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OPONENTSKYPOSUDEK
na magisterskou diplomovou praci Bc. Daniely Chundelové

Molekularni analyza mitochondrialniho genomu Diuraphis noxia (Aphididae)

Cilem prace bylo kompletni osekvenovani a detailni srovndvaci analyza mitochondrialniho
genomu u jednoho z nejvyznamnéjSich soucasnych $ktdcti obilovin, msice zhoubné. Ptehledné
zpracovani feSené problematiky na 10 ivodnich stranich s Cetnymi odkazy na diivéjsi i recentni
publikace svéd¢i o hluboké znalosti studované problematiky a dobré praci s literarnimi prameny.
Piehledné a dostate¢né detailné jsou zpracovany pouzité materialy a metody, i kdyZ tato obsahla
kapitola vykazuje drobné nedostatky (viz Pfipominky a dotazy 1-5). Vlastni vysledky jsou
nejzdafilejsi ¢asti prace — jsou logicky uspofadany, jasné a srozumiteln& popsany a dokumentovany
kvalitn€ zpracovanymi tabulkami a obrazky, na které jsou v textu p¥isluiné odkazy. Ocenil jsem, Ze
autorka pfesunula nékteré zdlouhavé tabulky a obrazky do ptiloh. Vysledky jsou odpovidajicim
zptisobem zhodnoceny a porovnany s publikovanymi udaji v Diskuzi, ktera v8ak obsahuje né&které
nadbyte¢né pasaze. To se tyka kap. 5.1. (Izolace DNA) a 5.2. (Optimalizace PCR reakéni smési a
PCR profilu) na str. 44-46), které pouze popisuji (¢aste¢né i hodnoti) zkousené metody a postupy a
jednostrankovém Zavéru. Velmi dobry dojem z celého spisu a zejména z kvalitnich vysledkt ponékud
kazi fada drobnych formalnich nedostatki, které pro potieby autorky a doufam i pro jeji pouceni

uvadim v piiloze mého posudku.

Pfipominky a dotazy:
1. V kap. 3.1. na str. 13 je uvedeno, Ze byly m$ice zmraZeny na -82°C. Znamena to, Ze byly zmraZeny
v hlubokomrazicim boxu a nikoliv v tekutém dusiku, ktery ma teplotu -196°C?

2.V kap. 3.4.1. na str. 18 je uvedeno, Ze do PCR byl pouzit 1,0 pl templatové DNA, ale chybi jeji
koncentrace? Jaké mnozZstvi DNA bylo pouzivano? (Koncentrace chybiiu BSA.)

3. V kap. 3.5. na str. 20 je v Obr. 1 vlozen neostry obrazek velikostniho markeru (ziejmé stazen v
nizkém rozliSeni z internetu); vhodnéjsi by bylo uvést velikosti fragmentii pfimo u prouzkii markeru
na gelu, jak je to obvyklé v publikacich. Jaka byla velikost amplifikovanych COI a ND5 fragmenti?

4. Popis trojlistkové struktury na Obr. 2. (kap. 3.8., str. 22) je prakticky necitelny, zfejmé téZ stazen v
nizkém rozliSeni; je Iépe textové popisky vymazat a prepsat napf. v Adobe Photoshop.

5. Co znamend, Ze byl nejvhodnéjsi model pro metodu Maximum likelihood vybréan dle ,,Akaike
kritérii* (kap. 3.8., str. 22)? Prosim vysvétlit (,,klouzavé okénko* na str. 23 je vysvétleno ukazkove).




6. Nepochopil jsem, k ¢emu se vztahuje vysvétlivka pod Tab. 7 (kap. 4.1.2., str. 29), oznaen4 &islem
,»,0% a sdelujici, Ze stop kodon nebyl detekovéan. Prosim vysvétlit.

7. Pro€ jsou nékteré vazby v trojlistkové struktute tRNA na Obr. 4. (kap. 4.1.3, str. 29-31) oznaceny
Cervenym puntikem, zatimco vétSina je modrym?

8. Co znamend exponent 1 v Tab. 14, znézorfiujici pfesuny genti a tRNA (kap. 4.2.2.., str. 37-38)?

9. Lze vyvodit ze zjisténi (Diskuze, kap. 5.3., str. 46), Ze mitogenom Diuraphis noxia (Macrosiphini)
je podobnéjsi mitogenomu msice Schizaphis graminum (Aphidini) nez msice Acyrthosiphon pisum
(Macrosiphini), Ze D. noxia by mé&la byt fazena do taxonu Aphidini? Existuji jiné piiklady rozporu
mezi pfibuznosti mitogenomi a sou¢asnou taxonomickou klasifikaci?

10. Jakou strategii ¢i jaké metody by autorka zvolila, aby u vybranych lokust/markeri pro studium
genetiky populaci (viz Zavér, str. 51) vyloutila piisobeni selekce nebo efektu zakladatele?

Zavér

Bc. Daniela Chundelova ve své diplomové praci zcela splnila stanovené cile. Usp&ing
osekvenovala celou mitochondrialni DNA msice Diuraphis noxia, sestavila jeji strukturu a srovnavaci
analyzou s mitogenomy ptibuznych i vzdalengjsich druhii identifikovala 4 variabilni Gseky vhodné
pro populatn€ genetickd studia. Sekvence mitogenomi vyuzila i pro zpfesnéni fylogenetickych
vztahQl mezi pfibuznymi druhy a eledémi hmyzu skupiny Sterrnorhyncha. Prokézala tak schopnost
samostatné vyzkumné prace a ziskala kvalitni pavodni vysledky, publikovatelné v renomovanych
veédeckych periodicich. Pfedlozena prace spliiuje pozadavky kladené na diplomové préace

v magisterském studijnim oboru Experimentdlni biologie a
doporucuji ji k obhajobé.

