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Véc: Oponentsky posudek na diplomovou praci

Diplomové prace Bc. Pavliny KoCové se zabyva populaéni analyzou tasemnice Ligula intestinalis pomoci ddRAD
sekvenovani. Duraz je kladen na identifikaci evolucnich sil zodpovédnych za diferenciaci populaci této tasemnice,
jmenovité se autorka zaméruje na adaptaci a izolaci vzdalenosti, coz je v soucasné evoluéni genetice velmi aktudlini
téma.

Standardné ¢lenéna prace ma celkem 52 stran véetné 11 obrazki a 9 tabulek v hlavnim textu a 5 obrazka a 1
tabulky v pfiloze. V Givodu autorka predstavuje modely speciace, markery pouZivané pfi jejich studiu a modelovy
organismus L. intestinalis. Pfehlednosti textu by prospélo zjednoduseni terminologie napf. dle prace Smadja a Butlin
(2011, Mol Ecol 20, 5123-5140), ktera speciaci sympatrickou, ekologickou i adaptivni zahrnuje pod jednotny termin
speciace za pritomnosti genového toku (,speciation with gene flow”). Vtéto ¢asti bych uvital vice prikladd
demonstrujicich adaptace a vznik druht u parazitl. Nevim, jak relevantni jsou pfiklady speciace herbivorniho hmyzu.
U toho se napriklad dle jedné hypotézy predpoklada, Ze adaptaci na nového hostitele musi pfedchéazet rozireni
hostitelského spektra (,,oscillation hypothesis“; Janz et al. 2006, BMC Evol Biol 6, 4). Nasla by tato hypotéza néjakou
podporu u parazitG? Daldi véc, ktera mé zaujala je ndhodna fragmentace DNA pomoci specifického Stépeni
restriktazami (str. 5). Provadi se fragmentace Uplna nebo ¢astecna?

Motivace a cile prace jsou jasné. Metody jsou pomérné detailni s nékolika nedostatky a nejasnostmi. Slozeni
polymerazové retézové reakce neuvadi koncentrace sloZzek. Michani knihoven asi nepredchazela , velikostni separace
jedincu“ jak je uvedeno na str. 11. Pro¢ neni velikostni selekce fragment( DNA provadéna pomoci pouzitych AMPure
XP beads ale na pfistroji Pippin prep? Byly knihovny ekvimolarné michény ze viech 8 PCR replik? Neni mi jasné, jak je
v kap. 3.2.2 definovana populace a lokus. Odpovida lokus RAD alele?

Vysledky jsou jasné popsany a doloZeny obrazovou dokumentaci a tabulkami. BohuZel na nékolik tabulek
chybi odkazy v textu (Tab. 2, 4 a 6). Autorka uvadi, Zze ,reverse” sekvence mély horsi kvalitu, coZ je pomérné bézné.
M3 tedy cenu provadét RAD sekvenovani v rezimu ,pair-end”, kdyzZ se ,reverse” cteni nepouzivaji? Sekvenacni data
z nékolika lokalit smichana do dvou knihoven (L2 a L3) méla nizsi kvalitu, jak autorka uvadi v diskuzi, patrné kvali stari
a mozné degradaci DNA vzorku a nebyla tedy pouzita. Byla kvalita DNA pred analyzou kontrolovana a nemély by byt
vzorky michany do knihoven ,ndhodné“? Jak to, Ze je pocet ziskanych lokust v Tab. 3 vy38i neZ pocet sekvenci
uvedeny v Tab. 2? Podle ¢eho jsou fazeny vzorky v Tab. 5?

Diskuze je zajimava a dukladné napsana. Nasel jsem v ni mnoho otdzek, které mé v pribéhu cteni napadly a
na nékteré z nich i rozumné odpovédi. Jen na str. 38 je popis hledani lokust pod selekci pfilis detailni a opakuje
vysledky. K této kapitole mé napadd, zda by nemélo pfi analyze populacni struktury parazitG ryb smysl seskupovat
lokality dle povodi? Nepomohlo by to napfiklad vysvétlit rozdil mezi etiopskou populaci a zbytkem Afriky?

