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Posudek magisterské prace Bc. Martiny Klojdové s nazvem Molekuldrni markery pro detekci genetické
variability pfirodnich populaci forenzné vyznamnych druha bzuéivkovitych (Calliphoridae, Diptera).

Autorka si zvolila velmi zajimavé téma se ziejmym aplikaénim potencidlem. Moznost pousit populacné
specifické genetické markery k determinaci geografického plvodu hmyzu vyvijejiciho se na obéti krimindlniho
¢inu by si urcité dokdzalo najit uplatnéni ve forenzni praxi, napf. pfi odhalovani mozné post mortem
manipulace s mrtvolou.

Prace je psana velmi srozumitelnym jazykem s minimem pfeklep nebo gramatickych chyb. Prace je logicky
uspofadana a text neobsahuje nepfesnosti nebo nejasna vyjadfeni, resp. aZ na nékolik vyjimek (napf.
nahrnuti prvokd s bakteriemi do jedné véty v odstavci o forenzné vyznamnych skupindch hmyzu, str. 4.
neplsobi jasné). Hned na zacatku textu se mi velmi libilo &lenéni na krat3i obecny Gvod véetné nastinéni
hlavniho cile prace (tedy jakysi abstrakt) a poté hlubsi uvedeni do problému.

Z metodického hlediska ocefuji pomérné velky pocet testovanych lokusd, ktery v kombinaci se étyFmi druhy
hmyzu znamenal pomérné velky objem laboratorni prace. PovaZuji sice za diskutabilni vybér nékterych
markerG (napf. ITS), ale rozumim autor¢iné snaze pracovat s veskerymi dostupnymi sekvenénimi markery.

Akoli se nepodafilo nalézt markery dostate¢né informativni pro geografické odliseni populaci, prace spinila
své zadani, tedy navrhnout a otestovat kandidatni markery. Co jsem v3ak postradal, jak v Gvodu, tak diskuzi,
bylo dikladnéjsi zamysleni se nad rozliSovacimi moZnostmi zvolenych mtDNA a nucDNA lokusd vzhledem
k velikosti zkoumaného Gzemi, a biologii a evoluéni historii danych druh(i (hmyz s pravdépodobné velkymi
populacnimi velikostmi a solidnimi migra¢nimi schopnostmi). Toto téma je naénuto aZ na konci diskuze, ale
zasloutzilo by si hlub3i pohled a porovnani v kontextu s dostupnou literaturou. V diskuzi je zmifiovana nizka
variabilita sekvenci, nedostateénd pro odliSeni populaci. Variabilita samotnych sekvenci viak pomérné vysoka
je (svédii o tom pomérné vysoké hodnoty haplotypovych diverzit i nenulové hodnoty nukleotidovych
diverzit). Problém je spiSe v nedostatecné segregaci haplotypl mezi populacemi, co? souvisi s vy$e zminénymi
faktory, které v praci byly diskutovany minimalné.

Z hlediska vyuZiti testovanych markerd pro populaéni analyzy by tak pfipadalo v Gvahu jediné vyuZiti zalozené
na velkém mnoistvi analyzovanych jedincl a frekvencich jednotlivych haplotypt v populacich (assignment
analyza). Pro tento typ analyzy samozrejmé nebyl k dispozici dostatek materidlu. Na druhou stranu autorka
mohla zminit moZnosti rychle se rozvijejicich high-throughput metod, kterymi by se daly hledat variabilni
lokusy pouZzitelné pro ndvrh screeningovych panell (napf. obdoba SNP arrays).

Zavérem, predloZend prace pres nékteré nedostatky zcela splfiuje obvyklé standardy magisterskych
diplomovych praci studentd Pfirodovédecké fakulty JU. Praci proto doporuéuji k obhajobé. Obhajoby se
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bohuZel nemohu zucastnit, praci navrhuji hodnotit stupném 2 (lepsi dvojka), ale vysledné hodnoceni jisté
zavisi i na vykonu u obhajoby a zodpovézeni dotazl.

