Posudek Diplomové prace Be. Michala Rindose
»Molekularni fylogeneze a historicka biogeografie lisajovitych rodu
Agrius (Lepidoptera: Sphingidae)*

Vypracoval Mgr. Oldfich Ri¢an, Ph.D.

Uvod prace je sepsan &tivé, srozumitelng, stejné tak metody, se zbytkem prace uz je to
mnohem hor$i. Nekteré kapitoly mohly byt zcela vynechany nebo velmi zredukovany (kap.
1.2. Fylogeneze lisajovitych, ktera se prace vlastné vibec nedotyka; kap. 1.3. Biogeografie
liSajovitych méla byt zaostiena pouze nebo vice na studovany rod; kap. 3.2. Izolace DNA je
zbyte¢né detailni — vSe se prosté d€lo podle standardniho protokolu; kap. 3.4. Elektroforéza
opét mohla byt obslouzena jednou vétou).

Metody jsou vpodstaté popsané dostatenym zptisobem co do délky a zplisobu popisu, ale uz
ne co do obsahu.
(1) Pii PCR bylo ve vSech pfipadech pouzito 40 cykld. Pro¢ tomu tak bylo, je si autorka
vé€doma tohoto uskali a rizika? (... stejny dotaz jako nedavno (uz jsou to 2 roky ?) na kolegyni
MareSovou)
(2) U tvorby datované fylogeneze (BEAST) neni nidky uvedeno jakym zbisobem bylo
naloZeno s analyzou jednotlivych markert (opét stejny dotaz jako na k. MareSovou ... (?)
(3) Byla provedena analyza potenciadlnich konflikti mezi mitochondridlnim a jadernym
fylogenetickym signalem? (opét viz k. Mare$ova ... ?)

~ (4) (BEAUTI/BEAST) Pro¢ byl pouzit model striktnich molekularnich hodin?
(5) (BEAUTI/BEAST) ,,Mimo kalibrace uzli byly vSechny ostatni ,.hodnoty“ ponechany
v prednastavené podobé*. Co priors, vSechny nemohli byt ponéchany pfednastavené?

~ (6) (BEAUTI/BEAST) U kalibraénich uzlt nejsou uvedeny konfidenéni intervaly a vypada to
Ze ani do analyzy nevstupovaly? Jak pfesné byly kalibrace zadany v BEAUTI?
(7) (BioGeoBears) Jak byly defonovany hranice oblasti (str. 17), kde jsou napf. v analyzach
hranice Severni, Stfedni a Jizni Ameriky, kde je hranice Afriky? Pro¢ tyhle oblasti a ne néjaké
adjustované marko-ekoregiony ? Bylo néco takového zkouSeno?

- (8) (BioGeoBears) Pro¢ byla pouzita pouze DEC analyza?

Drobné dotazy (pfipominky):
e Co znamena ,.,amplifikovat pouzitelny vysledek*? (str. 14)
e (Co je hlavnim tkonem provadénym v Geneiousu (ja to vim, jen Ze v praci se to
nepise)? (str. 16)

Vysledky jsou jednozna¢né nejslabsi kapitolou prace, Jsou chaotické, téméf neorientovatelné
(napf. chybi odkazy na zrovna popisované obrazky, preskakuje se bez ozndmeni
z fylogeneze/biogeografie rodu na fylogeografii druhti), a velmi &asto zcela Spatné
interpretované. Legendy obrazkii jsou zcela nedostate¢né. VétSina kladogrami je zcela
necitelnych a neposkytuje potfebné informace.
Kap. 4.1. Fylogeneze r. Agrius a obr. 10
(1) Kazdy druh byl v analyze reprezentovan jednim jedincem?
- (2) V obr. 10 chybi:

e Podpory uzlt;

e Pravdépodobnosti rekonstrukce biogeo na uzlech;

e Konfidenéni intervaly datovani uzli;

e Legenda oblasti a mapa s hranicemi;




