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Oponentsky posudek na diplomovou praci Bc. Lucie Faktorové
»Multilokusova charakteristika symbiontd entomopatogennich hlistovek rodu Steinernema*

PredloZzena diplomova prace Lucie Faktorové téZi z dlouhodobého velmi kvalitniho vyzkumu
Laboratofe entomopatogennich hlistic, ktery je zaméfen na identifikaci molekularnich markert
vhodnych pro vyzkum hlistovek a ktery vede $kolitelka Martina Zurovcova. Entomopatogeni hlistovky
jsou dnes Siroce pouZivany v biologické ochrané pro kontrolu hmyzich $kiidcd. Jejich Zivotni strategie
a symbioza s entomopategennimi baktériemi predstavuje zajimavy biologicky fenomén. Diplomova
prace se zaméfuje na testovani vybranych molekuldrnich markert a identifikaci kmenl u baktérie
Xenorhabdus bovienii, ktera se vyskytuje jako symbiont u rliznych druh( hlistovek rodu Steinernema.
Ziskané sekvence molekularnich markert byly pouZity pro fylogenetickou a nasledné pro srovnavaci
kofylogenetickou analyzu za ucelem zjisténi Grovné koevoluce uvniti komplexu entomopatogennich
baktérii a hlistovek. Pro rod Steinernema nebyly tyto koevoluéni vztahy dosud geneticky popsany.

Diplomova préce je velice obsahla a vypracovat ji stalo magistrantku jisté nemalé Usili, které bych timto
chtéla ocenit. Uvod na 15 stranach velmi dobte predstavuje celou studovanou problematiku, od
biologie studovanych druh(, pfes aplikované genotypizacni metody aZ k pfedstaveni studia koevoluce.
V metodice je pfesné popsanad izolace DNA pro hlistovky i baktérie, uvedeny kompletni protokoly a
primery pouZité pro PCR a sekvenovani. Celkem byly pouzZity 4 molekularni markery pro hlistovky a
testovany 3 molekuldrni markery pro baktérie. Nasledné jsou popsany parametry pro pouzité
fylogenetické a kofylogenetické metody. Ocenuji vypracovéni a porovnani nékolika fylogenetickych
metod (distancni, ML, MP) a nékolika kofylogenetickych pfistupt. K ¢asti Material a metody mam par
drobnych ptipominek:

VSude v Metodice je sloZeni pouZivanych roztoki vypsané ve formé protokoll (tedy v ul pracovnich
roztokll a g pouZitych latek), coZ je jisté uZitecné, pokud se bude na diplomovou praci navazovat, ale
doporucovala bych pro pfisté spiSe bézny zapis v hodnotach koncentrace pro finalni roztoky, tak jak se
pouziva v publikacich a mélo by to platiti pro diplomové prace. Na strané 22 neni uvedena koncentrace
nebo mnoZstvi pouZitého velikostniho Zebfictku na gelovou elektroforézu.

Cast Vysledky prezentuje zejména fylogenetické rekonstrukce a kofylogenetické analyzy, vypracované
na zakladé ziskanych originalnich sekvenacnich dat. Tady bych méla par poznamek a doporuceni
k prezentaci:

Obcas nejsou dobre Citelné hodnoty pro statistickou podporu nékterych vétvi, protoZe se prekryvaji
s linkami - pomohla by dodatecna uprava stromd v nékterém grafickém programu. Pro usnadnéni
prace toho, kdo vysledky posuzuje, by bylo vhodné doupravit rotaci nékterych vétvi, aby poradi
koncovych jmen taxon( bylo, co nejpodobnéjsi. Snaze by se tak dala vyhodnotit shodnost topologie. U
vsech NJ stromd (v pfiloze) je uvedenou, Ze délky vétvi odpovidaji poétu substituci na bazi. Podle mého
nazoru by bylo presnéjsi, Zze délky vétvi u distanéni metody odpovidaji vypocitané genetické
vzdélenosti. U MP strom( (také zahrnutych v pfiloze) je uvedena podobna véta, ale vSechny stromy
jsou prezentované jen jako topologie a neni u nich Zadné méfitko.

V &asti Diskuze jsou pak vysledky celkové vyhodnoceny a konfrontovény s literaturou. Celkem je v préci
citovano vice nez 120 citaci.




Cela prace je sepsana velice thledné a ¢tivé s drobnym mnozstvim preklepl. Z technickych chyb mohu
snad jediné vytknout vlioudény preklep vzavéru Uvodu na str. 15, kde byla hlistovka rodu
Heterorhabditis prejmenovana na Heterorhabdus. Jinde v praci se ale tento preklep nevyskytuje.
Pokud chtéla autorka pro oznaceni primerl zachovat tradicni anglické oznaceni, pak doporucuji
pouzivat slova v puvodni anglické verzi ,forward” a ,reverse”. Chybné jsou tato slova napsana
napriklad na str. 20 nebo 21.