Vzhledem k fadé drobnych formalnich nedostatk@i doporuéuji préci klasifikovat stupni vyborn& az

velmi dob¥e, v zavislosti na kvalité ustni prezentace.

FrantiSek Marec
V Ceskych Budgjovicich, 28. kvétna 2012
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Oponentsky posudek diplomové prace Be. Daniely Chundelové:

Molekularni analyza mitochondrialniho genomu Diuraphis noxia (Aphididae)

Ve své diplomové praci se Bce. Daniela Chundelova zaméfila na ziskani sekvence
mitochondridlniho genomu msice zhoubné (Diuraphis noxia, Kurdjumov) a jeji analyzu,
s cilem navrhnout tseky vhodné pro pfipravu molekularnich marker pro popula¢ni studie.
Déle sekventni data vyuzila kovéfeni fylogenetickych vztahGi vramci podiadu
Sternorrhyncha.

Préace je klasicky ¢lenéna na tivod, cile prace, material a metody, vysledky, diskuzi, zavér a
literaturu. Uvod pIn& pokryva studovanou problematiku a mam k nému snad jedinou vyhradu:
mitochondridlni DNA je prezentovana jako téméf dokonaly molekularni marker jak pro
fylogenezi, tak pro populaéni genetiku. Je jeho vyuziti opravdu tak bezproblémové, jak
vyplyva z uvodniho textu? A dale, skute¢né nedochazi k rekombinaci mitochondrialni DNA?

Kapitola material a metody je psdna velmi podrobné a peclivé. Pfesto bych méla nékolik
dotazii a drobnych pfipominek:

1) U tabulky 2 na str. 12 neni zcela jasné, ke kterym sekvencim se vztahuji uvedena
piistupova €isla. Je to naprosto evidentni z kontextu a zaméfeni prace, nicméné by to
mélo byt ziejmé ze samotné tabulky. Také bych v této tabulce uvitala informaci o
Celedi, k niz analyzované druhy patii. Na zékladé kterych kritérii byly tyto druhy
vybrany? :

2) Slozeni reakénich smési a roztokii by bylo Iépe psat jako vycet koncentraci
Jjednotlivych slozek a nikoli jejich objemt (jak je uvedeno na str. 18, 19 a 21) —to je
ziejm¢ piinosné jako laboratorni manual pro ostatni ¢leny skupiny, nicméné je to
méné vhodné pro publikaci.

3) Jak funguje metoda Cisténi sekvenacni reakce pomoci enzymatické smési ExoSAP?
Co se tam déje s volnymi nukleotidy?

Analyzy sekvenénich dat jsou peclivé zpracované a vysledky pak jasné prezentované a
diskutované. Za ponékud matouci povazuji pouze popis nekoédujich oblasti mitochondridlniho
genomu. Neni mi napf. zcela jasné, pro¢ se autorka zastava nejednoznacného oznaceni téchto
usekli uvedeného v Genbank (text a tabulka 11 na str. 35, kap. 4.2.1)? Déle u mapy
mitogenomu D. noxia (obr. 3 na str. 28) jsou vyznacené celkem tii nekodujici Gseky, pficemz
tieti z nich neni popsany a az v diskuzi je osvétleno, Ze se jedna o oblast pravdépodobného
vyskytu tfi gend pro tRNA. Tyto tfi geny se nepodafilo jednozna¢né identifikovat a autorka je
vynala ze sekvenénich analyz. Chtéla bych se zeptat, co by mohlo byt pfi¢inou tohoto
nezdaru? Jsou tyto geny u msicovitych vice variabilni? Mohlo by se jednat o nefunkéni geny?
Jak by se to dalo overit?




Jak si autorka vysvétluje vétsi podobnost mitogenomu D. noxia sekvenci msice obilné,
Schizaphis graminum, ptestoze je D. noxia taxonomicky bliZe kyjatce hrachové, Acyrtosiphon
pisum?

Vzhledem ke svému rozsahu obsahuje prace relativné malo pteklepti a pravopisnych a
mluvnickych chyb, proto nema smysl se zde jimi pfili§ zabyvat. Pouze bych chtéla upozornit
na nékteré znich, které se objevuji opakované. Vyrazy ,naamplifikovanad oblast“ ¢i
,»Vvyizolovand DNA® (napf. strana 10, 24 a 44) by se zcela jisté obesly bez pfipony na- a vy-.
Diéle povazuji za pomérné nestastny termin ,,polospecificky primer* (poprvé pouzity na str.
16, kap. 3.3). Sekvence je bud’ specificka, nebo neni, ptipadné¢ miZe byt specifickd jen jeji
¢ast, coz je ziejmé pripad pouzitych primerii — pak by se spiSe hodil termin castecné
specifické primery.

Celkové hodnotim predloZenou praci velmi kladné. Be. Daniela Chundelova prokazala, Ze se
dobie orientuje ve studované problematice, zdarné si poradila s optimalizaci metodiky jak pro
izolaci DNA D. noxia, tak pro amplifikaci a sekvenovani obtizného templatu, a ziskala tak
fadu kvalitnich vysledki. Jeji prace je nezbytnym podkladem pro dalsi vyzkum populacni
struktury, odhaleni Sifeni a identifikaci jednotlivych biotypli tohoto vyznamného Skidce.
Diplomovou praci jednoznaéné doporucuji k obhajob€ a navrhuji znamku vyborné.
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Ceské Budgjovice, 27. 5. 2012 Iva Fukova




