POSUDEK NA MAGISTERSKOU DIPLOMOVOU PRACI A. JAROSOVE

Diplomova prace Andrey JaroSové se zabyva analyzou primarnich a sekundarnich
endosymbionttli u vybranych druhti msic. Tato diplomova prace je zdafila a ¢tiva a nemam
k ni Zadné zasadni vyhrady, pouze par navrhi, drobnych piipominek a dotazii, které

v posudku uvadim podle fazeni jednotlivych kapitol.

V Uvodu autorka vysvétluje endosymbioticky vztah mezi mSicemi a bakteriemi,
charakterizuje ¢eledé Aphididae a Adelgidae a definuje pojmy primérni a sekundarni
endosymbiont. Jaky je hlavni rozdil mezi primarnim a sekundarnim endosymbiontem? Je to
délka koevoluce mezi msici a bakterii? Jaké je evoluéni stafi u sekundarnich endosymbiotni?
Dale je v Uvodu objasnéno pouziti malé ribozomalni podjednotky k detekci
endosymbiotickych prokaryot u msic a jsou zde popsany dvé metody, které autorka ve své
praci pouZivala, a to DGGE - denatura¢ni gradientova gelova elektroforéza a RFLP —
polymorfismus délky restrikénich fragmentd. Chybi zde popis tieti metody, kterou autorka
pojmenovala jako diagnostickou PCR. I kdyZ jde o metodu zékladni a v molekularni biologii
Siroce pouzivanou, piesto by mél byt - podle mého nazoru - alespoﬁ ve zkratce uveden princip
této metody. Dale bych navrhovala, aby vSechny kapitoly popisujici pouZité metody byly
pretazeny z ¢asti Uvod do &asti Metodika, napf. jako tivodni odstavce k jednotlivym
metodam.

V Casti Metodika autorka nejdfive popisuje studovany material a zplisoby extrakce DNA. Jak
autorka uvadi, k izolaci DNA pouzila 2-5 klondlnich jedinct. Jak4 je jistota, Ze jedinci byly
skute¢né klonalni a nereprezentovali potomstvo vice samic?

Dale v kapitole Metodika nasleduji podminky reakci pro PCR a na obrazku ¢.1 jsou
znazorn€ny pozice jednotlivych primert. Chybi zde zakresleni primert pro metodu DGGE,
mohla byste tyto primery doplnit?

V kapitole DGGE je uvedeno ,,Denaturace dsSDNA zna¢né sniZuje jeji mobilitu gelem
(Muyzer et al., 1993), takZe sekvence majici vy$si obsah GC bazi a tim padem setrvavajici
delsi dobu ve formé dvoufetézce, putuji déle. K zastaveni dochazi az pii dosazeni vyssich
koncentraci denaturanti, kdy dojde k tplné disociaci. ProtoZe by vsak jednotetézcové
fragmenty mohly snadno vycestovat z gelu ven, pouZiva se pii per amplifikaci tzv. GC-
svorka.* Pokud dochazi k zastaveni mobility jednofetézcovych produkti v gelu, jak si
vysvétlujete fakt, Ze by tyto fragmenty mohly vycestovat z gelu? Mohla byste tuto metodu
vysvétlit podrobnéji?

Dale bych se chtéla zeptat, co znamenaji zkratky U-type, R-type, T-type v tabulce ¢. 5 na
strané 14.

V nasledujici ¢asti pak autorka v tabulkéch, grafech a dendrogramech uvadi vysledky, které
komentuje v zavére¢né diskuzi. Autorka uvadi, Ze bakterie Ecksteinia adelgidicola a Steffania
adelgidicola byly zjistény pouze u msic rodu Dreyfusia, ale vzdy spole¢né. Jak byste
vysvétlila tento spoleény vyskyt a jak si vysvétlujete piitomnost Buchnera aphidicola u
Adelges laricis, coz je - jak uvadite - v rozporu s dosavadnimi publikacemi? Nemohlo zde
dojit ke kontaminaci pfi izolacich DNA nebo pfipravé PCR? V diskusi na str. 36 uvadite, ze
standardni PCR ma vii¢i mnozstvi bakterii v hmyzim téle malou citlivost, a proto nedetekuje
bakterie zastoupené jen v minimalnim mnoZstvi. Jak by se dal tento problém fesit?

