Oponentsky posudek magisterské diplomové prace

V. BroZova: Revision of Juncaceae and Cyperaceae phylogeny based on cpDNA and nDNA

Diplomova prace V. BroZové byla pravdépodobné koncipovana jako rukopis védeckého ¢lanku; je
psana v angli¢tiné a jeji téZisté spoliva v podrobné diskusi vysledkd, zatimco Gvodni reSersni ¢ast a
netickych analyz je k dispozici pouze v elektronické formé na pfilozeném CD, stejné jako soupis pouzi-
tych sekvenci (bohuzel i zde bez blizSich udaji o puvodu dokladovych poloZek). Pfi podrobnéjsim
ponofeni se do textu oviem brzy vyjde najevo, Ze text je zatim ve fazi spiSe pfipravného materialu ke
kyZzenému rukopisu, ktery bude muset byt docela vyznamné zestru¢nén a zpiehlednén, aby nové zjis-
téné vysledky vibec vynikly, o jazykové revizi nemluvé. ‘

Autorka se ovéem pustila do opravdu neobvykle ambiciézniho projektu — revize fylogenetickych
vztahl obrovské, byt zfejmé fylogeneticky koherentni skupiny zahrnujici $achorovité a sitinovité, tedy
skupiny o zhruba 6 000 druzich. Z textu je zfejmé, ze zde navazuje na predchozi prace své Skolitelky,
respektive spolupracuje s ni na soucasnych projektech véetné tohoto, konkrétni podil viak v praci vy-
mezen neni. Prace byla provedena na zékladé fylogenetické analyzy sekvencnich dat ze ti lokusi (2
chloroplastové + jaderna ITS), pii¢emz hrubd data byla ze zna¢né ¢asti kompilovéna z vefejné dostup-
nych zdroji (GenBank) a dopInéna o nové ziskané sekvence z necelych 50 druh(i. Kompilaci z externich
zdrojd samozfejmé neni mozné se v rozsahlejsich fylogenetickych pracich vyhnout, navic lze pfedpo-
kladat, ze fada sekvenci, které vystupuji v soupisu jako externi zdroje, pochazi z pfedchozich praci $ko-
litelky a kolektivu [bylo by asi vhodné tato data v datasetu oznacit], a je tedy moZné rucit za jejich
spolehlivost. Pfesto mam obecné pocit, Ze vira autorky ,As the volume of freely accessible molecular
data is still increasing, analysis of these data is easy [sic] obtainable and is promising to resolve relati-
onships...“ je moZna az piili$ optimisticka. Bliz3i pohled na dataset (Suppl. 1) tdtii odhaluje, Ze data jsou
dosti dérava: z asi 1800 sekvenci patficich 1168 taxoniim (nékteré na infraspecifické Grovni) jich pouze
130 mé4 data od viech lokust. K tomu je potfeba pfipocist skute¢nost, Ze ani u druhd, u nichZ jsou
k dispozici data ze viech usekl neni jasné, zda se jedna o izolaty z jedné poloZky, nebo zda je prove-
nience vzorkl riiznd; to maze vést ke zkreslujicim informacim. Velmi bych se pfimlouval za to, aby ve
vysledném rukopisu informace o provenienci polozek k jednotlivym sekvencim nechybéla. V pfipadé
ITS navic neni jasné, v kterych pfipadech se jedna o cely Usek, a kdy pouze o.dili useky ITS1, resp. 2,
popfipadé jestli dil¢i useky opét pochézeji z jednoho izolatu ¢i byly zkombinovény razné. Paradoxné
nejpodrobnéjéi informaci dostavame o vzorcich, z nichZ se sekvence nepodafilo ziskat (Tab. 3).

