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Doktorska disertacni prace Ing. Strymplové Stastné je ve finalni oponované verzi zpracovana
v rozsahu 68 stran textu. Doktorska prace je Clenéna do 9 kapitol, pfitemz rozsahem nejvétsi podil
zaujimaji kapitoly 3 (literarni prehled - 16 stran) a 5 (vysledky — 21 stran).

V souladu se zakladni hypotézou vymezenou nazvem DP je formulovano 6 zakladnich cilt
(viz kapitola 2/str. 7), které obsahové osciluji od zakladnich otazek metodického charakteru, az po cile
orientované na problematiku mezidruhové a vnitrodruhové genetické charakterizace parasitoidti rodu
Lysiphlebus, s dlirazem na druh L. fabarum V tomto kontextu je nutné upozornit na skute¢nost, ze
stanoveneé cile DP jsou definovany v rozsahu &ir§im, nez je dano nézvem DP, ve kterém je explicitné
uveden vyhradné druh Lysiphlebus fabarum, coz navozuje pfedstavu, Ze se doktorsky projektu bude
vénovat vyhradné otazkam intraspecifickych charakteristik tohoto druhu. Nicméné, zafazeni a
realizace, byt jen dil¢i studie zahrnujici téz druhy L. cardui a L. confusus je logické, protoze zvysuje
moznosti v oblasti interpretace a ptipadného zobechovani vysledkl, a zaroven deklaruje obecnéjsi
pouzitelnost klicovych metodickych postupd.

Uvod (kapitola 1) a literarni prehled (kapitola 3):

Z ne zcela jasnych dlvodi byva tvod do doktorskych praci ¢asto podcefiovan a vyjimkou neni
ani DP Ing. Strymplové Stastné. Na relativné malém prostoru (necela strana textu) je jinak nesporné
zajimavy projekt uveden nékolika obecnymi, Casto diskutabilnimi formulacemi, a to v&etné znacnych
terminologickych nedostatkl (viz poznamky v oponovaném vytisku DP).

Literarni prehled prokazuje schopnost autorky pracovat s odbornou literaturou a rozmanitymi
informacnimi  zdroji. Kapitola je &lenéna na dva zakladni okruhy informaci: a) Charakteristiky
parazitoidi msic a b) Detekce biologické diverzity genetickymi markery. Pfi porovnani obou
tematickych okruhi je ziejma terminologicka a formulacni nevyrovnanost naznacujici, ze autorka je
lépe vybavena pro ,molekularné genetickou" &ast svého doktorského projektu. V prvé &asti jsou
referovany obecné i zcela specifické informace tykajici se parazitoid msic a jejich interakci s hostiteli,
vCetné aspektl souvisejicich s geografickym rozsifenim a &ifenim parasitoidd, mechanizm
souvisejicich s cilovym interakénim systémem ,hostitel — parasitoid” a vybranych aspektl popula&ni
dynamiky parasitoidi msic. Druha tematicka oblast regeréné je prevazné zaméfena na principy a
praktickeé aspekty metod vyuzivanych pro genetické markerovani, zejména pak technik z okruhu PCR
RAPD a mikrosatelitnich markerti DNA — SSR, s mirnym dlrazem na zvoleny experimentalni objekt —
parasitoidy msic. K této kapitole mam nékolik formalnich poznamek a dotazu:

1. VreSer$i postradam pasaz tykajici se zakladnich morfologickych charakteristik rodu
Lysiphlebus, ktera by logicky navodila vyznam celé studie a obecnou potiebu molekularné
genetickych markerl. Identifikace L. fabarum pomoci klasickych diagnostickych postupt
vyZaduje veliké zkuSenosti a i tak panuje nazor, ze L. fabarum je pravdépodobné zastoupen
skupinou vice druh lisicich se spise vztahem k hostitelim nes relevantnimi morfologickymi
znaky. Logicky se tedy navozuje otazka .. jak byla provadéna identifikace druh( pfi
odbérech na lokalitach?*.

