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Cile prace

Cilem prace bylo posoudit vhodnost jednotlivych genetickych markerti pro metabarcoding
hub z enviromentélnich vzorkll a to, jak z hlediska taxonomického pokryti, tak k odhadu
kvantitativniho zastoupeni taxond hub. K tomuto ucelu méla byt pfipravena a dale pomoci
NGS analyzovana knihovna genomovych DNA ziskanych z konkrétnich vzorki hub.

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida poZadovanému? ANO

Rozsah prace (pocet stran): 62 bez referenci, doprovodnych tabulek a ptilozeného
manuskriptu

Je uveden anglicky abstrakt a klicova slova?  ANO

Je uveden seznam zkratek? ANO

Literarni prehled:
Odpovida tématu? ANO
Je napsan srozumitelné? ANO
Pouzil(a) autor(ka) v reSersi relevantni tidaje z literarnich zdroju? ANO
Jsou pouzité literarni zdroje dostatecné a jsou v praci spravné citovany? ANO

Material a metody:

Odpovidaji pouzité metody experimentalni kapitole? ~ ANO

Kolik metod bylo pouzito? Izolace DNA, PCR, kvantifikace DNA, pfiprava knihoven pro
NGS, zpracovani hrubych NGS dat, pokrocilé bioinformatické analyzy

Jsou metody srozumiteln€ popsany? ANO

Experimentalni ¢ast:
Je vysvétlen cil experimenti? ANO
Je dokumentace vysledka dostacujici? ANO s malou vyhradou
Postacuje mnozstvi experimentt k ziskani odpovédi na zadané otazky?
ANO, s malou vyhradou

Diskuze:
Je opravdu diskuzi, nejde jen o konstatovani vlastnich vysledka? ANO
Jsou vysledky porovnavany s literaturou? ANO
Jsou uvedeny néjaké hypotézy ¢i navrhy na dalsi feSeni problematiky? ANO

Zavéry (Souhrn) :
Jsou vystizné? ANO




Formalni iroven prace (obrazova dokumentace, grafika, text, jazykova troven):
Formalni uroven prace naprosto spliiuje pozadavky pro tento typ praci a to, jak po strance
jazykoveé tak grafické. Prace je napsana v anglickém jazyce.

Splnéni cili prace a celkové hodnoceni:

Diplomova prace Tomase Zelenky je zaméfena na validaci jednotlivych markerd pro odhad
diverzity a kvantity jednotlivych houbovych taxonomickych skupin v enviromentalnich
vzorcich pomoci NGS. Tomas pfipravil DNA z 693 izolath pokryvajicich 463 druhd, dale
piipravil jejich smésnou knihovnu a tu pouzil pro ziskani ITS1, ITS2, EFl-a a RPB2 B
amplikonti. Ty byly sekvenovany pfistrojem Illumina a hruba data déle analyzovany.
Vysledky ukazuji limitace soucasnych vysoce priichodnych metod sekvenovani pii analyze
smésnych vzorkll. Ani jeden z marker nevykazoval uspokojivé pokryti taxonomickych
skupin a piekvapivé pocet druhti detekovanych vSemi markery dosahoval pouze 16 %. Jako
nejlepsi se ukazaly ITS2 a RPB2 B a prace se dale vénuje jejich popisu z hlediska
taxonomického pokryti a nadhodnoceni taxonomickych jednotek vyplyvajici z vnitrodruhové
variability pouzitych lokusti. Soucésti diplomové prace je téZ manuskript zaslany do
recenzniho fizeni, jehoZ je Toma$§ Zelenka spoluautorem. Pfedlozend prace je hodnotna tim,
ze kombinuje experimentalni a bioinformatické analyzy, coz z hlediska budouciho uplatnéni
diplomanta na trhu prace reflektuje sméfovani souc¢asné molekularni biologie. Také ocenuji
snahu kriticky validovat moderni sekvena¢ni techniky v taxonomii a ekologii houbovych
spole¢enstev. Mam za to, ze predloZend prace splnila poZadavky kladené na diplomové
prace, jak po strance obsahové, tak formalni, a proto ji doporucuji k obhajobé.

