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Prace navaz{uje na ¢lanek Stefka a Hypsa (2008). Je sepsana velmi srozumitelné a
piehledné. Uvod je vystizny, ma jasny cil ke kterému je sméfovan a balastni text se
v préaci viibec nevyskytuje. Cile prace, které maji praci obohatit oproti zminéné publikaci
jsou jasné, i kdyz k jejich realizaci mam bohuzel hlavni vytky. Laboratorni molekularni a
fylogenetické metody jsou dobfe zvladnuté. Zde mam nékolik komentait a otazek hlavné
ke koevoluénim metodam. Vysledky a diskuse jsou opét sepsany jasné a vécné, ale
s interpretaénimi omezenimi plynoucimi z taxon samplingu.

Otazky a komentare:
Cil 1: Taxon sampling

Prvnim cilem prace bylo rozsifit studovany vzorek paraziti o nové lokality. K tomuto
bodu mam hlavni vytky, jejichZ obsah mi okamzité vyvstal jesté nez jsem praci precetl a
ktery se bohuzel po ptecteni potvrdil.

Vztahy parazit — hostitel jsou velmi slozité. Jako jednodussi paralelu ke vztahu parazit —
hostitel si miZeme vzit vztah organismus — geograficka oblast. V této problematice
(historické biogeografii) je tfeba brat taxon sampling a geography sampling velice vazné,
nebot’ interpretace jsou velice zavislé na samplingu (otazky vazané k samplingu jsou tam
naprosto zasadni). Vyznam pro koevoluéni studie parazit — hostitel bude obdobny.

V praci se napf. uvadi (stejné jako ve Stefka a Hypsa, 2008), Ze mechanismem
duplikace parazita na hostiteli mize byt prechodna fragmentace arealu hostitele (napf.
refugia ledovych dob). Tato mag. prace ve shodé s Michaux et al. (2004, 2005) nachazi
v ramci obou hostitelskych druhti né€kolik genetickych linii, které jsou interpretovany
jako poziistatky nékolika refugii. V mag. praci J. Martinti (obdobné jako v Stefka a
Hypsa, 2008) je ale u obou druht hostiteli studovan material jen z ¢asti aredlu druhi a
jen z jedné z nékolika genetickych linii (str. 13; A. flavicollis: ,,vétSina zde studovanych
populaci se zafadila do nejpocetnéjsi linie 1A; 4. sylvaticus: ,,vzorky parazitii pochazeji
jen z jedné ze dvou linii - ze zapadoevropské linie 2°).

U obou hostitelskych druht tedy neni zrovna idedlni sampling lokalit a genetickych
linii. Neni tedy zcela mozné porovnat distribuci genetickych linii parazita s genetickymi
liniemi a geografii hostitele (coz byl cil prace €. 2, neboli hlavni cil). Koncepce a design
obdobnych studii (které jsou velmi komplexni a vyZzaduji mnoho ptedchozich fazi
vyzkumu a nedaji se délat z jedné vody nacisto) by mél kopirovat co nejvérnéji diverzitu
hostiteli a tomu by mél byt podfizen vybér lokalit (oblasti pro sbér dat) jesté pred
zapoCetim vlastni prace. Otazka 1: Bylo timto zplsobem postupovano a pfic¢ina
nerozsifeni samplingu o klicové body byla ¢isté dilem nepfizné $téstény pfi terénnich
pracich, nebo byl tento pfistup opomenut? Zminky o dodate¢ném sbéru v tom smyslu jak
navrhuji se objevuji az v cilech do budoucna takze usuzuji Ze byl opomenut.




Cil 2: Porovnat distribuci genetickych linii parazita a hostitele (koevoluce)

Ke koevoluénimu scénafi mam par pfipominek. V praci neni popsano jakym
zpusobem ani jakym software bylo dosazeno koevoluéniho schématu na obr. 7. Na mé to
pusobi, jako Ze byl vytvoren ,.empiricky“. V koevoluéni praci bych &ekal $ir$i rozbor
metodologie i jeji aplikace. Otazka 2: Jakym zptisobem bylo tedy vytvoreno koevoluéni
schéma a obr. 7 (byl pouzit néjaky software)?

Cil 3. Rychlost evoluce mtDNA parazita a hostitele.

