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Diplomova prace

Posudek oponenta

Predlozena diplomova prace Adély Matejkové se zabyva genetickym zhodnocenim sikd
(Cervus nippon spp.) z ochranaiského hlediska. Autorka se zde zaméfila hlavné na dva
ohrozené poddruhy sikd, na siku vietnamského (C. n. pseudaxis) a siku tchajvanského (C. n.
taiouanus). Cilem prace je genetické zhodnoceni hlavné chovii v riiznych Zoo z Ceské
Republiky, Polska, Anglie a Némecka, celkem se jedna o analyzu 106 vzorkd, z toho 9 vzorka
predstavuje siku vietnamského (celkové v zajeti je chovano 85 zvifat) a ostatni vzorky jsou
sikové tchajvansti (343 zvifat chovano v zajeti, dle udaji v Pfiloze 2 a 3). Pro genetickou
analyzu autorka zvolila dva mitochondrialnich geny (cytb a D-loop), tim je oviem limitovana
a je schopna sledovat pouze maternalni linii, na coZ sama upozoriiuje. Souéasti prace jsou
také sekvence z databaze Genbank pro vSechny poddruhy siki pro tyto zminéné geny.
BohuZel se nemohu ubrénit srovnani s prvotni verzi této prace z prosince 2017. Doslo ke
zlepSeni textu, zpracovani, bohuZzel ale ne k nijak vyraznému. Celkové zpracovani neni stéle
dobfe zvladnuté jak stylisticky tak analyticky, obsahuje ¢etné pieklepy, prazdnou stranku 15
(asi nejspis na poznamky oponenta). Prace by si zaslouzila jak stylistické, tak grafické apravy,
které by vedly k lepSi prezentaci vysledkd, kvalitnéj§im interpretacim a viibec k orientaci
v textu a obrazcich, coz je ted’ velmi sloZité az nemozné. Prace cituje celkem 63 védeckych
praci ¢i jinych zdroji. Nezvykle jsou soucasti prace i ptilohy na CD, které se ptes Skolitele
autorky ke mné nakonec dostaly.

Jednotlivé dotazy nebo pfipominky:

Uvod

-v tvodu Obr.II — pouzit oskenovany obrazek z prace Banwell 1999, neexistuje néjaka novéjsi
prace? Nebo prevzit a vlastnorucné predélat? Nebo pouzit napt. Ba et al. 2013?

-v uvodu prace autorka rozebira hybridizaci u siki a pro detailn€jsi ivahy nad hybridizaci
cituje bakalafskou praci (Zajicova 2016), coZ mi neptijde jako nejlepsi zdroj.

Metodika

- vanalyze pro datovani stromu v programu BEAST neni uvedeno, jaky byl pouzit tree
prior, a podle srovnani délek vétvi v analyzach z MrBayes a BEAST se zd4, Ze $patny.

- bohuzel nevhodnym vybranim pouze mitochondrialnich genti se nemizZe autorka zamé&rit
na odhalovani pripadnych hybridi.

Vysledky a diskuze

-moc nechdpu, pro¢ jsou délany dva rGzné stromy, tj. jen z genbankovych sekvenci a pak
véetné ZOO vzorku, které byly sekvenovany. Pro¢ neexistuje jen jeden kompletni strom,
nejprve pro Cytb a D-loop? Ptipadné kombinovany? Tim, Ze stromy se ZOO vzorky jsou
pouze na vyiezech celkového stromu, neni mozné vidét detailni vztahy a tim si udélat vlastni,
nezavislou interpretaci vysledkd.




- mél se udélat jeden strom z kombinace obou markri (po nalezité analyze konfliktd; stejné je
to efektivné jeden lokus) a ten pak po kladech rozdélit na jednotlivé stranky hlavniho textu,
tak jak se to déla ve vech publikacich s velkymi stromy. Tento strom mél obsahovat viechny
vlastni i prevzaté sekvence. Za nim mél byt strom datovany (v publikaci by asi byl jen
datovany a druhy strom v pfiloze, ale tohle je diplomova prace, ta ma obsahovat oboje).
Rozhodné nemaji byt stromy na CD, které NENI souéasti DP.

