Oponentsky posudek magisterské prace Jana Michalka “Vyuziti DGGE k popisu
interakce mezi padli dubovym Erysiphe alphitoides a spole¢enstvem mikromycet ve
fyloplanu dubi letnich”

Predkladana prace se pokousi fesit problém analyzy spolefenstev mikromycet na listech dubti
infikovanych padlim dubovym pomoci relativné nové metody DGGE, ktera posouva moZnosti
klasické PCR a gelové elektroforézy o dalsi uroveri. Hned na tvod chci zdiiraznit Ze se autor se nebal
riskovat a pustil se do (Casto problematické) optimalizace podminek denaturaéni gelové elektroforézy s
vervou a vysledkem je velmi povedena magisterska prace. Ke kladnym bodim za odvahu musim také
pfidat jednozna¢nou aktualnost tématu (padli dubové patii mezi hospodaisky nejvyznamnéjsi patogeny
listnatych stromi) a novou metodiku, ktera se ur¢ité bude hodit i ostatnim laboratotim pfirodovédecké
fakulty, pfipadné Biologického centra AVCR.

Mezi dalsi klady fadim standardni a logické ¢lenéni a vybornou troveri ¢estiny. Z textu je jasné,
ze autor je formulacné velmi zdatny a mnoZstvi pieklept a pravopisnych chyb podprimérné. Pfiznam
se, Ze jsem zavilym nepfitelem dlouhych tivodii a metodiky, ale v tomto ptipadé jsou obé kapitoly (i pfi
nadpriimérné délce) velmi Ctivé a informativni. Rozhodné jsem nemél pocit, Ze by se autor snazil
objem prace pouze nafouknout a nahnat pocet stranek. Pfi feSeni diplomové prace bylo pouzito
pomérné Siroké spektrum metod ,,bilé* i ,,zelené* biologie. Pfiznam se, Ze jsem schopen kriticky
posoudit pouze ,,molekularni* ¢ast metodiky, ale tady nemam pfipominky. Oceriuji peclivost a
obezietnost s jakou provadél kontroly a interpretoval vysledky zatizené informaénim Sumem, ktery je
spojeny s DGGE. Z textu je vibec patrné obrovské mnozstvi prace, které za nim stoji. Vysledky jsou
prezentovany piehlednym a odpovidajicim zptisobem a i Diskuze, ktera byva slabinou vétSiny praci, je
dostatecné kriticka a komplexni.

VyloZena negativa jsem neshledal, ale nékolik pfipominek a dotazl ano. Nejprve k metodice a
designu odbéru vzorkd... Stromy, ze kterych byly odebirany vzorky listl jsou rozdéleny do dvou
dvojic, pficemz v jedné dvojici se stromy bezprostiedné dotykaly, v té druhé jsou od sebe vzdaleny 244
metri. Toto rozdé€leni nebylo v textu vysvétleno, ale predpokladam, Ze bylo umysiIné a jeho ucelem
bylo porovnani vyvoje spoleCenstev v zavislosti na vzdalenosti jednotlivych stromil. Nejsem mykolog,
ale predpokladam, ze spory mikromycet se velmi efektivné prenasi vétrem. Je podle autora 607
(pfipadné€ 244) metri dostatecnych?

Z tabulky porovnavajici u¢innost riiznych metod izolace DNA u né€kolika druhi hub (tab. 2,
strana 14) vychazi jako nejicinn&jsi metoda s vyuzitim tekutého dusiku a fyzického nasili, kterou
(pfedpokladam, Ze s mensimi zmé&nami) pouzival i autor. V Diskuzi pak ale upozoriiuje na mozné
zkresleni vysledkd suboptimalni metodou izolace DNA u nékterych mikromycet. Jedna se pouze
spekulaci, nebo je toto tvrzeni podpoifeno konkrétnimi daty? Z vlastni zkuSenosti, pravda na jinych
organismech, vim, ze jde v zasadé o nejucinné&jsi metodu, které se dalsi miizou blizit, €i vyrovnat.

Pouzity molekularni marker, ITS, je (opét neznam situaci u hub) nechvaln€ znamy konvergentni
evoluci a tvorbou, mnohdy velmi odlisnych, kopii. Bral autor v potaz podobna rizika a nemohly nékteré
z detekovanych amplikont pfi DGGE byt pravé takovymi paralogy? Pfitomnost dvou amplikonii u
kultur 4 a 18 k tomu takové interpretaci pfimo vybizi

Vyty&ené cile se podafilo splnit (v mezich moznosti) bezezbytku. Obavam se vsak, Ze i pfes
velké kvantum odvedené prace, se autorovi nepodafilo nashromazdit dostate¢né reprezentativni vzorek
pro publikaci v rozumném periodiku, coz sebekriticky hodnoti v Diskuzi a je to samoziejmé Skoda.
Doufam, Ze si najde ¢as, prostiedky, pfipadné pokracovatele, ktery by projekt dotdhl do tisp€sného
konce. Predkladanou praci doporucuji k obhajobé a hodnotim ji stupném Vyborné.