Celkové povazuji praci za velmi zdafilou. Celkovy dojem bohuzZel kazi vétsi mnoZstvi drobnych chyb a preklep.
| pres vy3e uvedené prace bez pochyby splfiuje naroky kladené na tento typ kvalifikacnich praci na Pfirodovédecké
fakulté JU, a proto ji doporucuji k Gspésné obhajobé.

V Leviné dne 18. 5. 2018 Dr. Petr . Ph.D.
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Oponentsky posudek diplomové prace

Autor: Bc. Pavlina Kocova

Nazev: Populaéné-genomicka analyza generalistického parazita — tasemnice Ligula intestinalis

Magisterska prace navazuje na pfedchozi bakalafskou studii autorky (Geneticka struktura
populaci tasemnice Ligula intestinalis), tentokrat s vyuZitim novych genomovych markerd, a to sice
ddRADseq, a nového studijniho materialu z Oregonu a Afriky. Prace je po slohové strance dobfe
vypracovana a s minimem pfeklep(, coz oceriuji. Cile prace jsou jasné stanoveny, stejné tak jako
pouZita metodika a nasledné zpracovani dat.

V uvodu se autorka zabyva riznymi typy adaptaci, speciaci a diferenciaci, které vedou
k vyvoji novych populagnich patternt a nasledné i k vy¢lenéni novych linii a druh(l. Posledni ¢ast
uvodu se soustfedi na popis L. intestinalis a studie vyuZivajici tohoto parazita jako modelovy
organismus v rGznych kontextech. VSechny kapitoly jsou pomérmé struéné a v nékterych ohledech
by jim prospélo pfidani informaci napf. uvedeni typd RADseq metody a trochu podrobnéj§i popis
metody samotné nebo vazby modelového organismu a jeho rybiho mezihostele, ktery je, jak
autorka uvadi, dilezity pro vznik adaptaci u L. intestinalis.

Cast “Material a metodika“ popisuje pouZité laboratorni a bioinformatické metody k ziskani
a zpracovani dat. Pomérné velka Cast se, z pochopitelnych dlvod(, soustfedi na zpracovani dat
ziskanych z RADseq. Nicméné, autorka by méla stejnou pozornost vénovat i ostatnim
podkapitolam. BohuZel, se mi nikde v textu nepodafilo najit jak sekvence primert pro amplifikaci
COl a COB geny, tak program pro termocycler nebo praci, ze které byly tyto Udaje prevzaty. Stejné
je tomu i u Udaju o délce sekvenci téchto dvou gend. S pfihlédnutim k tomu, Ze mitochondrialni
geny byly pouzity k po€ateéni identifikaci mitochondrialnich linii L. intestinalis, si myslim, Ze je to
informace celkem podstatna. Podkapitola zabyvajici se genomovymi analyzami upfesiuje vybér
pouzitych programi a velice podrobné popisuje nastaveni a vyuziti jednotlivych parametrd.
Autorka také rozdélila finalni dataset na nékolik variant (4) pro lepSi porozuméni populacni
strukture. Kladné hodnotim predevsim redukci poctu vzorkd v kladu A, &¢imz se minimalizovalo
riziko zkresleni vysledkd analyz.

Otazky:

° Jakym zpusobem by studentka hledala vhodné restriktazy pro L. intestinalis, pokud by a)
méla, b) neméla k dispozici referenéni genom?
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« Cim by se metoda pFipravy knihoven vylepsila/zhorsila, kdyby se sloudily prvni dva kroky
restrikce a ligace do jednoho?

o Z jakého dlvodu byly sekvence COl a COB konkatenovany?

°  Pro¢ byl pocet vzorkd v kladu A redukovan pravé na 207?

