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Oponentsky posudek na magisterskou praci Be. Jifiho Pasikovského
»Fylogeografie a geneticka variabilita Diuraphis noxia (Aphididae)*

Jiti PaSikovsky se ve své praci zabyval zavedenim a optimalizaci dvou metod, které maji
slouzit ke studiu variability populaci mSice zhoubné. Prvni znich je amplifikace
mikrosatelitnich sekvenci a jejich nasledna elektroforeticka separace, druhou je EPIC-PCR,
metoda, kterd umoznuje amplifikaci intronovych sekvenci z exonti. Z obou metod se podaiilo
ziskat data, kter4 byla nasledné pouzita pro statistické analyzy.

Prace ma sice klasické ¢&lenéni na uvod, materidl a metody, vysledky a diskusi,
nicméné sdém autor toto &lenéni piili§ nerespektuje. Cést informaci z metodiky patii do
vysledku, diskuse, kde by mély byt ziskané vysledky interpretovany a dany do kontextu s jiz
publikovanymi daty, je z velké Casti opakovanim informaci z kapitoly Vysledky, pficemz
dasto chybi jejich interpretace. Na druhou stranu Uvod je zpracovan p&kn& a Materidl a
metody jsou popsany podrobné a jasné. K praci mam nasledujici otazky a komentate.

Uvod

- Autor na stran€¢ 6 piSe:,,Abychom mohli proti $ktidciim uéinné bojovat, musime spravné
urcit jeho druh.” Zajimalo by mé, jestli je ur€eni druhu na Grovni DNA skute¢né tak nezbytné
pro ucinny boj proti Skiidei a pro jaky druh boje by toto platilo.

- Na stran¢ 3 autor piSe, Ze na svété se vyskytuje kolem 4700 druhti m$icovitych a zhruba 450
druhii se nachazi na rostlinach. Myslim, Ze tento udaj je chybny, protoZe vSechny druhy
msSicovitych jsou fytofagni a tudiZ se nachazeji na rostlinach.

- Ze seznamu vyhod EPIC-PCR prosim vysvétlit tyto:
1. MiZeme se vyhnout klonovani a sekvenovani cilovych sekvenci, protoze je mozno
pouzit primery heterologniho (odlisného) genu.
3. Pro stejnou reakci uvnitt jednoho druhu jsou s mensi frekvenci ofekavany PCR
artefakty jako napf. prazdné alely.

Material a metody

- Pro kontrolu kvality DNA byla provadéna amplifikace mitochondrialniho genu COI pomoci
PCR. Vzhledem ktomu, Ze studované markery byly jaderné, bylo by strategi¢t&jsi pro
kontrolni PCR pouzit jaderny gen. Mitochondrialni DNA je v burice pfitomna ve vice kopiich,
takZze Gspesna amplifikace mitochondridlniho genu neni zarukou, Ze se totéZ podaii i u jaderné
DNA.



- Napéti 120 V pro elektroforézu a agar6zovym gelem ve piili§ vysoké. Bylo by lepsi pro
separaci podobné dlouhych fragmentt pouzit delsi gel, niZ3i napéti (5 V/cm gelu) a del3i dobu
na separaci. Podle velikosti alel uvedenych v tabulce 1 by tyto podminky mély sta¢it pro
uspésnou separaci.

- U kazdého vzorku byla DNA izolovéna z n€kolika jedinct téhoz klonu, ¢ili po amplifikaci
by se na gelu mély objevit maximalné 2 prouzky. Jak si autor vysvétluje pfitomnost mnoha
prouzkii napf. u vzorkd 5, 17 a 33 mikrosatelitu SmM23 na obr. 4, vzorkl 1-6 (mimo jiné) na
obr. 6 a vzorku €. 6 na obr.7?

- Obrazky 4-8 patii spiSe do vysledki nez do metodiky.
- V tabulce 1 neni vysvétlena zkratka MSA.
- Nadpis 4.3.2.1. je anglicky.

- U obrazku 6 by u velikostniho markeru mély byt popsany vSechny relevantni prouzky, ne
jen jeden.

- Vreakéni smési pro PCR (kapitola 4.5.) a sekvenaéni reakci (kapitola 4.7.) by mélo byt
uvedeno skuteéné mnoZstvi DNA, ne objem v pl.