Tento cil netrpi samplingem do stejné miry jako koevoluéni problematika. Otazka 3a.
Jakym zptsobem (pfip. v jakém software) byly ,,zachyceny odpovidajici si uzly vétveni
v topologiich parazita a hostitele™ pfi porovnani rychlosti evoluce parazita a hostitele (str.
6)? Tento moment neni v praci moc rozebiran, prestoze je vlastné metodicky jednim se
studiem koevoluce (cil. 2). Neni mi ani moc jasné, pro¢ byly vybrany jen po jedné
sekvenci z jednotlivych linii A, C, a Bajl (pokud to neni jen proto, Ze takhle se to
mnohem snaze déla)? (otazka 3b). Chtél bych zde tedy slySet né&jakou obhajobu
pouzitého pristupu.
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Jsou momenty tykajici se hostitelské specifity nebo druhové diverzity parazita. Napiiklad
zjiSténi, Ze parazit je tvofen tfemi zna¢né divergentnimi genetickymi liniemi, které jsou
pravdépodobné kryptickymi taxony, je umocnéno argumentem, Ze divergentni linie
parazita sdileji tentyZ druh hostitele a navic Ziji v sympatrii.

To Ze ale prace nedosahla podstatnych novych vysledkl v porovnani s praci na kterou
navazuje (Stefka a HypSa, 2008) povazuji za disledek opomenuti v designu studie a
sbéru dat. Pfedchozi studie jasn¢ naznacovala, Ze hlavni problém bude v reprezentativnim
samplingu hostitelt a lokalit. Interpretacni faze prace se tak pfes tento problém nemohla
posunout dale, prestoze autorka doplnila datasety o podstatny kus nové prace. Neni ale
zasadni o kolik je nova prace navySena ale o co je navysena.

Na druhou stranu je tfeba mit soudnost a uvédomit si, Ze odchyt téchto konkrétnich
hostiteld (mySic) neni zcela jednoduchy. Na mnoha mistech aredlu neni snadné chytit
dostatecny pocet jedinct, ktery musi byt pomérn€ vysoky, nebot’ mira infestace parazitem
je pomérné nizka. Navic na rozdil od zoologickych praci nelze spoléhat na poskytnuti
materialu, protoZe je prosté nutné vSechno nachytat in persona. Prace se pak pii vétsi
koncentraci na praci v terénu miize velmi lehce stét isté zoologickou faunistickou praci.
Podobné prace jsou asi tedy nutné kompromisem. A je tieba zdUraznit, Ze oponovana
prace je velmi zdafilym kompromisem. Magisterska prace ma studenta naucit pracovat
v dané problematice, coz si myslim, ze se zde podafilo. Moje zasadni vytky jsou navic
navrzeny do koncepce piipadné doktorské prace, takze finalni rozuzleni problému je
v dohlednu.

Navrhuji hodnotit praci stupném ,,vyborné* az ,,velmi dobie* podle priibéhu obhajoby.
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V Praze, 22.1.2009

Posudek na magisterskou praci Jany Martinu ,,Parazito-hostitelska koevoluce mezi
vesmi druhu Polyplax serrata a mySicemi rodu Apodemus*

Ve své diplomové praci se autorka zabyva souvislostmi vnitrodruhovych genealogii v ramei
systému parazit-hostitel. Problematika koevoluce je v soucasnosti velmi aktualni a ¢lanky

s touto tématikou jsou vesmes publikovany v kvalitnich ¢asopisech. Jako model byl v tomto
piipad¢ zvolen Polyplax serrata-Apodemus spp, ktery zavedl $kolitel autorky. Cile prace jsou
rozSifeni stavajicich dataseti sekvenci COI v§i a COB mysic, hledani hostitelské specifity a
geografické izolace jednotlivych linii. Autorka chtéla i porovnat evolu¢ni rychlost vsi a
mysSice.

Prace je psana kultivovanym jazykem, je Ctiva a vlastni text obsahuje jen malo
nejasnosti a gramatickych chyb (napf. neighbour joining misto spravného neighbor joining,
Juke-Cantor misto spravného Jukes-Cantor; autorka by se také méla rozhodnout, zda bude
pouzivat termin hostitelska specifita nebo specificita; rejsek neni hlodavec, viz str. 3).

V Uvodu autorka na &tyfech stranach shrnuje dosavadni znalosti tykajici se parazito-
hostitelské koevoluce a vlastnosti modelu Polyplax-Apodemus. Piestoze se pfimo koevoluci
nezabyvam, ziskal jsem dojem, Ze obsah a rozsah Uvodu jsou adekvatni.

