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Formalni stranka:

Rozsah predloZené diplomové préace je standardni. Bohuzel, vétSina ostatnich
formdlnich parametrii prace zna¢né zaostava za vécnym obsahem a tim, zbyte¢né,
znehodnocuje vynaloZené Gsili studentky. Prace piisobi dojmem piedbéZné verze, ktera jesté
neproSla nékolika nutnymi koly korektur. Nebudu uvadét seznam drobnosti, ktery zabira 8
stranek mych poznamek, a ktery proberu osobné se studentkou a se $kolitelem. Omezim se na
nekolik obecnych vytek:

1) Ctenaf nemé byt postaven do role detektiva a nemd v textu hledat, nema si domyslet
vyznamy vét, nema lustit rébusy tabulek a obrazki.

2) Volba pouZitych termind, slovnich obrati a stylu neni misty $tastna, jinde je az
zavadéjici.

3) Cislovani kapitol a nazvy kapitol nejsou vzdy logicky a vystizné zvoleny.

4) Grafickd uprava neni bez chyb. Naptiklad neni vhodné zatadit ihned po nadpisu
kapitoly obrazek.

5) Neékolik obrazki je ¢lénéno do panelt A, B, C. Ty viak nejsou oznageny (coz nékdy
Ctendf vylusti, jindy ale, napf. u obrazku €. 3, jen se znaénymi obtiZzemi aZ po studiu
textu).

6) Prezentace dat neni pfehledn4, jednozna¢na. Napft. v popisku k obrazku ¢. 5 se uvadi,
Ze se jedna o sbér brouki ze srpna. Z tabulek a textu je vSak jasné, Ze §lo o sbér v
f{jnu. Tato informace je ovSem zcela kli¢ova pro hodnoceni vysledki. Doprovodny
graf teplot je v pifloze (ta je o 15 stran déle v textu) a ukazuje teploty od ¥ijna do
bfezna — pfi¢emZ pro pokus jsou relevantni jen teploty od fijna do ledna.

7) 'V préci je také nemaly pocet gramatickych chyb, pieklept a dokonce i pozistatki
pracovnich poznamek.

Celkove je pro mné formalni stranka prace zklaméanim.
Vécna stranka:

Po vécné strance prace pifinasi velmi zajimavé vysledky, i kdyZ se vétsinou jedna o
Gidaje pouze predbéZné, které potiebuji diikladnou verifikaci a rozpracovéni. Nésleduje rozbor
po kapitolach:

Uvod ma dvé pom&rné zdafilé sekce o morfologii a vyvojovém cyklu lykoZrouta.
Sekee o prezimovéni a diapauze je jiz znateln€ slabsi (ackoli se jednd o centrdlni téma préce).
Chybi hlubsi a podrobnégjsi analyza sou¢asnych znalosti zaloZen4 na relevantnich
prehledovych pracich, poptipadé knihach z pfisluiného oboru. Sekce Vyvojovy a
rozmnozovaci potencial je velmi chaotickd. MnoZstvi teplotnich dat je uvadéno bez logického
sledu a bez pokusu o uspofadani. Sekce "Fyziologie traveni ..." je vécné vice-méné v poiadku.
OvSem navrhuji opét studovat souc¢asné piehledové prace: napt. kli¢ové review od autort



Terra & Ferreira (1994) je k dispozici v nové, prepracované verzi z roku 2005. Chybi udaje u
amylazach. Posledni dvé sekce, tedy "Pfirozena obrana ..." a zvlasté pak "Ochrana", jsou jen
velmi zhruba nahozené. Plisobi velmi nedokonéené a nedostate¢né.

Cile prace byly stanoveny zajimavé a piitom splnitelng.

Metodika strada slabou formalni kvalitou textu. Od logického uspotadani textu az po

Cetné detaily. Nicméne lze obecné konstatovat, Ze zvolené metodické pfistupy byly spravné a
odpovidajici stanovenym cilim a pfedbéZznému charkteru celé studie. Mam nékolik
pfipominek:
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Skladovani celych brouk pro budouci analyzy v -18°C se mi nejevi jako optimalni.
Bylo by lepsi zvolit bud’ nizsi teplotu (-80°C), nebo, jesté 1épe, vypitvat cilové organy,
homogenizovat je v pfislusném pufru, pfidat stabilizator proteint (glycerol, sacharézu,
BSA, apod.) a poté skladovat pii -80°C. Jde o to zabranit pfipadné degradaci a
denaturaci studovanych enzymii.