~ (3) Pro¢ mé stejny ancestralni areal na tfech bazalnich uzlech vzdy jinou barvu?
~ (4) Byly aredly outgroupti zahrnuty to biogeografické analyzy?
= (5) Jak to, Ze jsou oba kalibrované uzly starsi nez je jejich kalibraéni ¢as?
= (6) Jak to, Ze je strom vpodstaté vikarian¢ni, i kdyz byl pouzit DEC model?
~(7) Jak to, ze v celém textu prace neni ani jednou o vikarianci, kterd vysla, Zddna zminka a je
misto toho argumentovano, Ze v této analyze vysly dalkové disperze (¢i dokonce migrace?).
~(8) Jak je mozné, Ze Indie je rekonstruovana u uzlu spojujiciho druhy sp., convolvuli, godarti
a rothshildi?
(9) Jak byly vlastné arealy druhi pro biogeo analyzu do analyzy zakédovany?
(10) Je strom zkonstruovan z obou genti (neni to nikde v legend€ ani v textu vysledkl), jak
bylo naloZeno s obéma geny? (viz otazka u metod).
(11) Nesrovnalosti s datovanim mezi textem a obr. 10:
e Text uvadi 6.9 Ma pro odstépeni piedka convolvuli, obr. 10 ukazuje ca 7.5 Ma;
,»lento pfedek se pak rozstépil na dva samostatné druhy pied 1.7 Ma“ — Nic takového
na obr. 10 neni, tam je néco pfes SMa;
... »4. convolvuli je parafyleticky* — Nic takového na obr. 10;
... »prvni [vyspecioval?] 4. godarti pied asi 1.3 Ma” — Nic takového na obr. 10 neni, je
tam ca 5 Ma;
e ... A rotshildi, “ktery recentné vzniknul na Nové Kaledonii” — nic takového na obr. 10
neni, opét je tam 5 Ma;
... »,0d3te€pil 4. luctifera pied ca. 3.4 Ma —na obr. 10 je 4 Ma.
.. »A. cingulata se odstépuje pfe ca 2.5 Ma — na obr. 10 je cingulata sestersky
luctifera a uzel je 4 Ma.

Kap. 4.2. Historicka biogeografie r. Agrius (také obr. 10 (?))

(1) ,,Stary svét byl zfejmée kolonizovén z Afriky, a to pted ca. 5.7 Ma“ — obr. 10 nic takového
neukazuje, je tam naopak vikariance ze Sirokého aredlu, ktera se ale netyka specificky jen
Afriky.

(2) ,.Z Austrélie, ...byla kolonizovéna i Indonésie a pfes ni opakované Ocednie” — nic
takového na obr. 10 neni, obr. 14 je necitelny, navic se v ndzvu kapitoly mluvi o biogeo rodu,
obr. 14 je fylogeo 4. convolvuli — chaos nad chaos.

(3) Pokra¢uje mnoho koloniza¢nich ,,vysledkii“, nic z nich ale neni na obr. 10, a obr. 13-14
neobsahuji Zddnou biogeo analyzu. Stejné ale neni poznat, o ¢em se zrovna v této kapitole
piSe (o biogeo rodu?, o fylogeo jednotilivych druhti“?, kdy o kterém? — prosté€ chybi struktura
a odkazy na obrazky).

(4) ,,Vysledek v obr. 10 naznacuje Ze ptredek r. Agrius byl pravdépodobné zdatnym letcem se
schopnosti dalkovych disperzi a tedy i kolonizace vzdalenych kontinenti“ — NIC takového
obr. 10 neukazuje, znovu opakuji, Ze ukazuje vikariance (samozZejmé extrémé podezielé
z mnoha divodu).

Kap. 4.3. Vnitrodruhova diverzita A. convolvuli

(1) ,,dva (haplotypy?) byly vyhodnocené jako nevyhovujici“ — jak?, na zaklad¢ ¢eho?

(2) Vidbec jsem nepochopil divod ani provedeni ani vysledek ,.klastrované“ TCS, zfejmé ani
autor, nebot’ (u obou obréazki) je v textu popisovan pouze vysledek klasické TCS.

Diskuse

»~Hlavnim cilem bylo sestavit fylogenezi (fo se moc nepovedlo, nebo Ilépe Feceno to neni
mozné posoudit — viz mnoho bodii vyse) a pokusit se rekonstruovat ancestralni distribuci lisaji
rodu Agrius (ano, u pokusu to zistalo).*




Nema moc cenu rozebirat Diskusi vzhledem k charakteru vysledki ... opakuji se interpretace,
které na obrazcich vysledki prosté nejsou.

