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Fylogenetické vztahy mezi recentnimi druhy konovitych lichokopytniki jsou az piekvapive
$patné znamé, uvazime-li, Ze jde o nevelky pocet druhd, které jsou obvykle k dispozici

v kazdé zoo, a uvazime-li dale, Ze tato skupina je dlouhodobé modelem pro v§emozné
evolu¢ni a paleontologické studie. L. Pohlova ve své magisterské praci navazuje na
bakalaiskou resersi z roku 2008 — oponenta t&si, Ze jeho tehdejsi zaveér ,,Jo]becné jde o
reSersni praci toho typu, jak si ji na katedie zoologie pfedstavujeme: stru¢ny, ale uplny
prehled problematiky s vymezenim spornych bodu, jimiZ ma smysl se zabyvat, a realisticka
vize, co s tim dal, v¢etné navrzeného souboru druhti a dat, na néz je tieba se zamérit™ byl
spravny: bakalaiska reserse opravdu neskonéila v Supleti, ale stala se zdkladem pro vlastni
vyzkumny projekt. V ném L. Pohlova vytvofila 1. obrovskou matici nemolekularnich 161
znakl pro vSechny recentni taxony a 2. matici 16 molekuldrnich partic z GenBanku,
doplnénou o 11 vlastnich sekvenci cytb a 128 rRNA. Fylogenetické analyzy jednotlivych
partic i kombinované matice (MP + Bayes) jsou navic doplnény o analyzy homogenity dat a
jejich vlivu na tvar kombinovaného kladogramu metodami ILD resp. PBS. Mnozstvi prace je
tedy uctyhodné, metodologie adekvatni, oproti bakalaiské praci je Opus 2 navic i
nesrovnatelné lip napsany.

K praci mam nékolik pfipominek:

1. Srovnavani autoré¢inych vysledka s literdrnimi komplikuje absence fosilnich druht

v kombinovanych maticich. Chapu, Ze motivem tu byla snaha vyhnout se dohledavani
morfologickych znak pro ty fosilie, jejichz sekvence jsou znamy (je jich asi pét druhi),
nicméné i doplnéni pouhého fosilniho cytb do kombinované matice by ukazalo, kam vlastné
tyto sekvence zapadaji (uznavam: strom cytb se od kombinovaného piilis nelisi, takze nelze
o¢ekavat nic revolu¢niho) — to je asi zdkladni véc, kterou je tieba dod¢lat pfed publikovanim
prace.

2. Druhy problém spociva ve vyrobé kombinovanych matic — protoZe je zjevné nemozné
zjistit, co presné vlastné ktery molekularni u¢enec sekvenoval (pfi¢emz se véfi, Zze koné od
zebry snad rozpozna), dala autorka piednost vytvofeni konsensualnich sekvenci pro kazdy
klasicky ,,druh* a jejich nasledné kombinaci. BohuZel ale nepublikovala pivodni fylogeneze
jednotlivych sekvenci pro jednotlivé partice — pak se Spatné poznd, zda nékteré partice
nedavaji viibec Spatnou informaci, zda jsou podle nich jednotlivé druhy opravdu
monofyletické apod., nejvic to mrzi u nemolekularnich znaku (predpokladam, ze byly
kodovany jednotlivé ,,poddruhy*, z prace se to nepoznd). I vytvaieni konsensuélnich sekvenci
nebylo Gplné $t'astné: ferus x caballus, africanus x asinus, hemionus x kiang (ale ne khur a
hemippus, ani zebra X hartmannae), ackoliv z cytb a 128 stromi jasné plyne, Ze nejde o
recipro¢né monofyletické druhy (v ptipadé domestikantt by to jeden ani necekal).

3. Parsimonni vs. bayesovské stromy jednotlivych partic plisobi dojmem, Ze MP obsahuje
fylogenetickou informaci, kdezto BA nikoliv. To bude opticky klam: BA stromy obsahuji
délku vétvi a pp samy od sebe, kdezto kladogramiim by to bylo tieba dodat (délka vétvi,
bootstrap, bremer etc.) — pak by se patrné zjistilo, Ze podpora nékterych vétvi je velmi nizka.



4. Prezentace fylogenetickych vysledkt je dost hrozna: prochézet dalsi a dalsi stromy, které
obsahuji bud’ to, co ostatni, anebo né&jakou pitomost, je umorné (muselo to byt imorné i pro
autorku, ktera tu o¢ividné nevi, co psat; zde se také koncentruji ty nejhorsi formulace). Také
kombinované analyzy by bylo dobré pteorganizovat — nonMOL, MOL (chybi), mt, nu bez Y
(chybi), Y (Y chromosom je sice formalné ,,nuklearni, ale 1ze o¢ekavat rizné odchylky
vzhledem k tomu, jak se dédi).

