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Posudek na disertac¢ni praci Mgr. Magdy Vitkové ,,Structural and molecular
differentiation of sex chromosomes in Lepidoptera“

Kdyz jsem dostal obélku s touto diserta¢ni praci, docela nedockave a zvédavé jsem je o teviel
(j. napfed obalku a potom disertani praci, obracené by asi neslo), ostatné jako vzdy, kdyz
mam tu privilej a potéSeni si precist néjakou praci z famozni cytogenetické dilny Frantiska
Marece. Pfiznavam rovnou, Ze z Cetby Introduction jsem se mnohé nové dozvédél a poucil
jsem se o predmétu disertace totiz nejen o pohlavnich chromozémech motyld, ale pohlavnich
chromozémech vibec. Pfiznavam to proto, Ze problematika pohlavnich chromozému je mi
jednak profesné vzdalend, jednak uz mé osobn¢ vzhledem k progresivné klesajici hladiné
testosteronu v mém organismu ani vlastné nezajima. Kdyz jsem je$té navic prohlédl ony dvé
primarni publikace, na nichz je disertacni prace zalaZen, musim oteviené fici, Ze jsem se
vydeésil. Proboha, co se na tom da vlastné jesté oponovat? Obé¢ periodika (Chromosoma a
fizenim (to tvrdim na zdkladé vlastni zkus$enosti) a tudiZ k ob¢& studiim neni co dodat. Prace
maji nesmirné vysoky experimentdini standard za pouziti zcela poslednich metodickych
postupt mikrodisekei studovanych chromozémi a malovaci hybridizac¢ni techniky. Obé
pfinaSeji zcela prikopnické poznatky nejen o pohlavnich chromozémech motyli, ale
pohlavnich dtermina¢nich mechanismech obecné. TakZe kdyZ to navic porovndm s téméf
bezchybnou a vzornou formalni vypravenosti spisu, Zaddouci kondenzaci a stru¢nosti ivodnich
&asti, neexistenci preklept, tak znovu proboha, co na tom oponovat. Cili ted jsem pfed
problémem, jak zaplnit zbytek této stranky smysluplnym textem, abych dostal své poveésti
pe¢livého oponenta. Jinymi slovy trochu se popést na uvodni ¢asti a pokusit se nékde
extrahovat alespon $peti¢ku &ehosi, z &eho by se n&jak.- ta otdzka vydobyt dala. Uvidime. Cst
1.2.1. obsahuje skute¢nosti samoziejmé spravné, avsak pii svém Sirokém zabéru (od hmyzu
po savce) by piece jenom néjaké ty bizardnéjsi systémy pohlavnich chromozémii zasluhovaly
zminit, napf. u Leiopelma hochstetteri W0/00 systém (ten W chromosom je vlastné B
chromozom, ktery vznikl z W z ancestralniho systemu WZ/ZZ), 00/0X u nékterych siht rodu
Coregonus (a jiste¢ celé fad¢é dalSich vymyslenosti pfirody). Chei tim fici, Ze tato Cést je
informac¢né skoupé€jsi a zaplat' panbiith za to, asponi jsem mohl ukézat, Ze také néco vim.
Dalsim textem se proplétaji, nekde fragmentdrn€, popisy genetickych mechanismi
souvisejich s pohlavnimi chromozémy, kde diraz je poloZen na systémy a mechanismy samy
a organismy, u nichZz se to vyskytuje jsou jaksi mimo hlavni hledisko zdjmu. To neni
samoziejmé chyba ¢i omyl disertantky, ale véc pfevzata z fady piehledovych praci. Tento
pfistup mi trochu vadi, protoZze zanedbava, jak se to fekne Cesky? ,,sound phylogenetic
framework® Cili ono také zaleZi, kde nebo ve kteryca skupinach/liniich se ty mechanismy
vyskytuji. Z tohoto hlediska by pak bylo neobycejné¢ vhodné pojednat o pohlavnich
chromozomech ne jaksi letem svétem (podle toho, o ¢em mam separéty praci), ale cilen¢ u
evoluéné dulezitych ¢i zajimavych skupin. Tak napi. bych velmi uvital zminku o systému
pohlavnich chromozémi u ptakopyska, ano to je to zvifatko, které ma 5 part X a 5x X/Y a
geny souvisejici s pohlavim jak sav¢i, tak ptaci. Tato formalni namitka ma obecnéjsi rozmeér
otazkou — jak vlastné maji vypadat disertacni prace. Dnes je standardem téméf vSude soubor
publikovanych praci a ,,uvafi“ se k tomu vice (jako je to zde) nebo méné¢ podareny tivod (jako
jsem tomu byl svédkem na slovutném ucilisti Karlové letos na konci jara, kde tivodni Cast
byla rozsahem stejné dlouhé jako Pod€kovani, jen s tim rozdilem, Ze prvé - Gvod byl psany
s fadkovanim 2, zatimco podé€kovani s fadkovanim 1.5!). V jedné roviné je to v pofadku,
disertant se vyuCuje na védce a publikace dokazuje Ze zvladl femeslo, na strané¢ druhé
vychova védce (nebo jemu na rovefi postaveného vzdelani) neni jen produkce publikaci (jak
se dnes s dovolenim fedruje na univerzitach, protoZe to skolam vyhovuje, jeZto jim nabihaji
body). O tomto tvrzeni jsem s mdlobnou jistotou piesvédCen - disertace by méla prokazat



