Posudek na disertaéni praci Jana stefky: Host specificity, genetic variability and
genealogy in populations of model parasite species

Studium parazitl se sloZitymi Zivotnimi cykly pomoci novych metod populaéni genetiky je
bezpochyby jednou z nejvétSich vyzev soucasné molekularni ekologie. A¢ se jedna bezesporu
o krasny a vzrusujici smér vyzkumu, ¢lankd na dané téma je stale Zalostn& mélo. PiedloZena
prace je proto velice vitanym pocinem. Navic se diky vhodné zvolenym dvéma modelovym
druhtim s odliSnymi Zivotnimi cykly, znaénému usili (viditelného hned napiiklad na
nadstandardnim poctu ziskanych sekvenci ¢i poctu analyzovanych mikrosatelitovych lokusi)
a notné¢ davce badatelského Stésti podafilo pfinést spoustu novych netrividlnich poznatk.

Praci tvofi soubor Ctyf vysoce kvalitnich publikovanych ¢lankii a jednoho rukopisu ve
finalni fazi pfed zaslanim vhodné doplnénych tvodnimi kapitolami o modelovych druzich a
pouzité technice. Uvodni kapitoly povazuji za velmi cenné, nebot’ i étenafi s minimalnimi
znalostmi nékterého z mnoha obort, které autor evidentné brilantn& ovlad4 (parazitologie,
fylogenetika, populaéni genetika), se zde dostane pouceni nutného k pochopeni dale
nasledujicich spisti. Zvlasté se mi libila kapitolka o popula¢ni genetice, kde je stru¢né aviak
velmi vystizné pfiblizena koalescenéni teorie. MoZna je 3koda, Ze stejné nebyla vénovéna
pozornost bayesianskym piistuplim k analyze populaéni struktury na zakladé
mlkrosatelltovych dat, kdyZ uz byly tyto techniky pouzity.

74dné zévazné piipominky k praci nemam. Hledani chyb v takto kvalitnim spisu,
jehoz podstatna €4st navic prosla recenznim fizenim $pi¢kovych asopisi danych obori, je
zoufalym poc¢inem srovnatelnym s hledanim jehly v kupce sena. Dovolim si jen nékolik
nepodstatnych dotazl a pfipominek, jeZ mozZna jen odraZeji nizkou miru orientace autora
posudku v problematice ptedloZené prace.

M¢ dotazy se tykaji predevs§im spisu €. 3.

1. Piipada mi, Ze pocet cykld zadanych v programu Structure se pohybuje spi3e u dolniho
okraje béZné€ pouzivanych hodnot. Byly kontrolovano, zda béhem analyzy jiZ doslo k ustaleni
hodnot?

2. Hierarchicky pfistup zaddvani vstupnich dat do programu Structure mi pfijde jako vskutku
dobry a vtipny napad. Vymyslel to autor sdm nebo vycetl z literatury?

3. PfestoZe vysla analyza v programu Structure velmi peknég, nebylo by dobré zkusit néktery
program, ktery dokaze pracovat i s geografickymi koordinaty vzorka (napf. TESS)?

4. Myslim, Ze pro studium demografické historie (konkrétné zde size contractions) by bylo
vhodnéj$i pouzit né¢jakou novéjsi alternativu k jiz pomérné omselému programu Bottleneck,
u kterého navic velmi zavisi na zadanych parametrech muta¢nich modeli mikrosatelitovych
lokusii, coZ jsou parametry pohfichu téZce odhadnutelné. Vhodny by byl napiiklad MSVAR.
Na obhajobu autora disertace je v3ak tfeba fici, Ze se jedna o celkem okrajovou zalezitost
spisu a navic zminény program M. A. Beaumonta vskutku neni ,,user friendly*.

5. Zajimavym vysledkem je objeveni dvou separovanych linii z jezera Tana vazanych
specificky na rizné druhy ryb. Vi se néco o odliSnostech biologie hostitelskych druhi?

Z4avérem mohu s potéSenim konstatovat, Ze pfedloZeny spis jasné vyhovuje pozadavkim
kladenym na disertaéni prace. Praci doporucuji k obhajobé a navrhuji jeji vysoce kladné
ohodnoceni.