Na zavér pfiddvam souhrn drobnych gramatickych chyb, které se v textu vyskytly. Jsou to
piedevSim drobné pieklepy a format pisma, ktery by bylo dobré v celé praci sjednotit



(pfedevsim pouziti kurzivy u druhovych a rodovych nazvi). Tyto chyby v Zadném piipadé
nesnizuji védeckou kvalitu této diplomové prace.

Str. 1., kapitola Uvod - Symbiéza jez hlediska evoluce

Str. 3 ., kapitola Sekundarni endosymbiont - Stejné jako Buchnera aphidicola jsou i
sekundarni endosymbionti pfenaseny maternalné (Burke et al., 2009), aviak pfi krmeni na
kontaminované rostling, je bézny i horizontalni ptenos (Sandstrém et al., 2001; Russell et al.,
2003). ...kurzivou latinsky nazev druhu + ¢arka navic

Str. 3, kapitola Primarni endosymbiont... Buchnera aphidicola je blizce piibuzna druhu
Escherichia coli, od které divergovala pted zhruba 420 miliony lety (Unterman et al., 1989),
avSak béhem evoluce doslo ke zna¢né redukci jejiho genomu, ktery svou velikosti i poc¢tem
gent piedstavu jen 15 % svého ptivodniho stavu (Shigenobu et al., 2000)...chybi te¢ka na
konci véty

Str. 4., kapitola Sekundarni endosymbiont... a Serratia symbiotica svého hostitele chrani,
pokud je vystaven vysSim teplotam (Burke et al., 2009)...kurziva

Str. 5....per amplifikace...PCRvelkami pismeny , je to zkratka

Str. 7., Kapitola Cile - D. noxia - mél byt vypsan cely latinsky nazev,protoze je to prvni
zminka v textu (Obsah a Anotaci nepocitam)

Str. 14, Tab. 4. — format pisma

Str. 18, Kapitola Izolace DNA z gelu a sekvence...Na zakladé vysledku elektroforézy a jejiho
porovnani s velikostnim markerem, bylo do mikrozkumavky pfidano mezi 8 az 10 ng
DNA...bez carky

Str. 18, Kapitola Izolace DNA z gelu a sekvence ...K té bylo pfidano jesté 0,5 pl primeru
avoda v takovém mnozstvi,

Str. 19, 4. 4.1.1. Diuraphis noxia — latinsky nazev kurzivou (také v Obsahu)

Str. 22, Kapitola DGGE...Vyskyt jednotlivych druhi bakterii v rdamci zemi ptivodu vzorkd je
vyobrazen v Tab......Chybi ¢islo tabulky

Str. 25, kapitola Adelgidae.....Bacillus sp. (98 %), primary endosymbiont of
Sitophilus/secondary endosymbiont of Curculio/Sodalis glossinidius....pfepsat do ¢estiny
Str. 28... Vyjimku tvoti rody Eopineus a Dreyfusia, u kterych byl vyskyt pod 13 %

a u rodu Pineus tato bakterie nalezena nebyla ...kurziva

Str. 35, obr. 12...Migrace a oblasti vyskytu D. noxia podle analyzi AFLP.. kurziva

Str. 36, kapitola RFLP...Metoda restrikéniho $t€peni byla vyzkousena u 32 vzorki celedi
Adelgidae, avSak ziskana data nebyla nekorespondovala s o¢ekavanymi délkami fragmentu.
Str. 36, Obr. 13...legenda kurzivou — rodové nazvy

Str. 37, kapitola Zavér...U D. noxia byly v rozporu s udaji v literatute, kde se uvadi, ze tato
mSice zadné sekundarni endosymbionty nema, nalezeno 12 bakterialnich druhi... kurziva
Str. 37, kapitola Zavér... U D. noxia byly v rozporu s udaji v literatute, kde se uvadi, Ze tato
msSice zadné sekundarni endosymbionty nema, nalezeno 12 bakterialnich druht....véta
gramaticky nedava smysl

Cilem této magisterské prace bylo porovnani tii riiznych metod pro detekci bakteridlnich
endosymbionti u msic a analyza jejich druhového spektra. Tyto cile byly splnény a také
magisterskd prace Andrey JaroSové rozhodné spliiuje pozadavky, které jsou na magisterskou
praci kladeny. Proto ji jednozna¢né doporucuji k obhajobé.

