Posudek na diplomovou praci Be. Martiny Wijové

Diplomova prace M. Wijové na téma ,.Evolutionary relationships of Spirurina (Nematoda:
Chromadorea: Rhabditida) with special emphasis on dracunduloid nematodes inferred from
SSU rRNA gene sequences predstavuje fylogenetickou studii vztahti vybranych druht fadu
Spirurida, predev§im zastupcii nad¢eledé Dracunculoidea.

PfedloZena diplomova prace je zpracovana formou manuskriptu piipraveného (nebo
zaslaného) k oponentskému fizeni do mezinarodniho védeckého Casopisu. Vzhledem ke
skute¢nosti, Ze¢ se jednad o studentku magisterského studia hodnotim tento pfistup velice
pozitivné. Samotna prace piedstavuje molekularni analyzy vybranych druhii hlistic, vedouci
k ziskani sekvenci malé ribozomdlni podjednotky, fylogenetickou analyzu dat s pouZitim
vybranych metod fylogenetické rekonstrukce a samotnou interpretaci a diskusi vysledk.
Svymi vysledky pfinasi dilezité a cenné informace aplikovatelné v taxonomii hlistic a
naznacuje potiebu revize nékterych nadéeledi, ¢eledi a rodt. Celkova troven prace je velice
dobra.

K tvodni ¢asti mam nékolik drobnych pfipominek.

- Kapitola ,,Uvod“ by méla byt oznatena vhodn&ji jako abstrakt nebo shrnuti, jelikoZ
interpretuje také nékteré vysledky ptedlozené diplomové prace.

- Radek 8. vhodnéjsi formulace by mohla byt ,,morfologické znaky k determinaci druht*

- Druhy paragraf by mél zahrnovat informaci (alespon orienta¢ni) o soucastném poctu
popsanych druht na zakladé morfologie a anatomie a nejen Siroky odhad podle Lambsheada
(1993) nebo alespoit informace o po¢tu popsanych druhi vramci Spirurida, popiipadé
Dracunculoidea.

- Pocet druhii v genové bance neni nutné hodnotit optimisticky neboli pesimisticky. Pocet
sekvenovanych druhi jednak v prib&éhu poslednich let velice rychle narlista a jednak cilem
védecké prace neni bezicelné sekvenovani druhl. Proto je také logické, Ze se stfedem
pozornosti stava sekvenovani virulentnich patogeni a parazit ¢loveéka a uzitkovych zvirat.

- Pojem ,,nékolik nejasnosti*, které podle autorky vedly ke studiu fylogenetického postaveni
drakunkuloidnich hlistic by mél byt nahrazen vhodnym vysvétlenim.

- Strana 2, druhy odstavec. Formulace: ,,Molekularni analyza nepotvrdila existenci rodi Celedi
Philometridae“ by mohla byt vhodn&ji nahrazena: ,Fylogenetickd analyza nepotvrdila
monofyleticky pivod &eledi Philometridae a rodl v ramci této Celedi.

- Strana 3, predposledni odstavec. Diplomova prace pfispiva k poznatkim o vztazich mezi
Ascaridomorpha, Rhigonematomorpha a Spiruromorpha, ale nefe$i problém jejich
vz4ajemnych vztaht jak je v praci uvedeno, jelikoZ skupina Ascaridomorpha je v analyze
zastoupena pouze tfemi druhy a Rhigonematomorpha druhem jednim, to by mélo byt
v zavérech zohlednéno.

Dalsi pfipominky tj. pfipominky k samotnému manuskriptu z mé strany jsou charakteru
recenze manuskriptu a v Zadném ptipadu nesnizuji hodnotu piedloZené magisterské prace.

V nazvu ¢lanku by bylo vhodné&jsi nahradit "evolutionary" za "phylogenetic".

Cile studia jsou velice jasné a pfesné stanoveny, nicméné vysledky indikujici odpovéd’ na tyto
stanovené cile nejsou zahrnuty v abstraktu a také diskuse postrada analyzu nékterych cilovych
bod (viz niZe). Navrhovala bych také struéné ,,conclusions® jako posledni odstavec diskuse
sumarizujici hlavni vysledky jako odpovéd’ na stanovené cile.



Material a metodika

- Chybi jednotlivé komponenty a jejich koncentrace u PCR reakce (uvedena je pouze Taq
polymeraza). Neni uvedeno jakym zpusobem byly primery definovany a v které Casti SSU
rDNA se navazuji. RovnéZ neni uvedend délka analyzovaného DNA fragmentu. Nejsou
uvedeny sekvence internich primert pouzitych k sekvenovani.

- Lisil se alignement pro data skupin A, B a C? Jestli ano, tyto informace by mély byt
uvedeny v textu. Jestli ne, pro¢ nebyly viechny druhy zahrnuty do analyzy skupiny A?

