Skolitelsky posudek na praci Klary Doubnerové: ReSer$e ke studiu molekulérni fylogeografie mravence
Crematogaster polita (Hymenoptera: Formicidae)

Diplomova prace Klary Doubnerové je resersi pro jeji magisterskou praci, kterd se zaméfi na studium populaci
melanéského mravence Crematogaster polita. Toto téma tzce souvisi s naSim vyzkumem na PNG, kde je tento druh
dialezitym prvkem stromové myrmekofauny, a je mozné predpokladat jeho vyznamny vliv na formovani struktury
spolecenstev hmyzu v korunach. [ kdyz si studie klade za cil fesit v podstaté standardni téma, tj. populacni struktura
druhu XY, bude unikétni tim, ze se zamétuje na tropicky arboredlni druh, navic na nékolika prostorovych skalach.
O popula¢ni struktufe pralesnich mravenct existuje jen nékolik studii a prakticky zadné o stromovych druzich.
Vysledky tak mohou byt dilezitym ptispévkem k objasnéni faktor vedoucich k dominantnimu postaveni druhu ¢&i
procesech populaéni dynamiky v prostiedi tropického lesa.

Prace zacala jako ryze prakticka, nicméné v zavéru minulého roku jsme se priklonili k reSersni formé v dusledku
dlouhodobéjsich problémi s izolaci DNA. | kdyz se je nakonec podafilo piekonat, nebyl by jiz dostatek ¢asu na
fadné zpracovani dat v pozadovaném rozsahu. Z téchto diivodi se reSerSe zaméFila na posouzeni metodiky
potiebné pro zpracovini dat magisterské price a zhodnoceni relevantnich studii na mravencich i jinych
taxonech. Jak autorka na str. 6 pise, cilem tedy bylo ,,podat vycet a zhodnoceni piistupli pro studium populaci
mravencu a identifikaci eventudlnich kryptickych druha.*

To se dle mého nazoru Klafe povedlo a vypracovala kvalitni pfehled molekularnich marker(i a zhodnoceni jejich
pouziti ve studiich mravencii v¢etné kritické analyzy nedostatk(i nékterych praci a konfrontace protichiidnych
vysledkl. Kapitola o fylogenetickych a fylogeografickych metodach taky myslim dopadla dobfe, zejména s
ohledem na to, Ze autorka s nimi nema dosud velké praktické zkuSenosti.

Z divodl komplikaci s praktickou ¢asti jsme se cilené zaméfili na reSerSni zpracovani problematiky, kterd
bezprostiedné souvisi molekularnimi analyzami a s naslednym zpracovanim dat. Biologicka zajimavost prace a
jeji SirSi souvislosti tak ustoupily ponékud do pozadi, nicméné bylo tomu tak na maj popud, nebot’ kvalitni
zpracovani by presahlo rozsah bakalaFské priace a chtéli jsme se vyhnout povrchnim Gvodnim kapitolam o
popula¢ni struktuie a dynamice mravenct. Biologickéd zajimavost bude hloubégji rozpracovana v magisterské praci s
ohledem na konkrétni vysledky.

Vysledna struktura prace a fazeni kapitol mohou byt diskutabilni a jsou nasledkem rozkolisanosti Skolitele i
studenta, které kapitoly nakonec do prace zatadit a v jakém poradi, aby byla zachovéna forma reser$e na ucelené
téma. Zaroven jsme povazovali za nutné alespon zminit ptivodni cile prace i to, Zze se po celou dobu pracovalo v
laboratofi. Maly rozsah ¢i nezafazeni kapitol tykajicich se praktické laboratorni prace a jejich problému (ackoliv
nékteré byly napsany), byl dan pravé snahou zachovat praci reSerSni charakter a neputsobit piili$ roztiisténym
dojmem. Stejné tak zamérné nebyla zafazena analyza prvotnich nelspéchl v izolaci DNA, kterd by dle mého
nazoru vyzadovala zcela jiné uspofadani a srovnavaci typy vzorkl aby byla hodnovérna.

Souhlasim, ze prace nékdy plsobi kvapnym dojmem a zavére¢nému vybruSovani textu mélo byt vénovéano vice
casu. Stejné tak se ukazuje, jak je nékdy obtizné piekladat text z anglictiny tak, aby znél spravné cesky. To je ale
myslim obecnym problémem, ktery si zad4, aby se béhem studia psalo pokud mozno vice eseji. | pies tyto drobné
vyhrady mam za to, Ze text je kvalitni a jsem s nim spokojen. Klara se své diplomové praci vénovala velmi
intenzivné, a i kdyz to z textu neni na prvni pohled patrné, odvedla velké mnozstvi laboratorni prace. Navic se na
sklonku roku zacala starat i o praktické zajisténi vieho potiebného pro vlastni laboratorni praci, coz zvladla také
vyborné. Musim ocenit, Ze se nezalekla prace na zadaném tématu a to i pies Gvodni problémy, které nemohla prilis
ovlivnit.

