Oponentsky posudek doktorské dizertacni prace
Autor: Mgr. Jifi Jirout

Nazev: The impact of outdoor cattle overwintering husbandry on soil fungal community

Predkladana disertacni prace se zabyva studiem diverzity a funkce padnich hub ovlivnéné
prezimujicim skotem. Autor vénuje pozornost tfem plocham s rozdilnou intenzitou zatiZeni
prezimujicim skotem. Ke studiu diverzity padnich hub vyuzZil jak moderni molekularné-
biologické metody (PLFA, DGGE, sekvenace), tak i klasické kultivacni techniky. Tento pfistup
velice ocenuji, hlavné bych chtél vyzdvihnout ¢ast dizertacni prace zamérenou na izolaci a
naslednou kultivaci anaerobnich hub schopnych denitrifikace. V této oblasti je prace velice
novatorska a pfinosna pro doplnéni mezer v cyklu N. Vyizolované ¢isté houbové kmeny pak
mohou, podle mne, dale poslouzit pro podrobné;jsi molekularné biologické analyzy (studium
genové exprese a regulace).

Prace je prezentovana formou Sesti ¢lanka (jeden €lanek je jiZz publikovan, dva jsou v tisku a
zbylé tFi byly zaslany do impaktovanych ¢asopist). U ¢tyf ¢lanku je autor prvnim autorem.

Z téchto Ctyr je jeden clanek zaslan do impaktovaného ¢asopisu Soil Biology and Biochemistry a
jeden do Climatic Change. Ocenuji tuto autorovu snahu zuZitkovat sva data v maximalni mite, i
pres to, Ze je na nékterych odeslanych ¢lancich vidét, Ze by si néjaky ten ¢as na korektury jesté
zaslouzily.

Prace je Clenéna do Ctyr kapitol, kde prvni tfi uvadéji ctenafe do problematiky jak studovanych
ploch, tak i zvolenych metodickych pFistupl. Forma a rozsah Gvodni ¢asti je plné dostadujici, je
prehledné ¢lenénd a umoZnuje ¢tenafi snadno se zorientovat ve studované problematice.
Velice ocefiuji i struéné zhodnoceni vysledkd viech $esti ¢lank(l v zavéru treti kapitoly. Ctvrtd
kapitola pak obsahuje Sest zminovanych ¢lankl. K této éasti bych mél nékolik dotaz( a
doporuceni, které jsou shrnuty niZe.

Otazky na autora:

Clanek Il
- Autofisi v tomto €lanku dali za cil porovnat dva nejc¢astéji vyuZzivané systémy pro
fingerprintové DGGE analyzy (Ingeny a Biorad). V pfipadé bakteridlniho spolecenstva
byla v8ak zvolena jak vyrazné odlisna voltdz, tak i denaturacni gradient (autofito
zdUvodniuji optimalizaci pro oba systémy). Myslite si, Ze jsou systémy i za takto
odlisnych podminek porovnatelné? Celkové mi DGGE gel u bakterii u obou systému



pfipada chudy (tj. malo band). Jak vypadal agarozovy gel po PCR? Nebyly néjaké
problémy s amplifikaci nebo Cistotou vyextrahované DNA?

Clanek Il

- Kap. 2.2. Pokud bylo cilem studovat vliv pfezimovani skotu na pudni mikroorganismy,
nebylo by vhodné volit periodu odbéra zahrnujici podzim 2005 a jaro 2006? Proé byly
pro zodpovézeni hlavni otazky ¢lanku vybrany periody jaro 2005 a podzim 20057

- Dale v té samé kapitole se uvadi, Ze pH bylo stanovovéano v 0.01M CaCl,. V Tab. | na str.
61 je vSak uvedeno pH ve vodném vyluhu?

- Kap. 3.2. Opravdu bylo mikrobidlni spole¢enstvo na silné zatiZzené plose Sl signifikantné
odlisné od ostatnich? Jak byla testovana signifikance? Pokud 1. PCA osa vysvétluje cca
68% variability a 2. pouze 18%, pak podle 1. PCA osy je signifikantné odlisné pouze
spolecenstvo v exkrementech a ostatni spoleenstva si jsou viceméné podobné a
rozdéluje je aZ 2. osa.

