Posudek na magisterskou diplomovou praci Tomase Vodicky ,,Molekularni identifikace a
fylogeneze produkénich kment Chlorella spp. pouzivanych v fasovych biotechnologiich®

Diplomova prace ma zajimavé ,,aplikované® téma — protoZze uvaZovany patentovy kmen neni
mozno charakterizovat jinak, je nutno pouzit molekularni marker. Volba tématu a to, Ze
tohoto cile bylo dosazeno, patii mezi velmi vyrazné klady prace.

RovnéZ literatura ma solidni rozsah a v jejim seznamu jsem neobjevil zadné podstatné chyby
— coz je u studentskych praci téméf rarita.

Priivodni rysy tohoto projektu viak maji své chyby a to ne tplné malé. Uvodni kapitoly maji
byt reSersi k dané problematice. V pfipadé této prace je to reSerSe velmi intenzivné zmatena,
informace plynou pies sebe bez ladu a skladu, myslim, Ze si v tom autor sdm udélal dokonaly
blazinec. Zpracovavany problém fylogeneze zelenych fas sice nema definitivni feSeni a napf.
nékteré rody zcela jist¢ doznaji zmén, ale takovy chaos, jak postuluje diplomant, v tom piece
jen neni. Urcité by celé véci prospélo, kdyby magistersky uchaze vice pracoval s primarnimi
zdroji a méné pak s kompila¢nimi u¢ebnicemi typu Kalinovy skripta (!) z roku 1994 (na ty se
odkazuje velmi ¢asto) nebo ucebnici Vana-Kalina a Lee. To jsou uctyhodné zdroje pii u€eni
se na zkousku, ale i kdyZ jejich roky vydani vypadaji recentné, jsou to znovuvydani, jejichZ
prvni edice pochazi z po¢atku osmdesatych let, ¢ili v ,,pfedmolekularni“ éfe systematiky —
tudiz je Gpln€ mimo vydévat je za ,,nejnovejsi systém zelenych fas* — strana 6. Mam temné
podezieni, Ze diplomant na mych ptednaskach spal, nebo je (6 hriizo) vibec nenavstévoval,
protoze kdykoliv mluvi o fasach jako o laboratornich ,,bilych mySich“ je v obraze, ale jakmile
zabtedne do textu o fasach jako o organizmech, dostavi se zna¢né problémy, spousta
informaci se tam ocita v jakémsi ndhodném vybéru (tfeba vycet typi stélek s ptiklady
zahrnuje jen néco a kli¢ vybéru je zcela nahodny). Pro¢ jsou napiiklad v kapitole 3.3.
Ulvophyceae za nékolika vyjmenovanymi zastupci uvedené ty studie, které tam jsou ? Pro€ je
v kapitole ktera se jmenuje ,,rod Chlorela ,, (str. 11) nahle odstavec o primarni endosymbi6ze
? Mnoha data jsou pak zcela chybna (ne kazdy zastupce rodu Volvox ma tisice bunék, kokalni
buriky nemaji bi¢iky atd. — té€chto chyb je v textu skute¢né€ dost ).

Obrazky maji velmi neortodoxni fazeni — jmenuji se a jdou po sobé piesné takto: Obr. 1,
Obr.2, Obrazek 2, Obr. 3a, Obr. 3b, Obr.5 , Obr. 6, Obr.7, Obr.4 , Obr.5 , Obr.6, Obr.4

Jsou obrazky Obr.1 a Obr.2 autorova vlastni tvorba ?

Ale jak jsem jiz ptedeslal, ¢asti C az E, coz je vlastni jadro prace, jsou uz vyrazné lepsi.
Kromé pochval, které uz jsem vyjadiil hned na za¢atku mam jeden dotaz a dvé poznamky.
Metodika od strany 19. po stranu 23. na mé dé€la dojem zcela standardni metodiky,
dopodrobna opsané piesné podle navodd, piiloZenych v krabici s kitem a podobné. Je tomu
tak ? Jestlize ano, pak by tyto zdroje mély byt citovany, takhle bez jakékoliv citace to
vzbuzuje dojem vlastni autorovy tvorby celé metodiky.

Poznamka €.1: strana 32 — autor piSe, Ze zjistil, Ze ob& malé podjednotky nenesou dostatek
informace potiebné k rozliseni druhi C. sorokiniana, C. vulgaris a C. pyrenoidosa. O téchto
usecich genu se ale uz dlouho vi, Ze nejsou vhodné k rozlieni prakticky jakychkoliv druhi,
oba jsou dobré nastroje na vymezovani rodd.

Poznamka €. 2: strana 30 — $ir$i spektrum kmend neni k dispozici. Nemyslim si, Ze by

v magisterské diplomové praci musel autor zpracovavat desitky riznych kment, dobie
zpracované tfi mi nepiijdou jako néco zasadné chybného, oviem postulovat celou véc tak, ze
kmeny nejvétsiho fasového plevele (Chlorella promine) nejsou k dispozici, pravda neni. Jen
v Budgjovicich a jejich bezprostfednim okoli je takovych kmeni k dispozici ihned a zcela
zdarma nejméné padesat.



