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Ing. Katefina Simackova zpracovala a k obhajobé predloZila doktorskou dizertatni praci
(DDP), jejiz findlni verze ma 139 stran. DDP je ¢lenéna do 8 standardnich kapitol, z nichz
nejrozsahlejsi jsou kapitoly 2 (Literarni reerse — 32 stran), 4 (Material a metody — 33) @ 5 (Vysledky -
31). Soutasti DDP je 31 obrazk(i a 21 tabulek a zavér reprezentuje rozsahly soubor informacnich
zdrojt, které doktorandka ve sve praci pouzila. Uvedene formalni parametry DDP dokladuji jak
vhodnou proporcionalitu klicovych a doplitkovych kapitol, tak i zjevnou snahu autorky zpracovat
rozsahem pfiméfené dilo. Po obsahové strance predstavuje DDP Ing. Simackové znatné nevyvazené
a zmnoha ohledd i ptimo rozporiplné dilo, které se velmi nesnadno oponuje. Tento obecné
formulovany nazor si dovolim v posudku konkretizovat postupnym vyjadfenim se k jednotlivym
kapitolam, resp. obsahovym aspektim DDP.

N4zev prace a zvolené tema

Nazev doktorskych praci obvykle nestoji za pozornost oponenta, nicméné v tomto pfipadé
nelze prehlédnout skuteCnost, ze mezi nazvem a obsahem DDP je zjevna disproporce. Jako vedouci
fady doktorskych projektli vim, ze vyvoj fegeni &asto posouva plivodni nazev DDP mimo fakticky
obsah koneéného dila a nemam sebemensi problem respektovat zménu nazvu i v dobé finalniho
zpracovavani DDP a takovéto zmény povazuji za funkéni a korektni. V nazvu DDP Ing. Simackové
jsou mezi klicovymi slovy i terminy ,polyfaktorialni hodnoceni® a ,fizené selekce", jejichz
experimentalni odrazy vsak v praci samotné de facto nelze najit. Samotné téma DDP (viz kapitoia 3.
Cile) je naproti tomu aktualni a reflektuje aktuaini pozadavky souéasného vyzkumu v oblasti vyvoje a
pouzivani mykoinsekticidd, resp. ekologickych aspektll souvisejicich s jejich velkoplo§nym pouZi-
vanim.

Kapitoly 1. Uvod, 2. Literarni pfehled a 3. Cile

V tvodu DDP je pomérné dobte formulovan zakladni zamér doktorského projektu, zejména
pak v té ¢asti, kdy autorka kiade diraz na cilené vyuziti DNA markerd pro potfeby diagnostiky entit na
drovni poddruhové, tj. kmenl vybranych druhti entomopatogennich hub.

Na struktufe a obsahu literarni reserSe Ize asi nejlépe demonstrovat moji vy$e uvedenou
vyhradu ohledné (ne)vyvazenosti DDP Ing. Simackové. Tato kapitola sestava ze dvou kvalitativné
velmi odlisnych &asti. Prva ¢ast (2.1, str. 3-10) literarni kompilace je vénovana entomopatogennim
houbam. Nemohu jinak neZ konstatovat, Ze se jedna a jednoznaéné nejslabsi cast DPP a Ze Uroveni
této &asti literarni rederse nedosahuje ani urovné primérnych magisterskych praci. Obdobnou Urover
ma i zavéretna podkapitola (2.4) vénovana problematice praktického vyuZiti houby Beauveria
bassiana v biologické ochrané rostiin. Z formalniho hlediska je kapitola zatiZzena citaci nerelevantnich
zdrojli, neuvedenim citaci u vyznamnych informaci, resp. uvedenim citace v textu bez jejich vazby na
bibliograficky zaznam v seznamu pouzité literatury. Prikladem pouzivani irelevantnich informacnich
zdrojii jsou citace magisterskych a doktorskych praci (Bielikova 2001, Bobkova 2006, opakované
Sedriova 2008), resp. irelevantnich zdrojl (opakované Landa 1998, Turéani et al. 2009) k podpore
informaci, které maji snadno dostupné pertinentni verze v recenzovanych védeckych a odbornych




serialech a monografiich. Nelze prehlédnout, Ze s urovni pouzitych zdrojl informaci souvisi i
obsahova kvalita rederse, ktera je vtéto gasti zatizena fadou terminologickych nepiesnosti,
nespravnych konstatovani a v kontextu zaméfeni DDP i obsahovou odtrzenosti. V oponovaném
vytisku DDP jsem si dovolil vyznadit fadu spornych mist a konstatovani, z nichZ si pro ilustraci dovolim
uvést nasledujici:

o Diagnosticky vyznam konidii (tvar, velikost) neni z hlediska diagnostiky a determinace
entomopatogennich hub kli¢ovy (str. 1 a opakované i dale v textu)

o Predpoklad 10 miliont druhd hmyzu je davno prekonany a tvrzeni o 5 % druhd hmyzu
napadanych specifickou houbou je velmi sporné a neobstoji ani v kontextu formalni logiky
(bibliograficky zaznam podplrné citace Haswksworth 1991 neni uveden Vv seznamu;
pravdépodobné se jedna o: Hawksworth D.L. (1991): The fungal dimension of biodiversity:
magnitude, significance, and conservation. Mycol. Res., 6:641-55.