2. Podkapitola 3. 1. je zatizena fadou formalnich i obsahovych nedostatku, slangovych vyraz(,
spornych formulaci a gramatickych chyb, véetns toho, Ze obsah jednotlivych paragrafii
neodpovida jejich nazvu. Z celkové urovné je zfejmé, Zze autorka nema zcela zazitou
terminologii z oblasti obecné a aplikované entomologie, coz Uroven jinak pomérné dobre
strukturované a koncipované reserse zbytecné degraduje.

3. Podkapitola 3. 2. je koncipovana pfevazné v obecné roving a je orientovana na obecné
principy metod orientovanych na DNA markery. V celé podkapitole prakticky neni konkrétni
informace tykajici se parasitoida L. fabarum, resp. parazitoidt rodu Lysiphlebus, a to i presto,
Ze v obecném kontextu je citovana napf. publikace Sandrock et al. 2007, ktera se pfimo tyka
nejen problematiky mikrosatelitd DNA, ale studie je realizovana praveé na L. fabarum.



Material a metodika (kapitola 4)

Studie byla realizovana na $esti populacich L. fabarum (4 populace, 4 lokality, 3 druhy rostlin,
2 druhy hostiteld), L. cardui (1) a L. confusus (1) odebranych na Sesti lokalitach. Dil¢i studie zaméfena
na vliv hostitele na pfipadny polymorfizmus v testované populaci L. fabarum byla realizovana na
dospélcich pasazovanych pfes Aphis fabae (=typicky hostitel, resp. po alternaci pres atypického
hostitele (1 generace pasazovana pfes msici Diuraphis noxia). Po odbérech byly populace vsech vyse
uvedenych druhii udrZovany a namnozovany pomoci udrzovacich laboratornich chovi. Genetické
studie byly realizovany na dospélcich a v obou metodickych variantach (PCR RAPD, resp. SSR) byly
pouzity vice méné znamé postupy. Experimentalni schéma odpovida zadani a cilum DP a v logické
posloupnosti jsou feseny otazky genetickych markerl populaci véech druhl parazitoidu zastoupenych
ve studii az po polymorfizmus indukovany odliSnym hostitelem. Ani tato kapitola neni — zejména
v Uvodni ,entomologické &asti* - prosta terminologickych nepfesnosti a gramatickych chyb, nicméné
je zpracovana prehledné a dokladuje metodickou naro¢nost celé studie. S ohledem na néktera
konstatovani v dal$ich ¢astech DP mam k této ¢asti nasledujici dotaz:

1. Pro analyzy byli pouziti dospélci namnozeni pomoci laboratorniho chovu, prevazné na
standardnim hostiteli, msici Aphis fabae. Lze upfesnit manipulaci s jednotlivymi populacemi
v dobé& od odbéru na vybranych lokalitdch, do doby jejich vyuziti v analyzach DNA?

Experimentalni ¢ast a vysledky (kapitola 5)

Vysledky dil¢ich studii jsou pfevazné prezentovany v grafické formé s vyuzitim ordinacnich
diagram( a klastrovych analyz, tabulky a verbalni komentar doplriuji tuto dobfe koncipovanou kapitolu.
Z formalniho hlediska Ize této kapitole vytknout zejména prezentaci vysledk( klastrovych analyz (obr.
4, 7 a 18) a nékterych ordina¢nich diagraml (napf. obr. 10), protoZe zvolena velikost prakticky
znemoziuje posouzeni bez pouziti lupy a u grafl ani v doprovodném textu neni legenda, ktera by
usnadnila orientaci pomoci barevnych markerli pouzitych pfi tvorb& grafi. Rozsah DP neni natolik
enormni, aby nebylo mozné v praci pouzit vétsi, nejlépe celostrankoveé prezentace téchto kliCovych
vystupl experimentalni ¢innosti. V kapitole Ize zaznamenat téZ nelogické pferuseni Cislovani tabulek
(viz tabulka 4/str. 33 nasledovana tabulkou 2/str. 35).

