Oponentsky posudek na magisterskou diplomovou praci Marie Bartové Detekce
a monitoring potencidlné toxickych sinicovych lipopeptidd.

Tuto magisterskou préci byla radost oponovat. Je to dobfe rozmysleny projekt s pfibéhem,
s velkym mnozstvim odvedené préce jak pfi tvorbé literarni rederse, tak v mnozstvi a kvalité
odvedené préce a $ifi zvldadnutych metod.

Marie Bartova vytvofila prakticky cely protokol pro molekularni praci s PUW/MIN od izolace
DNA, pfes nové primery az po optimalizaci PCR protokolu. Pomoci téchto metod potvrdila
vyskyt potencidlnich sinicovych producentld PUW/MIN v biofilmech v Norsku (kde se
viceméné ocekavali) a hlavné je nasla i v planktonu na Tfeborisku (kde se v takovém
mnoistvi rozhodné neo&ekavali) a potvrdila spravnost svych vysledkd i HPLC-HRMS
analyzou.

Kromé této vlastni prace ocefiuji na zpracovani petlivé zachazeni s jazykem a velmi malé
mnozstvi preklepl

Ovéem hleda-li zZlovolny oponent mouchy, vzdycky néco najde, ale v tomto pfipade se
skute&né jedna o drobnosti. Na obr. 19 mi neni jasné, o jaké dvé lokality se jedna (ta na
vyfezu je ten jeden puntik u Trondheimu? Kde je pak ta druha?). Kapitola 1.1 ,,Vyskyt sinic”
je ponékud chaoticka, o terestrickych se zmifiuje vyslovené letmo a podivné nahodile
uprostied vodnich organizm, které FeSi mnohem vic. Jediné, co mé v oblasti tohoto typu
nedostatkd zarazilo vice, je kontrast mezi peélivé opravenym vlastnim textem a trochu
zanedbanym seznamem literatury: zachazeni s kiestnimi jmény autort je znacné chaotické;
obéas jsou uvedeni viichni autofi, obcas ,et al.“ a podobné. Pravdépodobné priznak
zavéreéného vycerpani.

Pfi postupném &teni prace jsem si pfipravil celou fadu zévaznych dotaz(, které jsem hned po
precteni diskuze zase 3krtal, nebot byly v diskuzi zodpovézeny. (Coz svédci o peclivé praci a
piemysleni nad textem — ne mém, ale autorky). Par méné zavaznych mi jich ale nakonec
pfece jen zustalo.

1., Produkované cyanotoxiny piedstavuji nebezpeci pro zdravi lidi a cely ekosystém (str.2)”
Mohla by autorka blize specifikovat negativni ucinky cyanotoxintl na cely ekosystém?

2. Velmi ocefiuiji to, Ze svym pievaznym zaloZzenim laboratorni védec nejenze sbira osobné
vzorky v terénu, ale Ze se je osobné naucil také velmi slusné determinovat pod '
mikroskopem. Nicméné k tomu néjaké dotazy méam. Jak jeto s terestrickymi
Hapalosiphony? (str.3 + pfiloha €. 4) A jak s terestrickym vyskytem Merismopedia angularis?

3. Skuteéné jste prihlednost Secchiho deskou méfili v roce 2017 na centimetry? Jak?

Jak je véak z celého mého posudku doufém patrné, povazuji tuto préci za velmi zdafilou a
navrhuiji ji jednoznaéné k obhajobé s klasifikaci vyborné.

v Ceskych Budéjovicich, 26.4.2019

Doc. RNDg4an ovw, Ph.D.



Oponentsky posudek magisterské diplomové prace

Autorka: Bc. Marie Bartova

Nazev: Detekce a monitoring potencialné toxickych sinicovych lipopeptid

Vedouci prace: RNDr. Jan Mare§, Ph.D.