e Syntaktickou formou ... kmen (izolat)... (str. 4) autorka tyto terminy de facto synonymizuje,
coz si dovoluji posoudit jako nespravné a zaroven si dovolim pozadat o nazor na tuto
pfipominku.

e lLecanicillium lecanii — druhové jméno, které se opakované objevuje v celé praci. Prosim o
vyjadfeni se k poznamce, zda v kontextu prace nejde spide o druh L. muscarium

e Za sporné si dovolim oznacit tvrzeni o vyrazné predeterminaci hostitelského spekira (?)
druhem hostitele, z kterého byl konkrétni kmen izolovan

e Vyvojovy cyklus a navazujici informace (napf. popis charakteru povrchu konidii apod.) e
zatizen radou nepresnosti

e Nazev a obsah tematického okruhu ,Fyziologie a infekce (prub&h patogeneze) je
nesrozumitelny, obsahové velmi sporny a pro téma prace de facto irelevantni

o Biologicka ochrana neni chapana tak, jak je uvedeno v paragrafu 2 na str. 37 s podporou
velmi sporného zdroje (Seberlova 2008)

e Vtextu je opakované pouzivan vyraz _kontrola® (zjevné ,pfeklad” z anglické verze control)
v kontextu informaci z oblasti praktické ochrany rostlin, coz ale naznaduje, ze autorka
s terminologii z oblasti rostlinolékarstvi naklada az pfili§ volné

e Neznalost a laxni pristup k rostlinolekafske problematice prace autorka prokazuje i v fadé
dalgich &asti, napf. oznaceni plostice Orius insidiosus za trasnénku (str. 38, mimochodem se
jedna o predatora vyuzivaného proti trasnénkam a doporuceni pouZit proti tomuto ,$kadci
houby B. bassiana je spise usmévné), zminka o ,suché kordialni smési (str. 38),
nesrozumitelna formulace tykajici se ...dostatecné suprese patogen...(posledni odstavec na
str. 38 a na zagatku str. 39), a dalsi.

{lustrativnim  ptikladem povrchnosti nékterych ¢&asti literarni reserse je podkapitola 2.2
Morfologické markery (hodnoceni fenotypu) (str. 11). Rozsah kapitoly je mizivy (1/2 stranky),
morfologické markery jsou definovany zcela obecné a opakované s vynechanim kli¢ovych
diagnostickych systéml (soustava struktur souvisejicich se sporulaci entomopatogennich hub),
zminka o fenotypovych markerech je opfena o konstatovani tykajici se nesouvisejici enzymatickeé
aktivity a zcela irelevantni citaci (Obornik 1995). Stejné tak i zminka o biotestu zaméfeném na
objektivni hodnoceni virulence kmeni entomopatogennich hub pomoci indexového systému FDI je
jednak irelevantni a zaroven i citace zdroje (Osborne, Landa 1992) je nespravna, protoZe se teto
tématice nevénuje.

V&tsi cast resere (podkapitoly 2.2 a 2.3, 25 stran) je vénovana problematice molekularnich
marker(, véetné bodu 2.3.5., ktery je specificky zaméfen na molekularni markery u hub. Tato Cast
reserde je zjevné kvalitngjsi a dokazuje, ze autorka se v oblasti molekularni genetiky orientuje
mnohem Iépe neZ v tematicky propojené oblasti aplikované mykologie. V logicke posloupnosti jsou
podrobné popisovany zejména rizné techniky specifického restrikéniho stépeni DNA a nasledné
hybridizace (podkapitola 2.3.1.); techniky zalozené na PCR reakci (2.3.2) a techniky sekvenovani
DNA, v zavéru pak je zpracovana podkapitola vénovana molekularnim markerdm hub. Obecné
tematické okruhy sice spie pfipominaji dobfe zpracovanou studijni pomlcku, ale tomu asi nebylo
mozné se zcela vyhnout, nicméné &ast vénovana molekularnim markertm entomopatogennich hub
mohla byt zpracovana detailnéji a s pouzitim modern&jsich zdroji, protoZe v citacich prevazuji
publikace s datem 199X a jen maly podil informaci prekro€il hranici roku 2000. Mimochodem zadanim
dotazové syntaxe slozené z rodovych nazvii 4 nejvyznamnéjsich rodd entomopatogennich hub a
doprovodného kliového slova DNA markery Ize jen za obdobi let 2010 a 2011 ziskat vice nez 40




bibliografickych zdznamu z relevantnich, coz je mimochodem i objektivnim méfitkem zvysujiciho se
zajmu o tuto problematiku a podporuje to vhodnou volbu tématu a zaméfeni DDP ing. Simackové.

-Cile DDP jsou formulovany struéné a jsou harmonizovany s dal$imi kapitolami, nicmén& mezi
nazvem a cily je zjevna jiz zminéna disproporce.