Z &asti Material a metodika (4 strany) 1ze usoudit, Ze autorka zvladla aplikaci riiznych
metod, jako jsou izolace DNA, PCR, design primert a fylogenetické analyzy. Soudim, Ze
dané metody byly pouzity adekvatné a postup praci je reprodukovatelny. Mam vsak vyhrady
k metodice sbéru materialu a k popisu lokalit:

1. Autorka méla, podle mého soudu, vyrazné vice rozepsat metodiku sbéru. Uvadi, Ze byly
provadény v letech 2001-2008. Znamena to, Ze se sbéru v§i vénovala jiZ na stfedni $kole?
Pokud snad sbéry neprovadéla osobné a vzorky tkdné mysic a v$i ziskala od spolupracovnikii,
mela to, podle mého soudu, v praci vyslovné uvést.

2. Také popisu lokalit mohlo byt vénovano vice usili. Na Obr. 1 je Sofie umisténa do
Makedonie. Domnivam se, Zze misto, kde lezi Sofie, na této mapé viibec neni, anebo je na
samém jejim Kraji. Autorka si mohla dat vétsi praci a vloZit mapu, ktera by ukazovala vsechna
mista sbéru, misto toho, aby pfid4vala mapu z &lanku Stefka a Hypsa (2008), a to jesté bez
patfi¢né citace. Lokality typu ,.,Krusné hory* a ,,Ceskomoravska vrchovina, lokalita 1 jsou
vzhledem k rozlehlosti téchto pohofti snad piili§ stru¢né.

3. V Tab. 1 jsou uvedeny ,,staré sbéry“. Jejich piivod neni nijak citovan. Az po pfecteni
¢lanku Stefka a Hyps$a (2008), mi byl jejich ptivod objasnén.

K fylogenetickym analyzam:

4. Autorka by méla ujasnit pasaz ,,ML analyza byla provedena v programu Phyml s pouzitim
modelu GTR a parametry odhadnutymi z dat™. Znamena to, Ze model obsahoval gamma
korekei a invarianty? Pro¢ byl zvolen tento slozity model?

Mezi vysledky (na 8 stranach) patii 134 novych sekvenci, tfi fylogenetické stromy vsi a
myS$ic, haplotypova sit’ v§i, analyza popula¢nich struktur a odhad poméru rychlosti evoluce
vs$i a mysic. Domnivam se, Ze mnoZzstvi ziskanych dat je pro magisterskou diplomovou préci
vice nez dostacujici. Autorka rozsitila dataset COI Polyplax serrata z prace Stefka a Hypsa
(2008), predevsim o populace ze zapadni Evropy a provedla i fylogenetickou analyzu



hostitelskych druht mysic. Zabyvala se populaéni strukturou vsi ve vztahu k hostiteli a
geografickému pivodu. Nakonec odhadla pomér evoluéni rychlosti hostitele a parazita.

Na str. 9 je odkaz na neexistujici Tab. 4. Pfedpokladam, Ze se jedna o Pfilohu 1.
Popisy obrazki by podle mé mély byt piesnéjsi:

5.Na Obr. 2, 3 a 4 chybi cela fada bootstrapovych hodnot. Jedna se o chybu, anebo jde o uzly,
v nichZ nebyla ziskana topologie podpofena? V takovém piipadé je zvykem pfi pouZiti vice
metod tyto uzly néjak oznacit, tieba *. Také byva zvykem zaokrouhlovat bootstrapovou
hodnotu na cela ¢isla. Z Obr. 2 mi nebylo jasné, ke kterym liniim v§i se vztahuji obrazky
mysic. Z legendy také neplyne, co vlastné znamenaji. Na Obr. 5 neni ziejmé, co jsou S5a, Sb a
Sc.

V diskusi (7 stran) autorka komentuje ziskané vysledky, zejména rozdilnou hostitelskou
specifitu jednotlivych linii P. serrata a mechanismy jejiho vzniku. Navrhuje také dalsi
moznosti zkouméani zvoleného modelu. Diskuse je smysluplné a ukazuje, Ze autorka
dostateéné porozuméla zkoumanému problému i ziskanym vysledkim.

