Oponentsky posudek diplomové prace Be. Petry Sanderové

Genova vybava producenti biologicky aktivnich latek v piidnich bakterialnich
spolecenstvech

Diplomova prace Petry Sanderové se zabyva aktuidlnim tématem vyhledavani novych
antimikrobialnich latek v pfirod¢€. Pristup je velmi origindlni: sbirka aktinomycet z riznych
typt pid (pfedpoklad riznych typt sekundarnich metabolitil) je screenovana na homology
genu rezistence k antibiotiku linkomycinu, ktery u producenta piiléha k biosyntetickému
shluku genti pro linkomycin. Pfedpokladem je, Ze izolaty nesouci homology genu rezistence
budou nést 1 geny pro biosyntézu antibiotik podobnych linkomycinu. Pro feSeni vytyCenych
ukold je pouzita vhodnad metodika, a z prace je patrné, Ze kandidatka pochopila a zvladla
pomeérné Siroké spektrum metod molekularni biologie mikroorganizmd.

Diplomova préce je psana jasnym a srozumitelnym stylem. V literarnim piehledu kandidatka
podrobné a zaroven Ctivé rozebird problematiku vyvoje novych antibiotik, rezistenci na
antibiotika a dtlezitost antibiotik linkomycinového typu. Ptehledné popisuje mechanismy
rezistence s diirazem na ABC transportéry, ke kterym patii vybrany LmrC. Ocenuji také
strucné vysvétleni pouzitych metod v zédvéru pirehledu. K literdrnimu pfehledu mam pouze
nasledujici vytky. Popis biosyntézy linkomycinu povazuji za pfili§ obSirny, zvazime-li, Ze
prace nebyla zaméiena na geny biosyntézy ale na geny rezistence. Naopak bych doporucila
zaméfit se na fylogenetické vztahy mezi vybranym genem /mrC a geny pro ostatni ABC
transportéry, jejichz pochopeni je dulezité pro strategii vyhledavani homologt /mrC. Také
popis skupiny streptomycet je velmi obSirny a nezbyvéa zde mnoho prostoru pro jiné zajimavé
aktinomycety.

V nasledujici kapitole kandidatka popisuje jednotlivé pouzité metody. Doporucila bych
uvadét vychozi (¢i finalni) koncentrace latek pouzitych pro PCR reakce, samotné objemy
uvedené napt. v Tab. 3.2. jsou nic netikajici. Na zavér zde chybi podkapitola s metodikou
pouzitou pro tvorbu fylogenetickych stromtl.

Vysledky jsou prezentovany prehledné a ve srozumitelném sledu. Pouze u Obr. 4.3 a Obr. 4.4.
neni jasné, co slouzilo jako templatovd DNA pro PCR genu /mrC (chybi popisky jamek).
Vysledky zahrnuji i1 in silico zpracovani dat, tedy porovnéani sekvenci ziskanych homologi
genu /mrC s podobnymi sekvencemi z GenBanku. Tento pfistup vedl k identifikovani
n¢kolika potencidlnich producentii novych antibiotik.

V Diskuzi byl pak vybér moznych producenti zvazen vzhledem k dalsim vysledkim
obdrzenym ve skupin¢, tedy sekvencim homologli genu /mrB a genu 16S rRNA. Vhodné
zvoleny pfistup v této praci umoznil dostat se az k sekvenaci okoli rezisten¢niho genu, které
muze obsahovat nové geny biosyntézy antibiotik. Zaroven kandidatka ukazala, ze dokéaze své
vysledky zaclenit do SirSiho kontextu, jak vrdmci pracovni skupiny, tak v ramci
publikovanych vysledkti a databazi.

Drobné ptipominky:
1. Vyskytuji se problémy s pravopisem, napf.

S.9,1. 7: vyplyva, ne vypliva
S. 37, 1. 5: mezi nimi, ne nimy
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2. Obr. 2.11. Chybi popis jednotlivych krokl u principu elektroforézy.

3. Seznam literatury, reference Aminov and Mackie, 2007: Chybi mezery mezi slovy.

4. Seznam literatury: Nazvy jmen mikroorganismi nejsou psany kurzivou.

Préace je celkove, tedy vybérem tématu, pouZzitou strategii, zvladnutim metod, zpracovanim a
vyhodnocenim vysledkl a redakéni strankou na velmi dobré trovni. Vysledky jsou dobrym

zékladem pro védeckou publikaci.

Préci doporucuji k obhajobé a navrhuji zndmku vyborne.

Otazky:
1. Jak by vymezila pojem vzacné aktinomycety, ktery pouziva v tvodu?

2. Pro¢ si pro vyhledavani moznych producentl vybrala sledovani genti rezistence a ne piimo
nekteré skupiny genii biosyntézy antibiotik (napf. metyltransferazy, glycosyltransferazy
podilejici se na tvorbe cukerné ¢asti antibiotika)?

3. Jak mohou byt jeji vysledky ovlivnény v prostiedi se Sifici rezistenci na antibiotika, kterou
zminuje v uvodu?

4. Experimentalné byla annealingova teplota pro gen /mrC s primery rC4f a rC4r stanovena na
62°C. Tyto primery jsou ovSem degenerované (jednd se vzdy o smés oligonucleotidl
s riznymi sekvencemi), tak aby nasedaly na riizné homology genu ImrC, a jejich vypoctené
annealingové teploty se pohybuji v rozsahu cca 55-65°C. Nemohlo tedy dojit k faleSné
negativnim vysledkiim pro AT-bohatéj$i homology genu /mrC (takové, kde se primery blizi
svou annealingovou teplotou k vypoctené dolni hranici 55°C) pii jednotném pouziti
annealinové teploty 62°C?

V Ceskych Budgjovicich dne 21. 5. 2010

Mgr. Martina Kyselkovéa, Ph.D.
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