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Nazev: Mikrobiomy komafich hostitelti: metodologicka revize dosavadni praxe s vyuzitim
amplikonového sekvenovani na lllumina platformach

Pfedkladana prace se zabyva velice duleZitymi metodickymi aspekty pfi analyze mikrobiomu komard.
Jednd se hlavné o problematiku uchovani vzorkt pro nasledné molekularné biologické analyzy
(extrakce DNA, RNA, sekvenace, atd.), uréeni biologického templdtu s vyZitim presahu pouZitych
doprednych primerd i pro eukaryotickou 18SrDNA a v neposledni fadé i posouzeni vlivu smichani
(poolovani) vice vzork( komar.

Uvodni ¢ast prace podava velice podrobny a prehledny popis symbiotickych mikroorganism u
raznych druhl komar(. Tato cast je Ctiva a poddva Ctenafi uceleny Gvod do problematiky. Oproti
tomu cast zabyvajici se metodikou stanoveni mikrobidlnich spolecenstev je ziZena do posledni
kapitoly 1.8. Zde autorka popisuje nékolik molekuldrné biologickych metod. Popis je ale velmi obecny
a nezahrnuje konkrétni prace zabyvajici se mikrobiomem komar{. CtenaF tak nema moznost
posoudit, kde jsou nedostatky téchto metod a pro¢ by mély byt metody zaloZené na sekvenovani
16SrDNA genu lepsi nez ty dosavadni. JelikoZ se i v ndzvu prace objevuje termin ,,metodologicka
revize“, mohla byt tato ¢ast v ivodu vice vyzdviZzena. V Uvodu také postrddam ¢ast vénovanou
uchovavani vzorkt a jeho vliv na ndsledné molekuldrné biologické analyzy.

V préci se obcas vyskytuji anglikanismy a nékdy doslovné preloZené anglické terminy. Napf. misto
terminu ,,cyanobakterie” bych doporucoval pouzivat ¢esky termin ,sinice”. Dale termin ,,rodina“
vznikl asi doslovnym prekladem , family”, cozZ je ale v ceském prekladu termin pro ,Celed”. Pozor tedy
na doslovné preklady. Misto ,,prezervacni ¢inidlo” bych opét spise pouzival ¢esky termin , konzervaéni
Cinidlo”. Dale nékteré nepfesné formulace pfi popisu molekuldrné biologickych metod v uvodu:
DGGE déli fragmenty na zékladé sekvence ne na zakladé komplementarity. Fragmenty putuji v
denaturacnim gradientu a podle sekvence denaturuji a ,zastavuji” se tak v polyakrylamidovém gelu.
Uplné denaturaci zabraiuje tzv. GC bohaty konec, ktery se amplifikuje s kazdym templatem.

Metodicka ¢ast je popsana velmi peclivé a podrobné véetné bioinformatickych analyz. Vétsi
pozornost mohla byt vénovana popisu statistickych metod.

K vysledk(im a diskusi bych mél nasledujici komentére a otdzky:

Autorka ziskala velice cennd data, tykajici se uchovéni vzork komara v rGznych konzervacnich
Cinidlech. Zavéry asi moc nepotési vyrobce drahych komerénich roztokd (Napf. All Protect tissue),
jelikoZ jednozna¢né nejlepsim konzervacnim ¢inidlem byl prosty etanol. Je véak nutno podotknout, 7e
tyto vysledky byly dosaZeny pfi uchovani vzorkd pfi -20°C, kdy samozfejmé hraje roli i nizka teplota.
Pokud se vzorky skladovaly pfi pokojové teploté, etanol byl v porovnéni s ostatnimi nejhorsi. Proto
mé malinko prekvapil zavér autorky na str. 25 dole, kde tvrdi, Ze teplota nema vliv na sloZeni
mikrobiomu. Mohla by toto tvrzeni autorka doloZit grafem? Je myslen Obr. 1., kde jsou vyneseny
polty OTU v zdvislosti na pouZitém konzervaénim roztoku? Mohla by autorka popsat Obr. 1, kde jsou

sice nesignifikatni ale urcité trendy v po¢tu OTU mezi vzorky uchovavanymi p¥i pokojové teploté a v -
20°C?




Musim vyzdvihnout pouzité bioinformatické metody a statistické zpracovani v programu R.
Bioinformatické postupy jsou aktualni a algoritmus usearch/uparse poskytuje asi nejpresnéjsi uréeni
poctu mikrobialnich druhd (OTU) ve zkoumanych vzorcich. Postupy jsou popsany velmi podrobné

v metodice, coZ velice ocenuji. Myslim, Ze na studentku bakalaiského stupné je opravdu
chvalyhodné, Ze zvladla tyto analyzy a dodatecné statistické zhodnoceni.

U statistického zhodnoceni bych se na chvili zastavil. Autorka uvadi hodnoty R?, které pfedpokladam
udavaji % vysvétlené variability testovaného modelu, kdy R? = 0 odpovida 0% a R*=1, 100%
vysvétlené variability. Pokud to tak neni, mohla by autorka tento parametr vysvétlit? V metodice totiz
nejsou statistické testy podrobnéji popsany. Je viceméné popsano, Ze analyzy byly délany v programu
R a pomoci prislusnych knihoven. Chybi mi v datech i idaje o parametru p a na jaké hladiné
vyznamnosti alfa byly statistické testy provadény. JelikoZ autorka uvddi, Ze rozdily byly nebo nebyly
signifikantni, bylo by dobré tyto parametry uvést. Navic, statistické vysledky se vyskytuji jen v textu.
Spise bych doporucil tato data uvadét v tabulkach. Chybi u nich napf. i poCet opakovani u
jednotlivych skupin, které se porovnavaly, protoZe i poCet opakovani ma zasadni vliv na vysledky
statistickych testu.

Dil¢i otazky k samotné praci:

1. Jak bylo vyhodnoceno, zda je ve vzorku mikrobidlni kontaminace? Mohla byste podrobnéji
pospat, pripadné ukdzat obrazek gelu, kde je vzorek kontaminovany a porovnat ho
s nekontaminovanym vzorkem?

2. Jak byste vysvétlila to, Ze etanol mél pfi -20°C nejvétsi vytéZzek DNA a pres to byl v této
varianté nejmensi pocet OTU (tj. bakterialnich druht). Viz. Obr. 1?

3. Vise jaky podil pfi extrakci DNA predstavuje DNA z mikroorganism( a z tkané komara?

V zavéru uvadite, Ze mikrobidIni DNA dominuje. Napadd vas néjaka metoda, jak informaci o
podilu eukaryotické a prokaryotické DNA ziskat?

4. Jak byla testovdna specifita primeru 515F? Uvadite odkaz na publikaci, avsak aktudlni postup
EMP ve svém protokolu pouZiva modifikovanou verzi téchto primeru. Byly sekvenace
provadény s plvodnimi nebo aktualnimi EMP primery? Nezkouseli jste napf. sami test in-
silico v ARB-Silva databazi, kde se da ovéfit pokryvnost primert s aktualni Silva databazi?

| pfes vySe zminéné vytky si myslim, Ze bakalafska préce je nadstandartni, jak co do poctu
provedenych analyz, tak i pouZitych metod a hodnotim ji stupném vyborné.
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