Oponentsky posudek na magisterskou praci Michaely Matéjkové “Koevoluce mezi
ektoparazity a hlodavci druhi Microtus a Clethrionomys na popula¢ni arovni”

Magisterska prace plynule navazuje a rozsifuje praci bakalarskou, ve které se autorka
zabyvala prakticky stejnym tématem. Nepovazuji tento fakt za negativum, naopak je
chvalihodné, Zze diplomantka u tématu setrvala a rozsirila studii o nova data, se kterymi
pevné vérim bude schopna se svym Skolitelem dosahnout kvalitni védecké publikace.

Z magisterské prace jasné plyne, Ze autorka zpracovala velké mnozZstvi materidlu. Podrobila
ho kvalitni fylogenetické analyze se zajimavymi vysledky. V metodice je zminka, Ze odchyty
hlodavcl byly provadény od roku 2003 aZ do roku 2014, cozZ svédc¢i o dlouhodobém studiu
této problematiky hostitelskou laboratofi, nicméné je jasné, Ze viechny uvedené vzorky
nemohla autorka prace sama nashromazdit. Proto ocenuji v metodice uvedené presné udaje
o poctu zpracovanych hlodavcl samotnou autorkou.

Prace je po formdlni strance v poradku. Jak jiz jsem vySe naznacil, pocet zpracovanych vzork
svedci o pili a zaujeti autorky pro terénni préci, kterou doplnila o jisté neméné narocnou
praci v molekuldrné biologické laboratofi. Mné osobné se prace velmi libi. Nicméné se

v praci vyskytly i urcité nedostatky, které uvadim nize, kde jsem i zainkorporaval nékolik
otazek.

Metodika

Doba na elongaci PCR pfi amplifikaci useku o délce pfiblizné 1kb je Udédna 2 min — bohaté by
stacila poloviéni doba a 3etfila by se tim i polymeraza. Usmévny pieklep je na str. 30 - TAE
pufr je zde napsano jako Tae pufr (¢ajovy pufr?). Vibec nepochybuji o tom, Ze ML provedeny
v on-line verzi programu PhyML je Spatné feseni, jen mé zajim4, proc¢ vybrala autorka tento
program, kdyZ mohla vyuZit zabudovany napf. RAXML v programu Geneious, ve ketrém byl
vytvoren alignment a NJ analyza?

Vysledky

Celou praci se tahne slangové pouzivani vyrazl jako napf. , Celkem jsem nové analyzovala 97
nornik(...“ nebo ,,... jsem osekvenovala 64 hrabosu...” — byly analyzovany sekvence
vybranych gen( nornik(i/hrabosd a ne nornici nebo hrabosi.

V sekci 4.1. Sekvence a alignmenty trochu zmatené pusobi popis vybéru taxonl — vic bych se
soustredil na vycet co bylo zafazeno do sou¢asného alignmentu a nezminoval bych, Ze néco
bylo pfialignovano k datasetu z bakalarské prace a Ze ta bakalarskda prace navazovala na
magisterskou pracu Terezy Marvanové...

Obrazova kvalita mapek (Obr. 4-6) a i fylogenetickych stromu a haplotypovych siti mohla byt
0 poznani lepsi. Obrazky jsou vétSinou to prvni na co se ¢lovék zaméfi a je Skoda, Ze prvni
dojem z prace neni Uplné pozitivni. Navic, jestli se dobfe pamatuji, na tento problém jsem jiz
poukazoval pfi oponovani bakalarské prace.




ProC byl dataset sekvenci z nornikd doplnén o pseudogeny? (str. 33) Ocekdval bych dlouhé
vétve u pseudogenli — naopak dlouha vétev je u linie 1. Nemuze jedina sekvence linie 1
znamenat osekvenovany pseudogen, usuzuji tak podle délky vétve, ktera je az
nékolikanasobné delsi nez ostatni vétve (Obr. 7).