5. Fakt, Ze mtDNA sedi na morfologii lip nez na nuklearni DNA, je pozoruhodny: asi by to
chtélo prozkoumat nemolekularni partici podrobnéji (osteologie x vnéjsi morfologie x
cytogenetika).

6. Obr. 48 je Spatn¢ (asi Spatné umisténé ¢islo 2), takze tab. 4 té¢Zko rozumét.

7. Diskuse je slusné napsand, nicméne s evoluénimi implikacemi bych pockal, dokud tam
nebudou fosilie a molekularni hodiny.

8. Nemolekularni znaky jsou prezentovany velmi nepiehledné (stavy znaki nejsou
oc¢islovany, ¢tenaf musi sledovat mezery mezi slovy) a pfedev$im chybi samotna matice.
Napadny je maly pocet eko-etologickych znakl — jsou equidi vSichni stejni, anebo prosté nic
nedélaji? (,,Socialni organizace typu | a typu 2 ptisobi dojmem syntetickych ,.syndromu,
které by se asi mély rozpitvat na jednotlivé pozorovatelné znaky.)

Praci obecné hodnotim kladné a doporucuji k obhajobé. /
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Diplomova prace Ludmily Pohlové je tvofena celkem 76 stranami textu véetné pfiloh.
Prace je ¢lenéna tradi¢nim zpusobem od Uvodni asti po zavér. Seznam pouzité literatury je
na 6 stranach textu, pfilohy obsahuji seznam nemolekularnich znakl pouZitych v praci se
samostatnym seznamem literatury odliSnym od predchozich odkaz(, a dale seznam
pristupovych Cisel sekvenci v GenBank.

Uvod je na 6 stranach textu pojat jako struéna informace o &eledi konovitych a o
problematice jejich taxonomie a fylogeneze. Cile prace jsou definovany v 5 bodech.
Metodicka cast popisuje sbér nemolekularnich i molekularnich dat pouZitelnych pro napinéni
cilu prace a ve zvlastnim oddile je popsana metodologie ziskani vlastnich sekvenci dvou
mitochondrialnich genl. Poslednimi oddily metodické Casti jsou popis tvorby koneéné
kombinované matice, jeji pouZziti k analyze fylogeneze kofiovitych a struény odkaz na metody
fylogenetické analyzy. Relativné podrobné je dale popsana analyza homogenity dat.
Vysledky jsou prezentovany na 29 stranach formou souvislého textu prolozeného obrazky
s konkrétnim fylogenetickymi stromy a tabulkami. Nasledna diskuse se na 11 stranach
vénuje zejména fylogenetickym vztahim konovitych uréenych ruznymi postupy a pfistupy,
posledni ¢asti je pokus o evoluéni interpretaci téchto dat. Zavéry a perspektivy byly
zformulovany na jedné strané.

Tema diplomové prace bylo vybrano velmi vhodné, jde o aktudini problém i proto, zZe
konovité Ize v mnoha ohledech povazovat za vhodny model komparativnich a
fylogenetickych studii. Deklarované cile byly napinény zpusobem odpovidajicim moznostem
diplomové prace. Za hlavni prednost prace povazuji komplexni pfistup k feSeni problematiky
fylogeneze konovitych, tj. snahu vyuZiti nejruznéjSich typu dostupnych dat. Takto
formulované zadani je na druhé strané znac¢né ambiciézni a vyZaduje nejen schopnost
komplexni analyzy, ale také komplexni interpretace ziskanych vysledku. V tomto ohledu si
autorka nedokazala vZdy s problémem adekvatné poradit. Jednou z pficin je pravdépodobné
i zpusob zpracovani uUvodni ¢&asti, kterd poukazala na zakladni problémy a rozpory
v nazorech na taxonomii a fylogenezi kofiovitych, na druhé strané vsak nevyustila
v dostate€né kvalitni analyzu moznych pfistupu k jejich feseni, z niz méa nasledné pfirozené
vyplynout definice cilu prace. Hromadéni vysledkl jinych studii a z nich vyplyvajicich otazek
nestaci. Kdyby se autorka vice vénovala pfistupum k feseni, jejich pfednostem a omezenim,
ziskala by informace potfebné pro lepsi interpretaci viastnich dat. Mohla se zde zabyvat

napfiklad informaéni hodnotou mitochondrialnich markeri a jadernych genu. Stejné tak



mohla byt vétsi pozornost vénovana metodam fylogenetickych analyz a jejich volbé, zejména
s ohledem na to, Ze nékteré z nich jsou kritizovany v diskusi bez bliz§iho objasnéni.