V Praze dne 19.5.2008 O~ —
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Posudek na doktorskou disertaéni praci Mgr. Jana Stefky
»Host specificity, genetic variability and genealogy in populations of model parasite species*

PiedloZena prace (98 stran) je zaloZena na ¢tyfech piivodnich vé€deckych pracich (2 publikovanych,
1 v tisku a jednoho dosud nepublikovaného rukopisu), kde je Mgr. Stefka vét§inou prvnim autorem.
Po obecném uvodu vénovaném evoluci vztahu parazita a jeho hostitele (specialisté vs. generalisté),
metodickym otazkam (vyuziti teorie koalescence, potencialni problémy) a popisu obou modelovych
organismi (tasemnice Ligula intestinalis a ve§ Polyplax serrata) si autor vytyCuje nasledujici cile:
1. mapovat genetickou variabilitu u obou modelovych druht; 2. odhadnout miru toku gend uvnitt i
mezi hostitelsky a geograficky izolovanymi soubory paraziti; 3. rekonstruovat demografické a
evoluéni udalosti; a 4. interpretovat vysledky s ohledem na biologii a evolu¢ni historii hostiteli.

Vysledky ukézaly rozdilny charakter rozloZeni genetické proménlivosti u obou modelovych
organismu: v pfipadé Ligula intestinalis velkou roli vzdalenosti v globalnim méfitku a sou¢asné
zanedbatelnou strukturovanost v lokdlnim méfitku, zatimco v piipadé Polyplax serrata hrala
geografie zasadni roli. Tyto rozdily autor vysvétluje rozdilnymi disperznimi schopnostmi hostitelt
(rybozravi ptaci vs. hlodavci). Ve druhém piipadé byla zjisténa pfitomnost dvou odlisnych,
sympatricky se vyskytujicich linii (jedna parazitujici pouze na mysSici lesni, druhd na m. lesni a
kiovinné), které mohou reprezentovat samostatné druhy — ty mohly vzniknout nasledkem duplikace
na hostiteli 4. flavicollis. V zavéru autor naznacuje nékteré¢ mozné cesty budouciho vyzkumu.

Pii posuzovani piedloZené prace jsem se musel vyrovnat hned se dvéma handicapy: prvni je
spole¢ny v8em posudkiim praci, které jiZ prosly naro¢nym sitem recenzniho fizeni

v respektovanych védeckych periodikach (Int. J. Parasitol., IF=3,337; Mol. Ecol. Notes, IF=1,220),
druhy potom vychazi z faktu, Ze jsem v daném oboru (tj. parazitologii) naprostym laikem. Pfedem
se proto omlouvam, pokud budou nékteré mé poznamky a dotazy piisobit nepatficné€ ¢i naivné.
Nasledujici pasaz bych proto rad pojal spise jako diskusi s autorem — z toho diivodu jsem zvyraznil
otazky, na které bych rad znal odpovéd’ (zpravidla spiSe abych ukojil svou zvédavost).

Manuscript No. 1:

str. 31 a Fig. 2: oba stromy jsou méné& podobné neZ autofi tvrdi, u ITS2 v zasad¢ neexistuje Zadna
jasna genealogicka struktura mezi klady, ale ani klady nejsou zcela shodné. Nepostiehl jsem proé
byly haplotypy 12 a 13 vyloudeny z analyzy?

str. 31 a Fig. 3: na obrazku i v textu prezentovano vicemén¢ pouze subjektivni kvalitativni
zhodnoceni rozdéleni parovych rozdilt (mismatch distribution) — byla shoda s predikei

signifikantni?

Table 6: podobné postradam kvantifikaci pritkaznosti pro parametr popula¢niho riistu g; tento
parametr je sice vyrazné vyssi u kladu A neZ u B, pfesto g = 195,2 pro klad B zietelné pfesahuje
hodnotu 100, pifi¢emz spodni hranice 95% intervalu spolehlivosti (163,3) se ani v nejmenSim
nebliZi nule, coZ naznaduje, Ze i u kladu B je moZno uvaZovat o exponencidlnim populanim ristu
(viz moje predchozi pozndmka: i pies vyrazné ,.kostrbaty“ charakter kfivky na obr. 3 miiZou byt
pozorovand data v signifikantnim souladu s modelovou predikci).

str. 32 a Fig. 4: v textu se tvrdi, Ze u kladu 3-3 nelze rozhodnout mezi izolaci vzdalenosti (IBD) a
disperzi na dlouhou vzdalenost (LDD), ale v obr. 4 uvedeno pouze LDD.