schopnost disertanta formulovat problém, srovnat a precizovat myslenky a také prokézat
kultivované uZivani rodného jazyka. Rik4 se tomu vzd&léni, coZ neni jen suma dovednosti a
znalosti, prosim!

Vratim-li se zp&t k této disertacni préaci (uZ jsem splnil povinné pensum jedné popsané
strany!), pak nelze mit pochyb, Ze i tato vzd&lavaci stranka disertainiho procesu byla
naplnéna v mife vrchovaté. Proto uzavirdm konstatovanim, Ze se jedna o neobyéejné zdafily a
vysoce nadprumerny disertacni spis a doporucuji komisi jeho pfiznivé pfijeti a po tomto (=
priznivém pfijeti) udéleni pfislusné titulatury PhD.

V Libéchove 7.12.2007
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Oponentsky posudek disertaéni prace Mgr. Magdy Vitkové ,,Structural and Molecular

Differentiation of Sex Chromosomes in Lepidoptera®.

Mgr. Vitkova si pro svoji praci zvolila naro¢né téma molekularné cytogenetickych analyz hmyzich
pohlavnich chromosomu. Prace ma ¢tyfi zakladni Casti. V prvni autorka nastinuje zevrubny literarni
piehled o uréeni pohlavi u ruznych skupin zivo€icht i rostlin, o mechanismech evoluce pohlavnich
chromosomu a procesech divergence pohlavnich chromosomi hererogametniho pohlavi. V Givodni ¢asti
se Mgr. Vitkova rovnéz kratce vénuje metodikam cytogenetického studia hmyzich chromosomu, zejména
tém, kterych v pfedlozené disertaci pouzila. Dalsi dvé kapitoly predstavuji prace publikované v
casopisech Chromosoma a Chromosome Research. O téch se zminim pozdé€ji, zde bych chtél vyzdvihnout
snahu presentovanou ve ¢tvrté kapitole, totiz v souhrnné diskusi, kde se autorka snazi (i kdyZ pomérné
usporné z hlediska rozsahu) kriticky zhodnotit své vlastni dosazené vysledky ve svétle soucasnych
poznatku. Moje zkuSenosti jsou takové, Ze disertant vezme publikované prace, k nim piida néjaky ten

uvod a disertace je hotova.

V prvni piedlozené publikaci (Chromosoma 116:135-145, 2007) se autofi vénovali isolaci
pohlavniho chromatinu W chromosomu Obalece jableéné¢ho pomoci laserové mikrodisekce. S vyhodou
pfitom pouzili tzv. sex bodies polyploidnich bunék Malpighiho trubic. To povazuji za velmi originalni
feSeni, nebot’ mitotické chromosomy jsou velmi malo diferencované, aby bylo mozné urcit, ktery je
vskutku W chromosom a isolace chromosomu W z meiotickych bun¢k rovnéz neni mozna vzhledem
k synapsi s chromosomem Z. Nespecifickou amplifikaci W heterochromatinu i euchromatinovych oblasti
se podafilo ziskat rtizné typy sekvenci: od jedno ¢i nizkokopiovych pies nékolik zastupcu dosud
neznamych retrotranspozont az po non-LTR transpozony znamé (¢i vykazujici vysokou homologii) od
jinych Lepidoptera, jako je Bombyx mori. Déle autozi vyuzili templatu heterochromatinu W pro vyvinuti
,malovacich* sond a pfedkladaji presvédc¢iveé obrazky FISH specificky iluminujici W chromosomy

v mitose 1 interfazi somatickych bunék a zejména pak meiotické profazi I. Bivalenty W-Z ukazuji i oblasti



s nizkym vyskytem signélu, anebo Zadnym signalem v distélnich oblastech chromosomu W. Zde bych se
chtél autorky otazat, pro¢ se tyto subtelomerové oblasti W chromosomi paintovaci sondou neznaci, ma-li

autorka n&jakou pfedstavu o genomovém sloZeni uvedenych oblasti.