V prvé Casti této kapitoly jsou uvedeny informace tykajici se (pravdépodobné) optimalizace
metodickych postupl (napf. izolace DNA, postup pouzity pfi analyzach DNA pomoci PCR RAPD a
SSR). V logické posloupnosti jsou pak dale prezentovany vysledky z oblasti mezidruhové variability (3
druhy, 3 populace); vnitropopulaéni variability (¢tyfi populace L. fabarum liSici se plvodem a z Casti i
hostitelem a hostitelskou rostlinou) a vnitropopulaéni variabilitou indukovanou pasazi populace L.
fabarum (populace 078, lokalita Dobrotice, hostitel A. fabae) pfes odlisné hostitele (verze Aphis fabae
— Aphis fabae a Diuraphis noxia — Aphis fabae). Ve vSech uvedenych studiich byl zaznamenan
polymorfizmus dokladovany bud klastrovanim souvztaznych experimentélnich entit (druh — populace -
pasaz) v jednotlivych kvadrantech PCoA ordinaénich diagrami nebo zjevnym sdruzovanim
v dendrogramech sestavenych pomoci klastrové analyzy v programu DARwin, resp. prezentace
barevnych prezentaci vysledkl analyz zpracovanych pomoci programu STRUCTURE.

Ve véech studiich plsobi presvédcivéji vysledky prezentujici vystupy analyz pfi pouziti PCR
RAPD. Autorka nejprve provedla vybér vhodnych primerd (5 z 80), které nasledné pouZzila pro rutinni
parametrizace véech experimentalnich skupin a variant. Prezentace vysledkd ve formé ordinacnich
diagraml resp. dendrograml vytvofenych klastrovou analyzou v programu DARwin jednoznacné
prokazuje vyznam této metody. Ve v8ech dil¢ich studiich se pomoci RAPD analyzy podafilo zfetelné
oddélit (=identifikovat) souvztazné skupiny (=druhy, rizné populace L. fabarum, resp. populace L.
fabarum lisici se pasazi pres alternujici hostitele). Tyto vysledky Ize s ohledem na zadani a stanovené
cile DP oznadit za klicové. Vysledky srovnavacich analyz vyuzivajicich analyzu mikrosatelitti (metoda
SSR) maji ponékud mensi vypovidaci hodnotu. Dlvodem je pravdépodobné omezeny pocet pouzitych
primer( (6 primerovych parli z 20 testovanych) a autorka sama témto studiim opakované pfiznava
pouze orientaéni informacni hodnotu. K této ¢asti DP mam nasledujici pfipominky a dotazy:

1. Sohledem na dal$i studie se zda, ze interpretaci vysledkl Uvodni studie zaméfené na
moznost vyuzit DNA markery pro identifikaci riznych druhl parazitoidi rodu Lysiphlebus by
prospélo zarazeni alespon dvou rlznych populaci L. fabarum (viz téz nasledujici dotaz). Lze
predpokladat, ze v pripade, ze by do studie byly zarazeny dve populace L. fabarum, vykaze
klastrova analyza (DARwin) bliz§i souvztaznost riiznych populaci L. fabarum?

2. Analyzy subpopulaci L. fabarum lisicich se rdznou ,historii* (A. fabae versus D. noxia)
prokazaly vyznamny vliv hostitele na prakticky okamzitou indukci polymorfizmu. Jaké je pro
tento fenomén vysvétieni, jedna li se o druh rozmnozujici se nepohlavné (thelytokie)?



3. Vysledky a analyzy realizované pomoci SSR naznaluji moZnost pfipravy druhové
specifickych SCAR markerl pro identifikaci druhu L. cardui. Lze tento zavér formulovat na
zakladé analyzy jedné populace tohoto druhu a Ize obdobné vyznamny metodicky prvek
ocekavat i v pfipadé L. fabarum?

Diskuze (6), zaveéry (7) a seznam pouZité literatury (9)

Autorka kvalifikované diskutuje nebo komentuje dosazené vysledky a formuluje zaveéry, které
koreluji se stanovenymi cili. V diskuzi Ize postradat vétsi interakci s vysledky publikovanymi jinymi
autory. Napfiklad, podkapitoly 6.6. - 6.8 predstavuji pouze osobni komentar bez citanich vazeb.
Seznam pouzité literatury pfedstavuje velmi uceleny a rozsahlych soubor bibliografickych zaznaml a
dokladuje schopnost autorky nejen vyuzivat rozmanité informaéni zdroje, ale i pouzit a prakticky
aplikovat vhodnou zvyklostni normu pro bibliografické zaznamy.

