Oponentsky posudek
na bakaléfskou diplomovou praci Anny Kufitkové

Charakteristika mitochondridlniho genomu korovnice Dreyfusia prelli (Adelgidae)

Predlozen prace je soudasti projektu Grantové agentury AV CR, feSeného odbornikem na

taxonomii a biologii msic J. Havelkou ve spolupraci s laboratofi M. Zurovcové, zabyvajici se

populaéni a evolu¢ni genetiku hmyzu. V tuvodni €asti diplomantka stru¢né a vystizné seznamuje
&tenéfe s problematikou mtDNA vietné soudasného $irokého vyuziti molekularnich markeri mtDNA
pro vyzkum, popisuje strukturu mtDNA a biologii korovnic ¢eledi Agelidae v&etné detailniho popisu
komplikovaného reprodukéniho cyklu hlavniho objektu studia, korovnice Dreyfusia prelli. Uvadi téz
motivaci pro analyzu mtDNA u tohoto druhu. Tato &ast prace je velmi pékné a vécné spravné napsand,
mam k ni pouze jeden doplitkovy dotaz:

-1-  Nastr. 3 diplomantka spravn& uvadi, ze molekula mitochondridlni DNA Zivo&ichi je kruhova.
Existuji organismy s linedrni molekulou mtDNA?

Cile prace jsou sice konkrétni a jasné uvedené, ale bohuzel jsou uvedeny pouze v bodech bez
blizsiho vysvétleni pro¢ zrovna tyto cile a co bylo od nich oéekavano.

V kapitole 3 (Material a metody) je uveden piivod studovaného materidlu, 5 metod extrakce
mtDNA, popsany postupy pii zpracovani mtDNA metodami PCR, gelové elektroforézy a piimym
sekvenovanim v&etné metod pouzitych pfi analyze sekvenci. Tato ¢ast je doplnéna Tabulkami 1, 3 a 4
(Tabulku &. 2 jsem nena$el — chyba &islovani tabulek nebo vypadla pii zdvére¢ném zpracovani?) a
jednim obrazkem s ukazkou vysledku gelové elektroforézy. Kromé nékolika drobnych formdlnich
pfipominek (viz niZe) nemdam k této ¢asti zddné vyhrady ani dotazy.

Ve vlastni praci se diplomantce podatilo osekvenovat pfiblizné polovinu z piedpokladanych
15 kbp mtDNA korovnice D. prelli, coz lze, vzhledem k jejim pfedchozim nulovym zkuSenostem,
znamym problémim pfi extrakci DNA z titérnych chitinem bohatych télicek msic a obvyklym potizim
pii optimalizaci PCR reakci b&hem izolace neznamych sekvenci, rozhodné povazovat za velky Gspéch.
Ziskala sekvence z celkem 15 geni mtDNA a vysledky analyzy téchto sekvenci zpracovala v
Tabulkach 5-9, Pfilohdch 1-3 a Obréazcich 3-5. Kromé ziskanych a detailné analyzovanych
sekvenénich dat vletn& nazorného souhrnu osekvenovanych usekii na Obrazku 3 a navrZené
sekundarni struktury péti tRNA obsahuje vysledkova &ast i srovnani mtDNA studovaného druhu s jiz
osekvenovanymi mtDNA tiech jinych druhi msic formou fylogenetického stromu na Obrizku 5 a
kalkulace mezidruhovych genetickych vzdalenosti v Tabulce 10. Vysledky jsou zpracovany pfehledné
a velmi petlivé (dokonce i bez formélnich chyb), mam k nim pouze nésledujici doplitkové dotazy.

