doc. Mgr. Miloslava Fojtova, CSc.
Stfedoevropsky technologicky institut (CEITEC) a Pfirodovédecka fakulta
Masarykova univerzita

Brno

Posudek oponenta na disertaéni praci Ing. Michaely Cutové ,,Izolace a

analyza DNA se zamérenim na mikroorganismy dtlezité v potravinarstvi“

Ing. Michaela Cutova se v disertaéni praci zabyvala optimalizaci izolace
nukleovych kyselin; tato ¢ast zahrnovala lyzi bunék Lactobacillus paracasei,
optimalizaci koncentrace soli pfi srazeni DNA, vliv iontové sily na efektivitu
separace DNA pomoci nosicu a extrakci DNA z riznych mlé&nych vyrobku
pomoci magnetickych nosicu v kvalité vhodné pro naslednou analyzu PCR.
Dale se ing. Cutova vé&novala identifikaci specifickych sekundarnich struktur
v genomech vybranych druhtd mikroorganismu vyuzZivanych v potravinafskych
biotechnologiich bioinformatickymi pfistupy. Vysledky ziskané béhem feSeni
disertacni prace jsou soucasti dvou publikaci — v MIékafskych listech a
Sasopise Molecules (IF 3.06), kde je ing. Cutova prvni autorkou respektive
sdilenou prvni autorkou, a rukopisu, ktery byl odeslan na posouzeni do redakce
&asopisu Genomics (IF 3.16), Michaela Cutova je prvni autorkou. Déle je
predlozen seznam konferencnich prispévkl — zde postradam informaci o jakou
konferenci se jednalo a kdy a kde se konala. Stejné tak u projektu ,Identifikace
bakterii z pfipravku pro biodegradaci lipidid molekularné biotechnologickymi
metodami” neni jasné, zda byla ing. Cutova fesitelkou nebo &lenkou
feSitelského tymu.

Teoreticka Cast prace je dostatecné detailni pro uvedeni ¢tenafe do
feSené problematiky. Dovolila bych si upozornit na ob&asné formulacni
nepresnosti, které pravdépodobné souviseji s opakovanou editaci textu. Cile
prace jsou dobfe formulovany; pfivitala bych informaci o ucelu optimalizace
pripravy bunécénych lyzatu a izolace nukleovych kyselin. Ke kapitole
Experimentalni ¢ast mam pfipominky tykajici se formalniho zpracovani:
uvadite, ze médium MRS bylo pfipraveno dle navodu vyrobce, ale vyrobce neni
uveden (str. 31); 80 ml destilované vody pravdépodobné nebylo rozpusténo
v 12,1 g Tris-base (str. 31); pokud chcete ziskat 100 ml pufru TE, je tfeba pfidat
200 ul 0.5 M EDTA, aby byla vysledna koncentrace 0.001 M, ne 100 pl, jak je
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uvedeno na str. 32; 2.5x% vétSi mnozstvi ethanolu — neni jasné vétsi nez co (str.
42); nekonkretizujete usek (gen?), ktery byl amplifikovan PCR, pouze velikost
amplikonu (str. 43) Pres tyto vyhrady musim konstatovat, Ze tato ¢ast prace je
zpracovana piehledné a pfimérené detailné.

Znacna Cast vysledkUl je vénovana optimalizaénim metodam. Jelikoz data z
bioinformatickych analyz jsou soucasti dvou publikaci, z nichz obé (jak je
znamo v dobé, kdy vznika tento posudek) prosly uspésné recenznim fizenim,
zaméfim se ve svych dotazech na optimalizaCni experimenty.

Na zakladé ¢eho byly hodnoceny intenzity bandi PCR produktt (Obr. 9,
10, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 23, 24), byla provedena
denzitometricka analyza intenzity prouzka?

U vétSiny izolati DNA je jejich Cistota (pomér A260/A280) hluboko pod
optimem (Tabulky 15, 16, 17, 18, 19, 20); vzala jste tento fakt v uvahu pfi
interpretaci vysledkd?

