Oponentsky posudek na praci Jifriho Macika '""Morfologicko-geneticka
studie populaci mofského plze Hexaplex trunculus ze Stiredozemniho more'

Oponent: Pavel Pech

Prace se sklada vlastné€ ze dvou ¢ésti, a to za prvé morfologickymi a genetickymi odliSnostmi
né€kolika populaci, za druhé maskulinizaci samic vlivem TBT. Tématika prace je tak pomérné
velmi Siroka (morfologie, molekularni biologie, toxikologie) - na jednu stranu je to klad
(protoze vSechno souvisi se v§im), na druhou stranu je na praci vidét urcita roztiisténost (které
se ale pfi tak Siroké tématice je té€Zko vyhnout). T&Zisté prace spociva zjevné predevsim v
morfologické asti.

Mnozstvi formalnich chyb neptesahuje unosnou miru. Obcas se objevuji logické chyby z
nepozornosti, napfiklad pokud by zapadni hranici vyskytu bylo jizni Portugalsko a vychodni
Kanarské ostrovy, méla by dotéena ostranka areal velmi zvlastni.

Dotazy:

1) Je maskulinizovana samice zcela vyfazena z rozmnoZovani, nebo se miize rozmnozovat
jako samec?

2) Jsou k maskulinizaci nachylna pouze juvenilni stadia samic, nebo k ni mize dojiti u
dospélé samice?

3) Je néco znamo o prenaseni TBT potravnim fetézcem a jeho piisobeni na obratlovce,
pfipadné piimo na ¢lovéka? Vzhledem k tomu, Ze ostranky i jini moi$ti mekkysi jsou loveni
predevsim praveé kvili potravé, a TBT ma byt funkénim homologem k dulezitym regulacnim
molekulam obratlovci, o¢ekaval bych existenci rozsahlych studii na toto téma. Tato otazka
stoji trochu stranou vzhledem k tématice prace, presto mi pfipada zajimava.

4) Jaka je aktivni disperzni schopnost H. trunculus? V praci je upozoriiovano na to, Ze nemaji
plovouci larvu, ale jak daleko mizZe jedinec dolézt? To souvisi se zasadni otazkou - jak je
mozné, Ze na nékterych lokalitach je postizeni samic maskulinizaci velmi vysoké (az
stoprocentni), ale silné populace H. trunculus zde ptesto existuji? Takova situace neni
dlouhodobé mozna a napadaji mé jen tii mozné pficiny: a) mnozstvi TBT v dané lokalité v
Case silné€ kolisa a jeho méfeni a sbér samic se nahodou "strefuje" do obdobi vysokych
koncentraci; b) plodnost samic je maskulinizaci snizena méné, nez se uvadi; ¢) disperzni
schopnosti druhu jsou tak velké, Ze ztrata samic (a tim neexistence rozmnozovani) je bez
obtiZi vyrovnana migraci. Jsou k disposici néjaka demograficka data z téchto lokalit? Mohla
by leccos osvétlit...

5) Genetické rozdily mezi studovanymi populacemi nebyly nalezeny. Nemohu posoudit,
nakolik to mize byt zptisobeno metodickou chybou (nespravny geneticky marker, pouze
jeden gen apod.), coZ je v praci spravné diskutovano. Nicméné prave k této ¢asti prace mam
ur¢ité vyhrady. Jednak nesouhlasim s tim, Ze by nizka variabilita mohla byt zpisobena nizkou
disperzni schopnosti - toto miZe platit pro variabilitu uvnitf populace, ale z hlediska
mezipopulaéniho by nizka disperzni schopnost méla zplsobovat pravé variabilitu vysokou.
Velmi dilezita je v tomto sméru detailni znalost disperznich schopnosti - uz problematika z
ptedchozi otazky naznaduje, Ze disperzni schopnosti H. trunculus nemusi byt tak nizké, jak se
predpoklada. Zcela opomijena je otazka rozsifeni Elovékem - nabizi se, Ze v oblasti s tak