* UL sericata byla nalezena vyrazné nizsi hodnota haplotypové a nékdy i nukleotidové diverzity pro mtDNA
geny neZ u ostatnich druhd. Existuje pro to néjaky biologicky, evolugné-historicky, nebo jiny dGvod?

e Z hlediska vyuZitelnosti molekuldrnich markerd pro populaéné-geografickou analyzu hmyzich druhd je v
préci zminéna teoretickd moznost zamény mtDNA sekvenci hmyzu za DNA jejich bakteridlnich symbiont(
kvdli pouZiti univerzdlnich primerd. Co ale nuklearni kopie vlastni hmyzi mtDNA (tzv. numt)? Jednd se o
moiny problém u dipter?

e Zaujal mé pfipad prvniho vyuZiti forenzni entomologie ze 13. st. v Ciné - odhaleni srpu vraha pomoci much,
které preferovaly srp se skrytymi zbyty krve, je o pozndni lep$i metoda neZ soudobd evropska metodologie
(tzn. necht BGh rozhodne - hozeni podezielého z mostu v kosi a &ekani jestli vyplave :) Ale pokusil se
nékdo Cinskou legendu ovéFit? Rekonstruovat? Mohl by to byt jednoduchy, ale zajimavy experiment :)

Jan Stefka
Laboratof molekuldrni ekologie a evoluce

Parazitologicky Ustav, Biologické centrum AVCR
Brani3ovska 31, 37005 C. Budé&jovice

v €. Budéjovicich 18.5. 2018
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1. Formulace cill prace

Hodnoti se uvod do feSeni problematiky, tedy zdlvodnéni potfeby FeSeni prace a
srozumitelnost vytyéenych cill:

Hodnoceni (znamka): OR O2 O3 Q4

Komentar k hodnoceni (odivodnéni navrzené znamky). Komentar je povinny.

Zaméreni a cile prace jsou jasné definovany a vychazi z potieby detailngjsiho stanoveni vnitrodruhové
diverzity hlavnich druhti nekrofagnich much z ¢eledi bzucivkovitych vzhledem k jejich vyuziti v ramci forenzni
entomologie.




2. Zpusob feseni prace

Hodnoti se zvolenda metodika prace vcetné statistické analyzy dat (vhodnost, srozumitelnost,

relevantnost, komplexnost), u pfehledové prace pak predevS§im zvolena obsahova struktura a
¢lenéni prace, zplsob pojeti pfehledové prace.

Hodnoceni (znamka): @1 O2 Os O 4

Komentar k hodnoceni (odlivodnéni navrzené znamky). Komentar je povinny.

Metodika a zvolené postupy odpovidaji vyty¢enym cilim prace, zahrnujici nejprve vytipovani vhodnych
markr( pro zji§téni vnitrodruhové diverzity a nasledné jejich aplikaci na jedince jednotlivych druhti bzuéivek z
rlznych populaci. Nékteré informace (napf. konstrukci dendrogrami programem MEGA 6 s vybérem

substituténiho modelu) mohli v§ak byt uvedeny v metodice a ve viastnich vysledcich uz na né nemuselo byt
opakované odkazovano.

3. Prace s informacemi

Hodnoti se mira a relevantnost pouzitych informaci dostupnych v odborné literature, jejich
aktualnost, pravdivost, komplexnost a mira vytézovani informaci, zplsob popisu vysledk( a jejich
srovnani s dal$imi dostupnymi informacemi, schopnost vyvozovani zavér(.

Hodnoceni (znamka): O1 . 2 Os O 4

KomentaF k hodnoceni (odlvodnéni navrzené znamky). Komentar je povinny.

Autorka stavi literarni reSersi i diskuzni ¢ast srozumitelnou formou. Resersni ¢ast je dostateéné obsahla a
popisuje velmi dobie problematiku forenzni entomologie a molekularnich metod véetné markri bézné
pouzivanych pfi studiu diverzity hmyzu. | pfesto mi zde v obou kapitolach chybi ¢ast pojednavajici o
mikrosatelitnich markrech, které jsou pro vnitrodruhovou diverzitu a rozdily mezi populacemi hojné pouzivany
u Sirokého spektra zivocichil. Taktéz pro zastupce &eledi bzudivkovitych Ize nalézt studie identifikujici
mikrosatelitni markry a popisujici diverzitu v ramci uréitého uzemi (citace nize).

Vysledkova &ast popisuje jasné ziskana data, tabulky jsou pfehledné, dendrogramy a haplotypové sité
ukazuji jasné pouzitelnost testovanych markr pro dané Gcely.

Florin a Gyllenstrand 2002, Molecular Ecology Resources 2: 113-116.
Rodriguez a kol. 2009, Memorias do Instituto Oswaldo Cruz 7: 1047-1050.
Torres a kol. 2007, Area-Wide Control of Insect Pests, pp 183-191.




4. Formalni zpracovani prace

Hodnoti se dodrZovani jednotného stylu, graficka uprava prace, prehlednost, urover jazykového
zpracovani, dodrzovani citaéni normy, kvalita grafli a obrazk{ atd.

Hodnoceni (znamka): @1 O2 O3 O4

Komentaf k hodnoceni (odivodnéni navrzené znamky). Komentar je povinny.