Pouziti brouki z feromonovych lapa¢ii pro nasledné analyzy. Slo o brouky Zivé, &
mrtvé? Pokud byli mrtvi, je opét velmi pravdépodobny vliv degradace vzorku.

Je tfeba uvadét slozeni jednotlivych pufrl (napi. Ringerova roztoku nebo roztoku
podle Brittona & Robinsona). Je tieba uvadét chemickou identitu pouzitych latek a
vyrobce (nejen napft. oznaceni E-64).

Testovani celkové proteolytické aktivity ve stfednim stievé bylo provedeno v rozmezi
pH 5 az 11. Mozna by stélo za to roz§ifit méfeni i do oblasti pH < 5, protoZe cela tiida
kyselych aspartatovych proteinaz ma pH optimum pravé tam. (Ackoli je ziejmé, ze pH
stfedniho stfeva je spiSe neutrdlni aZ mirné alaklické).

Aktivita nékterych travicich enzymi, konkrétné amylaz, by mohla byt vyssi v
prednich oddilech stfeva (slinné zlazy).

Extrakce "fenoli" pomoci 50% metanolu patrné neni specificka pouze pro fenolické
latky. Do extraktu se jisté dostane cela 8kéla jinych latek. Nejvyznaméj§imi obrannymi
latkami smrku jsou asi resiny obsahujici smés terpenoidii (o a B pinen, limonen,
myrcen a dalsi). Lze je snadno napiiklad pfimichavat do umélé diety.

Brouci i larvy se mohou do znaéné miry zivit hyfami dfevokaznych hub. To by
napiiklad mohlo vysvétlovat, pro¢ ptidavek samotného lyka do agarové diety
nevyvolava proteolytickou aktivitu stfeva. Stievo muze "Cekat" az na pfisun proteint z
hub.

Ve studii je srovnavano velké mnozstvi pokusnych variant: 4 lokality; riizna data
odbeéru; brouci z lapact, lapaki a z chovu; svétli a tmavi brouci; s plnym a prazdnym
stfevem; slunce a stin, 4 umélé¢ diety, extrakty "fenold", atd. Obecné plati, Ze méné je
nékdy vice. Kriticka selekce dat, které si jiz "zaslouzi" prezentaci a naopak
odfiltrovani dat, ktera jsou je$té velmi netiplnd, by asi praci prospélo.

Pouzité inhibitory proteinaz byly: (a) pepstatin — ten je u¢inny zejména proti kyselym
aspartatovym proteinazam, jejichz aktivita nebyla v praci podchycena (pH > 5); (b) E-
64 — ucinny zejména proti cysteinovym protinazam s pH optimem 5 — 7 (v pofadku);
(c) chybi pouziti vhodného inhibitoru serinovych proteinaz s pH optimem > 7, kde
pravé bylo nalezeno maximum celkové proteindzové aktivity.

Vysledky jsou, pfes viechnu chaoti¢nost jejich prezentace, zajimavé a oznacil bych je

dokonce za velmi nové, pfinosné a cenné, i kdyZ zatim jen velmi predbéZné.

)

Hned Gvodni sekce slibuje popis zmén béhem roku (ponecham stranou, Ze jde o
zmény pouze béhem chladné sezony). Obrazek ¢. 1 viak nabizi udaje pouze z jediného
odbérového data, 23. zafi. Slibené vysledky jsou uvedeny, asi (?), v Tabulce ¢&. 3.



Tabulka je vSak aZ netunosné nepiehledna. Data jsou uvedena pouze zvyraznénim
textu, bez jakychkoli ¢iselnych hodnot.

2) pH optimum proteinazové aktivity zjisténé azokaseinovou metodou je relativné
vysoké (pH ~ 11). Pfi pouziti specifickych substratt se vSak nejaktivn&jsi slozkou
koktejlu jevily aminopeptidazy s pH optimem pH ~ 6 — 9. Zde se nabizi celkem
jednoducha moznost dalsiho testovani aktivity aminopeptidaz (metalloproteinaz)
pomoci chelacnich €inidel jako je napi. EDTA.

