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Oponentsky posudek na disertaéni praci Mgr. AleSe Horika
Genetic structure of Triturus cristatus complex in Central Europe

Piedem bych se chtél omluvit za nékteré nedostatky tohoto posudku, kterych si jisté viimnete. Celé je to
zpiisobeno tim, Ze jsem tento posudek musel vypracovat v kratké dobé a to prosim pékné zrovna v dobé, kdy
bych se mél, alespoil podle svého lékafe, udrzovat v klidu a pohod¢ a Ié€it se z nedavného trazu kolene, coz
mne stoji spolu s intenzivni rehabilitaci velké usili. Vzhledem k témto diivodim jsem napfiklad nebyl
schopen prostudovat literaturu tykajici se studovaného komplexu a tak se omezim jen na pfipominky tykajici
se pouzitych metod a obecnych fylogeografickych zavéria. Tim vSak viibec nechci naznalit, ze bych
podeziival Alee z n&jakych omyli, ale jen to, Ze se jisté asti prace nemohu fundované vyjadrit.

Na celé praci jsem hned na zaCatku seznal, Ze je napsana vybornou angli¢tinou, a je velmi ¢tiva. To se mi
libilo. Uvod je napsan, feklo by se, dosti svizné a bez zbytecnych peripetii uvede ¢tenafe do studované
problematiky.

Préace je dale ¢lenéna do dvou celkli odpovidajicim dvéma submitovanym manuskriptim. K prvnimu mam
nasledujici pfipominky sefazené v pofadi podle textu:

Hned v prvnim fadku piSe autor, Zze Pleistocénni glaciace hraly ovlivnily HLAVNE evropskou a
severoamerickou biotu. K tomu bych rad jen tak okrajové podotkl, Ze podobny efekt byl popsén u organismil
z prakticky celé planety a podle mého nazoru jediny divod, pro¢ se ukazaly HLAVNE u evropskych a
severoamerickych organismii je ten, Ze v t&chto oblastech je také nejvyssi vyskyt laboratofi, které se danou
problematikou zabyvaji, takze to HLAVNE tam asi nemusi byt.

V zavéru Gvodu se pise ze se jedna o ,.first large-scale intrapopulation survey on ... crested newts®. Prave
tady mi pfijde, Ze je hlavni slabina tohoto manuskriptu, ponévadz vzhledem k celkovému arealu tohoto
komplexu, tak jak jej autor ukazuje ve vSeobecném uvodu, se zase o az tak ,large-scale survey“ nejedna.
Viibec netvrdim, Ze tato ¢ast prace nebyla zajimava a Ze se zavéry nesouhlasim, ale pfipada mi, Ze pokud by
Luka$ investoval vice asili do shanéni materialu i jinde po Evropé, mohly by byt zavéry studie mnohem
pevnéjsi a konkrétn&jsi. Sam to nakonec v diskusi pfipousti a mne by zajimalo, pro¢ nebylo shromazdéno
vice vzorki z jinych ¢asti arealu. Anebo bych rad védél, z jakého diivodu se prace zaméfila jen na zminénou
oblast, ponévadz z manuskriptu to neni patrné.

U studovanych jedinci bylo osekvenovano 379 bp cyochromu b, ale v nasledujicim manuskriptu jsem se
docetl, ze jich sekvenoval pies 500. Pro¢ doslo k analyze kratSiho fragmentu v prvni studii?

Napadlo mne, Zze by manuskript vylepsilo, kdyby v obrazku s mapou byly naznaleny aredly studovanych
druhi tak, jak je to udélano v obecném avodu.