Kapitola 4 Material a metody

Metodické aspekty DDP jsou zpracovany velmi detailné, coZ lze dokladovat tim, Ze tato
kapitola je z celé DDP nejrozsahlejsi (33 textovych stran). Informaéné osciluje v kontinuu od dilgich
informaci po velmi detailni popis postupl pouzivanych pfi kultivaci hub, izolaci DNA az po detekci
fragmentll DNA a statistické hodnoceni dat. Z této kapitoly je zfejmé, jak rozsahlou metodickou
vybavu musela autorka v pribéhu fedeni svého projektu zvladnout. S respektem ke kvalité této casti
kapitoly si dovolim nékolik poznamek a pfipominek:

e Vkapitole velmi postradam adekvatni prezentaci informacnich zdroji. Citace zdrojii jsou
uvadény pouze v pfipadé popisu protokoll tfi odlisnych technik AFLP a ojedinéle v kontextu
tabulek, ve kterych jsou prezentovany primerové sekvence.

e Neéktere metodické popisy jsou az pfili§ detailni a plsobi spise dojmem navodu k pouzivanym
pfistrojlm a zafizenim (viz napf. konstatovani ..... Zapneme elektoroforetickou stanici a
spustime soffware... apod.)

e Nekteré Casti jsou zatizeny formulacemi vhodnymi spi$e pro literarni redersi nebo pro diskusi
(viz napf. str. 49 — Izolace DNA

Samostatnou Cast kapitoly tvofi prehled kmeni jednotlivych druh(i entomopatogennich hub
pouzitych v experimentech. Vtéto &asti jsou kmeny rozdéleny do tfi skupin na: 1) zékladni, 2)
modelové a 3) kmeny ur¢ené k $irsi verifikaci metod a interpretaénich mozZnosti. Vybé&r a sloZeni
véech tfi souborl povaZuiji za vhodny a pro ugely pldnovanych zameérl a cilii za dostateény. Nicméné
bych za korektni povaZoval, kdyby v nékteré z ¢asti prace bylo zfeteln&ji naznageno, Ze viechny
kmeny, které byly v DDP pouzity, pochazeji ze sbirky sekce Rostlinolékaistvi KRV ZF JU, a vétsina
z nich pfedstavuje pomé&rné unikatni soubor lokalnich kmenll zachycenych v prilb&hu rozsahlého
monitoringu pfirozeného vyskytu entomopatogennich hub asociovanych s populacemi lykoZrouta
smrkového na Uzemi NP Sumava. Tyto informace v textu sice Ize zaznamenat, ale nikoliv na Urovni a
v rozsahu, ktery by si (dle mého nazoru) vzhledem ke svému vyznamu zaslouzily

Kapitola 5. Vysledky

Vlogické posloupnosti jsou postupné prezentovany vystupy dilgich studii zaginajicich
optimalizaci izolace DNA, pfes analyzu vdech tff modelovych soubori kmenQ pomoci analyzy
mikrosatelitl, ITS — RFLP, sekvena¢ni analyzu ITS regionu a LSU-RFLP, az po AFLP. Kazda
z uvedenych dil¢ich studii (s vyjimkou vstupni studie zaméfené na optimalizaci izolace DNA)
predstavuje svym zplsobem uzavieny tematicky okruh a to v&etné prezentace vysledkd. Vysledky
jednotlivych studii jsou i takto formulovany, protoZe v ramci kazdé z uvedenych technik je pouzita vice
mené identicka strukturace: a) optimalizace na zakladnim souboru, b) ovéfeni funk&nosti na
modelovem souboru a c) verifikace na kompletni sadé kmend, s pfevaZzujicim souborem kment B.
bassiana pochazejicich z oblasti NP Sumava. Toto pojeti si dovolim velmi ocenit, protoZze umoznuje
pomeérne snadnou orientaci v rozsahlém souboru vysledka.

Autorka opakované prokazala a) moZnost kmenové specifické identifikace kmen(l hub rodu
Beauveria; b) vyznam molekularmé genetickych technik pfi determinaci a identifikaci druht, jejichz
morfologické charakteristiky neumozfiuji jistou determinaci a ¢) genetickou homogenitu kmend
pochazejicich z oblasti NP Sumava. Kazdy z uvedenych vystupl je sam o sobé pfinosny a cenny a
rad konstatuji, Ze v této ¢asti je DDP v souladu se zadanim, resp. stanovenymi cily. K této ¢asti si
dovolim nékolik poznamek a dotazii:



e Vsouborech dat plsobi ponékud disharmonicky zafazeni kmene PFR 97 a jednoho
Sumavskeho kmene IFR. Zménila by se prezentace a formulace vysledkl analyz, kdyby tyto
kmeny vramci studii nebyly pouzity? Mam na mysli zejména ptipady, kdy PFR 97 se
v dendrogramech pfifazuje do pfibuzenskych skupin s nékterymi kmeny B. bassiana resp. B.
brongniartii, coz do ur€ité miry relativizuje bézné zaZitou predstavu vétsi intraspecifické
pfibuznosti (viz napt. grafy 11-14,

e Prakticky kazda z uvedenych technik umoziiuje odliSnou interpretaci vztahti mezi kmeny,
zejmena pak vztahové charakteristiky v modelovych souborech 2 a 3. Lze na zakladé
vysledkd objektivné rozhodnout a doporucit, kterou z pouZitych technik pouzit pro rlzné
ucely? Napfiklad pro Ucely:

a) objektivni identifikace kmene uréeného patentovani resp. pro registragni fizeni
b) anonymni identifikace konkrétniho kmene v souboru jinych kmenu téhoz druhu
c) identifikace konkrétniho kmene ve smési s jinymi kmeny téhoz druhu?