dlouhou namoini historii musel ¢lovek v rozsiteni H. trunculus hrat velmi vyznamnou roli,
zvlasté, kdyz H. trunculus je jiz dlouho intenzivné loven. Pravé ostrankovy purpur byl
dualezitym vyvoznim produktem Fénicani, ktefi se Sttedozemnim mofem plavili uZ nejméné
pred tfemi tisici lety - a od té doby jak hustota lodni dopravy, tak intenzita loveni ostranek
urCité neklesala. Sbéracdi ostranek si jisté stale pe¢livé neocist'ovali nastroje a plavidla,
nehledé k tomu, ze H. trunculus mohl byt proziravymi obchodniky leckde i cilené vysazen.
Doba sirokého rozsiteni H. trunculus po Stfredozemnim mofi by se pak nepohybovala v
milionech ani stech tisicich letech, ale v pouhych nékolika malo tisicich ¢i spiSe stovkach let.
Zde by mohla pomoci paleontologie - co je znamo o rozsiteni H. trunculus z fosilnich nalezi?

6) Existence ostni na ulitach ostranek byva nékdy davana do souvislosti s obranou proti
predatorim. Tato otazka je v ivodu jen nacata, ale bohuzel neni dale rozpracovana. Jak to
preda¢nim tlakem na H. trunculus tedy je? NemtiZe to byt tak, Ze populace vystavené
mens$imu preda¢nimu tlaku ty ostny proto ztratily?

7) Pokud si dobfe vzpominam, v bakalafské praci byl problém s nerozliSovanim vékovych
kategorii ostranek. Jak je tomu ted’?

Celkové hodnoceni: Piedkladanou praci povazuji za kvalitni a doporucuji ji k obhajobé.

V Hradci Kralové, 17.1.2011 Pavel Pech
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Posudek na magisterskou diplomovou praci Be. Jiriho Macika
»Morfologicko-geneticka studie populaci morského plze Hexaplex trunculus ze
Stiredozemniho more*

PredloZena magisterskd prace je zameétena na morfometrickou a molekularné-genetickou analyzu deviti
populaci ostranky purpurové (Hexaplex trunculus) ze Stiedozemniho mote (4 v Recku, 3 v Chorvatsku, 2
ve Francii). Celkem bylo vysetieno 464 exemplait. Morfometricka ¢ast prace byla zalozena na
kartézskych soutradnicich 25 vyznaénych bodi (landmarki) ve dvourozmérném prostoru a jejich dalS$im
statistickém zpracovani splajnovou interpolacni metodou TPS. Geneticka analyza spocivala

v sekvenovani Gseku 683 pb mitochondrialniho genu pro podjednotku 1 cytochrom ¢ oxidazy (COI;
ziskané sekvence byly porovnany s jednou sekvenci H. trunculus z Portugalska, stazena z databaze
GenBank). Tyto analyzy byly doplnény o stanoveni procenta samic postizenych vyvojem sam¢ich
pohlavnich organt, tzv. imposexem, ke kterému dochazi pravdépodobné nasledkem znecisténi mote
tributylcinem (TBT). Podil takto postizenych samic byl vysoky, v rozmezi 26-100%. Na zaklad¢
morfometrické analyzy bylo stanoveno 5 odlisnych morfotypt, korelujicich se salinitou, zimni teplotou a
¢lenitosti reliéfu dna. Geneticka analyza neodhalila zadné rozdily mezi vSemi srovnavanymi sekvencemi
(v€etné portugalské sekvence z databaze).

K praci mam nasledujici poznamky:

1. Z hlediska celkového ¢lenéni je prace pomérné nevyrovnana. Jde piedevsim o silné pfedimenzovany a
z hlediska déle prezentovanych vysledkii i znaéné zavadgjici Uvod, z néhoz vétsinu tvoii problematika
imposexu, ktery ve Vysledcich téméf nefiguruje (7 fadka). Také popis fylogenetickych a
fylogeografickych studii jsou z hlediska cild prace irelevantni (tim spis, Ze pojednavaji o jinych druzich),
zbytena je také cast ,,Léky z mekkysu®, popis metody PCR nebo obr. 1, 2, 32 a 33. Rozbor
polymerazové fetézové reakce s informacemi typu ..k izolatu DNA musime pfimichat kratké
oligonukleotidové useky DNA zvané ,,primer*, ,,Naposledy se ptida voda.* nebo ,,amplifikace ptedtim
vyizolované DNA probihd v pfistroji zvaném ,, Termocycler (tady by asi mélo byt ., Thermocycler*,
autorovi asi uniklo, ze v ¢esting se standardné uz fadu let pouziva termin termocykler nebo jednoduse
cykler) — vSechny tyto popisy by mozna byly na misté pted 15 lety, dnes ale ptisobi nepatfi¢né, tim spis ze
v praci naopak chybi nékteré metodické informace, které jsou pro celou praci duilezitéjsi (viz dale).

