T THE CZECH ACADEMY OF SCIENCES
p o INSTITUTE O OF ANIMAL PHYSIOL.OGY AND
50’4 boratory of Mammalian Evolut Geneti
aboratory o dilnlmaiian cvoliutionar enetics
@ y Brno, Czech Republic y

From: Milos Macholan Tel.: 532 290 138 Fax: 541 212 988 E-mail: macholan@iach.cz

Posudek na diplomovou praci Bc. Barbory Kristkové ,,Kandidatni geny pro behavioralni
adaptace u tropickych a temperatnich ptaka“

Diplomova prace B. Kfistkové se zaméruje na dvé zadkladni otdzky. Tou prvni je srovnani variability
vybrané sady genu, zapojenych do cirkanualnich rytm(, a to u pévcl temperatni zény a u druh(
tropickych. Vychozim predpokladem je existence nizsi proménlivosti u temperatnich druh( v disledku
stabilizujici selekce, ktera vyladuje presné nacasovani migrace pévcu. Subjekty druhého srovnani byly
dva poddruhy hyla rudého, konkrétné populace Carpodacus e. erythrinus ze Sumavy a Ceskomoravské
vrchoviny a C. e. kubanensis z pohofi Pirin v Bulharsku, které se lisi migracnimi trasami. K tomuto tcelu
byla pouZita analyza 22 mikrosatelitovych lokusd doplnéna o baterii standardnich
populacnégenetickych testl. Zakladni premisy obou casti jsou jednoduché a pfimocaré: v prvnim

nez lokusy mimo né, ve druhém bychom méli o¢ekdavat existenci rozdild v privatnich alelach a
genetickou diferenciaci mezi poddruhy (v tomto pfipadé vyjadrenou indexem Fsr).

Vysledky prace nepotvrdily ani jednu z hypotéz, coz by nemélo byt na zadvadu. Souhlasim s panem
Skolitelem, Ze tim jsou pravdépodobné zajimavéjsi, nez kdyby jen potvrdily predchozi studie. Je ovsem
otazka, co ndm vlastné analyza mikrosatelitl mze fict. Pfedevsim se musim pfiznat k urcité skepsi vici
pouziti rychle mutujicich marker( ke zjistovani genetickych rozdil mezi geograficky vzdalenymi
populacemi, notabene bez blizsi znalosti zpUsobu, jakym vilastné mutuji (tj. bez znalosti konkrétniho
mutacniho modelu). Vysoka mutacni rychlost mize vést ke zvysené frekvenci vyskytu homoplastickych
alel (tj. alel identickych stavem, nikoli pdvodem). Tomu lze jisté predejit pouzitim lokusu s nizsi mutacni
rychlosti, uzndvam také, Ze ptaci maji prece jen vétsi disperzi (dispersal) nez drobni savci. Dalsi otazkou
je, do jaké miry je analyza mikrosatelit(i vhodna pro detekci selekce. Jednim z cil(i této prace bylo
feSeni otazky ,PUsobi na geny spojené s behavioralnimi adaptacemi stabilizujici selekce u temperatnich
druh( ptakd?”“. Prislo by mné logictéjsi se nejprve ptat, jestli na tyto geny vibec plsobi stabilizujici
selekce, lépe feceno, do jaké miry Ize tuto selekci pomoci mikrosatelit(i detekovat. Proto v praci
postradam srovnani ne temperatni vs. tropické druhy, ale kandidatni geny vs. zbytek. Na druhou stranu
jestlize jsou ,nekandidatni“ lokusy zatiZzeny vysokou homoplazii, potom jejich detekovana variabilita
mUze byt nizsi nez skutecna. (K tomu jesté poznamku: rozhodné bych v praci nepouzival termin
neutrdlni mikrosatelity — bud’ bych neutralni dal do uvozovek, nebo hned pfi prvi zmince vysvétlil, Ze
jde o terminus technicus; nevim, jakym zplGsobem byly tyto lokusy vybrany, ale teoreticky se mize stat,
Ze i ony jsou ve vazebné nerovnovaze s lokusy pod selekci.) Jinym problémem podobnych srovnani
mUZe byt fakt, Ze jednotlivé lokusy se nelisi jen tim, zda jsou ¢i nejsou pod selekci (pfipadné pod jakou),
ale budou se pravdépodobné lisit i mutacni rychlosti, pfipadné muta¢nim modelem, které nemusi
souviset s Urovni bazalniho metabolismu (hmotnosti, délkou Zivota atd.).
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Vyse zminény rozklad je vSak spis ndamétem k obecnéjsi diskusi a netyka se samotné prace B. Kfistkové.
Ta bezesporu odvedla spoustu prace, zvladla prislusnou metodiku a nastudovala penzum literatury (~
110 citacnich odkaz(). Na druhou stranu je vice neZ zfejmé, Ze autorka byla ve velkém casovém presu.
Svédci o tom vysoky pocet jazykovych chyb a dalsich formalnich nedostatkd (napf. kapitola Analyza
mikrosatelitovych lokus(, resp. jeji ndzev a prvni odstavec, se v praci objevuje dvakrat), nékteré pasaze
nebo legendy k obrazkdm (namatkou Obr. 1, Graf 11) by chtély Iépe nebo podrobnéji vysvétlit.
Srozumitelnosti by jisté prospélo i uvedeni explicitnich hypotéz nebo predikci v Cilech (tim spise, Ze jak
Skolitel sdéluje, hypotézy byly skuteéné predem formulovany). V vodu se michaji cirkadianni a
cirkanudlni rytmy, dlouho neni jasné, kterym z nich se prace vénuje. Na zmateni se podili i zarazeni
kapitoly o cirkadiannich rytmech, prestoZe dale jsou srovnavany geny podilejici se na cirkanudlnich
rytmech (pokud se na obou biorytmech podili stejné geny, mélo by to byt jasné napsano). Obcas jsem
byl na pochybach, do jaké miry jde o formulacni nepresnosti a do jaké autorka zcela neporozuméla
podstaté toho, o cem piSe. Alespor tak na mé pUsobi napf. pasaz na str. 13 pojednavajici o alelach
genl a mikrosatelit(l. Podobné program Structure neprovadi,,admixture” analyzu (i kdyZ tuto moznost
mUzZeme v programu zadat): jeho primarni funkci je pfifazovat jednotlivé vzorky (jedince) do predem
definovaného poctu skupin (klastr() tak, aby Hardyho-Weinbergova nerovnovaha a rozdily ve
frekvencich alel uvnitt téchto klastr byly minimalni. Volbu ,admixture” vyuZijeme tehdy, jestlize
mame divod se domnivat, Ze mezi klastry (,,populacemi”) existuje genovy tok. Diskuse pak pohtichu