- ve vysledcich neni vibec zminéno, na jak dlouhém useku pro jednotlivé geny (Cytb a D-
loop) jsou fylogeneze zalozené, zda se jedna o kompletni sekvence nebo ¢astecné.

- ,,genbank mining® byl udélan pfili§ ,,dikladné“ (nevhodné) pro celou celed” Cervidae.
Myslim, Ze pro potieby prace by se stacilo soustiedit na podceled’ Cervinae (rody Axis, Dama,
Cervus, Elaphurus). Stromy pro Cytb a D-loop se ZOO vzorkama by mély byt zcela urcité jen
v ramci podceledi ¢i pfimo jen v ramci rodu Cervus. Také nevim, proC jako outgroupy jsou
pouzity druhy jako okapi? Mezi pocty sekvenci a druhi jsou informace o ZOO vzorcich
naprosto ukryté, necitelné, rozhodné€ bych doporucila editaci stromi, pouZiti barev, apod.
-Obr. IV-V-VI . mitochondridlni afinita® ponékud zvlastni a nepouzivany vyraz, vzdy se spise
mluvi, Ze ziskané sekvence jsou podobné nebo ptibuzné ¢i Ze spadaji do skupiny (¢i kladu).
Tyto obrazky jsou vzdy jen vyrezy z celkového stromu. Chybi v popisku obrazkii informace,
o jaky model se jedna, atd.

- tabulka genetickych distanci ma zcela netradi¢ni jednosloupcovy format, a diky tomu ma
30877 tadki. Navic asi neni dlivod uvadét viechny distance, kdyZ cilem prace jsou pouze dva
poddruhy. Okapi (a mnoho dalSich outgroupii) zcela jisté v tabulce také byt nemusela ...
-.pokus o datovani“ bylo pouzito jen pro genbankové sekvence (pro cyt b)? Mélo by byt
zminéno.

- datovany strom ma zcela odli3né ,,vnitropoddruhové™ délky vétvi a tedy mnohem hlubsi
(starsi) fylogeografii nez stromy z MrBayes. Pro¢? Pro¢ tento podivny (do o¢i bijici) vysledek
neni v praci komentovan?

- datovany strom (cely v pfiloze na CD! a na Obr. X) je velmi podivny, nejedna se o
ultrametricky strom, kde viechny terminaly maji byt v &ase 0. Dalii podivnost se tyka dotazu
jiz zminéného v metodice. Také chybi konfidenéni intervaly uzld (95% HPD).

- oddéleni siky tchajvanského je podle vysledkl autorky datovan na 1.08 Ma. Jak tento
vysledek sedi na jiné prace? Pro¢ ma sika tchajvansky tak hlubokou (starou) vnitini
fylogeografii? Pro¢ to neni v praci diskutovano? V tvodu prace je naopak napsano: ,Na
Tchaj-wan se tito sikové patrné dostali diky pevninskému mostu asi pred 40-10 tisici lety
(McCullough 2009)“. Podle Tab. IV ma sika tchajwansky pouze 3 haplotypy. Jak je mozné,
ze v datovaném strome ma 21 oddélenych terminala?

- datovany strom obsahuje pouze jednu sekvenci siky vietnamského. Pro€? (viz. dotaz pro¢
byly oddéleny analyzy vlastnich a prejatych sekvenci)

- Tab. IV geneticka variabilita- nalezena pro 180 pouzitych sekvenci? Jakych, ze ZOO nebo
Genbanku? Ktery strom pro cyt b predstavuje tuto diverzitu? Co je ,,obstojna“ diverzita?
Chybi srovnani s jinymi taxony.

-pouziti slova ,,0sobity” celkem 8x v textu (v napf. ,,0sobité linie sikd; osobitych vlastnosti
danych taxontl; mohou byt morfologicky velmi osobité; Miru osobitosti linii/taxont téZ udava
i jejich stafi* , atd. ), mi pfipada nevhodné, nekonkrétni, neodborné

-jakd je situace hybridizace sikil a jelena evropského v CR, p¥ipadné v dalSich zemi? Jaka je
mira hybridizace téchto dvou druhii? Jak se detekuji hybridi? Jak vypadaji?