Zavér (prace)

»Molekularni fylogeneze a biogeografie prezentovana v této praci oziejmuje historii liSaji
rodu Agrius (NE), fylogenetické vztahy mezi druhy.“ (TEZKO POSOUDIT - vysledky to
neumoziuji) a jejich rychlou expanzi napfi¢ starym a novym svétem (na rodové urovni NE,
na druhové urovni obr. necitelné, chybi biogeo analyzy)

»~Rekonstrukci hist. biogeo pfedkladana prace osvétluje disperzni schopnosti pfedka (NE) a
poukazuje na fakt, Ze migrujici druhy jsou star$i [nez endemitni].” (NE — jsou v obr. 10 2x
sesterské, Cili stejné staré — to ale navic mluvime pouze o liniich onéch druht, ne o druzich
samotnych — viz. napf str. 31, kde se piSe, Ze druh vznikl pfed 6.9 Ma — nic takového, to je
pouze datum oddéleni jeho linie od linie nejblizs§iho v analyze zahrnutého druhu)

Zavér (oponenta)

Préci doporucuji k obhajobé, ale bohuzel pro chyby v analyzach, interpretaci jejich vysledki a
v podstaté diky tomu nesplnéni cili musim navrhnout hodnoceni stupném dobte. O¢ekavam,
Ze mnohé se snad vyjasni pfi obhajobé.

V C. Budgjovicich, 19. kvétna 2017 Mgr. Oldfich Ri¢an, Ph.D.
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Oponentsky posudok na diplomovu pracu

Nazov prace: ~ Molekularni fylogenéze a historicka biogeografie lisajovitych
rodu Agrius (Lepidoptera: Sphingidae)
Diplomant: Bc. Michal Rindos

Prirodovédecka fakulta
Jiho&eska univerzita v Ceskych Budéjovicich
Skolitel* RNDr. Zdenék Faltynek Fric, Ph.D.

Oponent: Mgr. Peter Karuch, PhD.
Odd. ekolégie Zivoéichov, Ustav ekoldgie lesa SAV, Zvolen

PredloZena (slovensky a niekde ceskoslovensky ;-) pisana) diplomova praca je vysledkom
molekularneho vyskumu fylogenézy, biogeografie ale aj ekologie skupiny motylov, pre ktoré
je charakteristicky rychly/vykonny let, pricom niektoré druhy migruji na vzdialenost aj
vySe 1000 km a zaujimava ko-evolicia zmyslov a spravania s ich hlavnymi noénymi
predatormi. Tieto vlastnosti z nich robia nesporne atraktivny objekt evolu¢ného badania.
Praca je clenena do Standardnych kapitol a diplomant pri jej pisani vychadzala tiez z
poznatkov publikovanych v cca 80 recentnych a/alebo historicky zasadnych zdrojoch
svetovej literatiry. Jedna sa teda o $standardnu diplomovi pracu, ktora ako rozsahom,
tak i formou ahlavne kvalitou povodnych poznatkov v plnej miere vyhovuje
sicasnym poziadavkam pre takyto typ prac v danom studijnom odbore.

Michal Rindo$ uz v tvode prace dokazuje jeho velmi dobry prehlad v Studovanej
problematike. Jednak ¢o sa tyka fylogenetickych rekonstrukcii ale tieZ samotnej zoologickej
systematiky studovanej skupiny. Diplomant vo svojej praci prezentuje velké mnoZstvom
zozbieranych genetickych udajov zo styroch druhov motylov vybraného rodu Agrius, ¢o je
na jednej strane chvalyhodné, na druhej strane je medzi jednotlivymi druhmi velké rozdiely
v pocte vzoriek. Mozno by stacilo preto sustredif prostriedky iba na posledny z troch
definovanych cielov a teda zamerat sa len na detailnejsiu fylogeograficki analyzu A.
convolvuli (kde je aj najviac idajov) a osobitne v stvislosti s jeho migraénym spravanim. K
praci nemam Ziadne dalSie zasadné pripomienky a preto v nasledujicej ¢asti by som chcel
upozornif iba na niekolko drobnych nedostatkov, ktoré som v praci nasiel, pripadne by som
si dovolil polozit par otazok ¢i navrhnit mozné upravy, ktoré by sa mohli hodit pri
zostavovani publikacie, ktora predpokladam bude koneénym vystupom Michalovej prace.

' X Ciel ¢. 3 - Potrebné $pecifikovat akej irovne vnuitro-druhovych rozdielov sa analyza

ma tykat.

1/3




e

Kap. 3.3. resp. 3.5. — Nie je uvedena dizka fragmentov (bp), ktoré sa amplifikovali,
resp. na aku dizku boli orezané pre analyzy.

