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Diplomovou praci ing. Heleny Strakové jsem mél moZnost vidét jiZ v jeji pfedchozi verzi v lofiském
roce, kdy jsem z ni neby! Upiné nadieny, coZ moina bylo jednim z diivodi, pro¢ byla jeji obhajoba o
néjakou dobu odloiena. Pfestoie i aktudini verze ma podle mého ndzoru fadu nedostatkd, tak je jeji
kvalita vyrazné lepdi nei verze pfedchozi. Hlavnim cilem prace bylo stanovit "genetic purity or
purebredness” (genetickou fistotu? - mimochodem tyto védecky malo pfesné terminy jsou v praci
dosti nadufivany) dvou drubi ohrofenyceh krokodvl. Oba druhy, C. mindorensis a C. rhombifer,
wytvafeji v pfirodé hybridy s jinymi druhy krokodyld {a hybridi asi mohou byt plodni, atkoliv se to
nikde v diplomové praci explicitné nefikd)}, cof je interpretovano v Uvodu prace jako negativni
disledek plsobeni Elovéka, konkrétné zmén v dostupnych bictopech, kdy se k sobé dostdvaji druhy,
které se diive nepotkdvaly. Tato "nepfirozend”™ hybridizace pak mide vést k narufeni lokdinich
adaptaci, outbredni depresi a daliim negativnim dopadim na ohrofené populace. K pfipadnym
reintrodukcim by pak méli byt poudivéni jedinci z plivodniho genofondu. Potvrzeni & vyvréceni
hybridniho plvodu jedinch z Krokodyli ZOO Protivin mélo byt hlavnim pfinosem této diplomky.

PFestoie studentka asi délala vie, co mohla, tak tohoto cile se z nékolika divod{ dosdhnout Gplné
nepodafilo. (1) Z pfirodnich populaci existuji sekvence mtDNA, které jsou uloZeny v databaazi
GenBank, a se kterymi byla porovndvina miDNA studovanych jedinct (4. jejich matrilinedini plved).
Ke stanoveni hybrid( je vSak potfeba analyzovat jaderné znaky. Studentka tedy spravné
osekvenovala i dva jaderné geny (jejichZ sekvence jsou u studovanych druhl rovnéZ dostupné) a
zgenotypovala fadu mikrosatelitovych znakl. BohuZe! analyzované sekvence jadernych genl IDHA a
C-mos neumoZiuji odlisit C. mindorensis a C. novaeguineae (tj. nejpravdépodobnéjsi kandidat na
hybridizaci; viz Tab. 2 a 3}, pfestoZe autorka tvrdi na str. 26 3 33 opak. Pro mikrosatelity zase nebyly k
dispozici adekvatni data z volné Zijicich populaci, které by na zakladé analyzy "Cistych” populaci
umoinily populaéné-genetickou analyzu a identifikaci hybrid( {napf. v klasickém programu
STRUCTURE, pfipadné fadou jinych pfistupl, napf. NewHybrids). {2} U €. mindorensis zahrnoval
analyzovany material dva jedince (G a H) s ndznaky hybridniho fenotypu (Tab. 1 a jinde}, kde by byla
genetickd analyza velmi dlleZitd. Nicméné zrovna u téchto dvou jedincl byla kvalita DNA asi velmi
nizkd 3 nepodarilo se amplifikovat mikrosatelitové markery. Na zakladé sekvenci jadernych gent se
zd3, Ze se nejednd o C. porosus (nebo hybridy s timto druhem), nicméné k vyloufeni hybridizace s C.
novaeguinege {coi je pravdépodobneé na zakladé fenotypuy; viz str. 33) to rozhodné nestadi; viz vyie.
U kubdnskych krokodyllh C. rhombifer pak autorka na nékolika mistech tvrdi, Ze rozhodné nejsou
hybridi a dokonce jsou dobfe zndmy jejich vzajemné pfibuzenské vztahy. Neni mné proto jasné, jaky
byl skutefny diivod genetickeé analyzy téchto jedinct.