A klasicka otdzka: NemuzZe byt bazélni pozice linii 1 a 2 na Obr. 7 zplsobena LBA, protoze

jsou arteficielné pritahovany k outgroupu (ten ma zkracenou délku vétve, kolikrat? neni
uvedeno)?

Znazornéni podpory nodud na Obr. 7 mohlo byt mnohem elegantnéjsi a |épe viditelnéjsi —
podpory u nodl 4-6 se jen tézko odhaduiji.

Obr. 8 fylogeneze M. agrestis — podle ¢eho byla stanovena linie 1 a 4, které nejsou
monofyletické, tzn. fada sekvenci je fylogeneticky bliZ k linii 6 nebo 7 nez k bazalnéjsim
sekvencim z linie 1?

Diskuze

Nepovazuji uplné za spravné délit geografické oblasti Evropy na statni celky —to jsou
clovékem umeéle vytvorené uzemi a neodrazi Zadné geografické souvislosti. Dokonce se na
strané 49 diskutuje o ,geografické specifité pro Litvinov”.

V podstatné casti diskuze autorka srovnava dosazené vysledky s publikovanymi daty. Tato
pasaz je pro mne jako Clovéka podrobné neseznameného s publikovanymi vysledky hire
pochopitelna, respektive je tézké si predstavit jednotlivé vysledky rGznych praci, které se
Casto liSi od vysledkt autorky magisterské prace. Na jednu stranu chvalim autorku, ze
podrobné a trpélivé asi na péti stranach vse odiskutovala, na druhou stranu jsem si fikal, jak
by byl na tomto misté skvély néjaky obrazek, ktery by prehledné graficky shrnul nebo spojil
nova data s témi publikovanymi.

Zaujala mé zminka o nejnovéjsi studii Filipiho a kol. (2015), ktery na rozdil od zde
prezentovanych vysledk( dosahl 100% podpory viech nodu. Autorka to vysvétluje tim, ze
Filipi osekvenoval cely mitochondrialni genom. Mohl bych poprosit o blizsi komentar k této
pravdépodobné zasadni publikaci?

Pres uvedené pripominky praci povazuji za kvalitni a doporucuji k obhajobé. Magisterskou
praci Michaely Matéjkové zatim hodnotim znamkou mezi vyborné a velmi dobfe a tésim se

na prezentaci a obhajobu.

V Ceskych Budé&jovicich, 21. 5. 2015 RNDr. Ivan Fiala, PhD
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Oponentsky posudek na magisterskou diplomovou préci

Koevoluce mezi ektoparazity a hlodavci druhli Microtus a Clethrionomys na populacni
urovni

Autorka: Michaela Matéjkova

Oponent: Josef Bryja

Diplomova prace M. Matéjkova si klade za cil "srovnat populacni strukturu hostiteld a jejich
ektoparaziti pomoci mitochondridlni DNA, rekonstruovat evolucni historii studovanych druhi a
analyzovat parametry ovlivriujici stdvajici rozloZeni populacni struktury". Pfestoze to neniv cilech
explicitné uvedeno, tak z kontextu vyplyva, Ze se bude jednat zejména o dva druhy rodu Microtus (i
kdyz v nékterych ¢astech prace jsou analyzovany i dalsi druhy) a jeden druh rodu Myodes (v praci je
vSude uvadén dfive pouzivany a dnes neplatny nazev Clethrionomys) a vsi rodu Hoplopleura.
Evidentné se jednd o rozsifeni predchozi magisterské prace T. Marvanové a vlastni bakalafské prace
M. Matéjkové, bohuzel ale neni zcela zfejmé, v ¢em se nynéjsi magisterska prace od téch predchozich
obsahové lisi (kromé toho, Ze byly pfidany nékteré sekvence navic). Vlastni prace ma 61 stran,
pricemz 14 a pul strany tvofi tabulky a obrazky s pfehledem materialu (které mély byt asi umistény
do Apendixu), 8 stran celostrankové obrazky ve Vysledcich a 8 stran citace literatury. Vlastni text
prace ma tedy cca 30 stran.