Clanek IV

- Fig. 3A,B. Pokud pH a P nebyly podle MonteCarlo testu signifikantni, jaky vyznam ma
jejich uvedeni v CCA diagramu a jaké procento variability pak vysvétlu;ji?

- Mohl byste popsat mechanismus toxického Géinku NH;" na mikroorganismy? Mdiller et
al., 2006, ktery je v praci citovan totiZ tvrdi pravy opak. Existuje néjaka studie, ktera
tuto Vasi hypotézu o toxickém u¢inku NH," podporuje?

-V Table lll vidim jedinou periodu, kdy bylo zohlednéno pfezimovani (October 2007-May
2008). Nanestésti zrovna pfi odbéru October 2007 chybi Gdaje z PLFA. Jsou k dispozici
Udaje pouze z kultivovatelné biomasy (CFU), ktera se po pfezimovani skotu (May 2008)
snizila. V diskusi a zavérech ¢lanku se ale tvrdi pravy opak a to, Ze pfezimovani zvysilo
houbovou biomasu. Nemohlo dojit k preklepu v Tab Il nebo vynechani nékterého
odbéru, napf. May 2007°?

Clanek V

- Kap. Methods, Str. 90. Jak byly bakterie v mikroskopu pozorovany (pfimo nebo po
obarveni)?

- Fig. 3 mi pfipada neprehledny. Doporuéoval bych rozdélit na 3 skupiny podle produkce
N,O, jak je uvadéno v textu.

- Proéautorv élanku pouziva jednotky pg N-N,O d*.flask™?, pfitom na konci prace jsou
uvadény jednotky nmol N,O.h™.g™* suchého mycelia? Prosim o objasnéni?



| pfes vySe uvedené vytky (tykajici se prevazné €lanka teprve submitovanych do zahraniénich
¢asopist) myslim, Ze prace Mgr. Jifiho Jirouta je kvalitni a novatorska v oboru mikrobialni
ekologie a doporucuji pFijmout praci Mgr. Jitiho Jirouta k obhajobé a po jejim Gsp&sném
absolvovani i udéleni pfislusného akademického titulu.
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POSUDOK OPONENTA NA DIZERTACNU PRACU

Autor: Mgr. Jifi JIROUT
Téma: ,,The impact of outdoor cattle overwintering husbandry on soil fungal community*
Oponent: Doc. RNDr. Alexandra Simonovi¢ova, CSc.

Predlozena doktorandska dizertacna praca pozostaiva z 114 c¢islovanych stran
vratane zoznamu publikdcii, konferenénych zbornikov, zbornikov abstraktov a
zivotopisu.

Autor pracu rozdelil do prislusnych kapitol, z ktorych:

v kap. 1 uvadza citatel'a do Studovanej problematiky, ktorou bolo sledovat” vplyv
dobytka v obdobi zimovania na poédu a pddnu mikrobiotu, t.j. biomasu mikroorganizmov,
zmenu Struktary mikrobidlneho spolocenstva baktérii a mikroskopickych hib. Autor tiez
charakterizuje cicle dizertacnej prace a pouzité metodické postupy.

Kap. 2 je venovana charakteristike monitorovanej lokality a linii odberu podnych
vzoriek z pastviny s roznou zatazou sposobenou dobytkom a jeho aktivitami. Pri odbere
pddnych vzorick by som vsak odporucila uviest’ hibku odberu, ¢o sa vztahuje aj na
vysledky uvedené v tab. 1. na str. 8.

V kap. 3 autor uvadza a diskutuje doteraz dosiahnuté vysledky, ktoré podrobnejsie
predstavuje spoluautorstvom Siestich publikacii, z ¢coho pét je uvedenych v zahrani¢nych
a vysoko impaktovanych ¢asopisoch (kap. 4).