Cile prace jsou definovany jasné€, maji v kontextu prace jako celku smysl a logickou
posloupnost. Za neobratnou formalné i vécné povazuji formulaci ,zménit stavajici stav
nevyjasnéné fylogeneze®, i kdyz jejimu smyslu rozumim. Pouzité metodiky povazuji za
adekvatni, jako genetik se ve svém hodnoceni zaméfim spiSe na data molekularni povahy.
Presto nelze opominout, Ze autorka odvedla kvalitni praci a shromazdila do analyzované
matice uceleny soubor morfologickych a jinych dat pouzitelnych k vyhodnoceni pfibuznosti a
evoluce vtéto skupiné lichokopytniku. Podobnym zpusobem byla schopna dohledat i
dostupna data o molekularnich markerech. Za dalsi klad prace povazuji ziskani vlastnich
dat, tj. sekvenci dvou mitochondrialnich genu, které se standardné vyuzivaji k fylogenetickym
analyzam a pro néz soucasny stav znalosti takovou analyzu neumoznil. Vlastni laboratorni
analyzy byly provedeny standardnimi postupy a jejich vystupy byla také standardnimi nastroji
vyhodnoceny. Vétsi pozornost mohla byt v metodické casti vénovana charakteristice a
vybéru metodik pro fylogenetickou analyzu, srovnatelné s metodikou testovani homogenity
dat. Kvalita prace jako celku utrpéla formou prezentace — text je malo strukturovany a
nékteré ¢asti maji az narativni povahu. To plati zejména pro vysledkovou ¢ast, kde kvalita
ziskanych dat zanikne diky jejich nepiehledné prezentaci. Nejvyznamnéjsi vysledky mohly
byt prezentovany ve formé sumarnich tabulek podobnych Tab. 6 uvedené v diskusi. Do této
tabulky mohlo byt také zahrnuto shrnuti autor€inych viastnich vysledku z ¢asti 4.2.1., str. 44.
Jak uz jsem uved|, ziskané vysledky povazuji za kvalitni pfispévek do diskuse o fylogenezi
konovitych, zejména proto, Ze pfedstavuji integraci ruznych typu dat. Diskuse vysledku je
zalozena na studiu rozsahlé literatury, ale jeji kvalita je vruznych €astech ruzna. U tzv.
nemolekularnich dat bych (mozna vzhledem ke svému zaméreni) vénoval vice pozornosti
evoluci karyotypu, ktera se u konovitych zda byt relativné rychla. Tato situace je vhodnym
modelem pro srovnani s vysledky zalozenymi na jinych typech dat a autorka této prilezitosti
nevyuzila (viz otazky oponenta).

Za hlavni nedostatek prace jako celku v8ak povazuji autoréino opominuti zakladniho
problému molekularni fylogenetiky, kterym je interpretace vysledku ziskanych pomoci
riznych typt markerd, jak uz jsem uved! v souvislosti se zpracovanim uvodni ¢asti. Nejde
pouze o ,taxonomické pokryti* genu, diskutovanou v Casti 4.1. Velka cast fylogenetickych
studii byla provedena pomoci analyzy mtDNA, na niZ se také experimentalné zamérila
autorka. Interpretace téchto dat v8ak musi brat v uvahu nemendelovskou (maternaini)
dédi¢nost téchto genl a velkou mutaéni rychlost ve srovnani s nuklearnimi geny a nelze tedy
na jejich zakladé automaticky generalizovat. Stejné tak fylogeneticka analyza nuklearnich
genl je validni pouze v pfipadé, Ze jde o skuteéné ortology — mj. z tohoto dlvodu byla

ustavena databaze OrthoMaM. Dale je tfeba vzit v uvahu, Ze fylogeneze nékterych genu