Uvod préce je zdafily (az na drobnosti uvedené nize) a jsou zde popsany hlavni vychodiska dané
prace, tj. moznosti diferenciace parazitli v zavislosti na evoluci hostitele, znamé fylogeografické
struktury studovanych hostitelll a shrnuti dosud zndmych informaci tykajicich se genealogie Vsi.
Bohuzel dalsi ¢asti prace za tvodem pokulhdvaji. Studentka sice nasbirala novy material viech
studovanych taxond, osekvenovala je na ¢asti mitochondridlni DNA a pokusila se provést zakladni
fylogeografické analyzy, coz hodnotim velmi pozitivné, nicméné vlastni prezentace vysledka a jejich
interpretace mohla byt provedena rozhodné Iépe. Hlavni nedostatky jsou dle mého tyto:

1) Pfevazna cast prace se tyka fylogeografické struktury tii druht hrabosovitych hlodavct na
zdkladé analyz sekvenci cytochromu b. U vsech tfi druhl bylo recentné publikovédno nékolik
fylogeografickych studii a jedna se o jedny z genetického hlediska nejlépe prozkoumanych
evropskych Zivocichl viibec, a tudiz mné trochu unika smysl této analyzy. Je rozhodné moiné, ze
tfeba predchozi studie v disledku chybéjiciho materidlu nenasly néjakou genetickou linii (a objevila
se az v této magisterské praci) — bohuzel toto se mné z textu nepodafilo zjistit. Mné osobné by se
tieba i libilo dat dohromady co nejkompletnéjsi vysledky z jiz publikovanych praci, pridat dalsi vlastni
sekvence a lokality a provést s timto kompletnim genetickym datasetem nékteré fylogeografické
analyzy, které umoznuje recentni rozvoj analytickych pristupt. Nic z toho se vSak v préci nevyskytuje.
Ba naopak: (i) Neni jasné, na zakladé ¢eho byly vybirdny sekvence z GenBank — rozhodné nejsou
kompletni; (ii) Fylogenetické analyzy jsou sice provedeny relativné spravné, nicméné jejich
interpretace jiz mnohdy ne (zejména tam, kde neni signifikantni podpora jednotlivych vétvi). Neni
treba zfejmé, na zakladé ¢eho byly definovany vnitrodruhové linie — ¢im se tfeba odliSuje linie 6b a
7b u M. arvalis? Rozhodné by pomohla spravné provedena analyza haplotypovych siti, kterd by hlavni
linie asi oddélila. V praci je vSak tato analyza provedena az v ramci jednotlivych vnitrodruhovych linii,
takZe neukazuje vibec nic (navic se tam vnasi zmatek s délenim vzork( podle jednotlivych stata). (iii)
Velka ¢ast textu vysledk (a diskuze) popisuje rozmisténi jednotlivych linii v prostoru a srovnava je s
pfedchozimi studiemi. Bohuzel nazvy linii jsou Casto uvadény rtizné, obrazky jsou s chybami (pfipadné
ty spravné obrazky zcela chybi, viz nize) a vysledky jsou srovndvany nikoliv jen s nejaktudlné;jSimi
poznatky, ale i se star$imi pracemi, ¢imz vznika dost velky zmatek a pfiznam se, Ze i po detailnéjSim
soustfedéném cteni jsem si z této nejdelSi ¢asti prace neodnesl viibec nic.




