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Oponentsky osudek na bakalafskou praci Hany Touskové s ndzvem

Aplikace molekularnich markera EPIC pro studium genetické variability entomopatogennich
hlistic rodu Steinernema (Steinernematidae)

Bakalarska prace Hany Touskové se zabyva designem a testovanim molekularnich markert EPIC pro
fylogenetické a populaéni studie entomopatogennich hlistic rodu Steinernema. Testovano bylo
Uctyhodnych 160 jedincll z 23 druhi z evropskych (prevainé Ceskych) a svétovych lokalit, ze kterych se
podafilo ziskat 300 sekvenci. Bylo testovano deset novych EPIC marker(, z nichZ se tfi osvédcily a byly dale
pouZity pro analyzu vSsech zkoumanych druh(. Paralelné byly pro srovnani testovany tfi dalsi markery,
které se jiz pro fylogenetické a populacni studie pouZivaji. Ziskané sekvence byly pouzity pro ovéreni
fylogenetickych vztah( zkoumanych druh(l a populacni struktury vybraného druhy S. affinae. Jednotlivé
markery byly rovnéz otestovany na pritomnost tzv. barcoding gap, diky kterému by bylo mozné dany
marker pouZit pro identifikaci druhd.

Uvod je napsany ¢tivé a seznamuje Etenafe s entomopatogennimi hlisticemi, jejich roli v ochrané
kulturnich rostlin a s molekuldrnimi markery, které se k jejich studiu pouZivaji. Cile prace jsou jasné
formulované, metodika aZ na vyjimky dobfe popsana. Zde bych méla jen tu pfipominku, Ze zatimco nékteré
metody jsou popsany aZz do zbytecnych detailll (pfiprava gelu pro elfo, sterilizace mikrobiologické klicky),
u jinych chybi klicové informace. Autorka tak zfejmé zapomnéla na popis samotného klonovani (jaka
metoda byla pouzita k transformaci a jeji popis, jaké kompetentni buriky byly pouzity, ...). Vysledky jsou
pomérné dobfe popsané, jen u grafl na obrazcich 7 a 12-18 nejsou popsany osy nebo osa. U obrazk( 10 a
11 nejsou vysvétlené zkratky lokalit. Prvni ¢ast diskuse zaméfend na metodiku je spiSe opakovanim
vysledkd nez diskusi, coZ se zlepsi v druhé ¢asti zamérené na vyuziti novych markerd.

Text obsahuje jen minimum chyb a kromé tradi¢né Spatné psaného slova standardné mé nic nedrazdilo. V
obrazcich se jiz néjaké formalni nedostatky nachazely. Napfiklad na obrazcich 26 a 27 jsou zkratky druh(
napsany pismem s malym rozliSenim, takze je nelze precist, u obrazku 27 navic Cisla ukazujici podpory vétvi
prekryvaji vétve, takZe jsou fylogenetické vztahy obtizné Citelné.



K praci mam nésledujici komentare a dotazy:

1.

Prosim o vysvétleni, jak jsou GMO nepfiznivé pro zdravi clovéka a pro ekosystém, jak autorka tvrdi
na konci prvniho odstavce Uvodu?

Autorka na str. 8 zmifiuje, Ze v praci Rolston et al. (2009) byly pouzity EPIC markery, ale z jejich
studie nejsou dohledatelné sekvence primer(, proto bylo potfeba designhovat nové. Zkouseli jste
kontaktovat autory prace, jestli by Vam sekvence primer( neposkytly?

V kapitole 4.3.1 je véta:,,V Tabulce 10 se nachazi pocet analyzovanych druhd, které byly porovnany
s odhadovanym poc¢tem druh(l podle webového severu ABGD (nastaveni).” Prosim o vysvétleni,
jak tato metoda odhadu druhd funguje.

Proc byl pro sestaveni fylogramu na obrazku 22 pouZit jako kofen druh S. hermafroditum, ktery
podle ostatnich analyz neni mezi zkoumanymi druhy zdaleka nejbazalnéjsi?

V diskusi na str. 36 je véta ,Nejprve byl konkatenovan fylogram patndcti druhd, jenz byly
amplifikovany u markerld COI+ND2+gEPIC4+rEPIC3.”, které nerozumim. Domnivdm se, Ze
konkatenovany mohou byt sekvence, ale ne fylogram.

V kapitole 5.2.1 je tvrzeni , To mlzZe byt podpofeno i tim, Ze se u markeru ITS, jako u jediného z
testovanych markerd, na histogramu neprolina vnitrodruhova variabilita s mezidruhovou a vznika
tak ,barcoding gap“.” To je v rozporu s tvrzenim ve vysledcich: ,,Z histogram( plyne, Ze Zadny z
markerd pouzity samostatné neoddéluje vnitrodruhovou variabilitu od mezidruhové (str. 26)”“.

| pfes vySe zminéné nedostatky je dle mého nazoru predlozend bakalarska prace zdafila a spliiuje naroky
kladené na tento druh praci na PfF JU, proto ji doporucuji k tispésné obhajobé a predbéiné hodnotim
stupném 1.
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