K vysledkiim a diskuzi mam nasledujici otazky:

1) Obrazek 5 na strané 30 a pfiloha 9 na strané 72 predstavuje fylogenetické rekonstrukce
bakterialnich izolatd na zakladé markeru 16S. Statistickd podpora (bootstrap) této
rekonstrukce je absolutné minimalni. Jaka byla zjisténa variabilita markeru 16S, napriklad
pocet mutaci? Na zakladé prezentovanych dat predpokladam, Ze variabilita byla velice nizka, a
hodnotim kladné rozhodnuti vyfadit marker z dalsi kofylogenetické analyzy.

2) Magistrantka ve své praci porovnavala hned tfi rizné metody pro fylogenetickou rekonstrukci.
Ktera z téchto metod je podle Vas pro prezentovana data nejméné vhodnd a dala nejhorsi
vysledky?

3) Vdiskuzi je jako jeden zvelice zajimavych védeckych vysledk( uvedeno, Ze se baktérii X.
bovienii povedlo poprvé identifikovat u neznamého izolatu hlistovky Steinernema sp. SAKH,
ktera zrejmé patfi k dosud nepopsanému druhu. Vyskytuji se u dané hlistovky i jiné baktérie
Xenarhabdus nebo je zatim k dispozici pouze tento jeden otestovany vzorek?

Zavérem prohlasuji, Zze predloZena diplomova prace vice nez spliuje pozadavky kladené na diplomovou
praci a obsahuje velice kvalitné zpracovana originalni védecka data a proto ji viele doporucuji
k obhajobé a navrhuji znamku vyborné (1).

V Ceskych Budéjovicich 15.1.2017
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hlistovek rodu Steinernema

Autor prace: Be. Lucie Faktorova
Vedouci prace: PaedDr. Martina Zurovcova, Ph.D.
Oponent prace: Mgr. Libor Vojtek, Ph.D.

Diplomovéa prace Bc. Lucie Faktorové pojednava na 85 cCislovanych
stranach o srovnani symbiontl entomopatogennich hlistic rodu Steinernema
pomoci jejich multilokusové charakteristiky. Prace ma klasické ¢lenéni a
jednotlivé kapitoly na sebe logicky navazuji. V Gvodu prace jsou nejprve
obecné popsany entomopatogenni hlistice — jejich systematické zatazeni, zivotni
cyklu a hostitelské organismy s naslednym popisem jejich symbiotickych
bakterii. Nasledn€ v teoretické Casti pokracuje popis metod vhodnych pro
genotypizaci s dirazem kladenym na multilokusovou sekvenéni typizaci
(MLST) jez je studentkou nasledné vyuzivana v praktické ¢asti prace. Na konci
teoretické Casti pak autorka popisuje samotnou koevoluci a metody, jimiz se da
studovat — predevSim kofylogentické metody. V metodické cCésti prace je
popsano né€kolik molekularné genetickych metod vyuzivanych pro samotnou
identifikaci hlistic a bakterii jako napf. izolace DNA pomoci dvou kiti, PCR
(v€etné vlastniho navrzeni primert), elektroforéza, purifikace PCR produkti a
jejich nasledné sekvenovani. Metodickd sekce je ukoncena vysvétlenim
statistického zpracovani ziskanych vysledkd, popisem tvorby jednotlivych
fylogenetickych stromt a jejich nasledné vyuziti kofylogenetickymi metodami
(jak metodami distan¢nimi tak i metodou topologickou). Ve vysledkové casti
nejprve autorka popisuje fylogenetické vztahy hlistic u vicedruhového souboru
vzorkl — vznik fylogramu symbiotickych bakterii pouzity v kofylogenetické
analyze, ktera v obou pripadech (distan¢ni i topologicky test) potvrdila moznou
koevoluci hostiteli a symbiontd. Stejnym zplsobem autorka nasledné
porovnava také fylogenetické vnitrodruhové vztahy u S. feltiae, kde ovSem
zadny ze 3 testi (2 distancni a jeden topologicky) nebyl signifikantni, tedy
nelze predpokladat kospeciaci hlistic a bakterii. Déale nésleduje rozséhla diskuze,
zavér a seznam literatury se 145 literarnimi (vétSinou cizojazy¢nymi) a 3
internetovymi zdroji. K praci jsou nakonec pfipojeny i pfilohy, jez umoziuji
podrobnéjsi nahled na vysledky.

Prace je ctiva, po stylistické strance zcela v poradku, s minimem
pravopisnych chyb a preklept. Graficka stranka je také na dobré urovni, i kdyz
nékteré obrazky by mohly byt ostiejsi (napf. obr. 6-8, ale i dalsi) a s vétSimi a
lépe Citelnymi popisky (napf. obr. 2). V praci autorka cituje nékolik
diplomovych ¢i dokonce bakalarskych praci (v€etné jeji vlastni), tomuto bych se
ja osobné radéji vyhnul a nahradil tyto citace bud’ pivodnimi ¢lanky, nebo




