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OPONENTSKYPOSUDEK
na doktorskou disertacni praci RNDr. Martiny Pokorné

Evoluce zpiisobii ur¢ovani pohlavi a genomi u Supinatych plazii (Reptilia: Squamata)

Predlozena disertacni prace se zabyva aktudlnim a velmi atraktivnim tématem u skupiny
obratlovcil, zndmé neobvyklou diversitou mechanismil urc¢eni pohlavi, zahrnujicich teplotni zavislost
(TSD) a dva =zakladni systémy genetického urCeni (GSD), zavislé na konstituci pohlavnich
chromosomt typu XY nebo WZ. Hlavnimi kapitolami diserta¢niho spisu je pét ptivodnich védeckych
praci, tfi vyslé v renomovanych zoologickych ¢i genetickych Casopisech a dva rukopisy; u vSech je
Dr. Pokorna prvnim autorem, takZe nepochybuji, Ze se na vSech podilela rozhodujicim zptisobem.
Resena problematika je poutavé zpracovana na 18 Gesky psanych ivodnich stranach, véetné hlavnich
vysledkil doplnénych ndzornymi ilustracemi. Zavery vyplyvajici z vysledkt jsou kriticky zhodnoceny
a v¢lenény do kontextu poznani evoluce pohlavnich chromosomil obratlovcl na étyfech zavérecnych
stranach spisu. Z téchto Cesky psanych casti disertace lze vycitit velké zaujeti ¢i pfimo nadSeni pro
studovanou problematiku. Na tomto misté¢ podotykdm, Zze mé Cteni celé disertace také velmi bavilo,
nejen proto, ze se problematikou pohlavnich chromosomill sam zabyvam, ale i proto, Ze prace je
vysledkem dobie promysleného a motivovaného vyzkumu, ktery si klade podstatné otazky a krok za
krokem je fesi.

K tivodni ¢asti mam nasledujici pfipominky a doplikové dotazy.

e Str. 7: souhlasim, ze jsou dva zakladni zplsoby determinace pohlavi, ESD a GSD, ale pokud
je GSD charakterizovano tim, Ze o pohlavi rozhoduji geny, jez jsou vazany na pohlavni
chromosomy, vypadla by z tohoto zplisobu nejen pocetnd skupina haplo-diploidnich
zivoCicht, kteti pohlavni chromosomy nemaji, ale i napf. Drosophila, u niz hlavni spousté¢
kaskady genti ur¢ujicich pohlavi, Sex lethal, nelezi na pohlavnich chromosomech.

e Str. 11 (a dale v textu, vCetné publikaci): moderni termin ,,syntenie* je Casto pouzivan v
nespravném kontextu — dle vyznamu slova syntenie (doporucuji stranky Wikipedie
http://en.wikipedia.org/wiki/Synteny, kde je termin velmi dobie charakterizovan) nelze
hovoftit o syntenii chromosomil, ty mohou byt homologni nebo homeologni; syntenie (tj.
,.vyskyt ne stejném vlakné®) se tyka genl/lokusu, ¢ili spravna formulace je napt. ,,zachovana
syntenie genti mezi pohlavnimi chromosomy Z u kufete a gekona®.

e Str. 14: zaujala m¢ informace, ze Z ma vlastnosti, diky kterym se uplatiiuje jako vyjimecné
dobra sonda; je to diky konzervativnosti jeho sekvenci? To pak ale odporuje teorii ,,Fast-Z
effekt”, dle které by mély Z-vazané kodujici sekvence divergovat rychleji nez autosomalni,
coz bylo prokazdno v recentnich studiich Judith Mank u ptakd. Cim je tedy déna lepsi
hybridizacni schopnost Z-sond? Repeticemi? A jakymi?

Poznamky a doplnkové dotazy k jednotlivym kapitolam.

Kapitola 1
Pokorna M, Kratochvil L (2009) Phylogeny of sex-determining mechanisms in squamate reptiles: are

sex-chromosomes an evolutionary trap? Zool. J. Lin. Soc. 156: 168-183.



Na zakladé srovnavaci fylogenetické analyzy urceni pohlavi u vice nez 400 druhti Supinatych
plazi dospéli autoti k zavéru, ze pivodnim mechanismem je TSD, které se opakované pifesmyklo na
GSD, zatimco obraceny piechod nebyl prokazan. To vedlo autory k formulovani dle mého nazoru
dobfte podlozené hypotézy, ze diferenciace pohlavnich chromosomt je jakousi evolucni pasti.