e Vtextu je opakovang& zmifovana geograficka oblast jako prekondice pfibuznosti, pficemz
jednotlive dil¢i studie sdruzuji kmeny z geograficky odlisnych oblasti v riznych kombinacich.
Jak tuto variabilitu chapat?

e Jednim z kliCovych slov prolinajicich se véemi ¢astmi DDP je ,optimalizace®. Prosim autorku o
naznaceni, jak v obecné roviné tento termin chapat, resp. kde a konkrétné v kterych &astech
jeji prace doslo k naplnéni tohoto cile.

Kapitoly 6. Diskuze a 7. Zavéry

Diskuze vysledkld a formulace zavérl jsou stru¢né, vystizné a akcentuji relevantni vystupy
projektu. Nicméné si dovoluji podotknout, Ze dle mého néazoru autorka zdaleka nevyuzila moZnosti,
ktere tyto kapitoly doktorandiim poskytuji, zejména pak v kontextu mezioborového tématu, ktery Ing.
Simagkova zpracovavala.

Kapitola 8. Citovana literatura

Autorka zpracovala rozsahly seznam literatury, ktery ma prevazné spravnou formaini
provazanost s citacemi informacnich zdroji v textu. Nékteré pfipominky k pouzitym informagnim
zdrojim jsem jiz prezentoval, a protosi vtéto &asti dovolim autorku pouze upozornit na to, ze
v bibliografickych zaznamech monografii pouziva nespravnou citaéni normu (napf. stranky v knihach
¢i kapitolach monografii, véetné diplomovych a doktorskych praci), $patné nebo nelpiné citace
nékterych zdrojl, v€etné obrazkl a grafil, netpiné citace zdrojl z internetu apod. Na druhé strané rad
konstatuji, Ze v seznamu je jen minimum zdznamU, které jsou v textu citovany (napf. jiz zminény
Hawksworth 1991) a naopak (napf. LI, Z.; LI, C.; HUANG, B. A; MEIZHEN, F.; 2001).

Zavérecné hodnoceni

Ing. Katefina Simackova zpracovala naroéné téma a k obhajobé pfedlozila DDP, ktera sice
vykazuje fadu nedostatk(i, nicméné prokazala schopnost samostatné védecké prace a zejména
s ohledem na vysledky jeji experimentalni prace lze konstatovat, Ze spinila podminky, které jsou
kladeny na DDP. Doporuduji tuto praci piijmout k obhajob& ptfed pfislusnou odbornou komisi a
v pfipadé jejiho Uspé&sného obhajeni doporuéuiji, aby byl Ing. Katefing Simackové udélen titul Ph.D.

V Ceskych Budgjovicich dne 6. listopadu 2011

Lo~

prof. Ing. Zdenék Landa, CSe.



OPONENTSKY POSUDEK DOKTORSKE DISERTACNi PRACE
Téma prace: Polyfaktoridlni hodnoceni kmeni mitosporickych hub
v systému Fizenych selekei (na modelu Beauveria bassiana)
Autor: Ing. Katefina Sima&kova

Skolitel: Prof. Ing. Vladislav Curn, Ph.D.

PredloZend disertatni prace je sepsdna na 139 stranich a je ¢lenéna do 8 hlavnich
kapitol, které odpovidaji poZadavkiim na disertadni price a poteb& vnitfniho ¢lenéni podle
zaméfeni obsahu.

Hlavnim cilem disertatni pridce bylo zavedeni a optimalizace metod analyz
molekularnich marker u hub a jejich vyuZiti u modelového druhu entomopatogennich hub
Beauveria bassiana. Vzhledem k tomu, Ze se u nas doposud nikdo touto problematikou
nezabyval, jednoznatn€ povazuji zvoleni tohoto tématu za velmi aktualni a Zadouci.
Nedostatek morfologickych a biologickych znakli zplisobil, Ze molekularni markery se staly
nedilnou soucasti pfi studiich ekologie, biologie a genetiky hub.

Jiz od uvodnich kapitol (“Literarni pfehled”) je zfejmé, Ze autorka velmi dobte zvladla
teoreticky celou problematiku, tzn., Ze se velmi podrobné seznamila s odbornou
problematikou tykajici se daného problému. Nasvéd¢uje tomu i obsahla kapitola “Citovana
literatura®. Literarni reSerSe je podrobnd, dobfe strukturovani a svym obsahem odpovida
zaméfeni prace. ReSerSe obsahuje rozsahly soubor pfevaZné zahraniénich citaci z poslednich
let, které maji vztah k feSenému tématu a které jsou logicky ut¥idény do dil¢ich podkapitol.

Cile vlastni prace jsou jasné a pfehledné definovany do t¥i hlavnich cild, které jsou
uvedeny na strané 41. Cile jsou stanoveny velmi naroéné co do obsahu i rozsahu. Po
prostudovani diserta¢ni prace lze konstatovat, Ze vSechny tyto cile byly splnény v plném
rozsahu. Byly ziskdny vyznamné vysledky na velmi dobré védecké drovni a soudasné
s praktickymi vystupy, a tak bylo poslani této prace naplnéno.