Fig. 1 a 4: na obr. 1 je uvedeno, Ze klad A je vyhradné evropsky, ale z obr. 4 je patrné, Ze tato
skupina obsahuje i haplotypy z Tuniska.

str. 33, horni odstavec: vysokéd mira divergence mezi klady A a B skuteéné muzZe odraZet
skute¢nost, Ze jde o dva samostatné druhy, nicméné autofi ponékud zaml¢uji skute¢nost, Ze i ostatni
klady jsou velmi divergentni (ve skute¢nosti jest¢ divergentnéjsi) — povazuji tedy i tyto klady za
samostatné druhy? Zda se, Ze uroven vnitrodruhové divergence je u tohoto druhu velmi vysoka a
muzZe odpovidat situaci popsanou u nematod Blouinem et al. (1998).

str. 35, pfedposledni véta ve 2. odstavci: ,,This seems to support the status of D. interrupta as an
isolated cryptic species...” se mi jevi ponékud v rozporu se skute¢nosti, Ze haplotypy tohoto taxonu
se objevovaly uvnitf haplotypt L. infestinalis, ani netvofily monofyletickou skupinu (navic je to

v rozporu s tim, co je uvedeno v jednom z nasledujicich rukopisti).

Manuscript No. 3:
str. 60, prvni odstavec, a str. 71, legenda k Tab. 1: Fs neni fixa¢ni index

str. 61: popis modelt je ponékud zkratkovity — pro¢ byl nap¥. u dvoufizového modelu (TPM)
pouzit zrovna pomér 90% SMM a 10% IAM? Bud’ je tieba vysvétlit, nebo uvést citaéni odkaz.

str. 60 a 61: burning by mélo byt burn-in

str. 74 a Tab. 3: neni mi zcela jasné, co vlastné je ,,sample* — parazit z jedné lokality (1 jezero
nebo Feka) a z jednoho hostitele?

str. 66: ANOVA asi ma byt AMOVA

Manuscript No. 4:

str. 93 (vpravo dole) a str. 94: nizka uroveit mtDNA diverzity a vysoka diverzita jaderné DNA
nemusi byt nutn€ v rozporu (,,mutually conflicting®, ,,in conflict®), je tfeba brat v ivahu, Ze mtDNA
ma 4x niz8i efektivni velikost. Vysvétleni nizké variability COI je sice mozZné, ale nepiilis
pravdépodobné. Odkaz na signifikantni odchylky neutrality u tohoto genu v kladu C muize byt
zavadgjici: jak zndmo vSechny pouzité testy (Tajima’s D atd.) jsou senzitivni vi¢i zménam velikosti
populace (soucasna velikost ovliviiuje siln€ji pocet segregujicich pozic, zatimco primérny pocet
nukleotidovych rozdili je vice ovlivnén velikosti plivodni populace), takZe statisticky prikazné
hodnoty téchto mohou spiSe indikovat recentni populaéni riist (nebo recentni bottleneck). Byla data
testovana pomoci mismatch distribution nebo na likelihood bazi nap¥. programem Lamarc?

Zavérem lze konstatovat, Ze predlozena doktorskd disertaéni prace je po védecké strance kvalitni
a obsahuje fadu zajimavych vysledki. Spliiuje vSechny pozadavky na ni kladené a proto
doporuguji, aby ji Mgr. Jan Stefka ve smyslu platné vyhlasky obhajoval pred ptislusnou komisi a
po usp&sné obhajob& mu byl udélen titul PhD.
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V Brné dne 13. 5. 2008 Prof. RNDr. Milo§ Macholan, CSc.
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Posudek na dizertaéni praci Jana Stefky ,Host specificity, genetic variability
and genealogy in populations of model parasite species

Prace je zaméfena na vnitrodruhovou analyzu a hostitelskou specifitu vybranych
druhli paraziti (jednoho endoparazita a jednoho ektoparazita). Je tieba ocenit Siroky
zabér prace z hlediska poctu analyzovanych izolati/kmenu i jejich reprezentativnosti
s ohledem na plvodni (mezi)hostitele i geografické rozsifeni. Rovnéz tak je potieba
ocenit ,opatrny” pfistup k interpretaci molekularnich analyz/fylogenetickych vztah( i
hledani vhodného ,markeru” s dostate€nou vypovédni hodnotou pro analyzu
populaci studovaného druhu parazita. Vysledky vyzkumu byly zvefejnény jako tfi
publikace v kvalitnich mezinarodnich ¢asopisech (2x International Journal for
Parasitology, 1x Molecular Ecology Notes) a jeden pfispévek je zaslan k posouzeni
do Casopisu Molecular Ecology. To samo o sobé jiz doklada vysokou kvalitu vysledki
I mezinarodni respekt/zajem o vysledky autora.