K diskusi mam nasledujici otazky:

6. Autorka usuzuje, ze v piipadech zachytu linie B P. serrata na mysici kfovinné jde nejspise
o nahodného hostitele. S timto zavérem nelze nez souhlasit. Jako test navrhuje ziskat dalsi vsi
z danych oblasti. Je zde i mozZnost provedeni infekéniho testu? PiezZije P. serrata na mysici
dlouhodobé v laboratofi a je schopna se i rozmnozovat?

7. Vzhledem k tomu, Ze linie C zfejmé z nedostatku ptivodniho hostitele pronika na norniky a
nornici byli chyceni pouze dva, a navic na jediné lokalité, upozoriuje autorka na nutnost
rozsifeni sbéri. Z mé zkusenosti se pii odchytu mysic do pasti obvykle chyti i nornici. Jak to
bylo v pfipadé autor¢inych odchyta?

Seznam literatury byva pro oponenty Sanci najit né¢jaké chyby, i kdyby jinde nebyly.
Predlozena préce trpi v citacich obvyklymi nedostatky a odvazuji se tvrdit, Ze ve zvySené
mife.

8. Odlisné formaty citaci. Bouzid et al. (2008) ma jiny format nez ostatni citace. Na rozdil od
ostatnich citaci je u Hafner et al. (1994) uvedeno i issue. Nékteré citace kon¢i teckou, jiné ne.

9. Odlidné zkracené ndzvy Casopisl. Zkraceny nazev ¢asopisu Evolution neni Evol., jak je to
u Althoff a Thompson (1999) a u Clayton a Johnson (2003), ale Evolution, jak je to uvedeno u
Hueselnbeck et al. (1997) a u Prugnolle (2005). Proceedings of the National Academy of
Sciences maji dokonce tfi rizné zkratky: Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. (napf. Clayton et al.,
2003), Proc. Natl. Acad. Sci. USA (napt. Wu a Li, 1985) a PNAS (Smith et al., 2006).

10. Neuplné citace. U Prugnolle et al. je uveden pouze jeden autor ze sedmi. Citace Kocher et
al. (1989) a Michaux et al. (2002) kon¢i nazvem ¢lanku (v druhém piipadé neuplnym).

11. Pfebyvajici nebo netplné odkazy v textu. Hafner (2008), Catteau (2006), Paterson et al.
(2000) a Kowalski (2001) nejsou v seznamu literatury. Na citaci Guindon et al. (2005;
PHYML online) chybi v textu odkaz. Misto néj je tam odkaz na Guindon a Gascuel (2003;
PHYML). U odkazu Michaux et al. (1998) na str. 9 neni patrno, zda se jedna o Michaux et al.,
1998a nebo 1998b.



12. Ke 13 citacim uvedenym v seznamu literatury jsem nenasel odkazy v textu. Jedna se o
Blouin et al. (1995, 1999), Charleston a Perkins (2006), Clayton et al. (2003), Demanche et al.
(2001), Huelsenbeck et al. (1997), Johnson a Clayton (2002), Jousson et al. (2000), Libois et
al. (2001), Light et al. (2008), Macholan et al. (2001a) — existuje i Macholan et al. (2001b)?,
McCoy (2001) a Thomas et al. (1996).

Na préci jako celek mam nasledujici otazky:

13. Autorka uvadi mozné diivody inkongruence topologii fylogenetickych stromti parazitti a
jejich hostitelt. Jak ¢asto se podle ni mohou na téchto inkongruencich podilet fylogenetické
artefakty?

14. Je planovan podrobnéjsi vyzkum hranice vychodni a zapadni linie B Polyplax serrata,
ktera zjevné probiha uzemim CR, a pfipadné hybridni zény mysic i v§i?

Zavérem:

Z ptredloZené magisterské prace Jany Martinli vyplyva, Ze autorka si b€hem studia osvojila
fadu molekularné-biologickych, fylogenetickych a , klasicky* statistickych metod. Ziskala
veliké mnozstvi dat, ktera analyzovala. Své vysledky podle mého nazoru i adekvatné
diskutovala. Nutno vyzvednout 1 fakt, Ze prace se zabyva fylogenezi obou partnert parazito-
hostitelského vztahu. Na druhou stranu, po formalni strdnce ma prace jisté rezervy, z nichZ
veétSing by Slo jisté predejit, kdyby autorka vénovala vétsi pozornost kontrole textu. Konkrétni
hodnoceni ponechdvam na prislu$né komisi, doporucuji kladné pfijeti.

RNDr. Ivan Cepiéka, Ph.D.

Katedra zoologie PiF UK
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