Vlastni experimentélni ¢ast je klasicky rozdélena na kapitoly “Material a metody*,
“Vysledky*, “Diskuze* a “Zavéry“. Vechny pouZité metody jsou popsiny podrobné a
srozumiteln€. To samé plati o vysledcich vlastnich experimentli. Zvolené metody jsou plné
odpovidajici navrzenym cilim disertace. Velkym kladem prace je znafny podet
analyzovanych kmenii hub ze sbirky entomopatogennich hub Odd&leni rostlinolékatstvi,
Katedry rostlinné vyroby a agroekologie, ZF JCU v Ceskych Budg&jovicich.

K formalni a grafické strance piedloZené price nemam pfipominek. Jedna se o praci
velmi dobfe zpracovanou, kterd je psana jasnym a stru¢nym zpisobem a ktera vede &tenafe
bez oklik k podstatnym vysledkim. Prace je doplnéna kvalitnimi a vystiznymi obrazky, grafy
a tabulkami.

Praci povazuji za zdafilou. Pfedkladatelka se zabyvala vyzkumné velmi zajimavou
problematikou, kterd pfinesla fadu poznatkt, které by mé&ly byt publikovany. V “Seznamu
vlastnich publikovanych praci“ je fteSitelka uvedena jako dal3i autor u 2 ¢&lankd
v recenzovanych Casopisech, 1 uznané certifikované metodiky a 1 kapitoly v knize.



K prééi mam do diskuze nasledujici dotazy a pfipominky:

= Nazev disertatni price podle mého ndzoru neodpovida jejimu obsahu.

= V.publikaci- 'ch‘tionary of the Fungi (2008) jsem naSel zcela odli$né taxonomické
zafazeni rodu‘ Beauveria nez se uvadi v disertani praci. Kdo je autorem zafazeni,
které uvadite?

ey préci chybi ditdée praci zabyvajicich se B. bassiana z poslednich let (napf. Abdulhai
M. et al.: Pakistan Journal of Biological Sciences, 13 (21) (2010): 1052-1056;

s wiMeyling N.V., Eilenberg J.: Biological Control, 43 (2007): 145-155; Vega F.E. eral.:
Biological Control, 46 (2008): 72-82).

»  Obrézky 2 (str. 8) a 3 (str. 10) maji stejny popis. Popis obrazku 6 (str. 24) neni tplny,
chybi v ném zminka o primerech.

. Qo prace by bylo uZitené zafadit seznam pouZivanych zkratek, vétsina zkratek i Je sice
v textu vysvetlena ‘ale musi se del§i dobu hledat.

IS TSR B LR

. Jsou Obormk et al. (2001) opravdu autofi primerd pro amplifikaci gend pro LSU
- rRNANLl aNL4*(str 59)?

' Nazvy nekterych reagencu jsou vprici pouZivany nejednotn& (napf. Tag DNA
polymerazy, T4, DNA ligazy, adaptérti aj.).

U ‘sloZeni‘reakénich smési pro PCR je opakované nespravné uvadéna koncentrace
"primert’(10:pM)-(napt. str. 55).

= Na strané 55 Je chybne uvedeno, Ze protokol SSR analyz vychazi z metodiky Williams
et al~(1990)."

- Doktorandka‘ pouziva v praci &asto anglikanismy (napf. set molekuldrnich markerti,
‘bramborové infuse,"DNA ladder, cold blok, Nei-Li metrika, 1 min na max, fingerprint
ke skorovam krok “stop*, alignment sekvenci vzorki aj.)

.l Opakovatelnost a reprodukovatelnost jsou slova stejného vyznamu, stadi tedy uvadst
Jedno z nich (napr str: 77, 78).

' V tabulce 15 Je Vytezek DNA nespravné uvadén v nanogramech. U izolagniho kitu
) DNeasy Plant Mlm Kit od firmy QIAGEN ma4 byt vytézek DNA 0,5-2,0 pg a podobné

>>>>>>>>

i ostatmch metod Podle mych nékolikaletych zkuSenosti neni moZné zvladnout

......

tlmto kitem izolaci 96 Vzorku za jeden den.

. Jak Jste Vypsmtaﬂa cenu 1zolace jednoho vzorku DNA kitem od firmy QIAGEN?
: Podle me je, cena 120 Kc prlhs vysoka.

L NE Svym tvrzemm ‘na stran€ 78 chcete Fici, Ze izolace DNA klasickymi metodami nejsou
i 1 Vlce vzorkl dobre opakovatelne‘7

=" Pracnost” 01pove elektroforezy mi po prectem postupu jejiho provedeni pfipadd ve
Srovnani' s dal$imi metodam1 vy33i nez je uvedeno v tabulce 17.

' ) ‘,V nekterych dendrogramech (napt. str. 88 a dalsi) jsou $patné &itelné kédy pouzitych
‘;;’kmenu hub.