Zaujala m¢ informace v bod¢ 7 na str. 34 o nezavislém puvodu GSD u spole¢ného predka
Gymnophtalidae + Teiidae + Lacertidae + Amphisbaenia + Scincidae + Varanidae + Serpentes dle
morfologického kladogramu. Ale nékteré z téchto skupin maji pohlavni chromosomy XY a jiné WZ.
Pokud by tedy vznikla GSD u spole¢ného predka, znamenalo by to, ze napf. nejdiiv byl WZ systém,
pak doslo k ptesmyku na XY? Pfitom v diskuzi autofi upfednostiuji nezavisly vznik XY ¢i WZ
z autosomtll, coz se mi téz zda pravdépodobnéjsi pied presmykem jednoho heterogametického
systému na druhy. Jak to bylo tedy mysleno v bod¢ 7?

Rozlusténi spornych otazek by jisté pomohla znalost o spole¢ném ¢i separatnim ptvodu
pohlavnich chromosomi v jednotlivych skupinach, jak autofi upozoriiuji v diskuzi. Jsou u
studovanych organismil k dispozici n¢jaké vhodné molekularné-cytogenetické a genomické nastroje
pro ovetovani homologie pohlavnich chromosomtl u riznych druhti ¢i skupin?

Kapitola 2
Pokorna M, Giovannotti M, Kratochvil L, Kasai F, Trifonov VA, O'Brien PC, Caputo V, Olmo E,

Ferguson-Smith MA, Rens W (2011) Strong conservation of the bird Z chromosome in reptilian
genomes is revealed by comparative painting despite 275 million years divergence. Chromosoma.
Publikovano online 2.7.2011.

Tato prace, zaloZzena na Zoo-FISH se sondou pro kuieci chromosom Z u 28 druhti Supinatych
plazli, krokodyla a Zelvy, presvédCivé dokazuje, Zze kufeci Z neni homologni s pohlavnimi
chromosomy Supinatych plazii, ale pfitom je zachovana jeho homologie k autosomu ¢i jeho segmentu;
fascinujici je vysoky stupenl této homologie navzdory obrovskym evolu¢ni vzdalenostem. Dale mée
nadchla originalni metoda stanoveni vazby ortologii pohlavné vazanych gend kufete pomoci PCR s
templaty DNA z fluorometricky sortovanych chromosomt.

Pti popisu metody FISH mé piekvapil rozptyl doby (1-4 min.) denaturace chromosomit v 70%
formamidu se zdivodnénim, Ze doba byla volena podle druhu a typu metafazi. Zajimalo by mé, jak
muze druh a typ metafazi ovlivnit denaturaci DNA?

Kapitola 3
Pokorna M, Kratochvil L, Rens W: Can we predict emergence of a key evolutionary novelty?

Reconstruction of ancestral sex-determining mechanism in Amniote vertebrate questions predictions
for extinct marine reptiles. Rukopis.

Tato teoreticka studie je reakci na ¢lanek Organ et al. (2009) v ¢asopise Nature tvrdici, ze
GSD bylo klicovym znakem, ktery umoznil adaptivni radiaci vyhynulych moiskych skupin plaz.
Studie pfinasi presvédCivé argumenty proti tomuto tvrzeni, z nichZz hlavnim je dobie podlozeny
vysledek fylogenetické analyzy, Ze ancestralni se zda byt spiSe TSD nez GSD a Ze alternativni scénar
by vyZzadoval 4 nezavislé tranzice z GSD na TSD a také presmyk ze systému XY ne WZ ¢i opacné.
Predpokladam, ze tato studie je piipravena téz pro Nature. Je tomu tak?

Kapitola 4
Pokorna M, Rabova M, Rab P, Ferguson-Smith MA, Rens W, Kratochvil L. (2010) Differentiation of

sex chromosomes and karyotypic evolution in the eye-lid geckos (Squamata: Gekkota:
Eublepharidae), a group with different modes of sex determination. Chromosome Res. 18: 809-820.

V této publikaci byly detailni analyzou karyotypt 12 druhd gekoncikd, skupiny s obéma typy
urceni pohlavi (TSD i GSD), metodami klasické i molekularni cytogenetiky prokazany diferencované
pohlavni chromosomy pouze u gekonéika mexického (Coleonyx elegans), zato v8ak unikatniho typu
XiX,Y, kde metacentricky Y vznikl centrickou fizi dvou akrocentrickych chromosomi. Vysledky
FISH se sondou specifickou pro tento neo-Y chromosom pak vedly autory k zavéru, Ze se jedna o
pohlavni chromosomy v raném stadiu diferenciace.