- Byla provedena analyza, kterd by potvrdila, Ze eliminace gapl nepfedstavuje ztratu
fylogenetického signalu?

- V textu by bylo uzite¢né uvést divod pro¢ byly pouzity ¢tyifi rtizné poméry Ts/Tv pro
alignement a vysoky pocet analyz pro kazdou skupinu. Z textu vyplyva, Ze pro kaZdou ze
skupin B-D bylo provedeno 12 analyz tj. étyfi rizné poméry Ts/Tv v rdmci analyz Maximum
parsimony (MP), Maximum likelihood (ML) a Bayesian analysis (BI). Pro skupinu A bylo
provedeno 16 analyz (navic LogDet analyza). Neni jasné, jestli rizné poméry Ts/Tv byly
pouzity pro zhotoveni alignementu nebo také pii fylogenetické rekonstrukci.

- Vhodné by bylo uvést referenci pro pouziti LogDet metody pro eliminaci ,long branch
attraction” efektu.

- Nicméné prezentovany fylogeneticky strom na obr. 1A nenaznacuje fenomén ,,long-branch
attraction™ (viz také nize).

- V textu nejsou uvedeny algoritmy pouZité pro rekonstrukci MP a ML.

- Neni uvedeno jakym zpisobem byl selektovan evoluéni model GTR+G+I . Z textu vyplyva,
7e pro odhad parametri modelu nebyl pouzit ModelTest, ale parametry byly odhadovany
soucastné s délkou vétvi. Nutno uvést pouzity software, protoze v piipadé€ skupin s vysokym
po¢tem druhil je tato metoda Casové naroéna a neumoziuje kalkulaci 1000 replikaci pro
odhad bootstrap hodnot pouzitim PAUP software.

Vysledky
- Podle autorky selekce outgroup vychazi z vysledki MP tj. outgroup nejlépe odpovidajic

kritériu MP. Pfedpokladam, Ze se jedna o nespravnou formulaci. BéZné se selekce outgroup
neprovadi ve smyslu vylepseni MP rekonstrukce. Jaké byly jiné pouZité a testovan€é outgroup
kromé jmenovanych alternativnich outgroup? Vybér outgroup by mél byt jasné zdiivodnén.

- Shoda mezi topologiemi fylogenetickych stromti by méla byt statisticky testovana (LRT,
Templeton test..).

- V ptipadé, Ze autorka uvazuje o striktnim konsensu jako vysledku riznych metod, neméla
by predpokladat ,,long branch attraction* efekt, jelikoZ metoda MP je velice citliva k tomuto
jevu a u metody ML tomu tak neni. V pfipad€, Ze uvazuje o konsensu obou metod, postuluje
hypotézu, 7e efekt ,long branch attraction” se v daném piipadé nevyskytuje, v opa¢ném
piipadé by se snaZila sloucit dvé inkompatibilni topologie.

- Pouziti "good correlation" pro vztah mezi taxonomii zaloZenou na morfologii a vysledkl
fylogenetickych analyz pouZitim molekularnich dat je nevhodné, jelikoz korelace je
statisticky termin.

- Strana 6. Monofyleticky pivod nemtze byt potvrzen u celedi, kde byl analyzovan pouze
jeden jedinec.

- Philometra, Philometroides a Dentiphilometra se mi zdaji byt polyfyletické a ne
parafyletické.

- Analyzované vztahy mezi hostiteli a nematody na obrazku 2 zahrnuji nematody parazitujici
pouze v larvalnim, adultnim nebo obou stadiich? Tato informace + informace o hostitelské
specifité larvalnich a adultnich zastupcti Philometridae parazitujicich u ryb by mohla byt
uvedend v tabulce a vice analyzovdna v diskusi, jelikoz pfedstavuje jeden z cilu prace
(nachazim pouze nepatrnou zminku na strané 6).



Diskuse

Diskuse, prestoze kvalitné zpracovana, je zaméfena na analyzu vzajemnych fylogenetickych
vztahli mezi analyzovanymi fady a celedémi, déale na fylogenetickou pozici jednotlivych
¢eledi a mozny vztah k morfologii a Zivotni strategii. Chybi ale spojitost se stanovenymi cily
prace.

Str. 9., druhy paragraf. Pokud druh Anguillicola crassus je recentné zafazen mezi
Dracunculoidea, nemozZno konstatovat "monophyletic status of Dracunculoidea with the
prominent exclusion of A. crassus." Navrhovana revize postaveni tohoto druhu v ramci ¢eledé
je opravnéna.