2. V Metodice postradam blizsi informaci o metodé TPS, napt. jaka hodnota Skalovaciho parametru alfa
byla pouzita (0, 1, jind hodnota?), byly do nasledujicich analyz zahrnuty i uniformni zmény? Co znamena
“F-statistika® (Tab. 4 a 6)? Tento pojem se standardné pouziva pro tii genetické indexy Wrightovy
statistiky (Fis, Fst, Fir). Pokud se ma na mysli vystup z diskrimina¢ni analyzy, jsou uvedené tabulky
redundantni, sta¢ilo by prezentovat jen tabulky Mahalanobisovych vzdalenosti (Tab. 5 a 7). Z prace jsem
nepochopil, jestli autor provadél vySetfeni pohlavi a vyskytu imposexu sam. Pislusné vysledky by bylo
Iépe prezentovat v kapitole tomu piislusné a ne v Metodice. Déle neni jasné, jestli bylo pohlavi uréovano i
jinak nez morfologicky (napf. geneticky). Pokud ne, stanoveni 95% tispé$nosti ureni pohlavi znamena
spi$ 95% shodu mezi dvéma morfologickymi metodami. Navic vzhledem k 5% chybé (neni-li ve
skute¢nosti vy$si) nejsou zcela spolehlivé i odhady procenta vyskytu imposexu. Stanoveni podilu
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postizenych samic pro kazdy stat postrada smysl vzhledem k vnitrostatnim rozdilim v ekologii mezi
lokalitami (pfedevsim v Chorvatsku).

3. Protoze ulita ostranek je velmi zaoblend, existuje potencialné vyznamny problém zkresleni pfi
digitalizaci landmark ve 2D. Z textu neni patrné, jak byla zajisténa standardnost polohy ulit pii foceni a
opakovatelnost méfeni (digitalizace). V takovém ptipadé by bylo vhodné uvést chybu méfeni.

Z nekterych fotografii prezentovanych na konci prace mam dojem, ze poloha ulity (resp. orientace obusti)
nebyla ve viech ptipadech ptesné stejna. Navic ne vSechny digitalizované body jsou pravé landmarky
(napf. 15, 16), coz tento problém miiZe jesté zesilit.

4. Primérné morfotypy by bylo vhodné&jsi zobrazit pomoci PCA (TPS Relative Warps), protoze
diskrimina¢ni (kanonickd) analyza (DFA) morfoprotor deformuje tak, aby meziskupinové variabilita byla
maximalizovana a vnitroskupinova variabilita minimalizovana.

5. Nemam zkuSenosti s genetikou plzi, ale laicky se mi zda, Ze protoze gen COI byl navrzen pro rutinni
identifikaci druhuii (tzv. ,barcoding®), nemusi byt jeho vnitrodruhova promeénlivost pro populaéni analyzy
dostate¢na. Jako lepsi variantu bych vidél spi§ kontrolni oblast, ktera jakozto nekddujici usek mtDNA
bude pravdépodobné variabilnéjsi.

5. K vysledkim:

Str. 49 uprostied: ,,0 jednotlivych morfotypech Ize ... fici, Ze nejvice se konsensualnimu tvaru podoba
morfotyp SoCh.“ ... ProtoZe konsensualni konfigurace je pouze primérem vsech konfiguraci soutadnic
landmarkd, je ovlivnéna poétem ulit z jednotlivych lokalit. Vzhledem k tomu, Ze vzorky ze Sovlje a
Sumartinu (jejichz ulity jsou tvarové velmi podobné) dohromady davaji 200 jedinct (43%), je logické, ze
budou blizko priméru.