Kap. 3.3. - Nerozumiem aka prva cast génu COL Bola potom sekvenovana aj druha
cast a nejako sa spajali do jednej sekvencie?

Kap. 3.3. - Standardne sa uvadza PCR recept vo finalnych koncentraciach a nie v
objemoch.

Kap. 3.3. — Aka bola koncentracia genomickej DNA v ng/uL? Bola nejaka variabilita
v kvalite extrahovanej DNA ramci veku suchych vzoriek?.

Tab. 1 - Preco je viadevéast »1? Pri charakteristike primijnerov by bol asi prakticky
nejaky ilustra¢ny obrazok, ktoré ¢asti COI sa danymi primermi amplifikovali.

Kap. 3.4. - Farbivo SYBR Green sa pouziva na morenie agarézového gélu a teda na
vizualizaciu DNA pod UV spektrom. Do gélu sa naklada PCR produkt zmiesany s
dalsim farbivom aby bolo vidiet ¢i sa ulozil dobre do jamky.

Kap. 3.5. - Akym algoritmom sa robil alignment sekvencii?

Kap. 3.6.4. resp. 4.4. - Pri parametroch diverzity by bolo dobré pouZit nejaké
rarefaction na kontrolu rozdielnej velkosti vzoriek vo vybranych geografickych
oblastiach.

Kap. 4. prvy ods. - Toto je nejasné. Ak bolo 323 sekvencii, tak ¢o sa dalej
amplifikovalo? Prvy tsek génu COI a kde je druhy usek? Vsetky sekvencie prvého
useku COI boli skratené a upravené na 688 bp? Akej dizky bp bol fragment Wingless
génu?

Kap 4.1. a 4.2. - Zd4 sa mi malo pravdepodobné, Zeby parafyleticky vysledok mohla
sposobit kontaminacia DNA behom izolacie. MoZe byt kontaminované hoci¢im...
Aky bol relativny rozdiel sekvencii?

Obr. 9 - Hodila by sa legenda aby sa nemuselo dedukovat ktorym druhom, ktoré
symboly asi patria.

Obr. 10 - Co je to za vzorku , AU sp“?

Kap. 4.3. - Skuto¢ne sa moZno domnievat, Ze migra¢né spravanie je haplotypovo
$pecifické? Nebude dany vysledok spdsobeny len tym, Ze dany haplotyp je
dominantny a tym padom bol Castejsie evidovany v Eurépe? Podla prilohy 1 je
Hap 06 aj v Azii a inde. Existuji podobné priklady takychto vyznamnych
behavioralnych rozdielov determinovanych podla haplotypu aj u inych druhov?

Obr. 11 a 12 - V tychto obrazkoch nevidim oznaéenie haplotypov ako v prilohe 1.
Namiesto tychto prezentovanych haplotypovych sieti by bolo lepsie zobrazenie
distribicie a frekvencie haplotypov na geografickom podklade v mape. Toto by
vyrazne sprehladnilo prezentovanu informaciu. Rozsiahle tabulkové prilohy su Zzial
dost neprehladné.

Kap. 4.4. - Existuje pri genetickej diferenciacii geografickych oblasti nejaké korelacia
s ich vzdjomnou vzdialenostou alebo zavislost od stupria izolacie ¢i rozlohy
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vzorkovaného tzemia? Pri analyze molekularnej variancie by bolo vhodnejsie pouzit
priestorovit SAMOVA, kde st zohladnené aj geografické koordinaty populacii.

X Kap. 5. — Asi by som nezacinal diskusiu opakovanim vysledkov ale by som v prvom
odseku zosumarizoval najhlavnejsie zistenia, ktoré sa nasledne budu diskutovat.

X Kap. 5.1. a 5.2. — Porovnavanie s uvadzanymi dvoma druhmi vtakov (mixovanie inak
len s motyImi) asi nie je celkom vhodné. Navyse st aj lepsie priklady migrantov ako
drozdy.

Vyssie uvedené poznamky a otazky neznizuju Uroven predloZenej diplomovej prace
a preto si dovolim konstatovat, Ze je kvalitnym prispevkom v danej problematike. Ziskané
udaje st dostatocné pre vyvodenie prezentovanych zaverov. Michal Rindo$ preukazal
schopnost odborne pracovat pod vedenim svojho skolitela. Pracu preto odporucam
k obhajobe a navrhujem hodnotenie "vyborne".

Vo Zvolene, 20. 5. 2017
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