Zavérecné hodnoceni:

DP ing. Ing. Strymplové — Stastné je pfikladem interdisciplinarni studie, ve které je propojena
metodicka vybava z oblasti analyzy DNA s dynamickym biologickym modelem. Takto koncipované
hypotézy a realizované studie jsou velmi vyznamné, protoze jsou zpravidla pfinosem pro obé
discipliny. DP ing. Stastné v$ak tento pfedpoklad naplnila jen z &asti. Praci nelze nepfiznat urcity
pfinos jak v oblasti metodické, tak i v oblasti poznani nékterych mechanizml z oblasti populacni
genetiky a nastinéni potencialnich moznosti praktického vyuzivani genetickych markerl v diagnostice,
a to jak na druhové, tak zejména na Urovni poddruhové (=populace). Nicméne, cela studie pusobi
dojmem nedokoncéenosti a to zejména ve vztahu k obecné a aplikované entomologii a praktickému
rostlinolékarstvi. Vzhledem k mému odbornému profilu a zaméfeni si nedovolim hloubéji komentovat
pfinos v oblasti metodologie a praktické aplikace, nicméné nemohu nekonstatovat, Zze vysledky studie
na mne pisobi dojmem spie promarnéné $ance. Reéeno jinak, v DP jsou dva znamé metodické
principy aplikovany na velmi dynamicky biologicky systém. Pomoci obou metodickych principt jsou
sice generovany interpretacné zajimavé vystupy ¢i odliSnosti, nicméné jejich vysvétleni a zobecnéni je
spise naznakové. Tim neni fe€eno nebo minéno, Zze DP nesplfiuje obecné pozadavky kladené na
doktorské prace v oboru Ochrana rostlin. Poznamka je spiSe minéna jako upozornéni na skute¢nost,
Ze interpretce vysledk(li mezioborovych studii je funkéni pouze tehdy, je li inovaéni a pfinosna pro obé
zainteresované discipliny, coz vtomto pfipadé — jako reprezentant aplikované entomologie -
konstatovat nemohu.

S ohledem na vy$e uvedené vyhrady a pfipominky lze doktorskou praci Ing. Strymplové — Stastné
celkové hodnotit jako primérné dilo, které v&ak i pres veskeré vySe uvedené vyhrady splfuje zakladni
pozadavky na DP v oboru Ochrana rostlin. Doporucéuji tuto doktorskou praci k obhajobé pred
pfislusnou odbornou komisi.

V Ceskych Budgjovicich dne 6. 2. 2010.

=~ (esa

Prof. Ing. Zdenék Landa, CSc.
Jihoeska univerzita v Ceskych Budé&jovicich
Zemédelska fakulta

Katedra rostlinné vyroby a agroekologie
Zlanda@zf.jcu.cz
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Charakteristika genetické struktury populaci parazitoida msic Lysiphlebus fabarum pouzitim
molekularnich markert

Autorka: 2 5
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Obecné poznamky:

Prace obsahuje vysledky analyz genetické variability jednoho druhu parazitoida msic dvéma
molekuldrnimi metodami. Cilem prace totiz bylo posoudit vhodnost téchto metod pro studium
vnitropopulac¢ni variability v zavislosti na parazitaci nepfirozeného hostitelského druhu.

K formalni strance prace lze mit jen velmi malo pfipominek. Ur¢ité¢ mi vSak chybélo,
coby Ctendii sjiz slabSim zrakem, v ordina¢nich diagramech a klastrovych analyzach
z programu DARwin vysvétleni barevného kodu pouzitého v obrazcich, protoze lusténi
drobounkych pismen v grafech nebylo zrovna piijemné. Od tabulky na str. 35 je posunuté
¢islovani tabulek, spravné ma byt vzdy o 3 vétsi (takto se v praci vyskytuji tabulky 2, 3 a 4
dvakrat). Stylisticky je prace napsana dobie, jen posledni dva odstavce na str. 24 by si
zaslouzily zcela preformulovat, nebot’ v ptedlozené podobé je jejich obsah obtizné
srozumitelny. Gramatickych chyb je skromné, ale kdyz se vyskytnou, stoji zato (cily.
hostitely, studiemy). Ani anglicismy se téméf nevyskytuji (kit misto souprava).