z velké ¢asti opakuje vysledky.

Posledni poznamka se tyka vyslednych hodnot Fsr mezi populacemi/poddruhy hyla rudého. Na str. 54
autorka fika: ,,Fst hodnota u neutralnich mikrosatelit byla sice nizka, ale priakazné se lisila od nuly (p <
0,05).“ O 3 strany dal uz ovsem konstatuje, Ze: ,,... tyto dvé populace se geneticky signifikantné nelisi
ani na lokusech kandidatnich gend, ani na lokusech neutrdlnich mikrosatelitd.” Tady je zfejmy rozpor
v hodnoceni vysledkd. Abych véc jesté zkomplikoval: podle udajd v Tab. 14 by méla byt pravdiva prvné
uvedenad véta na str. 54. Ja si ovSem myslim, Ze (a) ta signifikance u NM lokusU je dana Cisté tim, Ze jich
bylo 17 (kdyZ se podivame na vlastni hodnoty Fsr, tak u genu CLOCK je skoro 2,5x vyssi nez u NM); a (b)
protoze téch parovych srovnani bylo testovano vic, méla by se pouZzit Bonferroniho korekce, po které
by i rozdil u NM lokust byl nesignifikantni. Proto je dle mého nazoru bliz skute¢nosti tvrzeni na str. 57.

K préci bych mél jen dvé drobné otazky:

1. Proc¢ vybran gen SERT, kdyZ se nepodili na biorytmech? Na chovani se podili spousta gen, tak pro¢
zrovna tento?

2. Cim si autorka vysvétluje rozdil vysledkd Structure na zakladé lokust v kandidatnich genech (Graf 15)
a lokusli mimo né (Graf 17)? VSechno, co nam Graf 17 fik3, je to, Ze kdyZ programu zadame pocet
klastrli K = 2, oba poddruhy obsahuji zhruba stejny podil jedinct obou klastrd. Ma to néjakou
biologickou relevanci? Je skoda, Ze autorka nezvysila K, mozna bychom se o populacni strukture obou
poddruh(l dozvédéli o néco vic.

Abych to celé néjak shrnul. Nebudu tvrdit, Ze diplomova prdce B. Kfistkové je brilantni védeckou praci
nebo klenotem narodniho pisemnictvi. Na druhou stranu ale musim zopakovat, Ze dostatec¢né zvladla
metodiku pfislusnych laboratornich technik, a pfedevsim pro ni ne zcela zndmou oblast



populacnégenetickych matematickych analyz. Odvedla velky kus prace pfi studiu literatury, s pipetou
v ruce i pred displejem pocitace. JestliZe Ize na tuto praci nahlizet jako na pilotni, pak se tésim na dalsi

vysledky. Diplomovou praci doporucuji k obhajobé.

V Brné 9.9. 2019

prof. Milos Macholan, CSc.