Ve druhé piedlozené praci (Chromosome Research 15:917-930, 2007) se autorka zabyva
molekularni divergenci pohlavnich W chromosomi n€kolika druhi zavijeci. Opét s vyuZitim
mikrodisekce W heterochromotinu, tentokrat ¢tyt druht zavijeci, byly piipraveny FISH sondy pro
,,malovani‘ chromosomu a pouzity pro tzv. ZOO-FISH. Studii dale doplfiuje CGH mezi jednotlivymi
druhy. Byla zji$téna pomérné zna¢na divergence pohlavnich W chromosomti mezi jednotlivymi zastupci a
to netoliko vzhledem k unikatnim sekvencim, ale zejména s ohledem na W-specifické repetitivni DNA.
Autofi uzaviraji, ze absence meiotické rekombinace u heterogametniho pohlavi motyl se odrazi prave ve
znaéné diversifikaci W a Z chromosomul. V této souvislosti bych rad polozil otazku, jak to vlastné je
s parovanim chromosomt W a Z. Vime, Ze u savcu, ale i n€kterych dvoudomych rostlin s pohlavnimi
chromosomy jsou bivalenty X a Y netplné, tedy Zze nedochazi k uplné synapsi po cel¢ délce chromosomd,
ale tato se omezuje pouze na pseudoautosomalni oblast. Je néco znamo o mechanismech tvorby

synaptonemalnich komplexti motylt a chrostika?

Celkoveé hodnotim predloZenou disertaci jako velmi zdafilou. Predlozené prace obsahuji fadu zcela
prioritnich vysledkl. Zavérem mi nezbyva, nez konstatovat, Ze diserta¢ni praci doporucuji k obhajobg,
hodnotim ji jako vynikajici a doporucuji na jejim zaklad¢ udélit Mgr. Vitkové védecko-akademickou

hodnost PhD.

V Bré¢ 8. 12. 2007
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Oponentsky posudek doktorské disertacni prace Magdy Vitkoveé

“Structural and molecular differentiation of sex chromosomes in Lepidoptera”

motto: Oh, chromosomes, my chromosomes

We've learned to know you better
We know the code of DNA.

We can recite each letter.

Our thymine must have adenine.
Our guanine must have cytocine.
Its messenger pure RNA

Puts our proteins together.

G. Ledyard Stebbins

Béhem poslednich sto let jsme v poznani struktury a evoluce chromosomii urazili
velky kus cesty. Nicméné hlubsi poznani a nové techniky neposkytuji odpovédi zdaleka
na vSechny otazky, ba zda se, Ze mnozstvi vyvstavajicich otazek stéle roste. PfedloZena
disertacni prace Magdy Vitkové se pokousi prohloubit nase védomosti v oblasti struktury
a funkce pohlavnich chromosomii motylii (Lepidoptera).

Disertacni prace sestava z tivodni ¢asti, dvou praci doktorandky publikovanych v
casopisech Chromosoma a Chromosome Research, souhrnu, diskuse a zadvérecné ¢asti “future
plans”.

Prace uvefejnéna v casopise Chromosoma (Fukova et al. 2007) pojednéava o piiprave
paintovaci sondy specifické pro pohlavni chromosom W u druhu Cydia pomonella.
Mikrodisekci ziskana DNA pohlavniho chromatinu (W chromatin), amplifikovana pomoci
DOP-PCR, byla tuspésné pouzita kcytogenetické a molekularni charakterizaci W-
specifickych DNA sekvenci. V souvislosti s touto praci mam nasledujici otazky: Kdy
dochazi k formovani pohlavniho W chromatinu, a je tento proces pfitomen ve vsech
tkanich? Jestlize vznik W (hetero)chromatinu je vyvojové a/nebo tkanové specificky, pro¢
nebyla analyzovéana interfasni struktura W chromosomu (chromosome territory) v
jadrech postradajici ,, W-chromatin body”? V tomto kontextu se také naskyta otazka, zda u
motyli dochazi k parovani homolognich chromosomii v somatickych tkénich jako
drosophily (cf. Csink a Henikoff 1998, Fung et al. 1998, Hiraoka et al. 1993), a jak je to v
tomto pripadé s parovanim W a Z chromosomi? Pomoci W-specifické paintovaci sondy
by bylo zajisté také mozno studovat priibéh parovani W a Z chromosomii béhem
meiotického déleni. Co je znamo o meiotickém parovani W a Z chromosomtt u WZ
pohlavi, a existuji diitkazy pre-meiotického parovani pohlavnich chromosomii (viz



predchozi otazka)? Jak lze vysvétlit zajimavou absenci paintingu termindlnich ¢asti W
chromosomu? Je mozné, ze DOP-PCR amplifikace prednostné zmnozi frakci vysoce
repetitivnich sekvenci a (sekvencné?) odliSné termindlni casti chromosomu W nejsou pak
pritomny v paintovaci sondé. Prosim komentujte tyto poznamky také v kontextu druhé
prace (Vitkova et al. 2007). Zajimalo by mne, pro¢ nebyly sekvenované W-specifické a
,mostly W-chromosomal” DNA klony lokalizovany na W chromosomu. Samoziejmé jsem
si védom obtiZnosti spojené s lokalizaci kratkych DNA sekvenci.