Celkové jsem s pribéhem i vysledkem jeji bakalarské prace spokojen a doporucuji ji k obhajobé.
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Vzhledem k tomu, Ze fada vytek k praci sméfuje hlavné na Skolitele, povazuji za nutné na nékteré
reagovat piimo.

Reakce na vytky oponenta:
1) Spatny sbér a skladovani vzorki

Dovolil by si zareagovat na zavérecnou c¢ast posudku, ve které oponent zpochybiiuje Skolitelovu
pricetnost pii zaddvani prace i zplsob sbéru a uchovavani vzorku, kteryZzto vidi jako prazdroj viech
problémii.

Rad bych zduraznil, Ze bez pfedbéznych testi pouZzitelnosti nasich vzorki pro DNA analyzy bych si
nedovolil tuto bakalaFskou praci viibec zadat a hazardovat tak se studentfinym osudem. Vzorky ze
stejnych sérii sbéri uchovavanych za stejnych podminek a ve shodném médiu byly od roku 2006
vyuzity nejméné ve tiech dalSich laboratofich (MCZ Harvard, UC Davis, PARU CB) a vidy s
alespofi 50% uspéSnosti v izolaci a nasledné sekvenaci DNA. Jedna ze sérii vzorkii je nap¥. soudasti
nedavno publikované fylogeneze rodu Pheidole (Moreau 2008, Mol. Phyl. Evol.).

A konec¢né, pFi nedavném zpracovani 36 KlaFinych vzorku v projektu ,,Barcodes of Life“ byla
uspéSnost sekvenace opét okolo 50%, a to zcela standardni izola¢ni metodou na prvni pokus.

Je velmi pravdépodobné, Ze nevyrovnana kvalita fixacniho média pFispiva k snizené usp&nosti a
vytéZnosti izolace. Toho jsme si ov§em byli védomi od zaatku, kdy jsme pFedbé&zné kalkulovali s
50% uaspéSnosti, coZ se pFi velkém objemu dostupného materialu zdalo dostateéné.

Chyby vedouci k prvotnim neispéchim musely tedy vzniknout i jinde. Je pravda, Ze laboratorni
prace neni doménou Skolitele, nicméné k zadani diplomky vedly optimistické vyhlidky ohledné odborného
dozoru v molekularni laboratofi KZ, které se v pocatcich spise nevyplnily a k aspé$nym izolacim doslo az
pod vedenim kolegyn¢ z PARU.

Dovolil bych si nesouhlasit s tvrzenim, ze byla porusena dalsi pravidla pfi sbéru DNA. ,,Servisné* jsem
sbiral minimalné stovky vzorkii pro DNA analyzy z nejriznéjSich taxonomickych skupin (bez reklamaci)
a myslim Ze né&jaké povédomi o zasadach mam.

Material byl sbiran do C¢istého, nedenaturovaného titinového ethanolu o koncentraci 98%
(oznaceni ,pharmacy grade“). Nizsi koncentrace zminéna ne pFili§ pFesné v prici tj. (70%, stejné
jako nespravné pouZziti terminu ,lih“) se vztahovala k odhadu koncentrace média po pridani
materialu (a event. dopInéni nového ethanolu), kdy doslo ke ziedéni. VSechny vzorky byly sbiriany a
uchovavany v epruvetach se zavitem a teflonovym tésnénim, které se standardné pouZivaji pro
dlouhodobé skladovani.

Mravenci rozhodné nebyli uchovavani v epruvetiach po jednom, ale obvykle po cca. 5-20 jedincich — v
zavislosti na velikosti. To je zcela v souladu se postupy pii sbéru DNA materidlu mravenci (soudé podle
literatury i Cetnych diskuzi s kolegy) a obvykle to sta¢i k zachovani pozadovaného 15-20ti nasobku
konzervaéniho média. Po jednom mravenci do epruvety (jak navrhuje oponent) nesbira ani na DNA data
zadny z myrmekologi. a to z kolegiality vii¢i ostatnim oboriim, na které by pak kviili mravencim tézko
zbyly dalsi ependorfky.

Pfi sbéru materidlu opravdu nebyla dodrzena vsechna pravidla idealniho sbéru, zejména diky
problémim se ziskanim dostatecného mnozstvi ethanolu molekularni kvality a nedostatku skladovacich
prostor pro ulozeni v chladu. Nicméné pro zapoceti této prace se tyto nedostatky nejevily jako
nepiekonatelny problém zejména po pozitivnich zkusenostech z jinych laboratofi ¢i po zku$enostech
kolegli pouzivajicich stejny ethanol a obdobny protokol sbéru (napf. J. Huler pro kiirovee, ktery s izolaci
nemél vaznéjsi problémy).

Zavérem bych rad zminil, ze Klara se dosud zaméfila jen na ¢ast vzorka a ze starSich sbéri. Naopak
material z hektarovych ploch, ktery byl jiz skladovan v chladu, je zatim pro jeji praci k dispozici, stejné



jako Cerstvy material sesbirany v r. 2008 do kvalitniho laboratorniho ethanolu a podle téméf vSech naroku
oponenta.
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