Magisterska prace ma byt potencidlné publikovatelnou praci (dle instrukci pro oponenta), a to
v ptipad€ predlozené prace rozhodné nebylo splnéno. Prace také nesplnila zadani v ndzvu



prace. Prace je navic jiz predélanou druhou verzi. Praci jen velmi neochotné doporuduji
k obhajobé a o celkovém hodnoceni se rozhodnu az po zhlédnuti prezentace a diskuzi.
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Diplomova prace Adély Matéjkové je vénovdna fylogenetické revizi druhu Cervus nippon
zejména s ohledem na postaveni dvou ohroZenych poddruh( siky vietnamského (Cervus
nippon pseudaxis) a siky tchajwanského (C. n. taiounus) ve vztahu k jinym taxonim v rdmci
druhu Cervus nippon a zhodnoceni Cistoty evropského chovu obou taxonl na zakladé dvou
usekl mitochondridlni DNA (cytochrom b a D-loop).

BohuZel predloiena DP nesplnila mé ocCekavani, které bylo o to vétsi, ie se dané
problematice dlouhodobé vénuji. Musim konstatovat, Ze jiZ ndzev DP nebyl dobrou volbou -
je prili3 vagni a navic evokuje dojem, Ze sika je ohroZenym druhem, coZ plati jen pro nékteré
poddruhy v oblastech pfirozeného vyskytu, véetné dvou, kterym se autorka ve své préci
vénovala. Ndzev DP mohl byt konkrétnéjsi a mél dle mého nazoru zrcadlit zaméfeni na dva
zminéné poddruhy.

DP ma celkem 56 stran vietné 15 stran, které tvofi pfilohy. Souéasti je také nékolik
externich pfiloh, které jsou k ni pfilozeny na CD. Je napsana v ¢eském jazyce. V praci je vétsi
mnozstvi preklepl, zdvojenych slov, stylistickych chyb, jsou pouZity nevhodné terminy (napt.
diléi autofi, pistiva vokalizace, zoo zvifata) nebo nevhodné formulace napf.: ,populace jeleni
evropskych jsou sikou velmi vyznamné znehodnocovany” nebo ,sikové ochotné hybridizuji“,
atd. To bohuzel snizuje kvalitu i celkovy dojem z pFedlozené prace.

| kdyz celkové &lenéni DP odpovida poZzadavkiim na diplomové price, jednotlivé &&sti by
mély byt obsahové vice propracované. Studentka cituje v seznamu 63 literdrnich praci, coi
budi dojem dostatecné znalosti literatury a orientace v tématu, bohuZel tyto price nejsou
vhodné pouiity v textu (v Uvodu ani v diskuzi). Jen jako pfiklad uvedu nevhodné poufZiti nasi
prace Barancekova et al. (2012) ve vztahu ke $kodam, které sika plsobi v zemédélstvi a
lesnictvi a které tato prace rozhodné nefesi (tyké se plvodu sik introdukovanych do CR). Na
mnoha mistech zas naopak citace praci zcela chybi. Casté jsou i chyby v citacich napf.
Matsimoto et al. 2015 misto Matsumoto et al. 2015, Bo et al. 2006 misto Li et al. 2006 (Bo je
kfestni jméno), Ba et al. 2013 vs. 2015 atd. Casto pouZivana prace McCullough (2009) je ve
skute¢nosti kniha sloZend z kapitol, které napsali rizni autofi — studentka by méla spravné
citovat jednotlivé kapitoly a ne knihu jako celek a pokud ji tak cituje, tak spravny tvar je
McCullough et al. (2009), protoZe editofi jsou tfi.

Cile prace nejsou vhodné formulovény (viz text ,prvni cil by pfedstavoval”; nebo sekvence
dvou Useki mtDNA netvofi ,mitochondridlni profil“). Cile DP by mélybat jasn& definovany a
mél by byt jasny také pfinos DP k ji zndmym skute€nostem, které by mély byt rovné? vhodné
podchyceny v dvodu préace. Hlavné prvni &ast price, tedy analyza zaloZena vyhradné na
sekvencich staZenych z databaze GenBank byla jiZ nékolikrat publikovdna a z DP by mélo byt
ziejmé, proc se tedy tato analyza opakovala (napf. vyuZiti novéjsich Gdajii o datovani fosilii).

