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Posudek magisterské prace Martina TéSického ,, Trans-species polymorphism in
selected innate immunity genes in tits (Paridae family)“.

Obhajovana prace se zabyva velmi aktudlnim tématem evoluce imunitnich gent v populacich volné
Zijicich zvitat. Uvod prace je velmi dobfe a podrobné proveden, autor piiblizuje téma od
komplexnich ekologicko-evolu¢nich hypotéz, pies molekuldrni Giroven fungovani imunitni
odpoveédi v buiice, po popis modelového organismu - sykorek celedi Paridae. V tivodu se zjevné
autor mohl opfit jiz o vlastni publikaci (T¢€Sicky a Vinkler, 2015), coZ neni u studenti tohoto stupné
urcité bézné a ukazuje to na velmi dobré autorské schopnosti. Text anglicky psané prace je téméef
bez chyb. I kdyz obcasné pteklepy, chyby v citacich zpisobené Spatnym formatovanim, nebo

vzéacné 1 formulacni nejasnosti by se nasly, Zadné z nich nejsou na prekazku porozuméni textu.

Komplexitu zvoleného tématu prace demonstruje fakt, ze téméi kazda hypotéza o formovani ¢i
udrzovani diverzity imunitnich gent si s postupem ¢asu naléza empirickou oporu. Posléze neni
jednoduché nalézt vhodny model, ktery umozni od sebe odlisit relativni vliv jednotlivych faktort.
Autor si k prozkoumani tématu mezidruhového sdileni (trans-species polymorfismu, TSP) TLR
imunitnich gent vybral modelovou skupinu s pomérné komplikovanou ale na druhou stranu dobie
prozkoumanou evoluéni historii. Autor aplikoval velmi pokrocilé metody sekvenovani na Illumina
platformé pomoci multiplexti genii a jedinc, 1 pokroc¢ilé metody analyzy dat. Byt jak je uvedeno

v podékovani, nékteré postupy byly provedeny spolupracovniky, rozsah praci provedenych autorem
a rozpéti osvojenych metod je spiSe na urovni doktorandskych diplomant.

Vedle analyzy divergence TLR a neutralnich lokusi a jejich sdileni mezi riznymi druhy, se autor
pustil i do hledani aminokyselin podléhajicich selekci a do odhadu miry konzervativnosti ¢i
proménlivosti jednotlivych pozic v evolu¢ni historii.

Analyzy historické migrace a zmén velikosti populaci zalozené na neutralnich lokusech pak mély
poskytnout informace o mife introgrese jako jednoho z moznych zdroji TSP. Tyto analyzy jsou
velmi narocné na dostatek informativnich lokust. S nariistem porovnavanych parti druhti nebo
populaci strmé roste i pocet odhadovanych parametrt a tak neptekvapilo, Ze zejména u modelu
porovnavajiciho Ctyfi druhy nastal problém s ESS statistikou a s velkym rozpétim v odhadech
nekterych parametrti (napt.staii druhové divergence a miry genového toku). Piesto analyza ptinesla
nékolik dilezitych tdaji pro porovnani s rozsahem mezidruhového polymorfismu TLR gendt.

Autor pouzil také pokrocilé metody rekonstrukce 3D modelti TLR proteint a jejich povrchového
napéti, které jsou mimo moje vlastni zkuSenosti, ale svym provedenim plisobi velmi dobie
zvladnuty.
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Prace patii svym celkovym rozsahem spise k del§im, proto me trochu piekvapila pomérné isporné
napsana diskuze. Schazela mi naptiklad diskuze vysledkii IMa2 analyzy ve vztahu k ekologii
zvolenych druhti (napf. velikost arealu vs. efektivni velikost populaci a prevladajici smér introgrese,
posléze vliv téchto faktorti na TSP). Tyto ekologické predpoklady mohly byt rovnéz formulovany
jiz v cilech prace jako predpoklady hypotéz k testovani. Diskuze vysledki IMa2 se omezovala spi$
na to, zda byla introgrese detekovana a u kterych druhti (ptibuzné vs. vzdalené taxony), coz je
dilezité, ale schazelo mi ekologické pozadi diskutovanych druhd.

Vzhledem k pomérné€ inovativnimu sekvenaénimu pfistupu mi v diskuzi také schazela aspon kratka
zminka o kvalité sekvenacnich dat ve vztahu k rekonstrukei alel a odhadu jejich poctt u jedinct
apod. Na druhou stranu chapu, ze u TLR je toto téma méné ozehavé nez u multiplikovanych lokust
jako jsou tfeba MHC geny.

Z charakteru i kvality diplomové prace je zjevny zdmér o nasledné prevedeni do formy manuskriptu
(mozna i dvou) urceného k publikovani. Je zjevné, Ze po korekcich nékterych drobnych chyb a po
zkraceni nékterych ¢asti bude prace jisté ptijata v kvalitnim ¢asopise. Gratuluji diplomantovi

k dobte odvedenému dilu, praci doporucuji k obhajobé a hodnotim stupném jedna.

K praci mam ale také nékolik dotazii:

1) Multiplexové sekvenovani na platformeé s velkou hloubkou ¢teni predstavuje vyssi riziko
kontaminace (zndm z vlastni zkuSenosti :). Metodika diplomové prace je vétSinou velmi podrobna a
srozumitelnd, ale chybi info, zda byly u¢inény néjaké preventivni/kontrolni kroky? Bioinformaticka
cast ohledné filtrovani pravych a faleSnych alel poskytuje n¢kterd voditka, ale neni v tomto az tak
podrobna.

2) Na str. 42 autor popisuje workflow ohledné assembly kontigl a fazovani TLR alel. V jakém
procentu vyslednych sekvenci byla délka a variabilita dostatecna k manudalni assembly alel a kdy
bylo nutno pouzit PHASE algoritmy?

3) Muta¢ni rychlosti pro program IMa2 byly odhadovany pomoci Neiovskych distanci (Dyy).
Nebylo by spravnéjsi pokusit se o odhad pomoci sofistikovanéjSich metod (napt Bayesianské
algoritmy v BEAST), které umoziuji jednak pracovat s nerovnomeérnosti v rychlostech v odlisnych
vétvich a hlavné poskytnou lepsi obraz o nejistoté v odhadovanych parametrech (posteriorni
probabilita, konfiden¢ni interval, atd.)?

4) Zdase, ze jeden z multiplext (C ve Fig. 8, coz ziejmé odpovida multiplexu 3 v Tab. 7) fungoval
$patng, s nizkou coverage. Cim si to autor vysvétluje a mohlo to ovlivnit vysledky?

5) Jakou roli mohl mit pfi detekci introgrese sampling u druhii s velkym aredlem — napt. pokud
existuje populaéni struktura uvniti nékterych druhti, mize zakryt introgresi, v ptipad¢ ze data
nebyla nasbirana pfimo z parapatrickych populaci hybridizujicich druhi.

Jan Stefka.
V C. Budgjovicich 07.09. 2016
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Drobné pfipominky (urceno ke korekcim pfi ptipravé publikace; nahodny, nikoli kompletni vycet):
Str. 47 uprostied, duplikovana véta o rozdilu mezi IM a IMa2 modely.

Str. 50 vysledky, v textu zfejmée zdména 190 specimens vs. 190 species, misty nejasny vyznam
number of sequences vs. specimens.

Popisek Fig. 26, mélo by byt model 2 ne model 3.