-2-  Byly ke konstrukci fylogenetického stromu pouzity viechny sekvence nebo jen nékteré?
-3-  Co znamenaji modra ¢isla nad diagonalou v Tabulce &. 10?7

V kapitole 5 (Diskuse) diplomantka nejprve kriticky zhodnocuje pouZité metody, v hlavni
¢asti pak diskutuje zjidténou molekuldrni strukturu a organizaci geni mtDNA u studovaného druhu a
porovnava ji se znamou strukturou osekvenované mtDNA u tfech druhd msic a jednoho druhu molice,
pouzitého jako ,,outgroup®. Mezidruhové srovnéni pofadi genti je velmi ndzorn¢ graficky zpracovéno
v Piiloze 4, $koda jen, Ze na tuto ptilohu neni v textu Zadny odkaz. Diskuse je dobfe a logicky napsana
a vyvozené zavéry o mezidruhovych vztazich odpovidaji predpokladim. Vysledky prace jsou pak
struén& a vystizné shrnuty v kapitole 6, Zavér (vhodné&j$i ndzev pro tuto kapitolu by dle mého nazoru
byl Souhrn). K diskuzi mém tyto dotazy:

-4 - Diplomantka uvadi, Ze extrakce DNA vzorkli ze 100% etanolu nebyla GspéSné na rozdil od
extrakce ze zmraZenych vzorkl kvili pronikéni etanolu do mékkych tkéni a nasledné degradaci. S
timto vysvétlenim nesouhlasim, to je naopak u&el — rychlé pronikéni a totalni odvodnéni. Samoziejmé
i ptitom dochazi k degradaci DNA, ale mélo by zbyt dostatek templétu pro PCR. M4 diplomantka
né&jaké alternativni vysvétleni? Jaké mnoZstvi DNA bylo ziskdvéno z msic u zmrazenych vzork?



-5-  Pon¢kud matoucim zpiisobem je diskutovdn gen pro tRNA-Leu. V Tabulce 11 na str. 26 je
uvedena jeho mezidruhova variabilita, na str. 28 dole je viak napsano, Ze tento gen nebyl u korovnice
D. prelli nalezen a Ze neni jasné, zda se u tohoto druhu viibec vyskytuje. Jak to tedy je?

- 6- V tvodu préace je zminéno, Ze jednim z divodi proé¢ studovat mtDNA u korovnic, je nalezeni
vhodnych molekularnich markerd pro taxonomii korovnic. Lze na zékladé sekvenci ziskanych v této
praci néjaky vhodny gen ¢i isek mtDNA vytipovat?

Formalni pfipominky k celé préci.
- str. 2 — nazev mSice S. graminum je pouZzit poprvé, proto musi byt uveden cely, tj. véetné nazvu rodu;

- str. 3, posledni odstavec — pfi vét§im poctu citaci v zdvorce by mély byt citace fazeny nejdfive podle
roku od nejstar$i po nejnovéjsi, v ptipadé stejného roku dle abecedy — tady nejsou fazeny podle
zadného kritéria; podobné jsou ,.cik-cak™ fazeny publikace i na str. 6;

- str. 4, druhy odstavec — latinské nazvy druht jako Daktulosphaira vitifoliae se nesklomuji!

- str. 4, zacatek kapitoly 1.3. — diplomantka uvadi nelogické taxonomické fazeni korovnic tvrzenim, ze
»~Korovnice (Adelgidae, Aphidini, Sternorrhyncha) jsou mala skupina hmyzu uvnitf nad¢eledi msice
(Aphidoidea, Hemiptera)®. Navic piSe vyssi taxony kurzivou, kterd je v odborné literatufe vyhrazena
pouze pro rody, druhy a poddruhy. Aphidini je nejniZ3i taxon, tribus (obvykle se v pracich tohoto typu
neuvadi), pak je Celed’ Adelgidae, nad¢eled’ Aphidoidea, podfad Sternorrhyncha a fad Hemiptera;
spravnéji méla véta znit: , Korovnice (Adelgidae) jsou mald skupina hmyzu uvnitf nad¢eledi mSice
(Aphidoidea, Sternorrhyncha, Hemiptera).*

- str. 4 — pfi odkazu na kolegu J. Havelku je lépe pouzivat (J. Havelka, osobni sdéleni) nez (Havelka,
osobni komunikace);

- str. 4 — co je spravné, Kokawa (1961) nebo Kokava (1961), jak je uvedeno v seznamu literatury?