Poznamky k praci, ktoré maju charakter odporucania:

- hodnotu a stupne Celzia piSeme oddelene, napr. 7°C — 7 °C

- odporucam pouzit' novsiu diagnosticku literatiru, napr. Domsch et al. 2007

- str. 12 - druhy rodu Zygorhynchus nie su koprofilné, ale saprotrofné

- str. 92. - kurzivou piSeme iba rod a druh, t.j. ¢el'ad’ nie

- str. 100 - tab. II. - skratky ,,sp.“ a,f.“ nepiSeme kurzivou; drobné preklepy st
opravené priamo v texte; v tabulke su tiez uvedené dnes uz neplatné druhové
nazvy niektorych mikroskopickych hib:
Fusarium moniliforme — Fusarium profileratum
Mucor hiemalis — Mucor hiemalis f. hiemalis
Paecilomyces lilacinus — Paecillium lilacinum
Penicillium frequentans — Penicillium. glabrum

Ciele dizertaénej prace st v plnej miere splnené. Doktorand predklada mnozstvo
vysledkov, ktoré v priebehu S$tidia ziskal. Vyrazne tak obohatil arozsiril poznatky
tykajice sa vyskytu mikroorganizmov v pddach ovplyvnenych rbéznou zatazou



v pricbehu zimovania dobytka. Vysoko hodnotim jeho publika¢nt ¢innost a ucast’ na
viacerych konferenciach, kde prezentoval priebezne dosiahnuté vysledky.

Zaver
Predlozena dizerta¢na praca Mgr. Jifiho JIROUTA ,,The impact of outdoor cattle
overwintering husbandry on soil fungal community* splia vsetky kritéria pozadované na

doktorandsku dizerta¢nt pracu. Odportic¢am ju k obhajobe a navrhujem udelit’ vedecko-
akademickud hodnost’

,»philosophiae doctor*

2 s
lal
y/ A7 /{/M/)
v Bratislave 16.07.2010 Doc. RNDr. Alexandra Simonovi¢ova, CSc.

Prirodovedecka fakulta UK
Katedra pedologie



Oponentsky posudek diserta¢ni prace

Jiri Jirout: The impact of outdoor cattle overwintering husbandry on soil fungal
community

Predkladana disertacni prace se zabyva strukturou a funkci spoleenstva hub v ptdnich
ekosystémech ovlivnénych intenzivni pastvou skotu. Zatimco funkce hub v ekosystému
travnich porostl je zndma pomérné dobie, ekosystémy s intenzivni pastvou ¢i pobytem
dobytku byly dosud studovéany pouze ve vztahu k ptidnim bakteriim, resp. archaeim. Téma
prace je proto nové a védecky zdvazné. Prace je tvofena souborem Sesti ¢lank,
publikovanych ve védeckych recenzovanych ¢asopisech nebo zaslanych k publikaci a je
opatfena uvodem s literarnim pfehledem, souhrnem cilt prace a shrnutim vysledki.

Zaklad prace tvofti Sest védeckych publikaci, z nichz tfi byly jiz vySly nebo byly piijaty

k publikaci v ¢asopisech s IF. Na dvou ¢lancich (IF 0,462 a 0,593) je ptedkladatel prvnim
autorem, stejné jako na dvou rukopisech, které byly do tisku zaslany. V piehledu publikaci je
jasné specifikovan rozsah, v némz se piedkladatel disertace podilel na autorstvi a lze
konstatovat, Ze tento podil je u vSech publikaci dostatecny.

Celkové je rozsah predkladané prace dostate¢ny jak po strance rozsahu, tak védecké kvality a
svéd¢i o schopnosti autora samostatné provadét védeckou praci. Az na vyjimky (pouzivani
predlozek) je psana velmi dobrou a srozumitelnou angli¢tinou. Autor vyuzil pii praci fady
pokrocilych metod z Sirokého spektra oborti od biochemie a analytické chemie po
mikrobiologii a molekularni biologii a o zvladnuté téchto postupti svéd¢i i prezentace
kritického hodnoceni téchto metod ve dvou piedkladanych pracech. Za nejvyznamnéjsi ¢asti
préace povazuji analyzu funkce spolecenstva pidnich hub v procesu denitrifikace, kterému
dosud nebyla vénovana dostatecnd pozornost a spojeni téchto vysledku s identifikaci
dominantnich druht spolecenstva hub jak na zéklad¢ selektivni isolace z pudy, tak pomoci
metod molekularni biologie. Disertaci povazuji za odpovidajici soucasné Grovni oboru
ekologie mikroorganismu a doporucuji udéleni ptislusného titulu. Dil¢i komentafe, vyhrady a
dotazy jsou shrnuty nize.

