Oponentsky posudek diplomové prace

Produkce primarnich a sekundarnich metabolitt u
vybranych plisni

Bc. Denisy Palkové

Diplomova prace Bc. Denisy Pdlkové je €lenéna do dvou Easti. V prvni &asti se
diplomantka vénovala izolaci hydrofobin(, coZ jsou jedny z primarnich metabolitl plisni a
nasledné se pokusila zavést metodu jejich detekce. V druhé ¢asti autorka zpracovala pomoci
klasickych kultivacnich technik 15 vzorkd sladovnického je¢mene, nasledné vyizolovala 19
druhl plisni rodu Fusarium a u téchto vzorkl zjistovala pomoci polymerazové Fetézové
reakce pfitomnost TR/ 5 genu, ktery koduje produkci trichothecenovych mykotoxint — coz
jsou sekundarni metabolity plisni rodu Fusarium.

Prace je pfehledné clenéna do nékolika kapitol, tak jak to byva u diplomovych praci
zvykem. V teoretické ¢asti se diplomantka vénuje kratce popisu plisni rodu Fusarium, stézejni
¢ast se zabyva popisu primarnich a sekundarnich metabolitl plisni, pfedev$im se zaméfenim
na hydrofobiny a jejich detekci.

Experimentalni Cast prace je feSena vsouladu s aktudlnimi metodickymi postupy
pouZivanymi v laboratofi. Autorka navazuje na predchazejici studie, které se zabyvaly
podobnou tématikou.

Vysledky jsou pfehledné zpracovany a vhodné doplnény o zdznamy Tricin — SDS
PAGE, spektra ziskand zhmotnostniho spektrometru MALDI-LTQ  Orbitrap XL,
elektroforeogramy, tabulky a obrdazky, které jsou taktéZ souéasti pfilohy. Ze ziskanych
vysledkl lze jednoznacné konstatovat, Zze diplomantka provedla skuteéné velké mnozstvi
experimentl, nejen mikrobiologickych, ale také imunochemickych a analytickych.
Vysledkovou ¢ast hodnotim jako zdafilou, ze ziskanych vysledk( diplomantka vyvozuje
zavery, které se snazi diskutovat s jinymi odbornymi pracemi s podobnou tématikou.

Seznam literatury je psan vjednotném stylu, literatura citovana dle platné normy CSN 1SO
690 (vice v prfipominkach).

Cela prace je zpracovana celkem peclivé a prehledné, s minimélnim poctem preklepd
a drobnosti.

K diplomové praci mam nasledujici pfipominky:

1) Limity mykotoxind v potravinach a krmivech by si hned vuvodu prace (str. 14)
zaslouZily lepsi odkaz neZ Sykorova et al. 2002 (ktery by mél byt spravné uveden jako
Sykorova a kol. 2002) — napf. Nafizeni Komise (ES) €. 1881/2006, které sice autorka uvadi na
str. 35, ale pro zménu postradam uvedeni tohoto nafizeni v seznamu literatury (dle autorky
zdroje).

2) V textu jsem nikde nenasla odkazy na obrazky 1,2 a 3.

3) JelikoZ je prace psana v ¢esting, mély by byt preloZeny popisky u obr. 7 (str. 27).



4) Odkaz Rittem et al. 1984 (str. 32) je v seznamu literatury uveden jako Rottem et al.
1984. Jedna se zFejmé o pieklep, kterd varianta je spravna?

5) Vzorce mykotoxinti uvedenych na str. 33 a 34 by stalo za to sjednotit, nebo aspori u
obr. 11 a 12 (str. 34) smazat nazev mykotoxinu uvniti obrazku.

6) Na str. 44 by stalo za zminku vysvétlit zkratku CCM F a napsat jméno sbirky ze které
plisné pochazeji — vim, ze pro ,lidi zoboru“ je to jasné, ale pokud by chtél experiment
zopakovat nékdo dalsi, musel by data dohledavat.

7) Na str. 50 u kapitoly 3.9.5 chybi podminky kultivace sklickové kultury, ¢tenaf se
podminky dozvi az ve vysledkové &asti na strané 64. A na stejne strané kapitola 3.9.7 by
zfejmé méla byt nazvana Amplifikace DNA, nebot izolace je uvedena jiz v kapitole 3.9.6.

8) Lze zménit ve spektrech oznaéeni vzorku u obr. 20 (str. 59)z1,2,3na4,5,6? Stejna
situace je i u obrazki 21 a 22.

9) Na str. 63 je zfejmé preklep u pottu plisni u odriidy Malz na pudé DRBC. Autorka
uvadi 0, ziejmé dle pouZitého Fedéni ma byt hodnota < 10°cfu/g.

10) Co se tyce literatury, je vtextu citovdna dle autor(l a vseznamu literatury je i
abecedné uvedena - jen je trochu matouci jeji &islovani.

K diplomové préci mam nasledujici dotazy:

1) Byly vzorky, u kterych byl zjistén pocet plisni < 10° cfu/g, zpracovany znovu ale
s nizSim fedénim, kdyZ autorka tvrdi, e u 4 vzork( z 15 nebyly nalezeny adné plisné?
Pfedpokladam, Ze pocet plisni byl < 10* cfu/g.

2) Jak autorka Cislovala fusaria ziskana ze vzorkd, ktera byla podrobena PCR? Uvadi, e
vyizolovala 19 fusdrii, které podrobila PCR, ale na str. 66 ma vzorky oznacené 1-22, pficemsz
Cisla 2, 6 a 8 chybi, takZe &islo odpovida zmifiovanym 19 izolatd. Byly snad vzorky 2, 6 a 8
zpolatku podezielé na vyskyt plisni rodu Fusarium, ale dalgi stanoveni pomoci
mikroskopickych a makroskopickych znak pfitomnost plisni vylouéila?

3) Jak si autorka vysvétluje tak vysoky pocet pozitivnich vzorki na pfitomnost TR/ 5
genu, coZ neni u fusarii pravidlem? Je to pouze ndhoda a autorka méla $tésti na pozitivni
vzorky, nebo mohly byt vzorky néjakym zptisobem ovlivnény?

4) Pomoci hmotnostni spektrometrie se bohuzel nepodafilo potvrdit pfitomnost
hydrofobind. Jakou dalsi optimalizaci metody autorka navrhuje?

Souhrnné lze konstatovat, 7e vytlené cile prace byly splnény. Vy$e uvedené
pripominky nijak nesniuji kvalitu prace, a pIné doporucuji pfijmout diplomovou praci
Bc. Denisy Palkové k obhajobé a navrhuji jeji klasifikaci stupném

vyborné.
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