- str. 5 — pfi uvadéni vice praci od stejnych autorti stali uvést autora &i autory pouze jednou a vypsat
roky publikaci ¢i pismena u roki, pokud jsou roky stejné — €ili misto (Francke-Grossmann, 1937a,
Francke-Grossmann, 1937b) staéi (Francke-Grossmann, 1937a,b);

- str. 5 — misto (Kapitola, P. 2003) m4 byt (Kapitola, 2003);
- str. 6 — Havill et al. (2007) je zfejmé& chybn4 citace - ma byt Havill & Foottit (2007)?;
- str. 9-12 — u Gdaji typu ,,10 mM* nebo ,,200 pl* ma byt mezera mezi ¢islem a jednotkami;

- v kapitole 3 (Material a metody) jsou nékteré terminy psany nejednotnym zptisobem, napf. ethanol
versus etanol, proteindza versus proteinasa;

- str. 10-11 — misto slova ,,zvortexovano® je 1épe pouzit napf. promichéno vortexem;

- Kapitola 7, Literatura (str. 30-34) — zna¢n4 nejednost ve formé citovani praci — napft.:
- u nékterych citaci uvadén zbyte¢né nejen roénik, ale i ¢islo;
- nékteré Casopisy uvedeny zkratkou, u jinych vypsén cely ndzev;
- u nékterych citaci te¢ka na konci, jiné bez tecky;
- str. 30 — u citace Boore (1999) neni tecka za ndzvem ¢lanku a ¢asopis ma byt kurzivou;
- str. 30 — u citace Boore & Brown (1998a) je nadbyte¢né ,,a*, nebot neni citace ,,b*;
- str. 30 — u citace Clay & Wolstenholme (1985) ma byt Drosophila yakuba kurzivou;
- str. 30 a 31 —u citaci Cook et al. (2002, 2005) jsou nespravné zkratky Casopisu;
- str. 31 — téz mé byt kurzivou Drosophila melanogaster u citace de Bruijn (1983);
- str. 31 — &asopis Journal of molecular evolution — slova chybné malym pismenem;
- str. 32 — podobné &asopis Bulletin of entomological research;
- str. 32 — u citace Havill et al. (2006a) chybi ro¢nik ¢asopisu a stranky;
- str. 31 — citace von Dohlen & Moran (1995) — chybné abecedni pofadi podle ,,D* misto ,,v*;
- str. 33 - citace Simon et al. (1994, 2006) ma byt zkratka u jména Simon ,,C.* misto ,,Ch.%;
- str. 33-34 - u citaci Tamura & Aotsuka (1988), Vila & Bjorklund (2004) a Zhang & Hewitt
(1997) jsou chybné velka prvni pismena u vétSiny slov.



ZAavér

Anna Kufatkova navzdory fadé experimentalnich potiZi, se kterymi se musela potykat (v
poslednich mésicich i sama bez moZnosti bezprostfedni konzultace se Skolitelkou, jeZ byla na
zahraniéni staZi), nepochybné& splnila zadané cile. Vlastni prace je napséna dobrym slohem, zvlasté
ocefiuji kvalitni zpracovéni vysledki prace a na diplomantku bakalafského stupné pfekvapivé bohatou
a po odborné strance kvalitni diskuzi; pouze $koda fady formélnich chyb zejména v seznamu literatury
(kupodivu, v kapitoldch Vysledky a Diskuze jsme formélni chyby viibec nenaSel).

Praci jednozna&n& doporucuji k obhajobg. Vzhledem k fadé formélnich pfipominek doporucuji
klasifikovat stupni vyborné aZ velmi dobi¥e, v zdvislosti na kvalité Gstni prezentace.

V Ceskych Budgjovicich, dne 25.5.2009
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Frantisek Marec



