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Jakub Kořenář (2022): Testování mikrosatelitních markerů pro lakušník niťolistý (Ranunculus trichophyllus)
Předložená bakalářská práce, věnující se vývoji a testování mikrosatelitních markerů na lakušnících (Ranunculus sect. Batrachium), názorně připomíná, že metoda SSR ani v roce 2022 stále nepatří do propadliště minulosti, ačkoli již dávno existují modernější a sofistikovanější genetické metody pro studium speciace u rostlin, ale namísto toho stále vstává z popela jako bájný fénix, aby byla tu dobrým sluhou a tu zlým pánem. O důležitosti výsledků předkládané práce není třeba pochybovat, očividně se jedná o součást širšího projektu, pro jehož průběh je vývoj mikrosatelitních markerů pro R. trichophyllus nejspíše nějakým způsobem důležitý. Zároveň je třeba autora pochválit za to, že se v bakalářském stupni studia, kdy se jiní spokojí s literární rešerší a maximálně si změří pár vzorků na průtokovém cytometru, nezalekl této středně pokročilé genetické metody, jakou SSR jsou, a obstojně zvládl dotáhnout vývoj mikrosatelitních markerů do konce. Zároveň musím ale konstatovat, že jsem v práci nalezl některé problémy, které celkový dojem z práce kazí. Nutno však zdůraznit, že na chyby má student do jisté míry právo a jejich pronikání do finálního textu by měl bránit také školitel.
Zásadní pochybení nalezneme hned v Úvodu, kdy v této kapitole zcela chybí formulace cílů práce a její zasazení do širšího kontextu. Není zde tedy zcela jasné, za jakým účelem by někdo měl chtít vyvíjet mikrosatelitní markery pro R. trichophyllus. Pokud je předkládaná práce součástí rozsáhlejšího projektu, jak předpokládám, mělo by zde toto být explicitně uvedeno.
Další výraznější výhradu mám k literární rešerši, a to, že mi zde zcela chybí nějaké obecnější shrnutí využití SSR markerů u rostlin. Místo toho autor v podkapitole 2.3 zmiňuje pět náhodných příkladových studií, kdy byly mikrosatelity využity, a to je vše. Za mnohem užitečnější bych považoval opačný přístup, tj. že zde budou obecně zmíněny okruhy témat, na jejichž řešení lze SSR využít, spolu s nějakou alespoň základní diskuzí na téma výhod a nevýhod této metody, a příkladové studie budou tvořit jen menší část celé kapitoly, jen pro dokreslení situace. Jistě by se jednalo o postup pracnější, zároveň by ale nebylo třeba jít nijak moc do hloubky.
V kapitole Výsledky pak panuje určitý chaos, který má za následek to, že z celého textu není moc jasné, na kolika vzorcích jakých druhů bylo testováno kolik SSR lokusů. V Tabulce 6 autor tvrdí, že na počátku bylo testováno 36 lokusů pro cytotyp A a 37 lokusů pro cytotyp B. Proč je potom v Tabulce 5 uvedeno 38 lokusů, ví čert. Tabulka 6 je navíc nadbytečná a pouze nevhodným způsobem popisuje to, co by mělo plynout z Tabulky 5, tj. místo pouhých počtů lokusů, které byly u jakého cytotypu použity či vyřazeny, by bylo vhodnější tuto informaci vyznačit přímo ke konkrétním lokusům. Bylo by tedy vhodnější mít jednu přehlednou tabulku vzniklou sloučením a přetransformováním tabulek 4, 5 a 6, kde by byly názvy lokusů, jejich sekvence, počty a rozsah alel pro cytotyp A, počty a rozsah alel pro cytotyp B (případně pro další testované druhy) a počty testovaných jedinců pro každý cytotyp na jednom místě (vyřazené primery by byly jasně vyznačeny).
V neposlední řadě, většina informací popsaných v kapitole Výsledky patří do Metodiky. Informace o počtu testovaných lokusů, metodice vyřazování lokusů, použitém softwaru atd. nemají ve Výsledcích co dělat.
Přes výše uvedené nedostatky považuji předloženou bakalářskou práci za adekvátní. Doporučuji ji proto k obhajobě a navrhuji její hodnocení stupněm velmi dobře.
Dále předkládám seznam konkrétních otázek, na které bych během obhajoby chtěl slyšet odpovědi:
1. Jak již bylo popsáno výše, práce postrádá jakoukoli formulaci cílů či ospravedlnění jejího vzniku. Jaké byly cíle práce a proč byla tato práce vlastně zadána?
2. Informace o počtech analyzovaných jedinců a testovaných lokusů jsou v textu uvedeny poněkud chaoticky. Uvítal bych lepší, přehlednější tabulku s těmito informacemi. Kolik lokusů na kolika vzorcích kolika druhů bylo tedy celkem testováno?
3. V úvodu autor pěje samou chválu na metodu SSR. Je však známým faktem, že tato metoda má řadu nevýhod a omezení, jinak by ostatně nebyla v odborné komunitě stále více zatracována a nahrazována modernějšími a spolehlivějšími metodami. Zejména její použití pro detekci klonality, jež autor zmiňuje v podkapitole 2.3, je dosti problematické. Jaké jsou hlavní nevýhody mikrosatelitů? Pro jaké typy studií není metoda vhodná a proč?
4. Psát, že "byla provedena analýza hlavních koordinát (s jejímž výpočtem mi pomohl školitel, proto neuvádím v metodice detaily výpočtu)", jak autor píše ve Výsledcích, je velmi nevhodné. Pokud byly v rámci práce prováděny nějaké analýzy, kterým student nerozumí (což je v Bc. stupni pochopitelné), měl by si student od školitele vyžádat jejich popis a v textu ho uvést a nezaklínat se heslem "já nic, to školitel". Jakým postupem byly analyzované SSR markery vyhodnocovány? Proč byly hodnoceny oba cytotypy R. trichophyllus pouze odděleně a nebyla provedena spojená analýza, ačkoli SSR markery fungující na oba dva cytotypy k dispozici byly?
5. Na str. 5 autor uvádí, že R. trichophyllus má diploidní, tetraploidní a hexaploidní cytotyp, v následujícím odstavci se však píše pouze o dvou tetraploidních cytotypech A a B ve střední Evropě použitých v práci. Znamená toto tedy, že ve střední Evropě je R. trichophyllus pouze tetraploidní a diploidi a hexaploidi se zde nevyskytují? Nebo diploidi a hexaploidi nebyli do práce z nějakého důvodu zařazeni?
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