2) Velmi jsem se té&3il na srovnani fylogeografické struktury hostitelt a jejich parazitu, tj. jeden z
hlavnich cilG prace. | kdyZ v praci nejsou pouzity zadné sofistikované postupy pro analyzy pfipadné
koevoluce, zcela bych se spokojil s néjakym grafickym vyjadfenim asociaci mezi liniemi hostitelt a
jejich parazitQ. | toto vSak v praci chybi. Jedinym takovym naznakem je Obr. 10, kde jsou na
nevyfeseném fylogenetickém stromé parazit( umistény symboly jednotlivych druhl hostiteld (nikoliv
vnitrodruhovych linii) — na tento obrazek v3ak zase neni nikde odkaz v textu, asi proto, Ze takovy text
neexistuje. Asociace mezi vnitrodruhovymi liniemi hostitelli a parazitti jsou tak nakonec popsany v
podstaté jen v poslednim odstavci na str. 35, ktery je typickym pfikladem osobitého stylu celé prace.
Jako pfiklad uvadim vétu: "Velmi dobre to je viditelné u C. glareolus v linii 2, kterd se prolind se
zdpadni linii vsi a liniemi 6 zahrnujici centrdlni Evropu spolu s linii 7, kterd se tahne od Anglie po
zdpadni a centrdlni Evropu aZ na Balkdn, které se prolinaji jak s vychodni, tak zdpadni linii v$i." Kromé
vyrazné kostrbatosti textu tfeba nikde v praci neni definovéno, co znamena "vychodni" a "zdpadni"
linie vsi a cely text tak zcela postrada smysl (nehledé na to, Ze "linie 2" je asi preklep).

3) Prezentace vysledku formou dle mého nazoru zaostava za béznym standardem a je zde plno
nejasnosti. Jako pfiklady uvadim zejména nasleduijici: (i) Obr. 7-9, tj. fylogenetické stromy a mapy
rozsifeni jednotlivych kladd — u map neni vidy ziejmé, ktery klad zobrazuji; neni jasné, co jsou
Cervené Cary na mapach (je zde sice odkaz na bakalafskou praci, nicméné fylogeneticka analyza v této
praci Zzddnou takovou hranici nenaznacuje; na Obr. 8 neni jasny ani druh, ke kterému se které ¢asti
obrazku vztahuji a posledni dvé mapy v pravém sloupci dole jsou identické; zcela zmatecné je znaceni
linii na Linie 1, 1a, 2, 2a, atd.; mapy maji rGizna méritka a forméty, atd. (ii) haplotypové sité byly
kritizovany jiz vyse — postradam smysl této analyzy uvnitf jednotlivych fylogeografickych linii a
myslim, Ze zcela kontraproduktivni je zde uvadéni jednotlivych statl, protoZe studované organismy
nerozpoznavaji statni hranice. (iii) fylogeografickd struktura hostiteld — v tvodu by bylo velmi pékné
mit mapu shrnujici sou€asné znalosti o vnitrodruhové struktufe hostitelt, pfipadné lokalizaci
potencidlnich glacidlnich refugii — nynéjsi text na str. 8-10 je misty nejasny a obrazek by hodné
vyresil.

4) Diskuze neni az tak uplné diskuzi, ale spise opétovnym opakovanim vysledkd, pripadné
shrnutim fakt( typu "nynéjsi prace rozsifila pocet lokalit této linie o nékolik dalSich lokalit". V
nékterych odstavcich se nevyskytuji Zzadné reference na publikované prace a nikde jsem se také
nedozvédél, ktery ze scénarl "ko-evoluce" pékné definovanych v Uvodu, tedy nakonec plati pro
studovany hostitelsko-paraziticky systém. Rozhodné bych autorce doporucil rozdélit Diskuzi na
nékolik podkapitol, z nichz by kazda analyzovala urcitou ¢ast vysledkd (nyni jsou jednotlivé odstavce
poskladany dosti chaoticky), a také by nebylo Spatné si o dané problematice néco vice precist. Napr.
ptvod hrabost polnich na Orknejich (str. 48) byl vysvétlen zcela jednoznacné v pracich publikovanych
v Molecular Ecology (Martinkova et al. 2013) a Evolution (Cucchii et al. 2014).