Prace je graficky i Urovni jazykového zpracovani na standardni Grovni.

Piesto nékolik pfipominek: Zobrazeni COIl dendrogramu evropskych populaci zajmovych druht {pfiloha 10)
neni pfili§ Citelné a mohlo &i mélo byt rozdéleno na alespon 2 ¢astiflinie, tak aby byla zachovana &itelnost
Udajl o druzich a lokalitach, kdyz je na né v praci odkazovano.

Autorka by méla drzet jednotny styl pfi pouzivani slova "konkatenovany" ( z anglického concatenated) a
vybranym ¢eskym ekvivalentem "spojeny” a pouzivat v praci jen jeden z téchto vyrazu.

5. Spinéni cilt prace
Srovnavaji se vysledky prace s vyty€enymi cili a zadanim prace.
Hodnoceni (znamka): @1 O2 O3 O 4

Komentar k hodnoceni (odivodnéni navrzené znamky). Komentar je povinny.

Zadané cile jsou spinény a vysledkové podpoieny ackoliv se nepodafilo pomoci vytipovanych markrd rozlisit
jednotlivé populace analyzovanych druht bzucivek.




6. Formulace zavéru prace

Hodnoti se srozumitelnost zavér(i a jejich relevantnost s ohledem ke zjisté€nim (védeckym nebo
informacénim).

Hodnoceni (znamka): @1 O2 O3 O 4

- Komentaf k hodnoceni (odivodnéni navrzené znamky). Komentaf je povinny.

Zavéry jsou podané srozumitelnou formou s konstatovanim vychézejicir_n z vysledku, kdy se pomoci
testovanych marker( nepodafilo odlisit od sebe rizné populace v ramci jednotlivych druhd.

7. Odborny pfinos prace
Hodnoti se vyuZziti prace pro dany obor, jeji védeckost &i odbornost.
Hodnoceni (znamka): O1 @2 O3 O4

Komentar k hodnoceni (odlvodnéni navrzené znamky). Komentaf je povinny.

Autorka v ramci této prace vytipovala 14 markri potencialné pouzitelnych pro stanoveni vnitrodruhové
variability bzucivkovitych a nasledné 11 z nich otestovala. Ackoliv zadny z téchto markri nevykazal
dostatecnou variabilitu, aby mohl byt pouzit k rozlieni populaci v ramci jednotlivych druh(, je mozné vSechny
uspésné amplifikované markry pouzit k druhovému rozliSeni bzucivkovitych, nebot v tomto ohledu vykazovaly
konzistentni vysledky. Morfologicka determinace vyzaduje zna¢né zku$enosti, je pomérné naroéna a je
mozna viceméné pouze u dospélych jedincl bzugivkovitych, zatimco molekularni metody jsou dnes jiz
standardem ve vétsiné laboratofich napfi¢ riiznymi obory a tak je determinace na Urovni DNA mnohdy
efektivnéjsi a pfi pouziti vhodnych markrl také presnéjsi. Vysledky této prace proto také poskytuji srovnavaci
materidl pro pfipadné Sirsi pouziti testovanych markra.

Celkové hodnoceni prace:

Navrh hodnoceni znamkou: () vyborné Doporucuji praci k @® ano
O velmi dobfe obhajobe: , O ne
O dobre

O nevyhovél(a)



Otazky k obhajobé:

Otazka k obhajobé 1
(povinné)

Otazka k obhajobé 2
(povinné)

Dal$i pfipominky, vyjadieni
a naméty k obhajobé prace
resp. k jejimu dal§imu
vyuziti:

(nepovinné)

Co &ini mikrostaelitni markry tolik vhodnymi pro pouZiti v populaéni genetice,
jak probiha jejich pfistrojova analyza a co vée mohou data prozradit krom
odlis$nosti populaci?

Je mozné, Ze se v kriminalistické praxi ujme i pouzivani dal$ich, v této praci
otestovanych variabilnéjSich markri nez je COI, k druhové determinaci
bzugivkovitych?

Vzhledem ke kosmopolitnosti druhi bzucivek, se kterymi autorka pracovala,
bylo mozné pfedpokladat obtize s vyuzitim testovanych markra pro odligeni
jednotlivych populaci. Skoda, Ze autorka nepouzila i dostupné mikrosatelitni
markry a neotestovala je na $ir§im spektru druh(, nez pro které jsou
puvodné uréeny. Na druhou stranu, mnoZstvi studii vyuzivajici mikrosatelitni
markry pro hodnoceni jednotlivych druhl bzuéivkovitych je velmi nizké a
realné informace témér zadné neexistuiji.
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