Dlouho jsem pfemyslela, v jakém vztahu jsou vysledky prezentované

v Tabulkach 15, 16 a na Obrazku 11 — muzete, prosim, vysvétlit, jak byla
koncentrace DNA (ug/ml) pfepocitana na mnozstvi DNA ziskané ze 100
ul bunééného lyzatu? Domnivala jsem se, Ze pro extrakci DNA rdznymi
metodami bylo pouzito vzdy stejné mnozstvi bunééného lyzatu (detaily
fenol-chloroformové extrakce nejsou v kapitole 3.13.1 specifikovany).
Na zakladé rozdilt v koncentracich DNA izolované z kultury
Lactobacillus paracasei po lyze 4% Praskem A po dobu 1 a 3 hodiny
(Tabulky 17, 18) mé zajima, zda jste stanovovala miru variability
jednotlivych metod provadénim a hodnocenim nezavislych pokusu.

Jak si vysvétlujete, Ze pfes vysokou koncentraci DNA izolované

z Jogobella jogurt mango (Tabulka 19) nebyl detekovan PCR produkt
(Obrazek 16) nebo byly jeho intenzity ve srovnani s ostatnimi
testovanymi vzorky nizSi (Obrazek 17)? Muze to byt tim, Ze vyizolovana
DNA neni z Lactobacillus paracasei, ale z pfipadnych kontaminant?
Muzete navrhnout, jak by se toto dalo dokazat?

V experimentech popisovanych v kapitole 4.1.6 uvadite, ze roztok A (10
mM Tris, 5 mM EDTA - bez lysozymu) byl pouZit jako kontrola. Myslite
tim negativni kontrolu? Jak vysvétlujete prouzky DNA na Obr. 18 (i kdyz
relativné nizké intenzity) ziskané po lyze roztokem A? Pokud bychom
zvazovali jistou miru spontanné lyzovanych bunék, jak vysvétlite velice
slaby prouzek DNA (Ci jeho absenci) ve vzorcich lyzovanych 4%
Praskem A?

Jak posuzujete miru adsorpce DNA na nosic (str. 68), dle nejnizsi
koncentrace DNA v supernatantu (Obrazek 21)? Bylo cilem experimentu
DNA navazanou na nosi€ eluovat? Koncentrace DNA v eluatech byla
relativné nizka (Obrazky 21, 22); ale je tfeba vzit v uvahu, Ze nejsou

k dispozici udaje o objemech vzork, v nichz byla koncentrace DNA
mérfena.
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e Obavam se, ze vhodnost pouziti polymernich nosicl pro izolaci DNA,
ktera nasledné slouZzi jako templat pro PCR, zpochybriuje fakt, Ze u
vyrobkd Smetanovy jogurt Florian-jahoda a Nase BIO jogurt jahodovy
OLMA, byly detekovany velmi silné bandy PCR produktt u DNA
izolované fenol-chloroformovou extrakci, ale ne za vyuziti nosicu
(Obrazek 24). Na druhou stranu, vysledky ziskané s bilymi jogurty jsou
konzistentni, i kdyZ bandy PCR produktd u vzorkii DNA izolovanych
pomoci nosi¢l v prostiedi fosfatového pufru jsou slabsi (Obrazek 23).
Zarazilo mé proto, Ze pokud byla izolace DNA provedena za vyuZiti
polymernich nosicu v prostfedi PEG a NaCl, byly PCR produkty
detekovany pouze u vyrobku Klasik bily jogurt OLMA (vysledky nejsou
prezentovany) — ackoliv v pfechozi analyze to byl jediny vyrobek, ktery
neposkytl po PCR detekovatelny band produktu (Obrazek 23). Mohla
byste se, prosim, k témto vysledkim vyjadfit?

Zavéreéné hodnoceni

| pfes vySe uvedené namitky konstatuji, ze v disertacni praci byly spinény
vytyCené cile €i byly provedeny experimenty, které mély k témto cilim vést.
Publikaci ¢lankd v mezinarodnich recenzovanych ¢asopisech prokazala ing.
Michaela Cutova svoji zpusobilost k samostatné &innosti v oblasti vyzkumu a
vyvoje. Studentka prokazala tvarci schopnosti v dané oblasti vyzkumu a
disertacni prace splhuje pozadavky standardné kladené na disertaCni prace
v daném oboru.

Disertaéni praci ing. Michaely Cutové doporuéuji k obhajobé.

v Brné, 22. 11. 2019

Miloslava Fojtova
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