Dale mam par pfipominek k metodice historické demografie a jeji intrpretaci:

Autor pouzil dva tradiéni pfistupy, tj. Mismatch Distribution se souvisejici statistikou Raggedness
index a dale Tajima’s D koeficient. Bylo ukazano, ze obé metody jsou relativné konzervativni, tj. ¢asto
nezamitnou nulovou hypotézu konstantni populace i v pfipadé populaéni expanze (Ramos-Onsins SE, Rozas
J: Statistical Properties of New Neutrality Tests Against Population Growth. Mol. Biol. Evol. 2002,
19:2092-2100), takZe bych doporuéil uzit jesté jinou, citlivéjsi metodu, jako napf. tamtéz zmin€né Fu’ Fs,
R2 index nebo néjakou moderni metodu zaloZenou na Maximum Likelihood (napf. Kuhner MK, Yamato J,
Felsenstein J: Maximum likelihood estimation of population growth rates based on the coalescent.
Genetics 1998, 149 : 429 —434). Déle si nejsem jist, jestli je metoda least squares na detektci sudden
population growth u Mismatch Distribution spravné uzita. Nechci polemizovat s véhlasnymi tvirci
ARLEQUINu, ale ma vyhrada je nasledujici: nulova hypotéza by méla byt ta jednodussi, tedy ptame-li se,
zda se z dat da odvodit populaéni rist, pak bychom jako nulovou hypotézu méli brat nejjednodussi model
konstantni populace a snaZit se jej naSimi daty vyvrétit. PouZijeme-li metodu SSD na testovani, zda se naSe
data vyrazné odliSuji od sudden growth modelu, pak vlastné pofad netestujeme, zda ndhodou nepochézeji
z neutralni populace!! Sam jsem udélal tu zkusenost, Ze u druhu, ktery se jevil ve vSech ostatnich metodach



jako ze neprodélal popula¢ni rist a i jeho Mismatch Distribution bylo vyrazné¢ bimodélni, SSD stale
nenaznacovalo signifikantni odchylku od modelu populaéni expanze. Navic, sam autor zde zjistil, ze Tajima
D nebylo signifikantni (jak se 1ze do€ist v Results, bohuzel hodnoty nejsou ukazany), tudiz spravné nemuze
tvrdit, Ze data ukazuji na popula¢ni expanzi.

Raggedness index ma pak tu vlastnost, Ze jeho hodnota zavisi nejen na tvaru mismatch distribution a
populaéni historii, ale i na po¢tu mutaci v genealogii, takze samotna velikost tohoto koeficientu nam jeste
nic moc nefikd. Abychom tento index mohli pouzit, myslim, Ze potiebujeme nejprve testovat, zda pro danou
miru polymorfismu v populaci, jsou naSe hodnoty signifikantné malé (tedy naznadujici popula¢ni rist), ¢i
nikoliv. Takovyto test se da udélat napi. v DNAsp. Opét jsem zazil to, ze druh podle jinych metod
neexpandujici mél Raggedness index shodny s populaénim riistem podle SSD. KdyzZ jsem vsak testoval, zda
skute¢né je signifikantné maly, pak mi vySlo, Ze neni moZno zamitnout nulovou hypotézu konstantni
populace. Mozna je to vzhledem k uziti ARLEQUIN jen miij nazor, ale podle mne je spravné se nejprve
ptat, zda naSe data signifikantné zamitaji nulovou hypotézu a pak uvazovat o alternativnim vysvétleni, ale
pouzijeme-li SSD statistiku, pak se vlastné ptame, zda naSe data jsou konzistentni s alternativni hypotézou,
aniz bychom testovali, zda pofad jesté nemohou pochézet z neutrélni populace o konstantni velikosti.

Z téchto divodu se mi zda, Zze se demografické intepretace plné neopiraji o data a ze by bylo dobré je
podpofit spravnym testem. Od oka se mi podle tvaru genealogie taky zd4, Ze T. cristatus evidentné prodélal
bottleneck, nebo aspon populaéni expanzi, ale uvital bych rigidnéj3i test. Konkrétni navrhy jsem uvedl vyse.
Ale jak fikam, tak, jako to udélal autor, se to v literatufe déla Casto, tak tieba je to jen miij nazor (i kdyz, jak
jinak, jsem presvédcen, Ze je urCité spravny...).