Bohuzel, vlastni vysledkovou ¢ast je mozné komentovat jen velmi omezené: jsou prezentovany
pouze fylogenetické stromy (a to jesté pouze v pfiloze), a na téchto stromech nejsou Citelné podpory
(zfejmé& omyl pfi volbé jednotného Eerného pozadi). Popisy se ve znatné mife koncentruji na rozdily
mezi jednotlivymi typy analyz na datasetech, misto aby pfehledné sumarizovaly rozdily ziskané z raz-
nych datasetd. Diskuse je velmi rozsahla a peclivé porovnavd zjisténe vztahy s pfedchozimi pracemi,
ale k rozpornym zjisténim, at uz mezi viastnimi dil¢imi analyzami nebo s vysledky jinych autord se pfilis
analyticky nevyjadfuje. Ctendf nepfili$ orientovany v konkrétni problematice tak hleda jadro novinek
jen velmi obtizn&. Chybi mi Gvahy nad reprezentativnosti zvoleného vybéru a jeho pfinosu oproti pfed-
chozim studiim, nad kombinaci datasetd (domnivdm se napfiklad, Ze chloroplastové data z jediného
lokusu jsou obecné povétsinou nedostateéna a prezentované dvahy nad vhodnosti konkrétniho lokusu
k ur&itému typu analyzy mi pfijdou spide irelevantni) a zhodnoceni rozdili ve fylogenetickém signalu
z chloroplastovych a jadernych dat a jejich pficin. Navrhy na alternativni klasifikaci nejsou dotaZeny do
realnych taxonomickych ndvrhd s vyjimkou alternativniho tribalniho ¢lendni $achorovitych a rovnéi
nejsou dikladnéji diskutovany.



Pfesto jsem pfesvédéeny, ze autorka odvedla obrovsky kus dobré prace, a po dotazeni veérim, Ze sva
Zjisténi spolu se 3kolitelkou dotahne k sluéné a citované publikaci. Dil&ich pFipominek a otazek k diskusi
by bylo mozné uvést o dost vic, nes je ¢asovy ramec obhajoby, proto polozim jen nékteré:

Pro¢ v pfipadé nové ziskanych sekvenci byl amplifikovén jen jediny lokus (zpravidla trnL-F)?
Podle jakého klice byly ,,pFili$ kratké sekvence” z datasetd odstranény (osobné mi pfijdou 269
bp dlouhé sekvence kompletni ITS stale velmi kratké, podobné tak 68bp pro ITS1 nebo 120bp
pro ITS2)?

Pro¢ nebyla spojena data z chloroplastovych tsekd pro celkové porovnani s jadernym signa-
lem?

Jak byla zkonstruovéna matice viech dsekii o 592 polozkach, kdyz Zadny z dilich datasetd jich
tolik neobsahoval (kolik chybéjicich dat bylo tolerovano a z kterych Gseku)? Neovlivnily chybg-
jici useky vysledek?

Z obecnych pfipominek bych asi zminil, ze v podobné préci by bylo vhodné uvadét autorské zkratky
taxond pfi prvni zmince; v Gvodni &asti nejsou uvedeny popisy nékterych trib(i; popisy nastaveni ML a
Bl analyz nejsou dostate&né, neni uvedeno, jak byly definovény ,partitions’; pozor na nevysvétlené po-
uZivéni zkratek v textu, nap¥. SHC, LBA; mnohé obrézky v textu jsou netitelné...

Praci i pfes uvedené vytky jednozna&né doporutuji k obhajobé s hodnocenim v zavislosti na pra-
b&hu obhajoby mezi stupni vyborné a velmi dobfe.

)

V Ceskych Budéjovicich, 13.5.2018 fn KuCera



Oponentsky posudek na diplomovou praci Viktorie Broiové “Revision of Juncaceae and
Cyperaceae phylogeny based on cpDNA and nDNA”

Predlozena diplomova prace v rozsahu necelych 50 stran (bez citaci a pfiloh) se zabyva rekonstrukci
molekulérni fylogeneze dvou sesterskych Celedi. Autorka shromazdila velké mnoistvi sekvenci ze
dvou chloroplastovych (rbcL, trnL-trnF) a jednoho jaderného (nrDNA ITS) useku DNA. Vétsina
sekvenci pochazela z databaze GenBank, 69 sekvenci bylo vlastnich. Na zékladé alignmentl byly
provedeny rekonstrukce fylogenetickych strom( pomoci t¥i riznych metod — maximalni parsimonie,
maximum likelihood a Bayesovské analyzy. Jednotlivé useky byly analyzovéany nejprve zvlast a poté i
dohromady.