Zadna z molekularné biologickych a statistickych metod pouzitych v této praci nebyla
autorkou nove vyvinuta nebo vyznamnym zpusobem modifikovana.

Pro mé¢ prekvapivé a na PfF JU neprichodné je., Ze zadny vysledek z predkladané
prace nebyl publikovan v impaktovaném Casopise a dokonce jesté ani na zadné konferenci
formou plakatového sdéleni. V autoreferatu disertaéni prace autorka sice uvadi dvé prace
v impaktovanych cCasopisech, ale obé publikace se ani v nejmensim nedotykaji tématu
piedkladané prace a kandidatka v nich navic nefiguruje ani jednou jako prvni autorka. A
jenom na okraj, kandidatka u dvou poslednich grantti uvedenych v autoreferatu zcela jisté
nefigurovala jako spolufesitelka (tj. spolupiijemce dotace), ale jen jako ¢lenka jednoho
z fesitelskych kolektivi.

Specifické pripominky:
Abstrakt
Abstrakt ma dvojjazy¢ny nazev, ale je napsan jen anglicky, nechybi jeho ¢eska verze?

Cile prace

Cila si prace stanovuje dokonce Sest, ale prvni dva nemaji v disertaci co délat. Rozumi se
samo sebou, ze pouzité metody budu optimalizovat pro sviij experimentalni material a neni
tfeba to uvadét jako zvlastni cil disertacni prace. Posledni cil je pak Spatné formulovan, je
pieci samoziejmé, ze vysledky vzeslé z pouziti dvou metod porovnam, ale z tohoto porovnani
mi musi vzniknout zavér o vhodnosti pouzitych metod pro dany uéel, v tomto pfipadé pro
populacni studie druhu L. fabarum.

Literarni prehled

Literni prehled o studované problematice na celkem 16 strankach podava zevrubnou
charakteristiku parazitoidi msic a nastin metod detekce genetické diverzity. Vzhledem
k zamé¢feni prace mé¢l byt pomér obraceny, néstin o parazitoidech msic a zevrubny piehled
raznych metod detekce genetické variability s dirazem na dva v praci pouzité postupy. Na




disertaci nadbytecné, ale kdyz uz piitomné, tak nedostatecné zpracované, se jevi podkapitoly
o izolaci DNA a metod¢ PCR.

Materidl a metody

Jak uvedeno jiz vySe, vétsi ¢ast kapitoly 4.1 vénované charakteristice analyzovanych populaci
je stylisticky chaba a pomérné nesrozumitelna.Vété ,,Analyzované populace a analyzované
druhy byly charakterizované vzdy 23 jedinci® mam rozumét tak, Ze v kazdé skupiné bylo
molekularné analyzovano 23 jedinci? Pokud ano, jak autorka dosla k tomuto ¢islu? Jen na
okraj, umisténi bodd pro odbérové lokality Peruc a Ceské Bud&jovice v mapé na obr. 1 nelze
pro jejich nepfesnost oznacit ani jako piiblizné.

V kapitole 4.2 a ani nikde v praci jsem nenalezl zdivodnéni vybéru autorkou
pouzitych metod detekce genetické variability, i kdyz jich existuje cela Skala. V &asti o
analyze RAPD opét chybi vysvétleni davodu pouzitych primeri. Pro praci typu disertace je
zbyteCné uvadét schéma pipetovani (plati pro metodu RAPD i SSR), kdyZ slozeni reakéni
smési je uvedeno v predchdzejicim odstavei. V popisu obou metod se vyskytuje prakticky
stejny text tykajici se zpracovani gelu po elektroforéze, jist¢ by to Slo napsat elegantnéji
(navic autorka v obou piipadech gely ,,vyfotila®, pficemz nejspiSe obrazek ziskala v digitalni
podob¢& pomoci v praci pouzitého zobrazovaciho systému). V &asti o elektroforéze produkti
PCR pii analyze SSR je zavadégjici udaj o 2 % synergelu, kdyZ vzapéti je uvedena navazka
obou slozek elektroforetického gelu, tj. 0,7 g agarozy plus 0,65 g synergelu na 100 ml.
NezkuSeny Ctenaf je nutné zmaten pokud, nevi, Ze koncentrace synergelu odpovida zhruba
dvojnasobné koncentraci agardzy.