3) Testovani pepstatinu v rozmezi pH 9 — 11 se zda byt metodicky nejasné, kdyZz ten ma
inhibovat hlavné kyselé proteinazy. Neucinnost E-64 (proti cysteinovym proteinazam)
poukazuje na piitomnost zejména serinovych proteinaz (trypsin, chymomtrypsin,
apod.).

4) Hodnoceni celulazové aktivity by bylo zajimavé také u diapauznich broukd, ktefi
piijimaji potravu, posunuji ji sttevem, ale neni jasné CO travi, kdyZ proteindzova
aktivita je neméfitelna.

5) Vysledky vyvoje lykozroutii za nizkych teplot jsou velmi cenné, ackoli chybné
prezentované (obr. €. 5).

Diskuse se nese v duchu celé prace. Bohuzel tedy neni pfili§ dobfe uspofadana. Podle
mého soudu jde o souhru dvou faktort, které se klicoové podepisuji na celkovém vyznéni
prace:

1) chaba formalni struktura, viditelné zapti¢inéna ne snad neznalosti, ale spise
nedostatkem Casu a trpélivosti pfi pfipravé prace;
2) relativné velké mnozstvi ziskanych dat, jez objektivné neni lehké uspofadat.

Celkové zhodnoceni:

Zatimco vySe uvedeny fakt ¢. 1) je jasnou vytkou, fakt ¢. 2) je jasnym kladnym
argumentem pro celkové hodnoceni. Povazuji za diileZité, Ze prace ukazuje zimni obdobi jako
velmi vyznamné pro pochopeni celkové populaéni dynamiky IykoZrouta smrkového.
Nedospéla stadia se evidentné vyvijeji i za nizkych teplot, s prahem kolem 5°C. Koncem
prosince nebo dokonce az v lednu tak miiZe byt paradoxné "dokonéena" tzv. netiplna 2.
generace brouku. Je pravdépodobné, Ze nedospéla stadia mohou také pieckat celou zimu a
dokoncit vyvoj az na jafe. Samotna imaginalni diapauza se jevi jako metabolicky aktivni stav,
kdy brouci piijimaji potravu, posunuji ji stievem, ale neni dosud zejmé, které Ziviny travi.
Studium proteinazové aktivity bylo touto praci pomérné dobfe zapocato. Amylazy nebyly ve
stfednim stfevé detekovany. Aktivita celulaz byla prozatim pouze piedbézne potvrzena. Dal3i
enzymy, zejmeéna chitinazy pro traveni houbovych pletiv, by mohly byt jesté piidruZeny do
pldnu. Podstatné je, Ze béhem diapauzy je zastaven vyvoj gonad, ktery pokracuje aZ po jarnim
uzivném ziru a vyletu brouku.

Po peclivém posouzeni doporucuji piijmout pfedloZenou diplomovou praci jako
podklad pro obhajobu a vyslednou znamku doporucuji zvazit aZ podle urovné prezentace a po
zodpovézeni pfipominek uvedenych v této recenzi.

V Ceskych Bud&jovicich -
dne 14. kvétna 2010 % W

Vladimir Kost'al



Posudek magisterské diplomové price Be. Kristyny Stefkové:

"Proteolytické enzymy stfedniho stfeva diapauznich a aktivnich dospélct lykoZrouta
smrkového (Ips typographus)".

Vedouci prace: RNDr. Petr Dolezal, Ph.D.

Jiho&eska univerzita v Ceskych Bud&jovicich, P¥irodovédecka fakulta

Studentka se ve své praci zaméfila na feSeni otdzek proteolytické aktivity lykoZrouta
smrkového, a to ve vztahu ke slozeni potravy, obrannych reakci napadeného hostitele a
vyvojového cyklu samotného lykoZrouta. Samostatna ¢ast feSeni byla vénovana také uréeni
teplotniho vyvojového prahu lykozrouta smrkového.

Préce je ¢lenéna do jednotlivych kapitol, pficemz je dodrzeno obvyklé ¢lenéni védecké studie.
V 1Uvodu jsou popsany zakladni charakteristiky zptisobu Zivota l. smrkového, vdetné
naznaceni studované problematiky proteolytické aktivity a vztahu patogen — hostitel. Rovnéz
je zde v kratkosti zminén i zptisob ochrany lesa pfed lykoZroutem smrkovym.