Velké vyhrady mém k popsané metodice DP. Chybi pfehledny popis ziskanych vzorki a
nemyslim tim dlouhé tabulky uvedené v pfilohach, ale tabulku, kterd by zpiehlednila ziskané
vzorky, aby bylo jasné kolik vzorkd od jednotlivych poddruhl bylo ziskano pripadné odkud.
V popisu metodiky je jen uvedeno ziskani 106 vzorku. Az po pracném séitani jednotlivych zvitat



v Piiloze 3 jsem se dovédéla, Ze studentka méla k dispozici 9 vzorkd siky vietnamského ze 4
riznych chovl a 97 vzorkd siky tchajwanského ze tii chovd, pri¢emi nejvic 69 vzorkd bylo
ziskano z chovu v parku Cornbury, pfitom tato lokalita neni mezi institucemi, kde se sika
tchajwansky chova uvedena (Pfiloha 1). Z prace se nic nedovime o téchto chovech a jejich
historii, pfitom tyto informace jsou pro samotnou praci mnohem vyznamnéjii neZ podrobné
popisy zbarveni &i jiné informace uvedené v Gvodu, které s tématem pFimo nesouvisi. Chybi
také alespori obecnéjsi uvod tykajici se vyznamu ex situ chovil pro ochranu druh.

Také metodika tykajici se ¢dsti analyzujici sekvence z GenBanku neni dostatecn& popsané —
chybi tabulka, kde by byly pouZité sekvence popsény pfipadné u nich byla uvedena zdrojova
prace - citace. Také neni popsdno, jak velké byly analyzované datasety — pocet haplotyp( a
délka sekvenci v bp (nap¥. zminéna sekvence AJ304501.1 je jen 402 bp dlouh4 a nejde tedy o
cely cyt b)

Velkou vytku mam k zbytecné rozsahlym a nepfehlednym- fylogenetickym stromim se
zbytetné velkym pottem téméf identickych nebo identickych haplotyp( (vypada to, Ze nejsou
pouZité haplotypy ale pfimo vzorky). Pro tiéely prace by bylo mnohem lepsipo prvotni analyze
vybrat haplotypy zastupujici jednotlivé mitochondrialni linie siki a s tim analyzovat vlastni
haplotypy siky tchajwanského a vietnamského. -Vysledky jsou celkové nepfehiledné, neni
uvedeno pfifazeni jedinch k haplotypim a skute¢né tapu, na zdkladé ceho byly spoditany
haplotypové diverzity v Tabulce 4. V praci chybi vysvétleni nékterych pouZitych zkratek (napf.
TMRC, HDP).

K praci méam nasledujici-dotazy:

1. Jaké jsou to ,konvenéni” poddruhy (str. 4)?

2. Zajimal by mne nazor studentky na to, jaké faktory mohou ovlivnit miru hybridizace sikdi
a jelend evropskych a také na popsané rozdily ve sméru kiizeni (laf sika x samec jelena
evropského vs. lafi jelena evropského x samec sika - v &em je zasadni rozdil mezi podminky
ve Velké Briténii a v CR?) : :

3. 1 kdyZ je prace vénovéna sikovi tchajwanskému, a to jesté ve smyslu ochranaiském,
v ivodu zcela chybi informace o probihajicim zéchranném programu tohoto druhu na
Tchaj-wanu. Jaka je soucasnd situace a vysledek reintrodukce?

4. Jak probihal sbér tkariovych vzorki ze ijicich jedincG? Kdo odbé&ry provadé!l? Jak probihal
sbér chlupovych vzorkd a jak jejich analyza? Dle mé zku$enosti DNA izolovana z téchto
vzorki byvé nekvalitni a analyzu je potfeba miﬁnimélné 1x opakovat (u mikrosatelitl se u
t&chto vzorkd béZné poudiva ,multi-tube approach”) Kolikrat byla zOpakovéna analyza u
problematickych vzorkd? '

5. Jak dlouhé sekvence byly analyzovany, kolik bp mély vysledné datasety pro cyt b a D-loop?

6. Jak je moZné, Ze se klastrovéni haplotypi cyt b a D-loopu u dvou jedinct liéi? Skuteéns je
podle autorky moinym dGvodem mitochondridlni- rekombinace, jak. je naznafeno
v diskuzi? Kolikrat byla analyza -obou markeri u téchto dvou jedincl zopakovana,
pfipadné zopakovana izolace DNA? )

7. Dochazi ke kfizeni mezi sikou a sambarem na Tchaj-wanu? Nemohlo by toto kiizen{
vysvétlit chybné klastrovani sekvence AJ304501.17 _ .