Oponentsky posudek vypracovala: RNDr. Eliska Kozlikova, Ph.D., Biologické centrum AV CR,
Hydroblologlcky ustav, Ceské Budejowce

Bc. Marie Bartova se ve své magisterské diplomové praci vénovala cyklickym sinicovym
hpopeptldum ze skupiny puwainaphycinii a minutissamidi (PUW/MIN), vypracovani metodiky pro
Jejich detekci a pouZiti této metodiky pfi monitoringu pfislusnych biosyntetickych gend v ptirodnich
sinicovych spolecenstvech. Pfedkladanou praci hodnotim jako velice vyznamnou hned z nékolika
davodu: (1) zaméfuje se na latky, které jsou nejen potencialné toxické, ale i potencialné medicinsky
vyznamné; (2) prinasi spe0|f cké metodické postupy pro detekci a monitoring téchto latek; (3)
monitoruje vyskyt bnosyntetlckych genl pro PUW/MIN nejen v pidnim, ale i v planktonnim prostfedi,
které je z tohoto hlediska dosud malo probadané.

Diplomova préace v rozsahu 76 stran (v&. priloh) je standardné roz&lenéna do oddild Uvod, Literarni
prehled, Cile prace, Metodika, Vysledky, Diskuze, Zavér, Literatura, Pfilohy. Ve smyslu mnozstvi
pouZitych metod a rozsahu praci hodnotim pfedloZenou diplomovou praci jako spise nadpriimérnou a
spliyjici naroky na magisterskou diplomovou praci.

Cile prace jsou jasné€ definovany a odpovidaji nazvu prace. Piekvapilo mé jejich zafazeni az za
Literarni piehled. Za obvyklejsi jsem povaZovala jejich umisténi za struény Uvod.

* Literarni prehled pfimo navazuje na Uvod a neni vy&len&n specifickym nadpisem a &islem kapitoly,
coz byva obvykle zvykem. Stavajici feSeni povazuji za formalné nepfili§ §t'astné, protoze pak se dvé
podkapitoly literarniho prehledu (1 Sinice, 2 Lipopeptidy) ocitaji na stejné hierarchické arovni jako
nasledujici hlavni strukturni oddily prace (3 Cile prace, 4 Metodika, 5 Vysledky, 6 Diskuze, 7 Zavér, 8
Literatura, 9 Prilohy). :

Pfedmétem literarniho piehledu je problematika struktury, syntézy a funkce bioaktivnich
sekundarnich metaboliti sinic v€. cyanotoxinu a lipopeptidi. Velmi oceiiuji, jak se autorka s timto
komplikovanym tématem vyporadala. Text ma pfiméfeny rozsah, je napsan jasné a srozumitelné a
obsahuje prehledna ilustrativni schémata, takze je dle mého nazoru velmi dobfe pfistupny i
nezasvécenému Ctenari.

Vyhrady bych méla k nazviim nékterych taxonu sinic. Rodovy nazev Aphanizomenon v nékolika
ptipadech obsahuje pieklepy (Aphanizomenom, Aphazinomenom). V ptipadé, ze byl taxon revidovan,
mél by byt na prvnim misté€ uveden nov€ akceptovany nazev a az v zavorce nazev puvodni. To se tyka
Kamptonema formosum vs. Oscillatoria formosa, ale i Dolichospermum vs. Anabaena. Ve druhém
jmenovaném piipadé je situace navic komplikovana tim, Ze oba rody (tedy Dolichospermum a
Anabaena) existuji nadale v revidované podobé€ oba. Nelze tedy napsat ,,Anabaena
(=Dolichospermum)* jako napf. na str. 4. Pokud se v dal$im textu prace piSe o rodu Anabaena, neni
potom jasné, o jaké presné sinice jde — zda o planktonni zastupce (Dolichospermum), nebo o sinice
bez aerotoptl (povétsinou pidni nebo bentické, Anabaena). To ma ale pfitom, i s ohledem na studium
environmentélnich vzorki v ramci prace, zasadni vyznam.

Logicky ne zcela $tastné mi pfipada fazeni kapitol 1.2 Toxicita sinic a 1.3 Dalsi bioaktivni
sekundarni metabolity sinic. Kapitola 1.3 prehledné shrnuje riizné typy bioaktivnich latek s riznym
u¢inkem, mezi které vSak cyanotoxiny patfi také. V kap. 1.3 jsou cyanotoxinim vénovany dvé véty,
které _isou vlastné jen struénym shmutim obecného uvodu kap 1.2. Text kap. 1.3 (rozéiFeny 0 obecny
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latek (cyanotoxiny, lipopeptidy, eventualné dalsi) s tim, Ze dal3i podkapitoly by pak vybrané skupiny
bioaktivnich latek podrobné rozebraly.

