mél takovy neprekonatelny
problém ji zahrnout do své evolucni teorie o vyvoji druh(?

Zavérem bych Vam rad pogratuloval k tak rozsahlé praci, snad Vam moje poznamky a potieba se nad nimi zamyslet usnadni jejich finalni publikaci, o niz
nemam pochyb, Ze padne na néjaky prestizni ¢asopis. Preji Vam hezky, plodny a stastny pracovni i osobni Zivot s titulem Ph.D., k jehoZ ziskani Vas, jako

oponent Vasi prace, doporucuiji.

S pozdravem,
Mgr. Karel Janko, Ph.D.
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