o
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Posudek magisterské prace

Jan Michalek
Vyuziti DGGE Kk popisu interakce mezi padli dubovym Erysiphe alphitoides a
spole¢enstvem mikromycet ve fyloplanu dubu letnich

Predlozena prace Jana Michalka zkouma spoleéenstvi mikromycet ve tyloplanu dubt
letnich ve vztahu k padli dubovému (Erysiphe alphitoides) za pouziti nastrojii molekularni
ekologie, predevsim DGGE a sekvenovani. Jde o zajimavou praci, technicky naro¢nou a je
jen Skoda, ze jeji celkovou hodnotu snizuji nepiesnosti ¢i drobné chyby/opomenuti pfedevSim
v uvodnich kapitolach:

Str. 12 - absence kurzivy v latinském nazvu padli v prvnim odstavci - E. alphitoides

- absence carky ve 3. odstavci:
ProtoZe naprosta vétsina hub vynika nutriénim minimalismem a ohromnou schopnosti
regenerace muzeme prostiednictvim kultivace.....

- a kone¢né opét absence kurzivy v poslednim odstavci:

...... charakteristického pro Ascomycota a Basidiomycota, zatimco Zygomycota,
Chytridiomycota a Qomycota (Fise Chromalveolata) maji mycelium nepfehradkované
(coenocytické).

Str. 13

- nasledujici formulaci nepovazuji za ptilis vhodnou pro védeckou praci:

Vyuziti molekularnich znaki umoziuje postihnout nezanedbatelnou ¢ast mikromycet, které
nelze kultivovat, nebo je v kultufe ,,donutit™ k tvorbé& struktur, na nichz zavisi jejich
identifikace.

Str. 15
- vySinuti z vazby:
O mitochondrialnich genech kodujici cytochrom oxidazu

Str. 16
- op¢t absence ¢arky:
Pokud pracujeme s environmentalnim vzorkem postupuje se nasledovné

Str. 18
- opét opomenuti kurzivy:
Charakterizovat interakci mezi E. alphitoides a spole¢enstvem

Str. 21

- nespravna formulace:

Za Gc¢elem zakladni kvantifikace zivotaschopnych bunék v suspenzi ....

Pi kultivaci na miskach neuré¢ime zivotaschopné buiky, ale pouze kultivovatelné!

- chybn¢ uvedena stranka:
(obr. 5., str 18). — spravn¢ strana 23




Str. 24
- domnivam se, Ze metodicka ¢ast by méla uvadét presné udaje, a proto by bylo vhodné
v prvnim odstavci doplnit o jaké vzorky se jednalo a ve tietim co bylo lyzovano.

Str. 26
- v tabulce chybi vétsina primera uvadénych na piedeslé strané

Str. 27
- formulace posledniho odstavce o slozeni pouzitych gelt by si zaslouzila upfesnéni —
v piedkladané formé bude jasna ziejmé jen osob¢ dobie obeznamené s pouzitou metodou

Str. 28
- inasledujici formulace nejsou pro védecké pojednani nejvhodné;si:

Cast roztoku se odlije stranou do mikrozkumavky pro kontrolu polymerace, ktera trva
pfiblizné hodinu. — tato formulace zpochybriuje procenta denaturantu ve vysledném gelu

Pted nanesenim do jamek byly vzorky smichany s 1x nanaseci barvou v poméru
piiblizné 4:1 az 3:1 (2x loading dye obsahovala 0.05% (w/v) bromphenol blue, 0.05% (w/v)

....nerovnomérné rychlosti sloupct..... — sloupce asi zadnou rychlost nemaji

.....nechaji se nejprve pii pozadovaném napéti 10 minut ,.zatdhnout* do gelu a potom....

Str. 30

Zpusob ,.optimalizace™ podminek DGGE za pouziti pokusu a omylu mi pfipada ne pravé
nejvhodnéjsi. Klasicka optimalizace DGGE spo¢iva v pouZiti ,,perpendikularniho* gelu pro
stanoveni vhodného gradientu denaturantu a tzv. ,,time-travel* gelu pro stanoveni vhodné
kombinace napéti a doby elektroforézy.

Str. 44

- nasledujici vétu by bylo vhodné upravit, ¢&i blize vysvétlit:

Prilezitosti pro tyto houby je bohuzel také médium, pouzité k jejich izolaci a to je zasadnim
zdrojem zkresleni pfi vyuziti kultivace k popisu sloZeni spolecenstva mikroorganismu.

[ pres.vSechny vyse uvedené pfipominky/komentaie povazuji praci za zdafilou a
doporucuji ji k obhajobé. Hodnotim ji znamkou ,,velmi dobie*.
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