Tabulky
Na pocetnych mistech v €lanku nachazim pouZiti ¢eledi nebo nad¢eledi, na obrazcich ani v

tabulkach u jednotlivych druhi tyto informace postradam. Proto by bylo uzite¢né dodat do
tabulek 1 a 2 systematické zafazeni vSech analyzovanych hlistic, coZ podstatné uleh¢i Citateli
orientaci, zejména pokud c¢lanek bude publikovan v nematologicky nespecializovaném
Casopise.

V tabulce 1 chybi oznafeni "host group" v tfetim sloupci. Rok izolace povazuji za
nepodstatnou informaci pro tuto praci. Naopak chybi "accession number".

V tabulce 2 by analogicky s tabulkou 1 mél byt uveden hostitelsky druh, piipadné jeho
systematické zatazeni.

Obrazky

U obrazkl by bylo vhodné uvést typ fylogenetické analyzy pouzity k rekonstrukci. Podle
popisu se zda, ze obr. 1A prezentuje ML fylogenetickou rekonstrukei, 1B a 1C striktni
konsensus vSech pouzitych metod (ML, MP a BI). Neni jasné, vysledkem které analyzy je
obr. 2.

Nejsou uvedeny algoritmy pouzité pro pocitani hodnot boostrapu (vhodnéjsi by bylo je uvést
v textu kapitoly Materidl a Metody). Neni jasné pro¢ byla pouZita prezentace boostrapu
odpovidajici alignementu s pomérem Ts/Tv 1:3.

Obr. 1C ukazuje fylogeneticky strom, kde zadny kromé jednoho vztahu neni podpofen
hodnotami boostrapu; tzn. jeho vypovidaci hodnota je téméf nulova. Myslim, Ze neni nutné
prezentovat tyto vysledky formou obrazku.

U obr. 1B a 1C neni jasné, které analyze nebo kombinaci analyz odpovida striktni konsensus
(viz vyse).

Pocty charaktert, hodnoty likelihood, evolu¢ni modely a jejich parametry by bylo Iépe uvést v
tabulce nebo v textu vysledki.

Obr. 2. Boostrap analyza neni statisticky test, proto hodnoty boostrapu nepiedstavuji
"statistical support".

Zavérem bych rada konstatovala, Ze kvalita prace pln€ odpovida urovni diplomové prace
studenta magisterského studia, praci doporucuji k obhajobé a hodnotim nejvysSim
klasifikaénim stupném.

V Brng, 31. 1. 2006

RNDr. Andrea Simkova, PhD.
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Oponentsky posudek na magisterskou praci
Martina Wijova: Evolutionary relationships of Spirurina (Nematoda:
Chromodorea: Rhabditida) with special emphasis on dracunculoid nematodes
from SSU rRNA gene sequence

Magisterska prace Martiny Wijové je zpracovana v dosud pomérné nestandardni formé — tvori
ji anglicky psany rukopis zjevné pfipraveny pro publikaci (& snad jiZ odeslany) a t¥i stranky
struéného Gvodu. Je mozné, Ze tato forma vyvola diskusi o podob& magisterskych praci, a to
nejen v ramei komise - sém bych ji povazoval za pomé&rné rozumnou, tim spise, Ze jednim

z hlavnich kriterii diplomovych praci na BF je jejich publikovatelnost.

Protoze vlastni rukopis ma vice autort, je obtiZné urcit, z jaké ¢asti byl vypracovan autorkou
diplomové prace — tim vétsi by méla byt vénovéana pozornost Givodu, ktery je jedinou &asti
autorce zcela jist€ naleZejici a navic ¢asti velmi stru¢nou. Prospéla by mu jisté vétsi ostraZitost
ve vztahu k n€kterym ,,lehkovaznym* a nedoloZenym formulacim. Napfiklad k odhadtim
poctu hlistic (40 — 100 miliont) autorka uvadi, Ze vy3si odhad je zfejmé nadhodnoceny — to vi
z vlastni uvahy, z literatury, ma pro to jiny neZ intuitivni argument? Ostatn& vlastni formulace
»---Z divodu této uniformity by se ....mohl pohybovat po€et druhi...“ neni p¥ili§ obratng
volena. Podobne¢ je na strané 2 tisudek, Ze ,,Pravda bude nékde uprostied — v kombinaci obou
pristupi® v lepSim pripad¢ jen zbyte¢né klisé, v horsim p¥ipad& obchézeni seriozni analyzy
soucasného stavu problematiky.

Vlastni rukopis mé strukturu a kvalitu standardni fylogenetické studie proveden4 na zajimavé
a z evolu¢niho pohledu opomijené skupiné parazitickych nematod. Z metodického hlediska
Jjsem v préci nezaznamenal Zadny vaZny problém — vzhledem ke komplikovanosti soucasné
metodologie molekularni fylogenetiky a variabilité nazord na opravnéné postupy, nema
vyznam opakované diskutovat nastaveni jednotlivych programii, parametri, apod.