1. V praci mi chybi alespon hruby piehled — nebo tabulka — se souhrnem pouzitych
metod, coz by zjednodusSilo orientaci v textu.

2. Postradam seznam zkratek, ktery by usnadnil orientaci v textu (n€které zkratky nejsou
vysvétleny).

3. Diskuzi povazuji na fadé mist za p¥ili§ obecnou. Pro¢ se napiiklad popisuji houby v
wtemperatnich® ptidach, kdyz existuje dostatek literatury o houbéch z travinnych
spolecenstev?

4. Uvodni &ast prace by méla byt vice integrovana.

5. Nastr. 8 jsou v Tab. 1 uvedeny chemické charakteristiky jednotlivych odbérovych
ploch. Chybi ale informace ze kterého obdobi roku tyto udaje pochazeji.

6. Str. 12: lignin neni rozkladan mykorrhiznimi houbami jak je uvedeno v textu a
degradace aktinobakteriemi je nizka az nulova.

7. Str. 59. V obr. 1 jsou nékteré nazvy fosfolipidii uvedeny tu¢né, ale neni uvedeno co to
znamena.

8. Str. 66: druhové sloZeni spolecenstva hub nelze pomoci analyzy DGGE provadét — to
lze provést pouze po sekvenaci (ktera nutné nemusi byt spojena s DGGE.

9. Str. 70: u DGGE neni uvedeno, jestli vstupnimi daty pro analyzu CCA byly intenzity
bandt, nebo jejich piitomnost / nepfitomnost.




10. Pro pfesnou identifikaci hub na zékladé sekvenace DNA je nutné pouzit dseky

s dostatecnou informacni kapacitou, coz neni ptipad 18S rDNA, ale naptiklad useku
ITS. U identifikace druhti / rodd hub musi byt vzdy uvedeno na zaklad¢ jaké miry
podobnosti byl isolat do daného druhu zafazen.

11. V praci meé vyrazné€ chybi sekven¢ni informace z isolatti hub, ktera by umoznila

piifadit kultivovatelné druhy k druhtim detekovanym molekularnimi metodami.

Otéazky:

1.

=~

Predkladatel uvadi, ze pouha ¢ast spolecenstva je kultivovatelna. Je tato ¢ast pouze
ndhodnou podmnozinou spole¢enstva, nebo muze byt fyziologie isolatti vyrazné
odli$na od nekultivovatelnych druhti (napt. symbionti)?

Jaka muze byt pticina pro supresi hub a aktinobakterii pfi vys$ich hodnotach pH?
Mastna kyselina 18:2w6,9 je pouzivana jako marker biomasy saprotrofnich hub.
Vyskytuje se také u arbuskularni mykorrhizy, a pokud ano, v jakém mnozstvi?

Jak predkladatel vysvétluje opacny — pozitivni — vliv pobytu skotu na mnozstvi hub
v pude nez bylo zjisténo v piedchozich studiich?

Jak pfesné lze pii pouziti analytické pyrolyzy oddélit pyrolytické fragmenty ligninu od
fragmentt oligofenolt ¢i monofenola?

Clanek 6 popisuje negativni vliv dobytka na mykorrhizu. Jaky vyznam ma
mykorrhizni kolonizace pro rostlinu v prostiedi, kde je dostatek N a P?

Lze studovat biodiverzitu pomoci analyzy DGGE?

Jak byla stanovena dilezitost hub pii denitrifikaci (str. 99)? Jeji intenzita
pravdépodobné souvisi s mnozstvim substratu. M4 autor ptedstavu, jak by se podil
hub na tomto procesu dal stanovit v podminkach in situ?

V Praze, dne 27.8.2010
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RNDr. Petr Baldrian, Ph.D.