Na studentku bych méla nékolik otazek ohledné onemocnéni Alveld:

1) Nazev onemocnéni zni nezvykle. Z ¢eho je odvozen? A je skute¢né nutné ho psat s velkym
pismenem na zacatku?

2) V kap. 2.5 pisete, Ze ,,u sinice Symplocastrum muelleri NIVA-CY A 644 byly detekovany
podobné biosyntetické genové klastry a produkce PUW/MIN¢“. Ziejmé& vypadla informace, ¢emu
podobné byly genové klastry tohoto kmenu.

V Metodice jsou srozumitelné popsany pouzité metody, nékde viak informace nejsou zcela
kompletni. Na studentku bych proto méla nékolik doplfiujicich otazek.

1) Kap.4.1.1, str. 21 — k ¢emu byly nasledné vyuzity environmentalni vzorky ve
sterilnich plastovych 50 ml zkumavkach?

2) Tab. I — Nebylo by misto jednoho ze dvou kmenl Cylindrospermum alatosporum
zajimavéj§i pouzit zastupce jiného taxonu sinic? Ve sbirce na HBU, ptipadné ve sbirce na BU
AV CR v Tieboni by mél byt dostupny napi. kmen Sphaerospermopsis reniformis, ktery
rovnéz obsahuje gen pro PUW/MIN.

- 3) Kap. 4.2 Mikroskopovani — co pfesné je minéno slovy ,.,environmentalni vzorky byly .
prohlizeny“? Co se dé€lo se dvéma sklicky, které byly pro mikroskopovani pfipraveny
z kazdého environmentalniho vzorku?

Drobnou vyhradu mam k logickému fazeni podkapitol metodiky: mezi podkapitolku o odbérech
environmentalnich vzorki a dalsi o jejich mikroskopovani je vloZena kapitolka o sbirkovych kmenech,
které byly dale pouzity pti molekularnich metodach (design specifickych PCR primeri pro amplifikaci
gentl pro PUW/MIN).

Studentka ziskala velké mnozstvi vysledki za pouziti riznych metod a odvedla velky kus prace.
0ddil Vysledky je hezky, piehledné a srozumitelné zpracovan. Pfesto mam i zde nékolik drobnych
vyhrad, prevazné formalniho charakteru.

-V mape¢ odbéri v Norsku (Obr. 19) se Spatné orientuji. Dle textu by v ni mély byt vyznaceny dvé
odbérové lokality, vidim vSak pouze jednu Cernou te¢ku v celkové mapé Norska a pak druhou te¢ku
v-zeleném vytezu vpravo dole. Postradam lokalizaci, kde na mapé Norska se onen zeleny vyfez
nachazi. Trochu zmateén4 je i legenda, ve které se pod nadpisem ,,Lokality odbérii: vedle &erné tecky
uvadi ,,oblast vyzkumu®. Jako oblast bych ¢ekala néjakou vyznaéenou plochu v mapé, zatimco
teckami by bylo vhodné vyznadit lokality.

Obecné byva zvykem, ze legendy k obrazkiim by mély byt pIné vysvétlujici samy o sobé, bez
potieby dalSich uptesnéni. To s sebou obcas nese i to, ze je urcity idaj opakované uvedeny u vice
obrazki. Je tim usnadnéna orientace ¢tenari, ktery s textem pracuje selektivné. Pokud by mélo byt
splnéno toto pravidlo, pak by informace ze str. 39 méla byt uvedena u vSech obrazkd, a ne v textu (,,V
popisu geld u vSech obrazkit UTEX = UTEX B 1613, C 993 = CCALA 993, ...%).

Obr. 21 — ,,Vyznaceni odebrané biomasy...“ — v obrazku vyznaceni chybi.

Obr. 18 a Obr. 22 jsou vzhledem k rozmériim stranky (zejm. jeji Sifce) zbytecné mal€. Zvlasté
v pfipadé Obr. 22 (odbérovy terén v Norsku) je to na tkor zietelnosti fotografie.

Na str. 36 — nepiesna formulace: ,,Absenci sinicové DNA potvrdily i negativni vysledky PCR
reakci s navrzenymi primery pro detekci sinic s geny PUW/MIN.“ Negativni vysledky téchto PCR
reakci potvrdily jen absenci sinic s geny pro PUW/MIN, nikoli absenci sinicové DNA.