V Diskusi autor pie, Ze T. karelinii a T. carnifex jsou ancestralni. Ale neni mi Gplné jasné, jak to mysli.
Znamena to, ze se severni druhy vyvinuly z nich? A jestli ne a severni druhy s vySe jmenovanymi pouze
sdileji spole¢ného predka, tak jsou pak ancestralni k ¢emu? Podle topologie stromu se 7. karelini déli na dvé
monofyletické skupiny (jmenovany jako poddruhy) a celkové se jedna o parafyleticky taxon. Takto by to
mohlo naznacovat, ze je pfedkem ostatnich druhli z komplexu. Mné ale neni jasné, zda by o tomto druhu
neslo uvazovat jako o dvou druzich.

Autor piSe, ze T. cristatus ma SIGNIFIKANTNE slabsi populaéni strukturu, nez T. dobrogicus. Jak tuto
signifikanci testoval? Z tabulky je pouze patrné, ze tam je mén¢ signifikantnich hodnot, ale mélo by se dat
urdit, ze hodnoty Fst u T. cristatus jsou skute¢né signifikantné nizsi nez u T. dobrogicus, coz ale testovano
neni. Navic autor v diskusi piSe, Ze podle AMOVYy nejvétsi podil genetické variability je ve vnitropoluacnich
srovnanich, coz je konzistentni s populaéni expanzi. Ale tabulka 2 (autor chybné odkazuje na tabulku 3)
ukazuje, Ze u obou druhti pochazi nejvétsi podil diversity ze srovnani MEZI populacemi v ramci skupin. A
tento vysledek se mi uz nezda plné konzistentni s popula¢ni expanzi.

Jinak k manuskriptu nemam dalSich vyhrad, ale k intepretacim nemohu zaujmout stanovisko, dokud
neusly$im odpovédi na vyse uvedené otazky.

Ke druhému manuskriptu nemam vyhrad a moc se mi libil.

Prace je podle mého nazoru piinosna jak k poznani biologie ¢olka, tak hlavné i zobecného hlediska
mezidruhové hybridizace. Velmi ocefiuji pé¢i s jakou autor pfistupoval k manipulaci se zvifaty, ponévadz
mezi ostatnimi zoology jsem spiSe zazil iplné nesmyslna jatka, kdy je pro kousek tkané zabit cely ZivoCich.
Druhy manuskript povazuji za velmi zdatily a dozvédél jsem se z néj spoustu zajimavych véci a i ohledné
metodik jsem se dost poucil. Naproti tomu k prvnimu manuskriptu mam pomérné dost pfipominek. Sam
autor spravné uvadi, ze od dob Nested Clade Analysis se vyskytly vytky ktéto metodé a obzvlasté
v poslednich né€kolika letech se objevil vétsi poCet metod zaloZenych na pristupech Maximum Likelihood a
Bayesianské statistiky. Stejné to ale je i u tradi¢nich metod zjistovani demografické historie. Podle mne
idedlni by bylo pouzit téch metod né€kolik tak aby se jejich predpoklady a algoritmy dopliiovaly, protoze
kazda z nich méa néjaké zjednodusujici predpoklady a kazda se opira jen o ¢ast informace z dat. Koneéné
v soucasnosti se tyto nové piistupy zainaji uz rutin€ uzivat. Také je mi lito, Ze se nepodafilo ziskat vice
vzorki z geograficky reprezentativnéj$iho tizemi.