V Gvodu se autorka vénuje relativné hodné morfologickym znakim, které definuji jednotlivé
skupiny. Chybi ale néjaké obecné predstaveni morfologie studovanych ¢eledi (véetné obrazkd),
pojednani o tom, které znaky jsou taxonomicky dileZité a srovnani stavil vybranych znakd
v popisovanych &eledich (formou tabulky nebo i obrazkui).

Na konci Gvodu jsou celkem vagné a &astecné i nejasné formulovéany otazky, ze kterych
vyplyva, e hlavnim cilem prace je rekonstrukce molekularni fylogeneze ¢eledi a navrh moinych
taxonomickych zmén tak, aby vysledné taxony byly monofyletické.

Prace je jednoznacné rozélenéna na zakladni kapitoly obvyklé ve védeckém textu, na konci
nechybi struéné shrnuti. K praci mam nasledujici pfipominky a dotazy:

p 3 Cel4 prace je psana anglicky a celkem srozumitelné, coZ je tfeba ocenit. Jen obcas je text
pFilis komplikovany a misty jsou pouZivany konstrukce nebo slova, kterd znesnadriuji
pochopeni texti. Napfiklad je opakované zaméfiovano slovo ,basis” a ,base”. Nespravné je
pouzivano slovni spojeni ,on the basis of the tree”, kdy autorka evidentné mysli ,,na bazi
stromu®, tj. ,at the base of the tree”.

y 3% Prehled stariich i recentnich fylogenetickych klasifikaci obou studovanych Zeledi je
predstaven v Tabulce 1, kterd je v3ak do znatné miry chaotické kdyZ si burky (tribus) v
jednotlivych fadcich neodpovidaji.

3. Alignment — text popisujici jednotlivé matice, pocty vzorki a jejich délky by bylo lépe shrnout
do tabulky. Také zde chybi vysvétleni, co jsou to tzv. extended” matice, byt je tento pojem
déle Easto pouzivan. Déle je uvedeno, Ze sekvence, které byly pfilis kratké, byly z alignmentu
odstranény; neni viak napsano, jak byly ,kratké” sekvence definovany. Pfi pohledu na
nékteré alignmenty je zfejmé, e nékteré sekvence jsou kratsi, tj. v alignmentu je urcité
mnoistvi chybé&jicich dat. Je nékde uvedeno procento chybéjicich dat pro jednotlivé
taxony/matice? NemUZou tato chybéjici data ovlivnit analyzy, resp. nemaji pravé nékteré

L

problematicky umisténé” taxony vétsi mnoZstvi chybéjicich dat?

4 Redukce alignmentu — pfi pohledu na alignment nekddujici DNA (tj. trnL-trnF a ITS) s velkym
mnoZstvim ,gapl“ se nabizi otdzka, zda by nebylo vhodné nejednoznaéné alignované Césti
automaticky odstranit, napr. pomoci algoritmu Gblocks
(http://www.esi.umontreal.ca/Gblocks/). Pfemyslela autorka o tom, jak vyrazné muze

nejednoznaény alignment ovlivnit vysledné analyzy?

5. Analyza ITS — jaky je divod pro oddélenou analyzu ITS1 a ITS2?

6. Analyza spojenych matic — bylo néjakym zpisobem testovano, zda je signal mezi
jednotlivymi maticemi (obzvlasté mezi cpDNA a nrDNA) kongruentni, napf. pomoci ILD
testu? Co nam takovy test mize fict a jak postupovat v pfipadé signifikantni inkongruence?
Bylo provedeno rozdéleni matic do jednotlivych partitions (v pfipadé maximum likelihood a
Bayesovské analyzy)?

