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Diplomova prace Barbory Koudelkové pod vedenim Dr. Ondry Koukola méla vytyCeny nelehky cil
prokazat dlouhodobé zvazovanou hypotézu o ptirozené adaptaci kmend hub, kolonizujicich rostlinna
pletiva, bohata na biologicky aktivni chemické slouceniny. Pfedem je téeba zdlraznit a uznat, ke cti
Skoliteli a autorce prace, ze tento cil neni obecné snadny a pro klasicky rozsah a moznosti bézné
diplomové prace je pomérné naroény. Na tento fakt v minulosti narazely a narazeji i celé védecké
tymy, snazici se takovyto logicky pfedpoklad prokazat ve svych pracich. Nékteré priklady autorka
V praci sama uvadi Vv kontextu svych zaveért. Zpracovani diplomové prace naplituje dle mého nézoru
standardni kritéria. Jednotlivé kapitoly jsou piehledné a logicky navazujici. Ocetuji taktéz, ze
v mnohych pasazich je prace psana velice Ctivym zplsobem. Autorka zcela nezaujaté s védecky
spravnou kritikou interpretuje ziskané vysledky z provedenych pokusii, z nichz posléze striktné
vyvozuje mozné zavéry. Vyzdvihnout je mozné dale celkové zaméfeni diplomové prace, kdy je na
autorku Kkladen pozadavek multidisciplinarniho piistupu, ktery autorka obstojné naplnila. Toto je
patrné predevsim v metodické casti, kde jsou kromé mykologicko determinacnich a kultivaénich
metod vyuzivany moderni mikroextrakéni a analytické metody plynové chromatografie v kombinaci
s hmotnostni spektrometrii. Zaujala mne také schopnost improvizace autorky, napiiklad pii vypoctu
pifiblizné koncentrace chemickych latek za uziti ploch peakdi chromatogramu v kombinaci
s dostupnymi daty z literarnich zdrojt, coz uznavam pro ucely DP jako postacujici. Schvaluji také
pouzity postup uchovavani a kultivace ziskanych kmena s ohledem na minimalizaci rizika ztraty
sledovanych vlastnosti. Ackoliv by se dalo polemizovat nad jinym, propracovanéjs$im a rozsahlejSim
designem pokust, ktery by mohl vyustit v hlubsi nebo jiné interpretace ziskanych dat, rad bych se
k praci vyjadril pozitivné, doporudil ji k obhajobé a navrhl Barbote stupen hodnoceni vyborné.

K praci mam tyto pfipominky:

1) Vpraci se vyskytuji nékteré nepiesné formulace, jako je tomu napiiklad v ¢asti uvodu
Vv prvnim odstavci. Zde je uvedena napiiklad véta, ze které nespravné vyplyva, Ze samotny
esencialni olej je povaZovan za jeden z nejvice zkoumanych sekundarnich metabolitt v listech
rododendronu. Je tfeba upozornit, Ze vyznamova hierarchie termini zde byla pfevracena.
Protoze esencialni olej sim o sob& zahrnuje smési samotnych sekundarnich metabolitl, nelze
ho tudiz zminovat, jak je v praci uvedeno, jako jeden ze sekundarnich metabolitti. Tato drobna
nejasnost vznikla nejspiSe nepfesnym piekladem vét ¢i automatickym zaclenénim jiz
nepiesného textu z puvodniho védeckého ¢lanku.

2) Nektera slovni spojeni zné&ji neobvykle: napi. Kmeny do testovani, navrhoval bych spise uzit
Kmeny pro testovani, ¢i kmeny zahrnuté do testu, atd.

3) V &asti Metodika je uvedena GC/MS instrumentace a popis metody dosti struény. Informace o
konkrétni pfistrojové sestavé a nastaveni metody by podala lepsi analyticky nahled.

4) V praci by se pekné vyjimal né&jaky vzorovy chromatogram a hmotnostni spektrum



5) K designu pokusu: Je mozné pfipustit i fakt, Ze samotna rychlost ristu nemusi byt nutnym
nebo jedinym ukazatelem vyssi odolnosti k antifungélnim sekundédrnim metabolitim. Radiélni
rust kolonie mize byt v disledku biochemickych zmén atypicky, dokonce rychlejsi, ale napf.
smensi hustotou mycelia. Mohla by se tedy napt. méfit také celkova biomasa kultur v
submerzi. Jednoduché porovnani kmen s kmenem na chemicky obohaceném médiu nemusi
poskytnout relevantni informaci. Zde by se dalo doplnit porovnani rozdili ristu kment jako
soubort dat mezi sebou, kde by kazdy jeden soubor byl tvofen hodnotami rozdilu ristu
jednoho kmene na mediu s metabolity a na kontrolnim ¢istém médiu. Tedy porovnanim
intenzit reakci jednotlivych kment na metabolity v médiu. V neposledni fadé¢ bych upravil
koncentra¢ni gradient do smysluplnéjsiho sledu, tedy nikoliv klesani v fadech, ale vybral bych
naptiklad bézné uzivany exponencialni gradient klesajicich koncentraci. Zachyceni vétsiho
poctu koncentraci s méfitelnym efektem by bylo v tomto ptipadé pravdépodobné&jsi. Dalo by
se také staveét, spiSe nez na porovnavani rychlosti rustu, na hodnotach nejvyssi hladiny
tolerance kment, tedy pouzit tzv. MIC (minimalni inhibiéni koncentrace latek). Pfislovi o
tom, ze po bitvé je kazdy general zde ovSem plati dvojnasob, proto tuto dlouhou uvahu
neminim jako negativni kritiku.

Otazky:

1) Obecné plati, Ze starnuti ¢i senescence listu znaéné ovliviluje obsah sekundarnich
metabolitl kvantitativné 1 kvalitativné. Pro¢ byl tedy odbér listi uskutecnén az na
podzim?

2) Vysvétlete divody a piinos modifikace objemu roztoku poslednich eluénich krokt pti
izolaci a purifikaci DNA.

3) Jak staré byly kultury, z nichz se DNA izolovala?

4) Jaka byla délka a kvalita ITS sekvenci a jak si vysvétlujete, Ze pro n€kolik izolati nebyla
na zakladé ITS sekvenci nalezena dostate¢na shoda se sekvencemi v GenBank? Naptiklad
Spatng ¢itelné sekvence? Dosud nesekvenované druhy? PCR primery?

5) Zhodnot'te prosim, dle vlastniho uvazeni, pozitiva a negativa vybéru metody SPME pro
Vasi praci. Metoda zatim v CR neni Gplné rozsifena. Stru¢né metodu popiste.

6) SPME v praci uvadite jako metodu pro tzv. ziskavani EO, je toto spravné pojmenovani
kdyz se jedna pouze o metodu pro Cisté analytické ucely? Jaka klasicka metoda se jinak
bézné pouziva pro skute¢né ziskavani EO?

7) Popiste, v ¢em napiiklad spociva problém s uréenim % poméru latky dle plochy peaku.

Byl uzit né¢jaky molekularné€ podobny standard o znamé koncentraci pro kalibraci?

8) Mohla byt ptekvapiva nepfitomnost nékterych predpokladanych sekundarnich metabolitt
jako je napt. Ledol zpisobena vybérem extrakéni metody tedy jinou specifickou sorpci na
zminény modifikovany polydimetylsulfoxid uzity pifi SPME? Neékteré prace, které
uvadite, vétSinou pouzivaly jinou metodu extrakce EO.

9) V diskusi uvadite, Ze se v listech vyskytovaly latky ledolu ,,strukturalné velmi podobné*
co jste tim pfesn¢ méla na mysli?
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