Hlavni otdzka k této ¢asti zni, pro¢ nebyly pii optimalizaci obou metod ménény
teplotni pribéhy reakci PCR, kdyz na nich tolik vysledky analyz zavisi, jak uvadi autorka
napi. na str. 20 nahote? Nebo byly teplotni profily optimalizovany a neni o tom v praci
konkrétni vysledkovy zaznam? Nejspise plati druha moznost, jak o tom svéd¢i text na str. 32
..... » byla tato teplota pro kazdy primerovy pér ovéfena popripadé optimalizovana®.

Vysledky

Posledni vétou jsem se dostal jiz do kapitoly popisujici ziskané vysledky. Kdyz uz byl do cili
disertace zafazen také vybeér vhodné metody izolace DNA z experimentalniho materialu, mélo
by prezentaci vysledki z této ¢asti vénovano vice prostoru. Téch necelych 10 fadki bez jediné
obrazové dokumentace je naprosto nedostatecnych. Ostatné absence jakékoliv fotografické
dokumentace exemplarnich vysledkt jakékoliv analyzy je do o€i bijici a zanechava v ¢tenaii
pocit neurcitosti.

Na str. 32 se do 6. fadku odspoda vloudila podstatna chyba, kdyz se konstatuje, Ze data
analyzy SSR vykazala kodominantni charakter. V obr. 5 chybi ¢iselné oznaceni klastri, tak
jak je bézn¢ uvadéné v ostatnich obrazcich klastrové analyzy. Na str. 40 nahote je chybné
uvedeno, Ze pii zadani dvou a tii skupin se vytvoii vzdy tii skupiny. Ja vSak na obr. 8 vidim
pii dvou zadanych analyzovanych skupinach jen 2 skupiny, nikoliv 3.

Ve vsech tiech piipadech, kdy byly ke stanoveni genetické variability analyzovanych
populaci pouzity obé metody (kapitoly 5.5, 5.6 a 5.7), doslo pomérné k dobrému vymezeni
rozdilnych skupin jedinci pomoci metody RAPD, zatimco uziti SSR prinaselo vysledky
daleko vétSim rozptylem jedinct. Jak si to vysvétlujete?

Diskuse

Diskuse je spiSe opakovanim vysledki a nikoliv jejich interpretaci a konfrontaci s literaturou.
Diskuse k metoddm izolace DNA je jen naznadena, coZ je mj. zplsobenou jiz kritizovanou
absenci obrazki elektroforetogramt. V kapitole 6.3.1 se opét vraci problém s nezbytné
nutnou optimalizaci teplotniho profilu pfi amplifikaci RAPD markert, ale v predlozené praci



0 této Cinnosti nenajdeme jediny dikaz. V ¢asti 6.5 se ukazuje problém “diskuse v celé své
nahoté, kdyz jsou v odstavci zopakovany ziskané vysledky a na zavér konstatovano, Ze do
.....schématu nezapadd populace 078, ktera parazitovala stejny hostitelsky druh msice jako
populace 050 a 051 a stejnou lokalitu vyskytu jako populace 081 bez jakéhokoliv naznaku
snahy o vysvétleni, formulace hypotézy a skute¢né konfrontace s vysledky v literatuie. A
totéz se da tvrdit i pro ¢asti diskuze 6.6 az 6.8.

Zaver

Mezi zavéry disertace nepatfi zavér o optimalni metodé izolace DNA, zvlast, kdyz byla
pouzita standardni nemodifikovand metoda pouzivana pro hmyz. S ostatnimi zavéry lze
souhlasit, i kdyz jejich vyznam je zna¢né omezen tim, ze se Casto jedna o trendy.