jedna-li se o vlastni vysledky, pak je mozné citaci vypustit zcela, bakalaiské a
diplomové prace jsou vétSinou pracemi ,,zkuSebnimi®“, mohou se v nich tedy
vyskytovat chyby, které se jejich citovanim pienasi dale. V seznamu literatury
se sem tam také vyskytne mensi chyba (napt. Fox et al., 1980 — chybi nazev
¢lanku ,, The phylogeny of prokaryotes.“ a rozsah stran také neodpovida
skutecnosti). Zaroven se v seznamu literatury vyskytuje ¢lanek ve francouzském
jazyce (Laumond et al., 1979), se kterym bych si ja osobné ur¢ité neporadil,
nicméné autorka patrné ovlada francouzstinu 1épe nez ja. Zaroven by bylo dobré
styl citaci v seznamu literatury sjednotit — napt. u nékterych praci se dvéma
autory je pouzit spojovnik ,,a“ (napf. Hannula a Hanninen, 2007) a u jinych
zcela chybi (napf. Nguyen, Smart, 1994). Také by bylo vhodné pouzivat
vSechny spojovniky bud’ v Ceském jazyce, nebo v latinském, ale nemichat je - u
praci s vice autory je pouzivana latina, u dvou autorti pak Cestina.

Vzhledem k mému zameéfeni bohuzel nemohu hodnotit vhodnost
zvolenych a pouzivanych metod, nicméné predpokladam, ze pouzité metody
jsou v laboratofi, kde autorka praci vykonéavala, zavedené a bézné vyuZivané
k feSeni podobnych témat, proto povazuji jejich volbu za spravnou.

Autorka si v praci vytkla dva jasné definované cile, které se ji podaftilo
bez probléml naplnit. A¢ nejsem odbornikem v daném oboru, chtél bych
vyzdvihnout piedevsim védeckou stranku prace, ktera je na velice vysoké
urovni, autorka musela zvladnout jak teoreticky tak prakticky velké mnozstvi
molekularné  genetickych metod a zkombinovat je s metodami
bioinformatickymi i statistickymi. Zorientovat se v takové skale dat a spravné je
uchopit vyZaduje velky piehled v dané problematice koevolu¢nich vztaht, jezZ je
jisté¢ vykoupen nemalymi ¢asovymi naroky. DalSim povedenym dilem je také
rozmanita diskuze, ve které autorka velice vécné a fakticky porovnava své
vysledky s doposud zvefejnénymi vysledky jinych tymd, pficemz nema problém
ani s opodstatnénym zavrZzenim pravdépodobné mylnych vysledki
publikovanych v minulosti jinymi autory.

JakoZto fyziolog mam k praci spiSe formalni dotazy:

1. Na strané¢ 7 autorka uvadi: ,Hlistovky spolu s bakteriemi mohou byt
vystaveny i silnym reakcim hostitele, oznaCovanym jako bunécné c¢i
humoralni. Mezi tyto reakce se fadi naptiklad enkapsulace (Peters a
Ehlers, 1994), tedy schopnost hmyzich krevnich bunék (hemocyti)
shlukovat se kolem parazita a nasledné ho uzaviit do mnohovrstevné
kapsule (Poinar, 1974; Ratcliffe, 1982). Dalsi reakci mize byt fagocytoza
bakterialnich bun€k a jejich zniCeni pomoci antimikrobidlni aktivity
hmyzi hemolymfy. AvsSak diky tomu, Ze hlistovky spolupracuji se
symbiotickymi bakteriemi, mohou imunitu hmyzich hostitelli piekonavat
(Wang a Gaugler, 1999). Jakym konkrétnim fyziologickym zptsobem
k prekonani imunity hmyziho hostitele dochazi?




. Na strané 19, kapitola 3.1.2 Ptiprava bakterii a izolace bakterialni DNA
autorka uvadi: ,Nakazena housenka (cca 24 hodin od infekce) byla
povrchové sterilizovana po dobu 5 minut v 99% etanolu.”“ Zde bych si
slovo housenka radéji dovolil nahradit terminem larva, nicméné jsem
v praci nebyl schopen dohledat o jakou larvu se jednalo. Muze studentka
pouzity druh larev specifikovat?

. Existuje né&jaky druh EPN a zéaroven bakterie/i, jez by umoznoval
koexistenci dvou ¢i vice druhi bakteridlnich symbionti uvnitt hlistice?
Nesetkala jste se s podobnym experimentem béhem prochézeni literatury?
. Vysledky prace pfinasi spoustu zajimavych fakti, hodla autorka zjisténa
data v budoucnu publikovat?

. Bude autorka v feSeni otazky koevoluce EPN a jejich symbiotickych
bakterii nadale pokracovat ve forme Ph.D. studia?

Predlozena diplomova prace i pies mé vyhrady zcela spliiuje naroky kladené na
tento druh préce, proto ji doporucuji k obhajobé. Diky zminénym drobnym
formélnim nedostatkiim navrhuji hodnoceni B, nicméné pokud bude prezentace
béhem obhajob v poradku, uréité se nebranim hodnoceni A. Finédlni znamku
samoziejmé nechavam na komisi.

V Brné dne 12.1.2017 Y VA

Mgr. Libor Vojtek, Ph.D.