. 'Myshm Ze neni rozdil vnarocich na kvalitu templatové DNA pro PCR analyzy
oblastl ITS a LSU rRNA (str 78 a 79).

SRS I «V textu na. strane 99 dole je odkaz na tabulku x (M4 byt 25.).



* Na strané 101 by mélo byt uvedeno “... je homogenita populace NP Sumava
potvrzena jiz tfetim typem molekuldrnich markerd“ misto ... tfetim molekuldrnim
markerem®.”"

. Cpmate na gnysh “poddruhovou trovni® na strané 103?
SRR R e ot 5 5

* Kdo-ur¢oval kmeny B. bassiana ze sbirky entomopatogennich hub ZF JCU v Ceskych

Budgj (‘)‘v.ig:icghi pomoci morfologickych a biologickych znak?
ot et OBYBIY R L gL

. deféranai{a*, Za;t]’.;mg nepublikovala vysledky studie genetické variability kment B.
bassiqna z oblasti. Nérodniho parku Sumava. Proto bych se cht&l zeptat, jestli u byl
pfiprayenirukopis védeckého sdéleni, a pokud ano, v jaké fazi publikovani se nachdzi?

ZéVére;éiié"liddfng_‘ééiii;”'
PredloZend disertatni prace “Polyfaktorialni hodnoceni kment mitosporickych hub v systému
fizenych' ;éélgkﬁ 'v_(nékzgiri}od;’elufﬁ;Béauveria bassiana)* spliiuje vSechny formélni poZadavky.
Autorka pouZivala odpovidajici'metody a prokazala, Ze je schopna samostatné tviiréi prace.
Ziskané. vysledky jsou na’ velmi: dobré trovni. Price piinasi nové praktické informace o
metodach:analyzy molekularnich markerti u hub a poznatky o genetické diverzité kment
Beauveria bassiana z oblasti Ndrodniho parku Sumava. DosaZené vysledky jsou vyznamné,
jak pro mykologicky vyzkum, tak pro praktické vedeni sbirky entomopatogennich hub na ZF
JCU v Ceskych Bud&ovicich 'a pro biologickou ochranu proti lykozroutu smrkovému.
Vysledky jsou dobrym ptinosem pro dal3i rozvoj védeckého poznani v této oblasti.
soatnde, BT LY RS

Na zdklad€ dosazenych vysledki prezentovanych v pfedlozené praci souhlasim, aby
predloZeni disertadni price byla pfijata k obhajobé a po jejim uspéSném obhdjeni byl
Ing. KateFiné Simackoyé udélen akademicky titul “Doktor “

BRI Ix
V Praze dne 6. listopadu 2011
[ P whaT iy e IS P {
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' Dr./Ing. Jaroslav Salava
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Doktorska dizertacni prace je zaméfena na problematiku polyfaktorialniho hodnocent
kmenti mitosporickych hub v systému fizenych selekci na modelu Beauveria bassiana.
Mitosporické houby cili houby nedokonalé (Deuteromycota, Fungi imperfecti) je oznaceni
pro stopkovytrusné a vieckovytrusné houby, u nichZz nebylo pozorovano pohlavni
rozmnozovani. Nekdy se také oznacuji jako anamorfni ¢i konidialni. Houby nedokonalé se
zpravidla nehodi do zadného z oddéleni hub, protoze mykologickd taxonomie se zaklada
pfedevSim na pohlavnich znacich, a ty u Deuteromycota chybi. Vytrusy (spory) vznikaji u
téchto hub jen nepohlavni cestou.

Rod Beauveria, do n¢hoz se fadi i druh Beauveria bassiana reprezentuji pievazné
druhy, které se b&Zné vyskytuji v ptdé a parazituji na ptdnim hmyzu, resp. na stadiich
hmyzu, ktera se vyskytuji v pidé (napf. pii prezimovani). Jednd se pravdépodobné o
nejrozsahleji studovany rod entomopatogennich hub vzhledem k jejich potencialu v
biologické ochran¢ rostlin. VSechny druhy jsou fakultativnimi patogeny hmyzu a fada
testovanych kmeni vykazuje vysokou patogenitu vi¢i vyznamnym listovym hmyzim
Skiidctim a neékterému ptidnimu hmyzu. Proto lze jejich potencidl vyuZit k biologické ochrané
proti vice jak 70 druhim hmyzu.

Predlozena doktorska dizerta¢ni prace, v niz jednotlivé kapitoly na sebe logicky
navazuji, pusobi ucelenym dojmem. Z celé prace je ziejmé, ze pfevazuje experimentalni, tedy
originalni ¢ast prace (97 stran v¢etné 21 tabulek a 24 obrazkid v textu) nad &asti kompilaéni
(38 stran textu véetnd 7 obrazkd, ztoho UVOD - 1 strana a obsahly, aviak velice &tivy
LITERARNI PREHLED o 37 stranéch).

Kapitola MATERIAL A METODY v rozsahu 34 stran jasng, srozumitelng, piehledns
a v nekterych pifipadech snad az pfili§ podrobné popisuje pouZzity material a metody kultivace
analyzovanych kment hub, uchovani kultur, rizné wvarianty izolace DNA, analyzy
molekularnich markerti, separace a detekce PCR produktti apod. Domnivam se, Ze pravé napf.
u pfehledu rliznych variant izolace DNA popi. nékterych technik analyzy molekuldrnich
markerd apod., pokud se jedna o rutinné pouzivané komeréni kity ¢i pouZité protokoly bez
modifikaci, by sta¢il odkaz na pfiloZeny navod v kitu ¢&i pfislusna citace.