Cile prace jsou jasné definovany a logicky stanoveny k zodpovézeni studovaného tématu.
Metodika podrobné osvétluje zvolené postupy pii feSeni jednotlivych otazek.

Ve vysledcich jsou graficky zpracovana nameéfend data, s uvedenim logickych zavislosti a
zavéru z nich vyplyvajicich. Tyto jsou pak hodnoceny v diskuzi. Vyznam studované
problematiky, piipadné i pfinos pro vyuziti v praxi, je stru¢né nazna¢en v zavéru prace.

K praci mam nasledujici konkrétni pfipominky:

Clenénim piedkladané magisterské diplomové prace na jednotlivé kapitoly tato spliuje
obvyklé ¢lenéni védeckych praci. Nicméné v samotném uvodu (prvni odstavec Gvodu) by
méla byt zminku o naléhavosti ¢i divodu zvoleného tématu prace. Ve vété: ,,Pii silném
pfemnozeni vSak brouci osidluji i zdravé dfeviny ....* by mélo byt pouZito ,,stromy* namisto
»dfeviny”. Na stran¢ 7 je problematicky uvedeno, Ze chodby poZerku 1. smrkového jsou
umistény ,,vertikaln€*. Vhodné&jsi termin je ,,podéIné s osou kmene®, nebot’ brouci zakladaji
pozerky 1 na zlomech, vyvratech, pokdceném dfivi apod. NiZe je uvedeno, Ze poZerek ma
hvézdicovity tvar a obvykle je dvouramenny. Za hvézdicovity poZerek jsou oznafovany
pozerky s rozbihajicimi se mate¢nymi chodbami na vSechny strany (hvézdicovité), jako je
tomu napf. u lykozrouta lesklého (Pityogenes chalcographus), u 1. smrkového je priléhavejsi
oznaleni ,pozZerek podélny” (vzhledem kose kmene). VétSinou tento poZerek byva
tiiramenny. Na strané¢ 10 na konci (oddil 1.5.1) by bylo vhodné&jsi misto terminu ,,zvifat“
pouzit ,.zivo€icht™. Posledni ¢ast uvodu, 1.7 Ochrana, je silné redukovéana, a zdaleka tak
neodpovid4 ani praxi, ani teoretickym pfedpokladim uspé$né ochrany lesnich smrkovych
porostl pred lykozroutem smrkovym. V tomto smyslu je za¢lenéni této ¢asti do Gvodu prace
nadbytecné, jinak je potfeba se podrobnéji seznamit s lesnickou problematikou a vice vyuzit
lesnickou literaturu, napf. autort V. Zumr, P. Zahradnik a dal3ich. U n&kterych konstatovani
chybi odkazy na literaturu, napf. v jiz zminéné ¢asti 1.7. Nadpisy jednotlivych &asti avodu by
mély zietelnéji vyjadfovat, o€ se v nich jednd, napf. namisto ,,morfologie* pouzit ,,morfologie
lykozrouta smrkového™ apod.

Casti metodiky by mély byt logicky sefazeny vzhledem k posloupnosti vytéenych cill prace,
stejné tak 1 zpracovani vysledki. Ve zvoleném uspofadani musi ¢tenar slozité hledat vysledky
k jednotlivym cilim. RovnéZ by bylo vhodné&jsi, aby misto terminu ,assay“ byl pouzivan
v tomto typu prace napf. termin ,test*, nebo ,,metoda®, nebo jiny vhodny &esky ekvivalentni
vyraz.



V kapitole 3.1 je uvedeno, Ze ,u pfeZivSich brouki bylo pitvou ureno stafi brouku®.
K tomuto bodu jsem nenasel Zadny komentat ve vysledcich.

Vkap. 3.2 je uvedeno: ,,Odbér byl provadén od srpna do bfezna z lapékl a feromonovych
lapacti.” (obdobné také v kap. 4.1). Tomuto konstatovéni je moZno porozumét aZ po shlédnuti
vysledki, napf. tab. 3. Zde by bylo jisté zapotiebi podrobnéjsi vysvétleni v metodice, nebot’
pfes zimu se ani lapace, ani lapaky nepouZivaji, 1. smrkovy prosté v této dobé& neléta. Rovnéz
konstatovani ,,v okoli Narodntho parku Sumava“ je zavadgjici, kdyz brouci byli odebiréni i
piimo v narodnim parku.