V praci je fada dalSich nedostatk( (nékteré shodné s témi, které jsem kritizoval loni), které se
pokusim charakterizovat nile (wznamnéjii pfipominky jsou uvedeny tuéné):

str. 3, 1. odst. - pide se zde o hybridnich z6ndch - jsou skutedné prokdzény v pfirodnich populacich? A
pokud ano, tak vi se, o jaky typ hybridni z6ny se jedna? Jsou hybridi plodni? Protofe se jednd o
problematiku Gzce spojenou s tématem diplomky, tak bych zde ¢ekal vice informaci. Téch jsem se
nedoékal ani v kapitole 1.3, ktera je pfimo vénovéna hybridizaci,



str. 8, posl. odst. - molekuldrni a fylogenetické pfistupy rozhodné nemohou vyfesit viechny
problémy, které komplikuji ochranu krokodyll - zcela identickou vtku jsem mél i pfed rokem a
pfesto nebyla véta opravena

str. 13, posl. odstavec a jinde v pracl, napf. str. 34-36 - zde je uvedeno, Ze znamas pfibuznost u Sesti
jedinc C. rhombifer miie byt pouZita k testovani vérohodnosti vystupl programu ML-Relate.
Lavérem této analyzy pak je, e ML-Relate dobfe neodhalil pfibuzenské vztahy. To je viak docela
zasadni nepochopeni zéklad( této analyzy. Pokud se ¢lovék podivé na genotypy v Tabulce 5, tak je
ziejme, Ze bud se stala nékde pfi genotypizacich chyba nebo ta studovand zvifata nejsou tak
pfibuznd, jak autorka tvrdi {nebo 1.G. Mendel nékde udélal chybu a funguje to viechno jinak,
nicméné likelihood této moZnosti je velmi nizké). Na fadé lokusl totiZ neodpovidaji genotypy rodict
a potomk{ mendelovské genetice. Na ¢4dsti znak( by se to dalo vysvétlit vysokou frekvenci nulovych
alel {coZ by bylo docela pravdépodobné u cross-amplifikaci), nicméné napf. u Cj16, Cj104 nebo
CUJ131 se u potomkd vyskytuji alely, které u uvddénych rodicl amplifikovany nebyly. Stejnou chybu
jsem vytykal jiZ v lofiské verzi diplomky, ale aniv recentni verzi jsem nenadel vysvétleni téchto
neshod. Je pak zcela zfejmé, Ze pokud je v genotypizacich chyba (nebo krokodyli nejsou rodice a
potomci), tak ML-Relate nemad Sanci pfibuzensky vztah odhalit (a neni to chyba programu).

str. 16-17 - celkem by se hodila tabulka, kde by byly popsény uvedeny typy fluorescenénich znaek a
findlni koncentrace jednotlivych primer( v pouZitych multiplexech

str. 18 a jinde - dvé mitochondridini sekvence (cyt b, D-loop) by bylo vhodné slouéit a analyzovat
konkatenovany alignment; pfece jenom celd mtDNA je viastné jediny lokus.

str. 19 - prvni odstavec v kapitole 4. Results je trochu zmateény, naopak chybi jasna informace o tom,
kolik jakych vzorkl bylo ve findlnich analyzach poutito (tfeba ve formé néjaké tabulky)

str. 20 - odkazy na obrazky nejdou v fadé po sobé a viibec cely popis fylogenetickych stromd je
znalné nepfehledny; navic jsou promichény jasné "Results” s informacemi, které by mély patfit do
"Discussion”

str. 26 - Tab. 2 a 3 - nema smysl srovnavat viech pét druh( dohromady, ale pouze 3 vs. 2 (tj. ty, které
se mohou potencidiné kfiZit). Napf. u C. rhombifer vs. C. acutus je informativni pouze jeden SNP u
LDHA, ostatni je zbytedné uvédét,

str. 26 - mikrosatelity. Co to znamena "potentionally diagnostic"? Znamené to, Ze se délka alel {"size
range”) nepfekryva mezi potenciondiné hybridizujicimi druhy? Pak by oviem bylo potfeba uvést
pfedpokiddané délky alel i pro ty dal3i druhy (nejen pro C. mindorensis a C. rhombifer). Navic
vzhledem k vysoké mutadni rychlosti mikrosatelitl neni absolutni délka alel p#ili§ vhodnym kritériem
k rozliSovani druh( (jak jsem uvedl jiZ vy3e, daleko lepsi jsou analyzy zaloZené na frekvencich alel, ale
pro ty by musely byt k dispozici relevantni data z volné Zijicich populaci obou druhd, coZ samozfejmé
nebvlo moing),

viechny Tabs - svislé &dry se ve védeckém textu nedélaji
str. 34, 2. odst. - neni mné jasné, proc je ten odstavec v kapitole "Nuclear DNA markers”