Doktorandee se podafilo naplnit hlavni cile dizertace. CILE PRACE jsou definovany
jasné a prehledn¢ s jednotlivymi etapami, které je mozné kontrolovat.

Jako velice zdatilou hodnotim kapitolu VYSLEDKY celkem na 33 stranach textu pro
jasné a srozumitelné formulace ziskanych idaji a rovnéZ pro velice fundované porovnani
jednotlivych metod s pfehledné uvedenymi vyhodami & nevyhodami. Jako ptiklad lze uvést

tabulku 17 na str. 81, vniZ jsou porovnany jednotlivé metody separace mikrosatelit



s uvedenim nakladd, Casové naroCnosti, vstupnim mnoZstvim DNA, pracnosti a citlivosti
rozliSeni. Nasleduji kapitoly DISKUSE v rozsahu 5 strana ZAVER (2 strany).

Velice obsahly je pak piehled publikaci v kapitole CITOVANA LITERATURA v
rozsahu 21 stran zahrnujici celkem 189 citaci odpovidajicich danému tématu. V literarnim
prehledu doktorandka vyuZila pfedev§im zdroji zahrani¢ni literatury. Vhodné je na zavér
zatazen SEZNAM PUBLIKACI doktorandky.

Resenim doktorské dizertadni prace byla ziskana celd fada novych poznatkil. Pro
hodnoceni genetické variability viech zkoumanych soubord byly pouzity Etyfi rtizné typy
molekuldrnich markerd (SSR - analyza mikrosatelitli, analyza ITS regionu, analyza LSU
rDNA a AFLP). Tyto typy analyz byly vybrany za u¢elem zahrnuti v8ech typi molekularnich
markerd, které se v populaénich analyzach pouzivaji nejéastéji, aby se tak ziskal co nejlepsi
vysledek v porovnani danych metod. V3echny analyzy prokazaly stejny charakter pfibuznosti
zkoumanych vzorkd, a to jak naprostou homogenitu populace Beauveria bassiana sebranou v
NP Sumava, tak polyfyleticky charakter celého druhu Beauveria bassiana. Rovnéz bylo
potvrzeno, Ze vSechny pouzité molekularni markery jsou vhodnym néstrojem pro rodové i
druhové zatazeni neznamych vzorkd, stejné tak i pro potvrzeni taxonomického zafazeni po
provedenych morfologickych charakteristikdch. Pro spravnou taxonomickou determinaci se
jevila jako nejvhodngjsi sekvena¢ni analyza LSU rDNA nebo ITS regionu.

V posuzované dizerta¢ni praci je vhodné pouZito desetinného ¢lenéni, prace je psana
pravopisnych chyb. Uroveii price zvySuje zafazeni ptehlednych tabulek a obrdzki v textu.
Pozitivn€ hodnotim tGpravu celé dizertadni prace a rovnéz tak i kulturu psaného projevu.

Doktorandka se dle SEZNAMU PUBLIKACI, ktery je soudasti ptedloZené dizertace,
podilela celkem na 1 publikaci v impaktovaném &asopise (IF = 0,594), na 1 publikaci v

recenzovaném neimpaktovaném Casopise, jedné metodice a jedné kapitole v knize.

K posuzované doktorské dizertacni praci mam nasledujici pFipominky:

1) str. 3, 0dd. 2.1., 4. f.: spravné ma byt ...... existuje......

2) str. 3, 0dd. 2.1.1., 4. ¥. zdola: spravné ... fumosorosea....

3) str. 4, 6. f.: spravng ..... predeterminovano ......

4) str. 4, 9. f.: v&tnd stavba - pouZit souvéti (bez tecky), ne dvé véty
5) str. 7, 10. . zdola: spravné ......jejich ....

6) str. 10, 2. f. zdola: spravné .....napadneu ...

7) str. 11, 2. f. zdola: spravné .... kterymi .....



8) str, 27, 3. f.: spravné ..... ethidiumbromids ......

9) str. 29, 0dd. 2.3.4.3., 9. f.: spravné .....specialniho software ......

10) str. 35, odd. 2.3.5.5., 8. .: spravné ..... Ascomycetes ....

11) str. 50, 51, 52, 53, 61: Pii centrifugaci uvadite RPM (otacky) bez informaci o rotoru,
vhodnéjsi by bylo uvadét hodnoty v g.

12) str. 55, 2. f.: spravné by mé&lo byt ..... (Novakova 2008).

13) str. 77, 4.¥. a 2. ¥. zdola: Opravit interpunkci - vétnd stavba - véty, souveéti.

14) str. 86, 7. f.: spravné ......vyplyva .....

15) str. 91, odd. 5.3.2,, 2. f.: Opravit interpunkci - vétn4 stavba - véty, souvéti, ...na jehoz ...
16) str. 92, 7. f.: Tfeti podskupina (bez A).