Za upozornéni stoji spiSe nékteré ne zcela piesné ¢i smysluplné formulace:

Str. 6

- Autorka tvrdi, Ze dand kombinace outgroupti poskytla nejvice parsimoni fedeni, tj. nejkratsi
strom. Tato uvaha je nesmyslna — délka stromu se pochopitelné méni se vzdalenosti
outgroupti, aniZ by to cokoliv vypovidalo o kvalit& ziskané topologie.

- Stejné tak nelze o jednom taxonu fici ,, The only clade supported with less than 65%
bootstrap is that of Physaloptera alata®. Jedna se samoziejmé o skupinu, na jejiz bazi se
zminény druh od§tépuje.

Str.7

- Tvrzeni, Ze Celedi (specifikované v druhém odstavci) jsou monofyletické (obr. 1a) je
pomerné bezobsazné, protoZze kazd4 z téchto ¢eledi je reprezentovana jedinym rodem —
naopak v jediném piipad€, kde se objevuje vice rodd (Philonema a Philometra) se eled”
rozpada. '

- Na n€kolika mistech v textu se objevuje formulace ,,independent family*, jejiz smysl mi téz
neni zcela jasny.



Kromé téchto formalnich (formula¢nich) upozornéni, mam dvé vécné pfipominky:

- V praci se n€kolikrat zdliraziiuje nepfilis jisté postaveni druhu Anguillicola crassus.

Z vlastni topologie je nestabilita (¢i spiSe podstata nestability) tohoto druhu ziejma — jedna se
o dlouhou vétev,teorii naopak s dal§imi druhy sdili jen malé mnoZstvi spoleénych znak
(kratka ,,spole¢na vétev). ProtoZe postaveni tohoto taxonu je pomé&rné dileZité - jedna se o
jediny druh, ktery zde narusuje monofylii skupiny Dracunculoidea, bylo by podle mého
nazoru vhodné testovat alternativni topologie, kupfikladu pomoci konstraintu v MP, nebo
prostfednictvim LRT.

Wt

podoba rozsifené analyzy v ramci ¢eledi Philometridae. Ta vychazi z vysledkl primérni
analyzy, zobrazené na obrazku la. Nova matice zahrnuje pouze zastupce &eledi Philometridae
(vCetné n€kolika nové doplnénych druhil) a otgroupu v podobé ¢eledi Dracunculidae.

Z hlediska ovéfovanych vztaht je vSak toto uspofadani chybné a miiZe v principu vést

k vyznamnému zkresleni vysledkl. Obrazek 1b ukazuje vyslednou topologii, ve které je eled’
Philometridae monofyletickou skupinou. Avsak vzhledem k tomu, Ze z pfedchozi analyzy
(1a) zname s jistotu pouze monofylii ¢eledi Dracunculidae a monofylii skupiny v rozmezi
Philometra obturans — P. ovata, muze byt skute¢na pozice vétve Alinema/Nilonema kdekoliv,
aniz by byla analyzou 1b jakkoliv urena (miZe byt umisténa naptiklad aZ za rodem
Micropleura, ale v principu tfeba i hloubé&ji na topologii). Podstata problému spo¢iva v tom,
Ze prislusnost libovolného taxonu do urcité skupiny lze posuzovat pouze tehdy, jsou-li

v matici zahrnuti zastupci této skupiny, zastupci dalsiho, nejlépe sesterského taxonu a
outgroup. ProtoZe v provedené analyze tomu tak neni, jakykoliv taxon se nutné stane
zdanliveé soucasti ,testované* Celedi. Jako recenzent rukopisu bych to povaZoval za fatalni
opomenuti, v dusledku kterého ma tato konkrétni analyza velmi omezenou vypovidaci
hodnotu. Tim je naptiklad také zpochybnéno tvrzeni na str. 10, Ze rod Micropleura tvoii
bazalni linii a je pro n&j opravnéné vytvofena samostatna ¢eled’ Micropleuridae.

Domnivam se, Ze idedlnim feSenim by bylo zahrnuti vSech pouZitych sekvenci do jedné
analyzy, bez ohledu na jejich délku. Vysledna matice v rozsahu asi 30-40 taxont by rozhodné
nebyla pro dnesni fylogenetické programy zadnym problémem.

Zaver: Predlozena préce je konzistentni a ucelenou fylogenetickou studii. Vysledky jsou zcela
jisté publikovatelné — doporucoval bych vsak pro tcely publikace modifikovat nékteré
analyzy a interpretace ve vySe zminéném smyslu. Praci doporucuji jako podklad pro dalsi
fizeni.
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V Ceskych Bud&jovicich, 29.1.2006 Vaclav Hypsa



