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Oponentsky osudek na bakalarskou praci Nicole Jdnové s nazvem

Genetické markery pro druhovou identifikaci a studium genetické variability
forenzné vyznamnych druh masarek (Sarcophagidae)

Prace se zabyva testovanim markert, které by bylo mozné pouZit pro uréeni druhu nebo populace u
forenzné zajimavé celedi masarkovitych (Sarcophagidae). Ukolem bylo vytipovat takové markery z
literatury a vyzkousSet jejich pouzitelnost u této konkrétni celedi, dale ovéfit moznou kontaminaci
vhitrobunéénou bakterii Wolbachia, ktera je u clenovcl velice Casta a jeji DNA miZe interferovat s
analyzou mitochondridlni DNA testovaného hmyzu. Autorka vyzkousela 12 marker( na 72 jedincich z 9
druh@ plus 2 lokusy na ptitomnost wolbachie. Pro zhodnoceni markeru CO! pak autorka ziskala a
analyzovala mnoiZstvi dalSich sekvenci z vefejnych zdrojd. Prace zahrnovala celé spektrum metod,
konkrétné izolace DNA, optimalizace PCR, klonovani, po bioinformatické zpracovani sekvenci a jejich
analyzu.

Uvod je psan velmi &tivé a poskytuje informace, které étenarf potiebuje, aby pochopil nasledujici ¢asti prace
i jeji vyznam. Metody jsou detailné popsané, snad jen u podkapitoly 3.2.6c Inkubace bakterii bych ocenila
vice informaci, napf. jaka byla pficina toho, Ze se nedafrilo sekvenovat pfimy PCR produkt, zatimco DNA z
klond ano. Byla divodem smés fragmentl v pldvodnim produktu PCR? Dostali jste po sekvenovani z
raznych kolonii rlizné sekvence? Vysledky jsou popsané jasné a v diskusi autorka interpretuje ziskana data
a reflektuje problémy, jako je tfeba variabilni pocet jedincl jednotlivych druhi a jejich nerovnomérna
geograficka distribuce. V zavéru autorka navrhuje budouci smétovani projektu. Prace obsahuje jen malé
mnozstvi preklepl a formalnich chyb, zminila bych jen, Ze ¢isla na osach X nékterych graf(i v pfiloze 12 se
prekryvaji a jsou tak necitelna a na obrazku 5 je na fotografii gelu negativni kontrola v pllce ustfizena, coz
neni moc elegantni.

K praci mam nasledujici dotazy a komentare:

1) Autorka zjistila, Ze mitochondridlni marker COI vykazoval vnitrodruhovou variabilitu jen u tfi
zkoumanych druht, zaroven vsak uvadi, Ze to mohlo byt zplsobeno nerovnomérnym mnozstvim
sekvenci ziskanych z jednotlivych druh(. NeuvaZovali jste o ziskani vlastnich vzork(i masarek jejich
lovem nebo spolupraci s dalSimi entomology? Ziskali byste tak vzorky i ze vzdalenéjsich ceskych lokalit,



2)

3)

4)

coz by se na populaéni studii jisté hodilo a méli byste material i na amplifikaci markerd, které jsou
méné studované, nez je COl.

V metoddch i ve vysledcich autorka zmifiuje, Ze se nepodaftilo osekvenovat PCR produkty markeru ITS.
Zaroven jsem v metodach nikde nenasla zminku, Ze by méfila mnoZstvi DNA, které do sekvenacni
reakce ddvala. MoZzna by kvantifikace DNA mohla pomoci. Také mé napada, kdyz uz byly tyto PCR
produkty zaklonované, jestli by nebylo byvalo lepsi k jejich amplifikaci pouzit univerzalni primery M13.
Odpadla by tak ztrata pocdtku sekvence, ktera je vidy Spatna, ale v pripadé amplifikace pomoci M13
by pocatecni sekvence patfila vektoru, ktery je stejné potieba odstranit.

Podobné v metodach v kapitole 3.2.2 PCR je uvedeno mnoZzstvi templatu v mikrolitrech, ale neni tam
uvedeno mnoZstvi DNA (v ng), které do reakce pfislo. Predpokladam, Ze je to proto, Ze jste mnozZstvi
DNA po izolaci nekvantifikovali. Myslim, Ze pfi testovani novych markerld by bylo vhodné méreni
koncentrace provést nebo pfi optimalizaci PCR pouzZit vnitfni kontrolu, ktera ukaze, Ze je v reakci
dostatek templatu. U reakci, kde se nepodafilo ziskat ocekdvany produkt, bych zkusila zvysit
koncentraci primerd.

Ve vysledcich v obrazku 6 jsou uvedeny grafy, ve kterych je zndzornéna korelace mezi genetickou a
geografickou vzdalenosti tfi druh(, u kterych tato korelace vysla signifikantné (narozdil od ostatnich
testovanych druhi). V pfipadé Sarcophaga africa neni korelace pfilis patrna a i hodnota p je na hranici
signifikantnosti. NemuUZe byt tato korelace zplisobena malym mnoZstvim vzork( ze vzdalenych lokalit?

Bakalafskou praci Nicole Janové hodnotim velmi kladné, jak kvali objemu laboratorni prace, tak

samotnému zpracovani dat a jejich interpretaci. Bakalarska prace nepochybné spliiuje naroky kladené na

tento druh kvalifikacnich praci na PfF JU a hodnotim ji zndmkou vyborné.
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