Str. 58, 1. odst.: ,, Tvar ulit nekterych morfotypti vykazoval korelaci s charakterem

biotopu (obr. 31.).” ... Z uvedeného obrazku nelze zjistit, jak silna tato korelace je. Vhodné&jsim
postupem by byla vicerozmérna regrese nebo parcialni nejmensi ¢tverce (PLS) mezi souborem
ekologickych a morfologickych proménnych. Ptestoze jeho vysledek 1ze predvidat, mohl by se pouzit i
Mantelliv test mezi geografickymi a morfologickymi distancemi.

Str. 58 dole: Pouzité landmarky neumozniuji piesné kvantifikovat délky trnt a tedy i stupen ,,trnitosti*;
ziejmée proto je mezi stfedné a siln€ trnitymi ulitami z chorvatskych lokalit Sovlje a Sumartin tak maly
rozdil — stejny rozdil by se dal o¢ekavat i mezi stfedné trnitymi a hladkymi ulitami (napt. Lefkada a
ostatni fecké nebo vSechny francouzskeé lokality), coz ale neni. Navic podle fotografii na konci prace se
zda, ze v ramci jednotlivych lokalit existuje v tomto parametru zna¢na morfologickd variabilita. Z toho
divodu jsou veskeré tvahy o délce trni, resp. rozdilech v tomto znaku mezi populaénimi vzorky,
ponékud spekulativni.

Str. 59 uprostied: jestlize je potencidlni vliv imposexu na tvar ulity tak vyznamny, jak autor naznacuje,
pak neni jasné, pro¢ nebyly analyzovany vSechny 3 kategorie samostatné (nebo pro¢ nebyla testovana
vyznamnost rozdilli mezi nimi).

wMrwe

gent mezi populacemi by zpisobila genetickou uniformitu uvnit# jednotlivyvh populaci, ale naopak
vysokou divergenci mezi nimi; absenci jakékoli substituce mezi populacemi vzdalenymi od sebe stovky
kilometrti tim nevysvétlime. Misto navrhovaného bottlenecku (str. 62) by jako mozny mechanismus




ptichazel v uvahu spi$ efekt zakladatele. Museli bychom ale ptedpokladat kolonizaci Stredomofi
extrémné malou skupinkou ostranek a nasledné drzeni populaci na nizkych popula¢nich hustotach — tim
bychom ale nevysvétlili rozsifeni plzi po celém Mediteranu (geneticky by se rychla expanze projevila
vy$§imi hodnotami haplotypové diversity a nizkymi hodnotami nukleotidové diversity - m, v praci byly
ale obé hodnoty nizké). Pfi¢iny tak rychlé expanze lze oviem vysvétlit tézko krome lidské asistence.
Kazdopéadneé rychla expanze z extrémné malé a geneticky homogenni populace by zakonzervovala
nulovou variabilitu. Tato expanze by musela byt prakticky recentni, nebo nasledovana masivnimi
lokalnimi bottlenecky, které by (diky absenci mutaci v malych populacich) tento stav udrzovaly.
Alternativni moZnosti by byla silnd purifikujici selekce na cytochrom ¢ oxidazu 1, ta je ale (vzhledem

k vyuziti tohoto genu pro barcoding) mén¢ pravdépodobna.

Toto jsou moje hlavni poznamky ¢i vytky k praci. Nebudu se zabyvat drobnymi nepfesnostmi (napf. ze 3
lokality tvofi trojici a ne dvojici — str. 41 nahote, nebo Ze pokud druh Zije v hloubkéach od 1 do 100 m,
nemuiZe byt jeho nejvyssi hustota mezi 0,3 a 30 metrt — str. 1). ProtoZe se nemtzu osobné zucastnit
obhajoby, nemam k diplomantovi zadné otazky.

Celkove lze fici, ze prfedloZzena magisterska diplomova prace Jitiho Macika je pfes uvedené nedostatky
kvalitni a pfinasi fadu zajimavych informaci. Jsem rad, Ze ji mGzu doporucit k obhajobe¢.

V Bmédne 11. 1. 2012

i C

Prof. RNDr. Milo§ Macholéan, CSc.




