Miroslava Sykorova: Molekulirni fylogeneze podéeledi Spondylidinae a Lepturinae
(Coleoptera: Cerambycidae) pomoci mitochondrialni
16S rDNA

Oponentsky posudek

Piedlozena bakalarska prace patii k tomu typu, kde kol oponenta spo¢iva piedevsim v posouzeni ,,femesIné*,
spise nez koncepcni stranky celé studie. V tomto smyslu se jedna o praci svym rozsahem jisté prevysujici
pramérnou bakalarskou praci (sekvence ziskany ze 103 druhii a zpracovany v pomérné podrobné fylogenetické
analyze). Vzhledem k tomuto faktu se mé poznamky a pfipominky tykaji predev§im metodické stranky prace.

e str. |. Formulace ,,Molekularni znaky, zejména sekvence bazi v DNA........... predstavuji vitany a do
znacné miry nezavisly test vysledku ziskanych na znacich klasickych,zejména morfologickych.” pisobi
pomérné komicky v dobé, kdy molekularni data predstavuji dominantni zdroj fylogenetické informace a
vychazi z nich vétsina soucasnych fylogenetickych koncepci.

e Pro celou studii byl zvolen pomérné ¢asto vyuzivany marker, gen pro 16S rRNA. V textu ja také
vysvétleno, pro¢ byla analyza zalozena na velkém mnozstvi vzorki a kratkych sekvencich (cca 500 bp).
Ackoliv je touho po co nejliplngjsim taxonomickém vzorku pochopitelna, nepokladam takovy pristup
za vhodny: tento typ matic (,,vysoka ale kratka™) je obecné znam svou nachylnosti k fylogenetickym
artefaktim.

e str. 8. Pro vypocet distanci byl zvolen vyhradné algorimus LogDet. Jak autorka spravné uvadi, tato
metoda byla vytvofena pro zcela specifické podminky, kdy se sekvence jedotlivych taxonu signifkantné
lisi ve frekvencich jednotlivych nukleotidi. Vzhledem k tomu, ze se jednalo o taxonomicky pomérné
izce vymezenou skupinu organismi, zajimalo by mé, zda tako rozdily skutecné mezii jednoltivymi
taxony jsou a jakou metodou to autorka ovérovala.

e Zanejkritict¢jsi bod celé analyzy ovSem povazuji praci s alignmentem.

1. Predevsim mé zarazi (understatement) piistup k vlastni procedufe alignovani: .,Orientacni
alignment v ClustalW implemetovaném v programu MEGA 4) vvkazoval vzajemna posunuti
zjevné homologickych useku i pri ruznych nastavenich parametru. Proto jsme pouZili manudlni
alignment, pri kterém jsme se snazili zohlednit skupiny druhu, které jsou povazovany za
pribuzné v existujicich klasifikacich a zdaroveii tvorily skupiny druhu v kladogramu s pouZitim
orientacniho alignmentu programem ClustalW. " Tento piistup je v soucasné praxi molekularné
fylogenetického vyzkumu naprosto neobhajitelny. (Osobné bych autorce doporucoval, aby se o
jeho obhajobu ani nepokousela a prijala tento fakt jako pouceni do dalsi prace). Pokud by
autorka méla v budoucnosti v imyslu podobnou studii publikovat, bude muset zcela jisté
pristoupit na standardni algoritmické vytvoreni alignmentu. Zminéné posunuti ,.zjevné
homologickych useku™ je znamou vlastnosti alignovacich programu zalozenych na
progresivnim heuristickém procesu. Casto jej Ize eliminovat nebo alespoi zmirnit nastavenim
parametri. Zcela vyhnout se mu Ize pouzitim programi zalozenych napiiklad na konzistenénim
pristupu (T-coffee).

2. Bez ohledu na techniku sestaveni alignmentu je z charakteristiky vysledki zjevné, ze
fylogeneticky signal je pomérné slaby a data obsahuji znacnou troven Sumu. Za takové situace
je nutné vénovat usili predevsim testovani alternativnich alignmentd (vzniklych pii riznych
parametrech) a riiznych souborti znak (napr. odstranéni nejednoznacné alignovanych pozic
z matice). Jinymi slovy, je tieba testovat pfitomnost signalu ve vlastnich sekvencich a jeho
odolnost k riznym metodam/parametriim alignovaciho procesu. Predlozena prace se oproti
tomu vénuje predevsim intenzivnimu testovani stability signalu v jediném arbitrarné
vytvoieného alignmentu: pokud je tento ,.Spatné”, pak je zcela ireleventni celd nasledna
fylogeneticka analyza.

Smyslem téchto vytek neni dokazat, ze ziskané vysledky (tedy topologie) jsou $patné, ale ze pouzity postup
neposkytuje zadné voditko, jak si ovéfit jejich vérohodnost a stabilitu. Na druhou stranu ocenuji kritickou
snahu neprechazet konfliktni vysledky pouhym odkazem na odlisné metody, ale studovat jejich podstatu



v dalSich analyzach (napf. vylouceni rod Centrodera a Atimia podezielé z . ptitahovani™ nepfibuznych
taxonu).

e str. 10. Neprili§ presvedCivé mi piipada zdivodnéni faktu, ze vysledky ziskané metodou MP nebyly
nakonec do prace vibec zahrnuty (obsahovaly prilis mnoho zjevné nesprdavnych asociaci..... Moznym
duvodem je nizsi pocet znaku informativnich pro parsimonii v alignmentu). Pomineme-li skute¢nost, ze
Lhespravne asociace™ by vyzadovaly piesnéjsi objasnéni, nemaji-li byt povazovany za zcela subjektivni
nazor (co se mi nelibi, to vyhodim), nezni celé vysvétleni prilis logicky: v témze odstavci se totiz
hovoii o pomérné vysokém poCtu parsimonialné informativnich znaki (pro jednotlivé skupiny od 117
do 279). Je ziejmé, ze problém spociva v jinych vlastnostech dat a v chovani MP jako takové —
kuprikladu Ize predpokladat, ze znaéné procento informativnich pozic tvofi homoplazie (to by autorka
mobhla lehce zjistit z konzisten¢nich indextit MP analyz, které byly ovsem z prace vylouceny).

e Str. 10. Diskuse. Monofylie uvedenych skupin, ziskana metodou ME (obr. 3) je ziejmé z vécného
hlediska v poradku, presto by mé zajimalo, zda si autorka uvédomuje, ze pouzita metoda zakofenéni
stromu nezarucuje, ze nejde o artefakt (Dokazala by si predstavit, za jaké situace by mohl takovy
artefakt vzniknout? A jak se mu nejlépe vyhnout?).

Vlastni fylogenetické a taxonomické zavéry lze obtizné hodnotit pokud neni ¢lovek specialista na taxonomii
tesariki. Celkove vsak praci povazuji za zdafilou a predevsim imponujici mnozstvim zpracovanych dat. Navrh
Jjejiho hodnoceni (mezi 1 a 2) bych chtél definitivné rozhodnout na zakladé prezentace a rekaci autorky na
jednotlivé pripominky.

V Ceskych Budéjovicich, 23.1. 2008