V Obr. 36 chybi popis kmenil v poslednich péti jamkach (kontrolni sbirkoveé kmeny?).

.- Vzorky v Tab. 11 (a obecné polozky v jakékoli tabulce) by mély byt fazeny podle néjakého
logického voditka, v nasem piipadé nejlépe vzestupné dle &isel.

Déle mam k Vysledkim nékolik dopliiujicich otazek:

1) Pro¢ byl gradient step pti optimalizaci primerd Al a A2 v jiném teplotnim rozmezi nez u
primerd B1 a jesté jiny nez u primerd F1?

2) Jen pro zajimavost. U v8ech vzorki méla nejvétsi vytéznost izolace DNA kitem Nucleo Spin
Soil. Jak si vysvétlit, ze u tieboriskych vzorkl dala pfi izolaci DNA vétsi vytéznost metoda Yilmaz et
al. 2009 oproti MO-BIO KIT, zatimco u norskych vzorkd tomu bylo naopak?



V Diskuzi autorka kriticky diskutuje vysledky svoji prace s jinymi pracemi, pfi¢emz vhodnym
zpisobem akcentuje hlavni vystupy a pfinosy prace. Z textu je ziejmé, Ze se v problematice i ve
vysledcich své prace dobie orientuje.

K Diskuzi mam dopliujici otazky:

1) Vim, Ze objem odvedené prace je i tak veliky, ale neuvazovali jste — tieba jesté
dodate¢né — o analyze pfitomnosti genu pro PUW/MIN u izolovanych kment
Sphaerospermopsis aphanizomenoides? Vtextu pisete, Ze v rybnice Spolsky, kde se tato sinice
vyskytovala, se tyto cyklické lipopeptidy nevyskytovaly, coz nepotvrzuje, ale ani nevyvraci
moznost schopnosti S. aphanizomenoides tyto latky produkovat.

2) Jak interpretovat, Ze pii porovnani PCR produkti ze vzorki €. 1,7, 8, 16, 18 a 19
s kmenem NIVA-CYA 644 byla podobnost pouze 58-71%? Je mozné, Ze nositelem genu pro
PUW/MIC byla v téchto vzorcich jina sinice nez Symplocastrum muelleri?

Zavéry jsou jasné a prehledné formulovany a zcela odpovidaji vysledkiim a vystupim prace.

Pfipominku mam k citacim, jejichZ pouzivani v textu by bylo tieba sjednotit (pouzivani ¢arky mezi
jménem autora/autorti a rokem vydani publikace neni uniformni).

Formalni poznamky:

Cislovani obrazki by mélo odpovidat pofadi, v jakém se k nim odvolava hlavni text prace.

Obecné je zvykem, uvadét v textu jednociferné Cislovky slovnim vyjadienim, zatimco dvou- a
viceciferné ¢islovky byvaji psany &islici.

Str. 41 — zacatek kapitoly 5.2.4 mohl byt odsazen na dalsi stranu.

Zavérem mohu konstatovat, ze magisterska diplomova prace Bc. Marie Bartové je kvalitnim
piispévkem ke studiu sinicovych cyklickych lipopeptidii ze skupiny PUW/MIN. Kromé zavedeni a
ovéieni metodiky k detekci téchto latek pfinasi tato prace i cenné informace o vyskytu potencialnich
producenti v pfirodnich vzorcich, at’ uz v planktonu tfebonskych rybniki nebo ve vzorcich z norskych
pastvin. Osobné pro mé byl velkym ptrekvapenim hojny vyskyt potencialnich sinicovych producenti
PUW/MIN v tieboriskych rybnicich (59 % vzorki). Potvrzeni a upfesnéni vyskytu nositeli genu pro
PUW/MIN i samotného puwainaphycinu v norskych vzorcich je vyznamnym krokem v dal3ich
snahach o objasnéni mechanismu vzniku nemoci alveld.

PredloZenou praci doporucuji k obhajobé a navrhuji ohodnotit klasifikaénim stupném vyborné.

V Pisku 14. 5. 2019

RNDr. Eliska Kozlikova, Ph.D.