8. Jaké jsou hodnoty genetické vzdalenosti mezi jednotlivymi mitochondridlnimi liniemi sik
(tfiresp. S podskupin v rdmci kontinentalni Asie)? Jak taxonomické &lenéni pouZité v prici
Groves and Grubb (2011) koresponduje s vysledky této prace? K éemi se studentka
pFiklani v pfipadé obou cilovych taxond? A




9. Jsou ve fylogenetickych stromech zndzornéné skuteéné jen haplotypy nebo jde o
jedince/vzorky? Domnivdm se, Ze jde o druhou moZnost, co je metodicky $patné.

10. Do pozornosti bych dala studentce praci Matsumoto et al. 2015, ze které vyplyva, Ze
z Tchaj-wanu do Japonska byly v padesatych letech exportovani hybridi ze soukromych
chovil a to hybridi jak se sambarem tak s jelenem evropskym. Nedokazuji podobnou
zku3enost i vysledky autorky, tedy Ze do Velké Britanie mohli byt importovéni z Tchaj-
wanu kFiZenci nebo jejich potomci a proto tato zvifata nesou mitochondridlni DNA jelena
evropského? Jde o idedIni namét, ktery mohla studentka rozvést v diskuzi.

11. Z jakého datasetu autorka vychazela pfi uvddéni poctu haplotypd a haplotypové diverzity
Hd v tabulce 4, nelze spojovat sva a genbankové data, nejde o srovnatelny vzorek. Hd ma
smysl pocitat jen pro vlastni data a ziskané hodnoty pfipadné srovnat s publikovanymi
pracemi. Pokud jsou pocty haplotypl vypocitany na zdkladé toho, co je v souasnosti v
Genbanku, neni to spiSe zrcadlem intenzity vyzkumu v rliznych oblastech nebo u riiznych
poddruht neZ genetické diverzity u jednotlivych linii?

Celkové mam dojem, Ze studentka nezvladla danou problematiku a v mnoha mistech
~plave”. Z vlastni zkuSenosti vim, Ze taxonomie jelenovitych neni jednoduché a rGzni auto¥i se
mezi sebou lisi v nazoru co je druh/poddruh/linie atd., ale studentka si méla vybrat néktery
z pohledl a toho se drZet v rdmci své DP. Skute¢né nelze napsat ,,jsou to dva kriticky ohroZené
druhy” a hned zatim je v zavorce uvést latinsky jako poddruhy C. n. pseudaxis/taiouanus). Také
uZ dle nazvu DP bych ¢ekala, Ze se studentka bude vénovat i ochranaFské tématice a vyznamu
ex situ chovl pro ochranu druh(, ale tohle téma neni rozvedeno a naopak studentka zbyteéné
mnoho prostoru vénuje sloZité taxonomii druhu Cervus nippon, co? neni v souladu s ndzvem
ani cili DP.

Mé pocetné dotazy a pfipominky zrcadli celkovou Grover piedloZené prace. Studentka
oviem pii své prdci ziskala potfebné zkudenosti v molekulirné-genetické laboratofi a
zkudenosti pfi praci s programy pro analyzu mitochondridlnich dat. Zajimavou ¢&asti je
fylogeneticka analyza s datovanim (nejlepsi ¢ast celé price). Préci proto pies viechny vyse
~ zminéné nedostatky doporutuji k obhajob& a hodnotim stupném ,C, dobfe”. Vysledné
hodnoceni bude samoziejmé zaviset na schopnosti reagovat na vy$e zminéné dotazy i na
celkové obhajobé DP.

V Brné, 14. kvétna 2018 Mgr: 'r’/r:;;.'Kroj,ejro 3