4 Fylogenetické analyzy — nékteré Casti metodiky nejsou uplné jednoznatné a detailné
popsény. Jaky je rozdil mezi provedenym bootstrappingem a jackknifingem? Jackknifing ¢eho



10.

11.

12.

13.

14.

byl provéadén? Jsou jesté néjaké dalsi metody pro definovani statistické podpory vétvi? Kolik
jednotlivych hledani (ML searches) bylo provedeno pfi analyze v programu RAxML? Byl
néjaky divod k pouZiti starsi verze programu (8.2.4.)?

Bayesian inference — jak byla testovdna konvergence MCMC fetézcli, pomoci néjaké
statistiky?

Vysledky analyz pro jednotlivé matice — opét by zde pomohlo shrnuti do tabulky (pocet
sekvenci, délka stromu/likelihood, variabilni a parsimonicky informativni mista atd.)

Sekce Results zcela postradd obrazky, tj. vysledné fylogenetické stromy, ¢étendr je odkazovan
do Supplementu, ktery oviem existuje pouze v elektronické podobé. Neni tedy moZné
jednoduse sledovat to, co je popisovano. Naopak Diskuze obsahuje mnoistvi &ésti
fylogenetickych stromi (coZ je do urcité miry ilustrativni a mélo byt uZ soudésti Vysledki),
nicméné u vétSiny z nich jsou popisky jednotlivych taxond Spatné Eitelné (malé pismo) a
pokud jsou nékteré ¢asti stromu obarvené, neni v popisku uvedeno, o co konkrétné se jedna.
Diskuze také nékdy popisuje dalsi vztahy na niZsi Grovni, které uZ na obrézcich nejsou.
BohuZel vtomto pfipadé chybi jednoznaény odkaz na strom/stromy, ke kterému se text
vztahuje. PouZiti jedné barvy na cely strom neni pfili§ vhodné, spiSe by se hodilo oznaéit
riznymi barvami jednotlivé skupiny, rody nebo druhy, které jsou dale diskutovany v textu.
V textu (ve Vysledcich) by mél byt alespor jeden vysledny fylogeneticky strom pfimo mezi
textem (stejné jako v ¢lanku také nebude v3e jen v Supplementu).

Statisticka podpora vétvi — text prace pfi popisu a interpretaci zjisténych vztahG témér zcela
ignoruje statistické podpory vétvi ve fylogenetickych stromech. Podpora je misty
komentovana pouze slovné (jako nap¥. strong, well, high, very strong, significant nebo
naopak poor, low, unsupported, insignificant, no support), aniz by nékde bylo uvedeno, co se
témito ,terminy” mysli. Jakd je (obecné pfijimand) interpretace statistické podpory vétvi
fylogenetickych strom@? Jaky je rozdil mezi bootstrapovymi podporami a posterior
probabilities z Bayesovské analyzy?

Pouzivani zkratek — urcité by bylo vhodné udélat nékde na po&atku prace seznam nejcastsji
pouZivanych zkratek. Ob¢as jsou dokonce pouzity zkratky, které nejsou nikde vysvétleny,
napr. SHC.

V ramci diskuze o ITS je zminén termin incomplete lineage sorting? Co tento termin znamena
a jak souvisi praveé s ITS.

Jednim z vysledkl prace je také ndvrh taxonomické klasifikace, napf. v €eledi Juncaceae jsou
navrZena dvé feSeni pro rody z jizni polokoule: bud budou zahrnuty do rodu Juncus, nebo se
rod Juncus rozpadne na vice rodi. Které feSeni ma vétsi podporu v morfologickych datech?
Jsou zde néjaké argumenty pro zachovani parafyletickych taxonG?

Celkové prace plsobi kompaktné, studentka provedla fadu fylogenetickych analyz, jejichz vysledky
popsala a diskutovala vkontextu vétSiny recentnich praci. Pfes vy3e uvedené vyhrady préci
hodnotim kladné a navrhuji klasifikaci stupném velmi dobfe.

V Koliné dne 14.5.2018

Tomas Fér

Katedra botaniky, PfF UK, Praha