V praci je cela fada dalsSich drobnéjsich nedostatk( a nejasnych formulaci, které vsak nebudu
vyjmenovdévat viechny (nékteré jsem okomentoval tuzkou ve svém vytisku prace a jsou k dispozici).
Nicméné alespon nékteré (neni nutno na né reagovat, kromé dvou otazek zvyraznénych tucné):

Nazev prace — spravné by mélo byt "rodd" a ne "druh("

str. 2 — jak mohou vSenky udrzovat geneticky tok mezi nepfibuznymi druhy hostitelskych druh(?

str. 8 — u obecnych popisti modell refugii chybi popisy refugii pro severské druhy a pro druhy
vyzadujici kontinentalni ¢i atlantické klima (viz Stewart et al. 2010, Procs. R. Soc. London B)

str. 11 —"¢tyrmi hostitelskymi druhy rodu Rhabdomys" — podle mych znalosti se v tomto rodu
vyskytuji max. 2 druhy (R. pumilio a R. dilectus)

str. 12 — obrazek vysledkd z bakalafské prace by se hodil a ledacos by tfeba osvétlil

str. 13 —cile jsou definovany velmi obecné, navic cil 3 byl naplnén jen ¢astecné
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str. 22 — proc jsou v tabulce uvedeny i jiné druhy rodu Microtus nez M. arvalis a M. agrestis?
Pokud byli zahrnuti do viech analyz, tak by méli byt pak byt i na vSech obrazcich. Na Obr. 5 by pak
mély byt jednotlivé druhy rozliseny.

str. 33 — proc byly pro fylogenetické analyzy pouzity i sekvence pseudogent? Toto prece celou
analyzu komplikuje a nic to o fylogenezi mtDNA nevypovida (navic to muze snizovat podporu
mitochondridlnich linii).

str. 34, 2. odst. —vzajemné vztahy mezi druhy rodu Microtus nebyly naplni magisterské prace a
byly dfive vyfeSeny uz mnohem lépe

str. 34, konec 3. odstavce — Skotsko neni mozno nazyvat "sever Anglie"

str. 35, 2. odst. — prvni véta je nesrozumitelnd. Navic pozor na pouzivani terminu "bazélni" ¢i
"bdze stromu" — zdvisi vidy na kontextu.

Obr. 11-14 - legenda k haplotypovym sitim je nedostatecna (nehledé na to, Ze tyto sité nefikaji
témér vlabec nic). Na obr. 14 chybi modra linie "edentula 2".

str. 49, 2. odstavec — 2. véta je velmi kostrbatd

str. 50 — nakolik je dle autorky pravdivé tvrzeni, Ze "jednotlivé linie H. acanthopus se lisi v mife
hostitelské specificity" a nakolik jsou tyto rozdily zpisobeny dosud nedostateénym vzorkovanim?
Druha moznost nebyla v diskuzi ani zminéna.

str. 52 — véta "Diky plné osekvenovanému mitochondridlnimu genomu u C. glareolus byla nalezena
linie tvofend pseudogeny, kterd byla ndsledné rozsitena o dalsi pseudogeny nalezené v genové bance"
je nelogickd. Dtto 1. véta zavéru (str. 53).

str. 62 a 63 — pouzity marker je "cytochrom b" a nikoliv "cytochrom oxidaza b"; studovany druh je
"M. agrestis", ne "M. agrestit".

Zaveér:

Studentka se béhem pripravy své diplomové préce zcela jisté naucila fadu laboratornich technik,
stejné jako analyz ziskanych dat, nicméné v prezentaci vysledku a jejich zasazeni do SirSiho kontextu
jsou stale velké rezervy a prace tak dosahuje pouze primérné Grovné jak po formalni, tak po
obsahové strance. Magisterska diplomova prace vsak pfinasi nova originalni data, ktera véfim, ze
budou adekvatné zpracovana v naslednych publikacich, a proto i pres zjevné nedostatky préci
doporuduji k obhajobé& na PFF JU v Ceskych Budéjovicich.

O 2o A .

Ve Studenci 19.5.2015 Doc. Mgr. et Mgr. Josef Bryja, Ph.D.