Domnivam se, Ze doktorandka nespravné konstatuje (napf. str. 43) prvenstvi
v realizaci chromosomaélniho painting u hmyzu. Prvni prace tohoto typu byla publikovan
témér pred deseti lety Fuchsem a kol. (Fuchs et al., Chromosome painting in Drosophila.
Chromosome Res. 6: 335-336, 1998). Fuchs et al. mikrodisekci izolovali distalni casti
chromosomu X a dvou autosomti, a nasledné provedli uspésny painting korespondujicich
useki1 na polytennich i mitotickych chromosomech D. melanogaster. Samoziejmé je vcelku
jedno, kdo byl prvni a kdo druhy... Chtél bych jen upozornit na zcela evidentni
prehlédnuti této pionyrské prace. Jorg Fuchs et al. pouzili k pfipravé paintovacich sond
polytenni chromosomy ze slinnych zlaz drosophily. Bylo by mozné pouzit polytennich
chromosomu k pfipravé paintovacich sond u motyli?

Druha publikovana prace (Vitkova et al. 2007, Chromosome Research) pojednava o
komparativni cytogenetické analyze W chromosomu u 4 druht celedi Pyralidae. Autorka
pouzila metodu komparativniho chromosomalniho paintingu (Zoo-FISH) a komparativni
genomické hybridizace (CGH ¢i komparativni GISH). Tato studie je ziejmé prvni praci
tohoto typu vramci tfidy hmyzu a snad i vramci vSech bezobratlych. Autorka jasné
prokdzala evolucni diferenciaci pohlavniho W chromosomu napfi¢ cel. Pyralidae a
prednostni akumulaci repetitivnich DNA sekvenci (retrotransposoni) na W
chromosomech. Snad jen nékolik dil¢ich poznamek: MoZna jsem prehlédl argumentaci,
proc byl k pripravée W-specifické paintovaci sondy pouZit pravé druh Ephestia kuehniella.
Také postradam vic informaci o c¢el. Pyralidae (pocet druhii, pocet chromosomd,
fylogenetické vztahy). Napiiklad, ma-li tato celed jen dvé podceledi, jak vyplyva
z publikace? Bylo by mozné analyzovat druhy s jinym poctem chromosomu nez 2n=60?
Jestlize ano, je mozné ocekavat jinou strukturu/evoluci W chromosomu? Jaké jsou
pracovni hypotézy doktorandky vramci planované cytogenetické analyzy celedi
Nymphalidae? JestliZe je Zoo-FISH provadéna na ZW paru pachytennich chromosomtj, je
mozné jednoznacné identifikovat hybridizacni signély na , prekrytém®” Z chromosomu? U
druhu Cadra cautella je WZ bivalent silné heterochromatizovan, zatimco absence
heterochromatinu je charakteristicka pro WZ par u Galleria mellonella. Zoo-FISH
jednoznacné identifikovala homeologni W chromosom u C. cautella, nikoliv vSak u G.
mellonella. Je mozné spekulovat o vztahu mezi differenciaci W chromosomu (intenzitou
Zo00o-FISH signalti) a mnozZstvim heterochromatinu?



Obecna a zavérecna otdzka: Pro¢ dochdzi k akumulaci repetitivnich sekvenci na
pohlavnich X/Y chromosomech a tim k jejich evolu¢ni degeneraci?

PoloZené otazky nikterak nesnizuji vysokou kvalitu piedloZené disertaéni prace,
byly spiSe motivovany ,ametérskym” zajmem oponenta o feSenou problematiku. Magda
Vitkova publikovala pét praci v impaktovanych odbornych ¢asopisech, z nichz dvé jsou
prvoautorské. Vysoce také hodnotim piehledné a zasvécené zpracovanou tvodni cast
prace. Magda Vitkova jednoznacné prokazala schopnost samostatné i tymové védecké
prace, a proto doporucuji jeji doktorskou praci k obhajobeé.

V Brmé 3. prosince 2007 /M/a i