Kapitola “Vysledky" se sklada ze &ty ¢asti — fylogenetické hodnoceni mitochondrialnich
dat, kvalita a vybér sekvenci z RADseq a nasledujici dvé podkapitoly se zabyvaji globalni a lokalni
diverzitou populaci L. intestinalis. Razeni podkapitol logicky koresponduje s &lenénim kapitoly
“Material a metodika”. Autorka zpracovavala data nékolika zplsoby a ziskané vysledky prezentuje
struéné a vystizné. Pri hodnoceni RADseq dat autorka vylouéila vzorky obsazené ve dvou
knihovnach kvali nizké poctu a kvalité sekvenci, ¢imz sice sniZila mnozZstvi vzork( ve finalnim
datasetu, ale zabranila tim zkresleni vyslednych dat a vysledkd. Provedené typy analyz RADseq
dat jsou vhodné zvoleny (Fst analyza, Admixture klastrovaci analyza, PCAdapt a
FineRADstructure) a dobfe zodpovidaji polozené otazky. Studentka byla schopna na zakladé
téchto vysledkd odhalit a objasnit strukturu populaci L. intestinalis s vy3Si rozliSenim nez dosud
nabizela mitochondrialni a mikrosatelitni data, to konkrétné vnitini ¢leni populaci nejen podle
geografického plvodu, ale i podle druhu mezihostitele. Nicméné grafické zpracovani vysledku je
obcas trochu neprehledné, napf. pozice kofene fylogenetického stromu, u Obr. 8 A bych uvitala
oznaceni lokalit a vyznaceni diskutovaného vzorku CZ79Ab_Rim tfeba hvézdickou, k vysledkim
FineRADstructure by bylo dobré pfidat listu s lokalitami na obé osy k vylepSeni orientace.

Otazky:

o Jak si autorka vysvétluje, Ze vzorky z Etiopie vytvofili samostatnou skupinu a neklastrovali
s geograficky nejpfibuznéjsimi vzorky z Keni?

e Je &lenéni populaci L. intestinalis podle rybiho mezihostitele vysiedkem IBA nebo IBD?

Stejné jako predchozi kapitola, tak i kapitoly v “Diskusi’ maji evidentni navaznost na
vysledky. Autorka zahrnuje vysledky ziskané z mitochondridlnich dat, kdy byly zjistény nové linie
pro africké vzorky i hypotézy, které mohly vést k tomuto ¢lenéni. V praci je i zahrnuta podkapitola
zabyvajici se metodickymi pfekazkami pfi pfipravé RADseq knihoven, coZ povazuji za pfihodné a
pfinosné shrnuti. Nasledujici dvé kapitoly se soustfedi na globalni a lokalni diverzitu populaci, kdy
byla v obou pfipadech zjidténa silna vazba na geograficky puvod vzorku a druh mezihostitele. Cela
prace je pak zakoncCena relevantnim shrnutim vSech ziskanych poznatk(l spoleéné s ndavrhem
budouci perspektivy tématu.

Otazky:
e Jaka je nejvétsi technologické prekazka pfi pfipravé RADseq knihoven?

* Pro¢ jsou RADseq data vhodnéjSi pro odhalovani vnitfni populaéni struktury nez
mikrosatelitni data? A nebylo by v tomto pfipadé lep$i vyuzivat rovnou celé genomy?
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PredloZzena prace ma uceleny charakter, je jasné formulovdna a nové nabyté vysledky
prohlubuji poznani o vnitini diverzifikaci populaci L. intestinalis. Jako velké plus této studie vidim,
Ze autorka v prib&hu magisterského studia prokazala velkou snahu zvladnout rtizné aspekty
védecké cinnosti. Seznamila se jak s praci vterénu pfi sbéru vzorkl, tak jejich zpracovani
v laboratofi a to za pouziti rutinnich i velmi pokrocilych metod, a dale ziskala i zkuSenosti ve
statistickém hodnoceni dat. | pfes uvedenou kritiku nékterych pasazi, se domnivam, Ze prace
splfiuje vSechny podminky kladené na diplomovou préci, a proto ji doporuéuji k obhajobé, pficemz
vysledné hodnoceni vyjadiim aZ po obhajobé.

Vv ¢. Budgjovicich, 15. Kvétna 2018 M A u\\ \{\“ »v\ N
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