- Z popisu ligatni reakce vyplyva, Ze do ligatni smési bylo pfidano 400 U enzymu, coZ je
vysoce nepravdépodobné (kapitola 4.6.2.1.).

- V kapitole o klonovéani a sekvenovani PCR produkti EPIC-PCR neni zminéno, zda bylo z
kazdého vzorku analyzovdno vice inzerti. Vzhledem k mozné pfitomnosti rtznych alel
v jednom vzorku je to dilezita informace.

- Kolikrat bylo provedeno sekvenovani kazdého vzorku, €ili jak spolehlivé jsou hodnocené
polymorfismy?

- Prosim o vysvétleni pojmu ,,zdroj variability” ve vét¢ .V programu Arlequin 3.1 byla
provedena analyza molekuldrni variance (AMOVA), jejimz vysledkem by méla byt
identifikace zdroje variability na zdkladé frekvenci alel.  na stran¢ 24.

Vysledky

- V kapitole 5.3. o EPIC-PCR autor pide, Ze na gelu nebyl pozorovan zadny délkovy
polymorfismus. Jak si tedy vysvétluje pfitomnost dvou prouzkii u vzorki 20,40 a 45 (Aktin) a
40 a 45 (Cytochrom C)? Nemohla byt pfitomnost dvou prouzkt v aktinovém PCR produktu
pficinou, Ze se z tohoto vzorku nepodatilo ziskat Zadné sekvence?

- Na strané 31 jsou uvedeny variability introni u populaci z riznych lokalit. Byly né&jak
zohlednény vzdalenosti lokalit v rdmci jednoho statu (AlZirsko — velkd variabilita vs. CR —
mala variabilita)?

- Jak si autor vysvétluje, Ze na zakladé analyzy mikrosateliti vysla populace v CR jako
nejvice variabilni, zatimco na zakladé sekvence intronu jako nejméné variabilni?



Diskuse

- Vyplyvé néco z informace, Ze 12% genetické variability mezi populacemi, zatimco 83%
genetické variability se vyskytuje uvnité populaci? Co vyplyva z rozdilnych o&ekavanych a
pozorovanych heterozygotnosti a fixa¢nich indext?

- V kapitole 6.2. autor zdivodiiuje necitelné sekvence ziskané sekvenovanim insertii vysokym
podilem AT bohatych oblasti. Kdyby toto skute¢n¢ bylo pfi¢inou $patnych sekvenci, tak by se
je, podle mého nézoru, nepodafilo ziskat ani po &isténi PCR produktii ExoSap-IT.

Prace je po formdlni strdnce téméf v pofadku, vyskytuje se v ni pomérné malé mnoZstvi
preklept. Pro pouceni autora vSak uvedu tyto drobné formélni chyby:

- Popisky k obrazktim maji byt umistény pod obrazkem.

- Jedna véta by neméla tvofit odstavec.

- Popisky k obrazkiim by mély obsahovat vechny dileZité informace, i kdyZ jsou tyto jiZ
zminény v textu (napf. u obrazku 4 mélo byt uvedeno, Ze se jedna o agar6zovy gel).

- U jména H. Loxdale (str. 33) by méla byt uvedena instituce, na které plsobi, a stat, ve
kterém se tato instituce nachazi.

Zavérem prohlasuji, Ze pfedlozena prace spliiuje pozadavky kladené na magisterskou praci na
Prirodovédecké fakult¢ JihoCeské univerzity v Ceskych Bud&jovicich a proto ji doporucuji
k uspésné obhajobé a ptedbéZné ji hodnotim stupném 2.
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Dal3i pfipominky, vyjadfeni a naméty k obhajobé préce resp. k jejimu dal$imu VyuZiti:

PiedloZend diplomova préace dle mého ndzoru splituje po obsahové i formalni strance pozadavky na
diplomovou préci. Téma je zvoleno velmi vhodné, cile prace jsou jasné formulované. Metodika préce je
zpracovana velmi dobfe, autor préce pfi optimalizaci metod uréité odvedl tadny kus prace. Zpracovini
vysledkii je korektni a stejné tak jejich interpretace, Stanovené cile préce byly naplnény, zejména co se
tyCe optimalizace mikrosatelitnich markeri a markerii pro EPIC-PCR. Oboji miiZe nalézt vyuZiti na
pracovisti kde byla préce realizovana.
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