Tyto dost vaZzné vyhrady mé nuti ohodnotit diplomovou praci znamkou velmi dobte, ale
s definitivnim soudem si pockam aZ na obhajobu.

V Ceskych Budg&jovicich , 14.1.2010
an Kastovsky

Y,




Oponentsky posudek magisterské prace:

Tomase Vodicky
Molekularni identifikace a fylogeneze produkénich kmenu Chlorella spp. pouzivanych
v Fasovych biotechnologiich

Ve své praci se autor vénuje molekularni charakterizaci tfi produkénich kment fasy chlorela.
Priméarnim cilem prace bylo najit vhodné sekvence a navrhnout kmenové specifické primery
pouZitelné pro identifikaci kment a jejich patentovani. Sekvenovani konzervativnich 18S
rDNA a ¢ésti 16S rDNA bylo potom vyuzZito k zafazeni téchto kment do fylogenetickych
stromt. Vysledky navic ukazaly na nutnost revize komplikovaného rodu chlorela.

V rozséhlém uvodu se autor zabyva taxonomii zelenych fas, roli chlorely pii vyzkumu
fotosyntézy a v biotechnologiich a jednotlivymi geny pouzitymi pro molekularni identifikaci
kment. Taxonomicka ¢ast ivodu se mi jako neodbornikovi jevila znaéné neuspofadand. Zda
se mi, Ze autor Cerpal z n€kolika systému zelenych fas a tyto systémy v tivodu stiida, navic
preskakuje z jedné skupiny na druhou. Napt. na stran¢ 6 se ve druhém odstavci vénuje
skupin€ Chlorophyta, v tivodu tfetitho pfechazi na Charophyta, aby na jeho konci opét skon¢il
u Chlorophyt. V kapitole 3.- Chlorophyta opét fesi Charophyceae, v kapitole vénované tridé
Chlorophyceae se vénuje fadu Chlorellales, ktery ale patii do tfidy Trebouxiophyceae?, které
je ale vénovana kapitola dal$i. Na urovni rodu Chlorella se potom zabyva primarni
endosymbidzou, ktera definuje tfi zakladni skupiny fotosyntetickych eukaryot.

V metodach byvaji standartné uvedeny pouze metody, které autor pouzival. Kultivaci
produkénich kmenti (bez technickych detailit) bych pfesunul do tvodu.

e Jaké jsou vyhody enzymatického ¢isténi PCR produktu pro sekvenovéani ve srovnéani

s dal§imi metodami purifikace PCR produktu? (K ozna¢enym dotaziim/ptipominkdm prosim
o0 vyjadfeni autora)

K vysledkiim nemam zasadni pfipominky, mnoZzstvi dat povazuji za ptiméfené.Navrzené
primery spolehlivé rozli$ily tfi testované kmeny. Vzhledem k variabilité dostupnych sekvenci
v oblasti navrZzenych primert je pravdépodobné Ze primery budou vhodné i k jejich
identifikaci v pfipad€ patentovani. Nicméné testovani na $ir§im spektru kment je zapotiebi a
mé&lo myslim byt i soudasti této prace. Autor uvadi Ze zadné dal$i kmeny nebyly k dispozici,
nicméné napf. kmeny z tfeboriské sbirky

http://www.butbn.cas.cz/ccala/index.php

jsou pomérné dobfe dostupné.

e Z vysledku se zda, Ze 16S rDNA byla amplifikovana primarné za ucelem ziskéani sekvenci
pro kmenové specifické primery. Je konzervativnost ziskanych sekvenci opravdu tak
prekvapiva (str. 26)?

e U sinic se stav4, Ze obsahuji nékolik (rGiznych) 16S rDNA. Je na to zapotiebi brat ohled i u
fas? Jaky je pivod druhého PCR produktu u Al kmene (obr. 5)

V diskusi je uvedeno e zdkladnim problémem taxonomie rodu Chlorella je mala variabilita
morfologickych znaki. J4 se domnivam, Ze zdkladnim problémem je nedostatek téchto znaki
u malych kulatych bunék, kdy do tohoto rodu mohou byt fazeny kmeny které maji spolené
jen to Ze vypadaji stejné pod mikroskopem. @ Na rozdil od autora si vSak nemyslim, Ze by
existujici morfologické znaky byly ovlivnény konvergenci.




Zéavérem konstatuji, Ze autor zvladl skalu metodickych postupti molekuléarni biologie a
fylogenetiky, ziskal cenna experimentalni data a naucil se tato data zpracovavat. Cile prace
byly splnény, magisterskou praci doporucuji k obhajobé a navrhuji hodnoceni velmi dobie.

V Tteboni, 20.1. 2010

Dok

Martin Tichy
MBU AVCR “Tfebori