Metodicky dotaz: ¢im byla znaCena telomericka sonda? Cy3-dUTP? Predkladam, Zze sonda
pro 28S rDNA byla znacena biotinem, kdyZz byl k jeji detekci pouzit FITC-Avidin.



Ve vysledcich autoti uvadéji, Ze u chromosomu Y nebyly prokazany intersticidlni telomerické
sekvence (ITS). Avsak dle mého nazoru to neznamena, Ze v mist¢ fiize nejsou zbytky telomer, protoze
standardni FISH ma nedostatecné rozliseni pro detekci kratkych degradujicich ITS.

Neuvazovali jste o moznosti molekularni diferenciace pohlavnich chromosomii u druht s
GSD ¢i podezielych z GSD metodami GISH nebo CGH?

Na obrazku Fig. 2] je vidét, Ze sonda pro Y pomérné dobie znacila téZ autosomy. Pouzili jste
n¢jakou kompetitivni DNA k zablokovani hybridizace s autosomy? Mohla by téz oslabit hybridizaci s
X1, ¢ili odhalit znamky molekuldrni diferenciace mezi X; a Y.

Kapitola 5
Pokorna M, Kratochvil L, Kejnovsky E: Microsatellite distribution on sex chromosomes at different

stage of heteromorphism and heterochromatinization in lizards (Squamata: Eublepharidae: Coleonyx
elegans and Lacertidae: Eremias velox). Rukopis.

V praci byla zkoumana distribuce mikrosateliti a repetic GATA metodou FISH na
chromosomech dvou modelii s pohlavnimi chromosomy odlisného typu, gekonéika C. elegans s
X X,Y a pajestérky E. velox s WZ. Autofi zjistili uniformni distribuci satelitll v genomu gekoncika a
potvrdili tak zavér predchozi prace o raném stadiu molekularni diferenciace euchromatinového
chromosomu Y. Naopak heterochromatinem tvofeny chromosom W pajestérky vykazoval silnou
akumulaci vétSiny mikrosatelitti v souladu s pokrocCilym stupném jeho diferenciace. GATA sekvence,
spojované s uréenim pohlavi hadd, nebyly u obou modell prokazany.

Rukopis jevi znamky ptipravné faze, naptf. v popise metod postradam informaci, jak byly
sondy znaceny; Ctenaf se to dozvi az v legendach k obrazkim. Téz ve vysledcich chybi odkazy na
konkrétni obrazky, znaceni obrazovych tabuli pouze Fig. 1 a Fig, 2 je nedostatecné.

Na str. 101 mé zarazila zminka, Ze chromosom W pajestérky je DAPI-negativni. Neni to
prepis? Vzdyt je plny repetic a v kapitole 2 na Fig. 2i (str. 69) se mi naopak zda jako DAPI-pozitivni!

Mohla by mi autorka blize vysvétlit tvrzeni v diskuzi dole na str. 103 a odkazem na
Rutkowska and Badayaev (2008) o ochrané proti ,,female meiotic drive* jako moznému mechanismu
udrzeni homomorfie chromosomi W a Z u linie jestérek vedouci k Eramias velox? Je ,,female meiotic
drive” popsan u obratlovcd? Poznamka: homomorfni pohlavni chromosomy, ale vyrazné
diferencované molekularné jsou typické pro motyly — dle mého nazoru to mtize souviset s meiotickym
parovanim WZ vcetné tvorby synaptonemalniho komplexu — morfologicka podobnost je vyhodna.

Zavér
Disertaéni prace Dr. Pokorné ma vynikajici odbornou uroveti. Resi zédkladni otazky sou¢asné
evolucni biologie a genetiky na zakladé hluboké znalosti problematiky a s vyuzitim fylogenetickych
metod a modernich néstroji molekularni cytogenetiky. Diky perfektnimu zvladnuti téchto metod,
systematickému a nezvykle rozsdhlému vyzkumu ziskala autorka originalni vysledky, které vyrazné
prispely k prohloubeni znalosti o mechanismech urceni pohlavi Supinatych plazii a jejich evoluci.

Predlozena prace vyrazné pievysSuje pozadavky kladené na disertacni prace a s velkym potéSenim ji

doporuc¢uji ji k obhajobé vdoktorském studijnim programu Zoologie.

FrantiSek Marec

V Ceskych Budgjovicich, 28. srpna 2011