(napfiklad pravé MHC) se liS§i od neutralnich lokusu, diky napriklad pozitivni selekci,
mezidruhovému sdileni alel apod. Neni tedy prfekvapujici, Zze geny MHC-DQA vykazovaly pro
autorku prekvapujici vztahy (str. 49) — rozdilnost mezi fylogenetickymi stromy ziskané
pomoci neutralnich markerl je povazovana za jeden z indikatori mozné selekce pfi studiu
specifickych lokust. Souéasna literatura je charakteristicka mnozstvim analyz specifickych
genu, kde se autofi zabyvaji tim, zda fylogenetické vztahy pro sekvence téchto genu jsou
v souladu s obecnou predstavou a taxonomii studované skupiny. Vzhledem k témto
skute¢nostem je obecna interpretace molekularnich dat dosud nedofeSenym problémem, a
to nejen ve fylogenetice korovitych. Neni proto pfekvapujici, Ze autorka identifikovala fadu
rozporu a nemohla dospét k jednoznaénému zavéru. Za klicovy vysledek predkladané
diplomové prace povazuji shrnuti na str. 44, ve kterém autorka pfispéla ktéto debaté
kvalifikované podlozenym nazorem, Ze konoviti jsou monofyleticka skupina, ktera se dale
&leni na koné a osly se zebrami. Je §koda, Ze se v prvni ¢asti diskuse autorka nevénovala
kritické analyze limitaci v interpretaci svych dat. Jeji komplexni matice a nékteré casti
diskuse jsou tim bezpochyby ovlivnény. Souhrn oddilu o jadernych genech na str. 50 je
v tomto smyslu neuplny a z&asti nekorekini.

Pokud jde o koné Prevalského, autorka nezminila, Ze publikace o celogenomoveé sekvence
domaciho koné a jeho polymorfismu neodhalily specifické odliSnosti mezi koném domacim a
koném Prevalského. Ani v obecné roviné by odkaz na znalost kompletniho genomu
domaciho koné nemél v praci zabyvajici se fylogenetikou Equidi chybét. Diskuse
k problému zebry bezhfivé shrnuje aktualni stav védéni a vede i ke korektnim zavérum ve
vztahu k zebram v zoologickych zahradach.

Cast 4.4. nazvana Evoluéni interpretace mych vysledku je urcité sympatickym pokusem o
evoluéni interpretaci fady vlastnich a literarnich dat a v diplomové praci ma své misto. Je
vSak ti'eba pfipomenout, Ze je zaloZena z€asti na konfliktnich datech, jak vyplyva z pfedchozi
&asti prace, a z&asti na nazorech nebo hypotézach. Tato ¢ast je proto znaéné spekulativni a
jeji hodnota spociva zejména v tom, Ze umoznila autorce utfidit si myslenky, formulovat svuj
odborny nazor a pfidat jej do spektra jiz existujicich Iépe nebo hife podioZzenych nazord. Pfi
pfipravé nasledné publikace v8ak bude zapotiebi znacneé opatrnosti pfi formulaci podobné
¢asti.

Po formalni strance mam kromé vySe uvedenych jesté pfipominku k obecnému pojeti textu.
V instrukcich fakulty pro oponenty je psano, ze prace ma byt chapana spiSe jako rukopis
budouciho ¢lanku. V tomto smyslu ma byt odborny text objektivni, tj. s minimem hodnoticich
vyrazll a personalizace typu ,atraktivni®, ,vyhozeni z matice" apod. V nékterych pfipadech je
u autorky patrno zacatecnické nadseni, kdy nékdy vznika dojem, zZe autorka chce néco a

priori dokazat nebo zménit a pak zklamané konstatuje, ze se to ,bohuZel‘nepovedlo. Také



pfistup k pravidlim ceského jazyka je nékdy velkorysy. Tyto formality jist&€ nediskvalifikuji
odbornou hodnotu prace, ale mély by diplomantku upozornit i na tyto aspekty odborné prace.

K autorce mam dva dotazy:

1. Mohla by autorka rozvést svou vyslednou predstavu o monofyleticke skupiné
konovitych ve vztahu k aktualnim znalostem o vyvojovych vztazich na urovni
karyotypl?

2. Mohla by se blize vyjadfit o své pfedstavé o vztazich mezi domacim koném a koném

Prevalského, véetné interpretace rozdill v karyotypech?

Zavérem je mozno konstatovat, Ze autorka predloZila diplomovou praci, ktera svédci
o jeji schopnosti ziskavat a analyzovat odbornou literaturu na zadané téma, produkovat
vlastni laboratorni vysledky, zhodnotit ziskané informace, pod odbornym vedenim je
usporadat a prezentovat je. PfedloZzena diplomova prace naplnila pfislusné pozadavky a

proto doporucuii jeji pfijeti k obhajobé s hodnocenim velmi dobre.

V Brné dne 20. kvétna 2011 Petr Hofin

/