Ve vysledcich v kap. 4.1 - obr. 1, 4.3 - obr. 2, 4.6 — obr. 3 chybi u grafii oznageni typu A, B,
C, byt je toto pouzito v legend€. V praci by mély byt uZivany terminy jednotn&, napt. floém
versus lyko (kap. 4.2). V kap. 4.8 jsem neshledal souvislost mezi obr. 4 — graf C a tab. 4 C,
zejména pro sloupce 2, 6 a 12 tydnd.

Pfi vytvéfeni seznamu literatury je tfeba dbat na jednotnost zplisobu citaci, zejména u citaci
kniZnich publikaci, kde ¢asto chybi rozsah stran, nebo je tento uveden na jiném misté apod.

V préci se vyskytuje celd fada pieklepii a nejasnosti textu, at’ uz jednodussiho typu, jako
carky, tecky apod., ale i zavad&jicich, jako napf. na str. 8 ve vété ,,Stadium kukly zahrnuje asi
60 % celého preimaginalniho vyvoje, stadium vajicka a kukly po 20 % .“. Ziejmé by méla
véta znit ,.Stddium larvy zahrnuje asi 60 % .....“. Obdobné ve vété na str. 9: ,,Annila (1969) ....
...J1Z pfi teploté 5°C pozoroval piijimani teploty.”, by spiSe mé&lo byt ,,potravy* na konci véty.
Nahodn¢ byla zjiSténa 3patna citace pouzité literatury v textu — viz str. 34, kap. 5.1 (Hahn
(2007)). Jinak z prehledu literatury a jejiho zpracovéni v textu je ziejmé, Ze studentka vyuzila
nejenom nejmodernéjsich poznatkd z oboru, ale rovnéZ i historickych prament a tudaji;
nejstarsi citovana literatura je datovéana jiz v druhé poloving 19. stoleti.

V celé€ préci je tieba jednotné psat ¢iselné udaje a jednotky, za &islem ma byt vzdy mezera.

Zavér:

VySe uvedené nedostatky, nebo upozornéni, se tykaji ve vétsiné piipadi formalnich
nedostatkil price, a to zejména pii jejim pisemném zpracovani. Naopak, z vysledki
jednotlivych 3etfeni jednoznaéné vyplyva zna¢ny objem vykonané laboratorni i terénni prace,
vysledky jsou ptfehledné€, struné a jasné zobrazeny, vyhodnoceny a komentovany. Zjisténi
jsou v mnoha ohledech nova, originalni a p¥i pokradovani vyzkumu na dané téma mohou byt
velkym piinosem nejen v zakladnim vyzkumu, ale i v praktické ochrané lesa smrkovych
porosti pred napadenim lykozroutem smrkovym. Mnoha zjisténi jednoznaéné a na zakladg
standardnich vyzkumnych metod dokladaji, i kdyZ prozatim jen v poéatcich (zminéna
naléhavost pokra¢ovani vyzkumu), odveéké pravdy &i spiSe praktické zkuSenosti, ke kterym
Casto chybi védecké podklady. V ochrané smrkovych porostii pfed lykozroutem smrkovym je
jarni obdobi a ochranna opatfeni v dob& prvniho rojeni lykozrouta zcela zasadni. Zakladni
poznatky o fyziologickém stavu 1. smrkového b&hem zimniho obdobi a zejména na jate
mohou mit zcela zdsadni vliv na uplatiiovani obrannych opatieni, potazmo tedy i na
ekonomickou stranku ochrany lesa. Uchaze¢ka splnila zadané cile, ukazala dovednost pfi
teoretickém i praktickém pofizovani a zpracovani vysledki a splnila tak studijni a vyzkumné
pfedpoklady. Pres pocetné formélni nedostatky zpracovani hodnotim praci kladné, a
vzhledem k rozsahu a kvalit¢ vlastni laboratorni a terénni prace doporu¢uji magisterskou
diplomovou praci k obhajeni.

Ve Strnadech dne 21. 5. 2010 ///4
(
Ing. Milo§ Knizek, Ph.D. /
Vyzkumny tstav lesniho hospodafstvi a myslivosti, v.v.i
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