Jsem piesvédCen, ze predloZena prace Mgr. AleSe Hordka spliiuje v plném rozsahu poZadavky kladené na
doktorskou disertaéni praci v pfisluSnych zdkonech a rovnéz vyhovuje dodateénym kritériim stanovenym
Oborovou radou doktorského studia. Doporucuji proto, aby disertace byla pfijata jako naleZity podklad pro
obhajobu a celé doktorské fizeni.
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Posudek na doktorskou disertaéni praci Mgr. AleSe Horaka
,Genetic structure of the Triturus cristatus complex in central Europe*

PiedloZena prace shrnuje analyzu genetické proménlivosti skupiny tzv. velkych Colkii —
druhového komplexu (,,superspecies®) Triturus cristatus ve stiedni Evropé€, zaloZenou
na dvou studiich, v soutasnosti zaslanych do BIOLOGICAL JOURNAL OF THE LINNEAN
SOCIETY a JOURNAL OF HERPETOLOGY. Prvni z nich je zaméfena na genetickou
variabilitu o tif blizce ptibuznych druhii 7. cristatus, T. dobrogicus a T. carnifex

s pouzitim parciélnich sekvenci cytochromu b, druha pak zkouma oblasti sekundarniho
kontaktu a hybridizace mezi 7. cristatus a T. carnifex v oblasti Salzburgu pomoci
mikrosateliltd a sekvenci cytochromu b.

Vysledky analyz potvrzuji celkové niZ$i genetickou variabilitu a uroven populacni
diferenciace 7. cristatus v porovnani s T. dobrogicus, kterou autor davéa do souvislosti
s epizodami pleistocénniho zalednéni, a také vyssi proménlivost ¢eskych a slovenskych
populaci 7. cristatus v porovnani s populacemi rakouskymi. Analyza hybridni zony
cristatus/carnifex ukazala jeji unimodalni charakter a naopak nepotvrdila pfitomnost
autochtonnich populaci 7. ¢. carnifex v Bavorsku. Je diskutovan mozny ptivod a
koloniza¢ni scénafe obou taxond.

K predloZené disertaci nemam zasadn&jsi pfipominky, je vidét, ze Mgr. Horak za téch cca. 7 let m¢l
moznost vykonat (feknéme) solidni genetické analyzy, o to vice piekvapi, Ze prace vyvolava dojem,
7e byla sepsana ve spéchu, o temz svéd¢i mj. i nekonzistentni uvadéni druhového nazvu jednoho ze
zkoumanych taxonti (karelini — karelinii), téch nepfesnosti je tam ovSem vice.

Mezi dalsi drobnosti patii napf.:

str. 5: areal T. karelinii nemiZe byt kontinualni, protoZe ho rozd€luje Bospor (a¢ nejsem
herpetologem, pfece jen si myslim, ze mofe je pro Eolky pomémé silna geograficka bariéra).

str. 7 prvniho rukopisu: Table 2 m4 byt zfejmé Table 3

Conclusions: absence vybérového pafeni (assortative mating) automaticky neznamena, Ze selekce
proti hybridiim neni pfevaZujicim mechanismem v hybridni z6n€ €olku (jakkoli to tak ve
skute¢nosti pravdépodobné je).

K autorovi mam néasledujici poznamky a pfedevsim otdzky, které ptedkladam jako podnét k diskusi:

1. 'V obou rukopisech postradam €asovy kontext. Konkrétné co se da ze ziskanych dat fici napf. o
dobé divergence mezi zkoumanymi taxony, kdy pfibliZzn€ doSlo k popula¢ni expanzi?

2. str. 5 prvniho rukopisu: pro¢ byl pouzit model GTR+I+G — podle ModelTestu? Co znamena
,,druhy model“? Pokud jde o model, ktery dle Akaikeho kritéria vyhodnotil jako druhy
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nejvhodnéjsi pfislusny program, pro¢ nebyl pouzit nejvhodnéjsi (nebo tieba 3., 4., 5. atd.
nejvhodnéjsi)?

3. Co si autor mysli o evolu¢nim vysvétleni morfologickych rozdilt mezi druhy velkych ¢olka?
(zde mam na mysli diskusi, do které se zapojil mj. Lumir Gvozdik)

4. Vysledky ziskané na zaklade¢ Fsr je tieba brat opatrné, jednotlivé lokality jsou od sebe pfilis
vzdalené (tj. vysoce prevysuji 20-nasobek rozsahu disperze colku).

5. Jak to v sou¢asnosti vypada s rukopisy zaslanymi do Biol. J. Linn. Soc. a J. Herpetol.?

Z uvedeného vyplyva, Ze praci hodnotim velmi pozitivn€ a doporucuji, aby ji Mgr. Horak obhajoval
pied pfislusnou komisi a aby mu byl po Gsp&sném obhdjeni dle platnych piedpist udélen titul PhD.

V Brné dne 24. zati 2007
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doc. RNDr. Milo§ Macholan, CSc.
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Veveii 97, 60200 Brno



Genetic structure of the Triturus cristatus complex in central Europe

Oponentsky posudek disertacni price

Autor: Mgr. Ales Horak
Oponent: Mgr. et Mgr. Josef Bryja, Ph.D.

Disertani prace Mgr. Alese Hordka se zabyva genetickou strukturou ¢olkt skupiny 7riturus
cristatus superspecies ve stiedni Evropé a jako hlavni geneticky marker, ktery autor k
analyzam vyuzil je parcialni sekvence cytB. Po mozna az piili§ stru¢né nicméné veelku
prehledné Gvodni ¢4sti (Introduction) nasleduje hlavni ast disertace - dva manuskripty
odeslané do redakci mezinarodnich €asopist, z nichZ u jednoho je kandidat prvnim autorem a
u druhého pouze ¢lenem 3irsiho tymu, a celd prace je ukonéena piehlednym jednostrankovym
shrnutim (Conclusions). PiestoZe prace je svym rozsahem pomérné strohd a méla by jisté
vétsi dopad, kdyby byla publikovana jiz o nékolik let dfive (tj. pfed zvefejnénim ¢lanku
Weisrock et al. 2006 nebo Steinfartz et al. 2007), tak pfinasi origindlni informace o
komplikované genetické struktuie parapatrickych populaci tif druhti velkych ¢olki ve stfedni
Evropé. Za velmi cenné povazuji jak primarni informace o mtDNA struktufe
sttedoevropskych populaci v prostoru, kde dochazi k setkavéni a hybridizaci vSech tif druht
(j. hlavni vysledek prvni publikace), tak i detailni popis rakouské hybridni zony za vyuZiti
jadernych i mtDNA markert a celkové morfologie (tj. druha publikace, ktera se miZze stat
zdkladem pro detailngjsi studium mechanismi speciace jako se tomu stalo u mnoha jinych
hybridnich z6n).

V préci jsem nicméné nalezl nékteré nejasnosti a nepiesnosti, které pravdépodobné souvisi s
urychlenym dopisovanim prace (ale které jsou vét§inou pomérné lehce odstranitelné pfi dalsi
editaci odeslanych manuskripti). Z téch vyznamnéjsich bych uvedl tyto:

Introduction

- cely ivod je tvoren jen jednou kapitolou "1.1 Triturus cristatus superspecies”, ktera se
zabyvé zejména distribuci a fylogenezi studovanych modelovych obojzivelniki . Dle mého
nazoru by bylo vhodné v uvodni &asti disertace vénovat vice prostoru i obecn&jSim
problémtim, které se disertace tykaji, napf. problematice vlivu zalednéni na vyvoj fauny nebo
vyznamu a metodam studia hybridnich zon

- na konci Introduction nejsou definovany zadné cile disertace. PfestoZe obé publikace
prinaseji kvalitni vysledky (viz vyse), které jsou vystizné shrnuty v "Conclusion", tak by bylo
vhodné praci "ordamovat" jesté jasnym vytycenim cila.

Publikace ¢. 1

str. 7 - T. carnifex macedonicus se vyznamnéji odliSuje od zbyvajicich T. carnifex. Jaky je
dtivod uvadét tento taxon jako poddruh (v praci pieklep "supspecific"), kdyZ i "druhy" v
tomto komplexu mezi sebou vytvéieji plodné hybridy

str. 7 - zameéna oznaceni Table 2 a 3; chybi odkaz na Table 4

str. 7 i dale - jaky byl kli¢ k vytvafeni geografickych skupin lokalit? Kdy uz napf. lokalita
patfila ke "Znojmo region" a kdy uz k "West Moravia". Tyto informace by mély byt
uvedeny v Material and Methods a ne pouze ve vysledkové tabulce.

str. 13 - v diskuzi tykajici se introgrese mtDNA chybi detailn&jsi popis mozného mechanismu
(napt. "sex-biased dispersal")



Table 2 - legenda k této tabulce je velmi nedostatecna (a ani v textu nejsou dostatecné
informace)

Table 3 - dle mého ndzoru je nesmyslné uvadét charakteristiky variability pro skupinu OUT
(outgrup), ktera je slozena ze zvifat rizného ptvodu a ne z jedné geografické oblasti

Publikace ¢. 2

str. 5 - chybi informace o odhadu ¢asu divergence na zakladé celkového cytB (Steinfartz et al.
2007)

str. 9 - "gene diversity" a "Ho" dale uvadéna jako "observed heterozygosity" nejsou jedno a to
stejné - viz Help k programu FSTAT. Ktera hodnota je tedy v praci uvadéna?

str. 9 - HW equilibrium bylo testovano tzv. "exact probability test" v programu Genepop nebo
bylo odhadovéano pouze na zakladé hodnot Fis?

str. 9 a odpovidajici ¢asti vysledk (str. 12) a diskuze (str. 18) - signifikantni deficit
heterozygotl je asto zplisoben vyskytem tzv. nulovych alel v nékterych populacich. To
obzvlasté plati pii pouziti stejnych mikrosateliti mezi riznymi taxony. Tento zdroj chyb
v3ak nikde neni testovan, piestoze existuji vhodné metody, jak vyskyt nulovych alel
odhalit (napt. program FreeNA, Chapuis & Estoup 2006). Pokud by se zjistilo, ze
frekvence nulovych alel je vysokd, tak je mozno datové soubory korigovat a vysledky
analyz srovnat s piivodnimi daty. MoZna by pak nebylo nutné provadét ¢asto slozité
interpretace signifikantniho deficitu heterozygott v n€kterych populacich (str. 18).

str. 10 - nemélo by byt spravné, Ze populace byly zafazovany do kluster pokud byla proporce
jedincti > 0.80 ?

str. 11, 3. . odspodu - je chybné uvedeno CAR, ma byt CRI

str. 16, 4. f. odspodu - Iépe "founder effect” neZ "bottleneck effect"

str. 19 - v Diskuzi chybi vysvétlit pro¢ je introdukované populace 7" carnifex morfologicky
stejna s T. cristatus. Jaké vysvétleni ma autor?

Table 3 - chybi pfesné hodnoty pro symboly * a **

Table 3 - Ho a Fis by mély byt hodnoceny také pouze u vzorkt vétSich nez 5 jedincu;
Hodnoty Ho a A nejsou v praci nijak detailngji analyzovany a mohly by (napf.srovnani
variability jednotlivych taxonil)

Zavér

Predlozena diserta¢ni prace pfinasi primarni a cenné informace o genetické struktufe a
hybridizaci téi druhii olkt skupiny Triturus cristatus superspecies. V budoucnu by jisté bylo
zajimavé ji v n€kterych aspektech rozsifit, napf. analyzovat genetickou strukturu
komplikovanych jiho¢eskych a jihomoravskych populaci i jadernymi markery. I v souCasné
podobé v8ak ma prace vysokou informaéni a védeckou hodnotu a véfim, Ze oba manuskripty
budou piijaty k tisku. Mgr. A. Horak prokazal, Ze umi zachazet s védeckymi fakty a
smysluplné je interpretovat (viz také rozsahla publikaéni aktivita v oboru parazitologie) a
proto navrhuji aby prace byla piijata k obhajob¢ a pfi tspéSném obhdjeni udélen titul
"Philosophiae doctor" (Ph.D.).

Ve Studenci 26.9.2007
Mgr.et Mgr. Josef Bryja, Ph.D.
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