Lavér:

Studentka se béhem pfipravy své diplomové prace zcela jistd nauéila fadu laboratornich technik,
stejné jako analyz ziskanych dat, v kone&né interpretaci vysledki jsou viak je§té mezery. | pfes vyse
uvedené vytky je tato verze diplomové prace vyrazné lepi ta, kterou jsem mél moZnost vidét v
lofiském roce. Pozitivné rovné} ocefiuji, e se rozhodla ji psat v anglitting, cof mize byt dilefité pfi
dalsich krocich v zdchrané studovanych krokodyll {po odstranéni evidentnich chyb mohou byt
obdobné metody poufity napf. v dalSich zahranifnich chovech téchto ohrozenych plazi). | pFes
zjevne nedostatky praci doporuuji k obhajobé na PFF JU v Ceskych Budéjovicich a osobné si preji,
aby geneticka data skutecné pomohla k zéchrané studovanych druh.
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Prace je sepsana v slunou a celkem ¢&tivou anglictinou, s malym mnozstvim preklepu &
gramatickych nesrovnalosti.

Uvod je zdafily, ¢tivy, informativni a elegantné a celkem rychle se dostiva k jadru studie a
neobsahuje tak Casté obecné pisemnictvi.

Metody jsou veelku dostateéné popsané.

Zpracovani vysledk je horSi kvality. Pfedeviim dost Casto chybi odkazy na konkrétni
obrazky, vysledky nékterych analyz (obrazky) jsou jak v hlavnim textu (vyfezy) tak
v Apendixu (celé), ale nekteré jsou ale jen v Apendixu (D-Loop C. rhombifer, C-mos C.
rhombifer), ty velké stromy v Apendixu jsou ne¢itelné (mely byt rozdéleny na vice stranek),

Diskuse je opét kapitolou v pofadku az na malé nedostatky (viz nize).

Otazky a komentafe:

Pro¢ bylo analyzovano jen 7 jedinct z celkem 45 chovanych C. rhombifer, kdyz téch 45
jedinct pFedstavuje skoro polovinu viech kubanskych krokodylt v zajeti? Prace je tak vlastné
pouze o tom druhém druhu.

Pro¢ v obrazku analyzy C-mos chybi studovani jedinci C. rhombifer?
V obr. 5 (cytb C. rhombifer) nejsou oznaceny skupiny alfa a beta.

Neni pravda, Ze klad C. mindorensis v C-mos je parafyleticky (klad nikdy neni parafyleticky:
stejnd formulace jesté jednou ve vysledeich). Na obrazku zadna parafylie neni. Klad ve
kterém je C. mindorensis zahrnuje 1 C. novaeguinae a ten klad nema zadnou vnitini strukturu
a marker tak druhy nerozliluje.

No a pak je tu ten problém s mikrosatelitni analyzou C. rhombifer (potaZmo obou druhi?).
Vysvétleni, Ze vytéry za to miZzou (kontaminace je mozna) ale neni jedind jak se tvafi diskuse.
Druhda moznost je, Ze to nejsou rodi¢e-potomei (jak je tahle informace od cho
vérohodnd?), tieti moZnost j.e Ze je mikrosatelitova analyza v néjakém kroku fataln¢ Spatné

7
(coz neni moZné poznat ani z analyzy druhého druhu). Vybrat mezi moZnostmi pro oponenta

tele

E

bez toho vidét mikrosatelitova data neni mozné,

Chybi mi u téch mikrosatelitnich analyz néjaka dal§i charakteristika vysledki, idedln¢
vtabulce ktera by obsahovala Alele range (ta je jako jedind uvedend ve stdvajicich
vysledeich), potom prisludnost k setu multiplexu, pocet alel, frekvenci nulovych alel (ta by
nam pohla pomoci s predchozim bodem), a potom ofekavanou a pozorovanou
heterozygotnost.

Préaci navrhuji hodnotit stupném velmi dobfe.
21. kvétna 2014 Mgr. Oldfich Rigan, Ph.D.