Pouzité literatura

I pres jen CasteCnou kontrolu jsem objevil nékolik v textu citovanych praci, které v seznamu
pouzité literatury chybi (napf. LaStivka et al. 1999, Mazura et al. 2001, Behura 2006). V
citacich jsou uvedeny nékdy zkracené nazvy Casopisi, nékdy jsou naopak jména Casopisii
citovany v nezkracené forme.

Oponentuv zavér

Pro cetné obsahové nedostatky disertacni prace si ponechavam koneéné rozhodnuti o
doporuceni ¢i nedoporuceni prace k obhajobé az po ustni prezentaci autorky a jeji reakci na
piipominky a polozené dotazy.

Ceské Budgjovice, 2. 2. 2010

Doc. RNDr/Jindfich Bfiza, CSc.
BC AV CK, v.v.i.
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Posudek doktorské disertacni prace

,,Charakteristika genetické struktury populaci parazitoida msic Lysiphlebus fabarum
pouzitim molekularnich markeru“
autorky Ing. Kamily Strymplové St'astné

Oponent: Ing. Ladislav Kucera, CSc.
Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, v.v.i., Praha 6 — Ruzyné

a) aktualnost zvoleného tématu
Zvolené téma je aktualni nejen svym zaméfenim na charakterizaci populaci s vyuzitim
modernich postupti molekulami diagnostiky polymorfizmu DNA, ale je aktualni 1 svym
vyznamem pro uéelné vyuzivani agroekosystému.

b) zvolené metody, zpracovani
Piedlozena disertatni prace je zpracovana ve standardnim c¢lenéni na 68 stranach s
uvedenim 196 literamich pramend.
Zvolené metody plné odpovidaji zvolenému tématu a cilum disertacni prace.
V praci jsou autorkou vyuZzivany potiebné postupy zpracovani a hodnoceni ziskanych dat.
Vysledky jsou prezentovany vhodnou formou sbohatou prezentaci grafickych a
obrazovych vystupu.

Dotazy a pfipominky:

e Samotny nazev ,,CTAB“ neni vhodné pouzivat pro oznaceni metody
izolace DNA (str. 17). Variant postupu vyuzivajicich
cetyltrimetylamonium bromid (CTAB) je fada.

e Kiteré dalsi postupy (metody), kromé RFLP, RAPD a SSR, Ize pouzit
pro charakterizaci polymorfizmu na arovni DNA?

e V ramci programu DARwin je bootstrap pouzivan pro odhad
robustnosti vysledku shlukové analyzy

c) vysledky disertace a ziskané nové poznatky

Vysledky prace dokumentuji nejen experimentalni peclivost doktorandky, ale 1 schopnost
prakticky pouzivat metodicky naro¢né postupy analyz polymorfizmu DNA.

Ocenit lze zvlasté zavedeni postupu izolace DNA, ktery je vzhledem k malé hmotnosti
vzorku (jedincu) parazitoidu kliovy pro nasledné molekulamé - geneticka analyzy.

Vysledky v oblasti vyuziti RAPD dokumentuji pracovni narocnost spojenou s vybérem
vhodnych oligonukleotidi, pouze 5 z80 testovanych poskytlo stabilni a dobfe hodnotitelné
spektrum amplifikovanych produkti. Toto zjisténi vak plné odpovida i1 vysledkim ziskanym na
zahrani¢nich pracovistich. Je zieymé, ze pies svou pomémmou jednoduchost, je aplikace RAPD
fingerprintingu spojena s fadou technicky problematickych mist.

Zavedeni SSR markert je vzhledem k jejich kodominantnimu charakteru zvlasté vhodné
pro populacni studie a je zde tfeba ocenit jejich pouziti i1 v této studii. Bezpochyby tato prace
bude i1 vychodiskem pro pfipadné nasledné analyzy a vyzkum populaci parazitoidu r. Lysiphlebus
a jejich biologie.



Dotazy a piipominky:

e lze odhadnout piibliznou hmotnost jedinct pouZitych pro izolaci DNA?

e piipominku mam k hodnoceni vnitro- a mezidruhové variability a prezentaci
vysledki PCoA, kdy jsou komentovany vysledky jen dvourozmémé projekce
ordinacniho prostoru. Pro posouzeni miry vzdalenosti objekti ve vicerozmémém
prostoru to muze vézt k nepfesnym interpretacim.

e na str. 40 je pii popisu vysledki shlukové analyzy pomoci programu
STRUCTURE chybné uvedeno, ze pii zadani poctu shluka = 2, jsou vysledkem
tii skupiny, ale z obrazku 8. je patmé, ze jsou rozeznatelné pouze skupiny dvé
(prvni zahmujici populace 050, 051 a 078 a druha zahrnujici populaci 081)
oznaceni populaci v tabulce ¢.5 neni v souladu s udaji v tabulce ¢.6 (,.kolormapa“)
aplikace SSR markerti je vhodnou volbou, bohuzel omezeny pocet ovéfenych
lokust poskytujicich kvalitni a opakovatelné vysledky neumoznil jejich
rozsahlej$i aplikaci. Pro identifikaci heterozygotnich jedinct jsou vysoce zadouci.
Urcitym feSenim by byla jist¢ financné a pfistrojové naro¢néj$i analyza
mikrosatelitnich lokusu s vyuzitim fluorescenéné znaenych primert a separace
produkti ve kapilamni elektroforéze, tak, jak autorka navrhuje.

e vzhledem krozsahu soubori hodnocenych jedinci nejsou sice vysledky
jednoznacnym diukazem diferenciace populaci podle lokality, pfipadné hostitele,
ale jsou uréitym signalem, Ze v ramci CR lze piedpokladat diference v genetické
struktufe populaci parazitoida a bylo by jisté pfinosné tyto studie dale rozsifit

d) vyznam pro dal$i rozvoj védy
Vysledky mohou byt vyuzity pro dalsi studium rodu Lysiphlebus a charakterizaci jeho
populaci, vyhodnoceni genetickych zmén, pro identifikaci mozné citlivosti populaci parazitoida
na péstitelské zasahy, pfipadné pro navrh vhodnych opatfeni na zachovani diverzity pfirozenych
parazitoidu.

e) splnéni sledovaného cile disertace
V kapitole 2. jsou prezentovany pracovni hypotézy a cile, které jsou jasné formulovany a
umoziuji odpovidajici posouzeni volby metod a shodu s vysledky prace.
Autorka v predlozené praci dolozila spinéni vSech Sesti hlavnich cila.
Byla zavedena metoda izolace DNA ze vzorka jedinch rodu Lysiphlebus, byly zavedeny a
optimalizovany metody RAPD a SSR pro analyzy DNA polymorfizmu u vybranych druht rodu
Lysiphlebus. Stanovena byla mezidruhova variabilita tfi studovanych druhl rodu Lysiphlebus a
partenogenetickych populaci druhu Lysiphlebus fabarum pted a po parazitaci nepfirozeného
hostitele. Byly porovnany vysledky pouzitych metod pro populaé¢ni studie. Vysledky naznaduji
vyznam parazitace nehostitelského druhu na vyznamné zmény populaéni struktury.

Zavér hodnoceni:

Piedlozena disertacni prace ,,Charakteristika genetické struktury populaci parazitoida
msic Lysiphlebus fabarum pouzitim molekularnich markera®, autorky Ing. Kamily Strymplové
Stastné, svym zaméfenim, dosazenymi vysledky a zpusobem zpracovani spliiuje kritéria kladena
na disertacni prace.



Vysledky jsou bezpochyby pfinosem nejen pro vyzkum populaci vyznamného
piirozeného parazitoida msic, ale 1 pro mozné budouci uplatnéni v ramci metod biologické
ochrany rostlin. V prubéhu feseni byly ziskany puvodni poznatky, které obstoji i v mezinarodnim
meéfitku.

Souhlasim, aby prace byla piijata k obhajob& a po jejim Gspésném obhajeni udélen
doktorandce Ing. Kamile Strymplové Stastné akademicky titul ,,Doktorka“.

V Praze dne 7.2.2010

=
Ing Jradislav Kucera, CSc.