Prace ukazuje fadu dalSich cest pro pokracovani vyzkumu a dostate¢né stimuluje
Ctenare k dalSim uvaham/otazkam, z nichZ nékteré helmintologické si zde dovolim
polozit:

(a) Lze u analyzovanych izolatl Ligula intestinalis (a zejména v pfipadech, kdy by se
jednalo o sympatricky vyskyt s reprodukéni bariérou mezi dvéma izolaty/kmeny)
uvazovat o novych druzich? Jinymi slovy, je tedy dnesni L. intestinalis komplexem
druhd? Tento dotaz sice ¢aste€¢né zodpovida diskuse ke tieti publikaci, nicméné
co vSe je podle autora jesté potfeba udélat/definovat, aby bylo mozZno pfistoupit
k popisu novych (doposud kryptickych?) druhti femenatek?

(b) Jak vlastné vypada situace v definitivnich hostitelich Ligula spp.? V praci je
zminovana ojedinéla moznost zkfizené inseminace a vzniku hybridniho
potomstva dvou ptivodné odliSnych izolatd (t.j. rozdilnych napf. v mezihostitelské
specifité ¢i jinak). Lze tedy oCekavat néjaké geograficky definované hybridni zény
nebo jsou hybridi néjak znevyhodnéni a neudrzi se v prostiedi?

(c) Existuje dnes vyzkum, ktery by objasnil, v ¢em by mohla spocivat odliSna
mezihostitelska specifita femenatek? Predpokladam, Ze u charakterizovanych (a
napf. i sympatricky se vyskytujicich) izolatl/populaci maji bazalné&jsi i odvozenéjsi
zastupci kaprovitych ryb stejnou $anci nakazit se procerkoidy riznych kmenl
téchto tasemnic, takZe o uchyceni infekce ziejmé rozhoduji néjaké (mné
nezname) interakce ryba-larva tasemnice. Autorem citovany vliv odli§né imunitni
reakce (Arme 1997) mize byt jednim vysvétlenim, nicméné recentni vyzkum
Skrkavek (Ascaris lumbricoides a A. suum, viz také zminka v diskusi dizertaéni
prace) ukazuje i na nezanedbatelnou roli efektorovych molekul produkovanych
parazitem, napf. rizné ucinnych inhibitor(i hostitelskych travicich enzymu
(trypsinu).



Prestoze jde o dizertani praci vysoké kvality, pfehledné ¢lenénou, ¢tivou a
sepsanou za pouZziti hezkeé anglictiny (pokud mohu posoudit), Ize s vynaloZzenim
ur€itého Gsili najit i nepatrné ,vady na krase“ v odborné i formalni tGrovni prace. Jen
namatkou lze uvést:

(a) Na str. 3 bych pro uplnost informace mozna doporuc€oval zminit existenci
gonochoristickych tasemnic a motolic, a rovnéz hermafroditickych hlistic.

(b) Na str. 7 (3. odst.) je trochu matouci konstatovani ,plerocercoid infects several
fish species®. | kdyZ rozumim tomu, co chce autor sdélit, chapu slovo ,infect
spiSe jako proces infikovani nového hostitele, takze v takovém pojeti je infekénim
stadiem pro ryby procerkoid ménici se az po proniknuti do ryby (pozieni rybou)
na plerocerkoid.

(c) Doporucoval bych pouzivat jednotné britskou nebo americkou anglitinu (viz
,=analysed” vs. ,analyze®, ,recolonisation®, ,recognizable“, ,maximise, atd.).

(d) Pomeérné fidce se vyskytujici pfeklepy urcité nesnizuji védeckou Groven tohoto
dila (str. 3 dole: Cyclophillid tapeworms, str. 7 dole: ,suppress” ma byt ziejmé
,suppression®, apod.).

(e) Autor se (jako fada jinych) nevyvaroval ani pieklept v seznamu citovanych praci
(pfedevsim zkomolena jména nékterych autorll) a nejednotnosti formatu
pouzitych citaci.

Zavér: PfedloZena dizertatni prace dostate€nym zplsobem prokazuje odbornou

erudici a schopnost védecke (tymové) prace autora. Praci jednoznacéné doporuduiji
k obhajeni s naslednim pfiznanim titulu Ph.D.

V Praze 21. kvétna 2008