17) str. 96, . 3 - 4: Opravit interpunkci - vytvorit souvéti, dale nejasné.

18) str. 96, 6. f.: spravné ..... jeho zafazeni .....

19) str. 98, 2. f.: spravné ...po testovani jak na ......

20) str. 104, odd. 5.7.1., 1. f.: spravné ...extrahovani....

21) str. 104, odd. 5.7.1., 2. f. zdola: chybi &islo tabulky (viz Tab.)

22) str 106, t. 1-3 zdola: Vytvofit souvéti z téchto 2 vét.

23) str. 110, 10. ¥. zdola: Vytvofit souvéti z t&chto 2 vét.

24) str 111, 11. f. zdola: spravné ..... vykazovaly ....

25) str. 112, 5.1. : Vytvofit souvéti z t&chto 2 vét.

26) str. 124: Uvedena citace Hardys et al. (1992) na rozdil od str. 18 - zde Hadrys et al.
(1992).

27) str. 131: Uvedena citace Riesberg (1996) na rozdil od str. 32 - zde Riesbergr (1996).
28) str. 104: Citace Suazo (2003) chybi v piehledu CITOVANA LITERATURA.

Bliz3i vysvétleni pozaduji k nize uvedenym dotaziim:

1) Na str. 49 uvadite, Ze pro optimalizaci mnoZstvi a kvality extrahované DNA byly pouzity
tfi metody izolace komeréné doddvanymi kity a dv& metody izolace pomoci CTAB v riznych
modifikacich. Pro kaZdou metodu byly pouzity dva typy vzorki - erstvé mycelium z kultury
kultivované dva tydny na pevném mediu PDA a lyofilizovand submerzni kultura kultivovana
tfi dny v tekutém médiu PDB.

a) Byl n&jaky prikazny rozdil ve vytéZznosti DNA mezi témito dvéma typy vzorka?

b) Kterou metodu izolace DNA z vySe 5 uvednych byste vybrala jako nejoptimalngjsi?



2) V amplifika¢nim programu na str. 55 uvadite uvodni denaturaci pouze 45 sec. na rozdil od
dalsich amplifikaénich programii, kde se uvodni denaturace pohybuje v rozmezi 2-5 min.
Mohla byste vysvétlit, pro¢ je v tomto pfipadé na rozdil od ostatnich tento &asovy interval

dostacujici?

3) Na str. 57 uvadite, Ze $t€peni amplifikovanych fragmentti DNA je moZno provadét pomoci
riznych restrikénich endonukledz a dale mate uvedeno celkem 14 pouzitych restriktaz. Byly

tyto restriktazy pouzity zdmérmé nebo pouze proto, Ze byly k dispozici, tedy ndhodné?

4) Na str. 75 uvadite, Ze DNA fragmenty byly vizualizovany barvenim pomoci ethidium
bromidu. Barvivo SYBRGreen, které jste rovnéZ pouZila, nedoporucujete z diivodu moZnosti
ovlivnéni mobility DNA v gelu v zavislosti na jeji koncentraci. Zkusila jste pouZit i néktera

dal8i interkala¢ni ¢inidla, napf. Gel Red apod.? Pokud ano, jaké s nimi mate zkuSenosti.

5) Na str. 113 piSete, Ze by mohlo dojit k vyuZiti aplikace kmene Beauveria bassiana
odebraného z NP Sumava zpatky do této oblasti pro ochranu proti lykoZroutu smrkovému,
nez aplikovat komeréni biopreparat, u n&hoZz by nebyl znam pivod.

a) Byla zaznamenana rezistence lykoZrouta smrkového proti kmenu Beauveria bassiana?

b) Domnivate se na zaklad¢ Vasich zjisténi, Ze by mé&lo opodstatnéni pouzit napf. v NP
Sumava v boji proti lykozroutu kmen Beauveria bassiana odebrany v jiné geografické oblasti

CR, poptipadé i v zahranidi, oproti pouZiti kmene pochézejiciho z NP Sumava?

Zavérecné hodnoceni doktorské dizertaéni prace:

V doktorské dizertatni praci se podafilo splnit vytSené cile v plném rozsahu.
PtedloZena dizertace sveéd¢i o pracovitosti doktorandky a spliiuje podminky kladené na tento
typ prace, nebot” doktorandka v ptedloZené praci prokazala dostatecnou schopnost orientace
v rozsahlé svétové literatufe, schopnost kriticky tiidit informace a vyuzivat je pro vlastni
feSeni. Ve své praci pfinasi dikazy o samostatném tviréim ptistupu, ktery byl zavrien fadou
vysledkd, které jsou pfinosem pro dany obor.

Na zékladé této skute¢nosti proto doporuduji doktorskou dizertaéni praci
k obhajobé a po uspokojivém zodpovézeni a vysvétleni pfipominek a dotazi doporucuji
udéleni titulu Ph.D. podle stavajiciho vysokoskolského zdkona a provadécich piedpisti
MSMT.



V Ceskych Budg&jovicich dne 3.11.2011

Doc. Ing. Ivan Mraz, CSc.
Biologické centrum AV CR
Ustav molekularni biologie rostlin
Ceské Bud&jovice