Préaci bych ohodnotila znamkou 1-.
Sotin Dedlorn,

RNDr. Petra Dutkova, Ph.D.

V Ceskych Budgjovicich, 14.5.2012
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Posudek oponenta na diplomovou praci

Autor prace: Be. Andrea Jarofova

Nazev prace: Analyza sekunddrnich endosymbiontii u vybranych druhi msic (Aphidae a
Adelgidae)

Predlozend diplomovd préce zpracovdvd na 55 strandch velmi zajimavou problematiku
endosymbiontil mSic a jejich detekce pomoci metod molekulérni biologie (PCR, DGGE a RFLP) a
bioinformatickych néstrojti. Prace je standardn& &len&nd, po stru¢né tivodni &asti a vytydeni cild
nasleduje popis pouzivanych metodik. V3e je zavislé na vstupnim souboru vzorki msic z riiznych
lokalit a hostitelskych rostlin, tim je zatizeno i hodnoceni dat (n&kdy pouze 1 exemplaf z dané
lokality). Vysledky jsou uvedeny v tabulkach, grafech a souhrnnych dendrogramech. Diskuze a
zavér shrnuji struén€ dosazené vysledky, nejdileZit&j$im vysledkem je ovéfeni pouzitelnosti
metody DGGE pro dany vyzkum a detekovéni fady endosymbionti u obou skupin msic. Diplomova

prace je napsdna srozumiteln€ s malym mnozstvim pieklepid, zdroje jsou fadné citovéany.

K praci mam nasledujici pfipominky a dotazy:

- U hmyzu je velmi Casty horizontaln{ pfenos genetické informace, tj. za¢lenéni bakterialnich
genli symbiontl do genomu hostitele (viz napt. publikace Dr. Simy z Mikrobiologického
tstavu AVCR v Praze). Nastavé tato situace i u studovanych skupin ms$ic? Pokud ano, jak se
odlisi DNA endosymbiotickych bakterii opravdu Zijicich v organismech od pozistatki
bakteridlni DNA v genomu m§ic?

-V experimentech byl pouZit zastupce Seledi Aphidae D. noxia, je zminén v cilech prace, ale
potom az ve vysledcich, tj. ne v ivodu u popisu Aphidae ani v materialu, étend¥ potom tape,
o jaky organismus se jednd, v cilech mize dokonce nabyt dojmu, Ze se jedna o Zivnou
rostlinu.

- Kde jsou endosymbionti lokalizovani, je to pouze travici trakt hostitele?

- Obr. 13 se nachdzi v diskuzi, ale mé&l by byt uveden ve vysledcich, navic by mohl byt
umistén spolecné s Obr. 7, protoZe oba prezentuji podobna data.

Str. 22. Chybi odkaz na Tab. 12.
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- Seznam literatury neni v jednotném stylu, vyskytuji se zde kratké i dlouhé nazvy asopist

(napf. Journal of Insect Physiology, Human mutation - v prdci psdno navic velkymi
pismeny), zkrdcené ndzvy s te¢kami nebo bez nich, ob&as chybné& mezery (napf. Am JHum
Genet x Microbiol. Rev.), ndzev ¢asopisu je nékdy psan kurzivou. V nazvech ¢lanki jsou
n¢kdy vSechna pocatecni pismena slov velké, jindy pouze na za&atku. Jiny font citace Gill

and Werrett 1987. Velmi asto neuplné citace pouZivajici zkratku et al. (nap¥. Havnes et al.

2003), v textu préce to samoziejm& lze ale v seznamu literatury je to nepiipustné. Rok

vydani bych uvadél na konci citace nebo za jmény autord, zde je to pred ro¢nikem a stranou.

Diplomova prace Andrei Jaro$ové je aktudlnim souhrnem informaci o endosymbiontech msic
skupin Aphidae a Adelgidae, splfiuje poZadavky kladené na diplomovou prici, a proto ji

doporucuji ke schvaleni a klasifikaci znamkou.

Oponent: RNDr. Pavel Hyrsl, Ph.D.

V Brn€ 25.5.2012

datum a podpis
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