Otazky a pripominky oponenta:

Ptipominky:

1. Popis optimalizace PCR v kapitole 4.4.1. by mél byt doprovdzen obrazovou
dokumentaci, protoZe popis optimalizace je ponckud nepiehledny a oponent nemize
posoudit vhodnost jednotlivych feSeni. Celkové nevidim diivod nezpracovat kapitoly
tykajici se vybéru primerti a amplifikace jednotlivych markerti do kapitoly vysledky,
jelikoz samotné provedeni PCR v tomto piipad¢ zajist¢ melo veliky vliv na kone¢né
vysledky.

2. Na strance 12 autor popisuje pocet sekvencnich variant protein-kodujiciho genu (bez
mutaci vedoucich ke zméné proteinové sekvence). Pro sekvenci dlouhou 45 nt
odhaduje po&et variant na 4*° (15X 3. pozic v kodénu). Tento vypodet viak pomyji,
ze 3. pozice kodonu neni plné degenerovana, a ze pocet variaci na 3. pozici se
pohybuje od 2-4.

Na str. 17 u databaze INSD je uveden odkaz na NCBI.

4. U citace Vétrovsky et al. Submitted v textu bych uvedl odkaz na ptilohu, nebo bych
citaci uvedl v seznamu referenci.

5. Str. 22 — There are several translation elongation factors among fungi ...chapu, co
chtél autor vyjadfit, ale véta je zavadéjici.

6. Str. 31-33, u koncentrace priméri — Final concentration 10 uM — neni to naopak
vstupni koncentrace?

7. Str. 32, nechapu — ....maximize yield of diverse sequences because of poor DNA
content?

8. Figure 4, doporucil bych pteformulovat nazev osy .

w




Otazky:

1.

V pftilozené publikaci byly pouzity primery ITS1 a ITS4 pro amplifikaci cel¢ ITS
oblasti. V kapitole 5.1 vztahujici se k uvedenému ¢lanku se vSak uvadi ITSI
amplikon? Jaky byl divod ke zmén¢ sekvenovaci platformy (a zméné primért)
pfi analyze velké knihovny? Timto krokem se autofi totiz zbavili moZnosti
nashromazdit dalsi opakovani. Pfi interpretaci celé prace je nutno mit na zieteli,
7e se jedna o jediny pokus. Zadna opakovani nebyla provedena a vysledny bias je
jisté souctem ptipravy konkrétni DNA knihovny, konkrétni primérové dvojice a
PCR reakce a ptipravy knihovny na sekvenovani (polyadenylace, ligace adaptéru,
dalsi amplifikace).

Jakym zplsobem se urcoval pocCet cykli PCR pii amplifikaci ITS1,2, RPB 2 a
EF-1a? Nedoslo k preamplifikovani uvedenych markerti (35-37 cyklii, genomova
DNA o koncentraci 1 ng/ul?)?

U taxont, kterym nebyly pfifazeny Zadné OTUs (napf. Figure 11), pfedpokladam,
ze nedoslo k amplifikaci marker. Ovéfovali jste zpétn€ G€innost amplifikace na
nesmichanych izolacich DNA nebo na SM vzorcich? Testovali jste bias
zpusobeny samotnym PCR na smésnych SM vzorcich (tedy stejnou ti¢innost PCR
pro dany marker pro kazdy houbovy druh ve smésném vzorku SM) ?

V praci nebylo dostate¢né diskutovano srovnani vysledkid analyzy "big mock
community" a vysledkl z ptilozené publikace. Prosim tedy o komentaf (srovnani
2 sekvenovacich platforem, jinych primért, atd...).

Jak si vysvétlujete rozdil mezi klastrovacimi algoritmy USEARCH na strané
jedné a UPARSE a CROP na stran¢ druhé pii nadhodnoceni po¢tu OTUs pro ITS
(1) ane v ptipadé¢ RPB_2 (Figure 5)?

Navrh hodnoceni oponenta (zndmka nebude soucasti zvetejnénych informaci)

DX] vyborné [ ] velmi dobie [ ] dobfe [ ] nevyhovél(a)

Podpis oponenta:




