Oponentsky posudek na diplomovou praci Be. Jifiho Kyslika
.Fylogeneze myxozoi zaloZena na genech specifickych pro Zahavce*

Jiti Kyslik se ve své praci vénuje ziskavani molekularnich dat, zejména sekvenci genll pro
nematogalektiny, které jsou posléze vyuzity k fylogenetickym analyzdm myxozoi. Obecnéjsi pasaze
literarniho ivodu jsou pséany ¢tivé a s jistym nadhledem prokazujicim, Ze se autor v tématu dobie
orientuje. Text je psan dobrou Cestinou, byt’ obsahuje né&jaké ty preklepy a misty jsou pouZity ne zcela
korektni terminy. Zejména mne upoutalo pouziti terminu ,,rodina“ misto ,,éeled™* v obrazku 5 pievzatém
udajné z Fiala a kol. 2014, kteryZto zdroj ovSem neni uveden v seznamu pouzité literatury. Také by mé
zajimalo, zda se termin ,,minovany“ (viz tab. 7, 8) v Ceském prostfedi bézné pouziva. Relativné hojné
jsou chyby v interpunkci (¢arkach). Nevim, zda ,,Shulman 1959 za nazvem taxonu Bivalvulida (str. 3)
je autorem tohoto jména, nebo citovanym zdrojem — v seznamu citaci chybi. Jde-li o uvedeni autora
nazvu taxonu, nemél by byt v zdvorce, navic plisobi zvlastné, Ze hned vedle u nazvu Multivalvulida
autor uveden neni. Na str. 9 je uvedeno, Ze v rdmci malocosporei jsou v taxonomii vyuzivany sekvenéni
odlisnosti <20 %. Neni dvacet procent moc? V souvislosti s mikrosporidiemi je na str. 12 uvedeno, ze
byly povazovany za ,,strukturné homologické“ myxozoim. Terminu ,,homologické* bych se v tomto
kontextu vyhnul — spravny pojem by byl ,,analogické®. Na nékteré obrazky neni odkazano v textu (napf.
na obr. 6), na obr. 8 je pak odkadzano diive nez na obr. 7. V prilohach se stfidaji tabulky s obrazky, coz
ztézuje vyhledavani. ,,Gen pro malou (ani velkou) ribosomalni podjednotku® neexistuje (str. 18) —
ribosomalni podjednotky jsou komplexy rRNA a proteini. Moc nechapu vétu , Jednotlivé ¢ésti proteinu
jsou zaroven kédovany jednim exonem, tudiz nematogalectiny pfedstavuji tzv. single copy genes®.

S autorem prace se neshodnu na interpretaci nékterych vétveni ve stromu na obr. 9. Neplati totiz tvrzent,
ze ,fylogenetické analyzy vyhodnotily zietelné dvé hlavni linie (sladkovodni a mofskd vétev)
s maximalnimi nodalnimi podporami“. At’ se na obr. 9 koukdm, jak koukdm, moiskou vétev na ném
nevidim (tak, jak je vyznacena, je to parafyleticky ,.grade), nodalni podporu tudiZ nemé Zadnou.
Nodalni podporu 100/100/1 ale nema4 ani sladkovodni vétev, at’ uz ,,sensu stricto ¢i s pridruzenou linif
mofiského Chloromyxum. Maximalni podporu ma ve stromé pouze celd skupina myxozoi. Déle, pokud
Enteromyxum resp. Ceratonova nejsou zastupci kladu Kudoa resp. mocového kladu, nelze tvrdit, ze
Kudoa klad a mocovy klad jsou sesterské...

Mé vyhrady k praci nejsou zavazné a rozhodné ji doporucuji k obhajobé. Hodnotil bych ji prozatim
stupném ,,vyborné®, finalni hodnoceni ovsem pfijde az po vlastni obhajobé¢.

K obhajobé mam nasledujici otazky:

1) Prvni otdzka se netyka pfimo tématu prace, ale neodolam: v literarnim prehledu mé zaujala
zminka o rizném utvafeni mitochondridlnich krist u myxozoi (tubulérni, ploché, diskovité).
Tvar krist byva povazovan za relativné konzervativni znak: vi se toho vic o distribuci riiznych
typt krist u myxozoi? Je nahodild, nebo snad mohou mit riizné linie tendenci zachovévat urcity
typ krist? Nebo je pfislusnych studii tak maélo, Ze zatim nelze k tomuto fenoménu mnoho co
fici?

2) Vkap. 10 je uvedeno, Ze riizné typy nematogalectinii vznikaji u Zahavct alternativnim
sestiihem. Déle je uvedeno, Ze jde o ,,single copy genes*. Moc nerozumim tomu, jak 1ze pak
z genomu dostat geny pro rizné typy nematogalectinii — vznikaji nebo nevznikaji alternativnim
sestfihem jednoho genu? Po PCR obsahuji geny pro nematogalectiny hodné intrond? Ty je tieba
pred analyzovanim ,,vystiihat z alignmenta?

3) Jak je to s nematogalectiny z malacosporei? V tabulce 9 je nékolik zastupcli uvedeno...

V Ceskych Budgjovicich 20. 5. 2016 Mgr. Martin Kostka, Ph.D.




Oponentsky posudek na magisterskou praci Jifiho Kyslika

Fylogeneze myxozoi zaloZena na genech specifickych pro zahavce

Predkladan& magisterska prace Jifiho Kyslika se zabyva studiem evoluce a vzajemnych
piibuzenskych vztaht hlavnich vyvojovych linii vitrusenek — obligatné parazitickych a
do zna¢né miry stéle tajuplnych zivocichi patricich do skupiny Myxozoa. Zatimco
fylogenetické pozice samotné skupiny Myxozoa se zda byt po zhruba dvaceti letech
sport diky recentnim fylogenomickym studiim kone¢né s dostate¢nou jistotou
objasnéna, a vytrusenky tak mizeme povazovat za extrémné zjednodusenou skupinu
zahavci, vnitini molekularné fylogenetické vztahy vétSiny zndmych druht myxozoi
zlstavaji nadale opomijené, zaloZené na jednom, vzacné nékolika molekularnich
markerech. Laborato¥ rybi protistologie Parazitického tistavu BC AV CR v Ceskych
Budéjovicich pak predstavuje védeckou skupinu, ktera se dlouhodobé snazi
fylogenetické vztahy uvniti skupiny Myxozoa molekularnimi néstroji studovat, idealné
pomoci vice nez jednoho markeru. To se ukézalo jako kol neobvykle komplikovany,
nebot geny zastupcli Myxozoa maji neobyCejnou vlastnost odoléavat amplifikaci
vybranych lokust a ignorovat univerzalnost navrhovanych primert.

Magisterska prace Jifiho Kyslika se snazi rozsifit soucasny tfipolozkovy seznam genti
vyuzitelnych pro studium fylogeneze myxozoi o dalsi dva. Vychazi pritom ze studie
Shpirer a kol. (2014) publikované teprve pied rokem a piil, ve které autofi u vybranych
zéstupcti Myxozoa a sesterského taxonu Polypodium hydriforme identifikovali skupinu
gent vyskytujicich se vyhradné u Zahavceid — genové rodiny minikolageni a
nematogalektinii. Zde se dostavame k dle mého nazoru nejhodnotnéjsi strance
magisterské prace, kterou je vlastni experimentélni a analyticka ¢ést. Jifi si z rodiny
nematogalektinti vybral dva geny, na zakladé omezeného mnozstvi znamych sekvenci
navrhl primery a ty s riiznou Gspésnosti otestoval, pfip. optimalizoval, na dlouhém
seznamu zastupcti Myxozoa (Tabulka 9). V pfipadé Nematogalectin-related genu se mu
podarilo osekvenovat 25, v pfipadé genu Nematogalectin A 7 zastupcti myxozoi, dalsi
sekvence byl schopen ziskat bioinformaticky z dostupnych genomi/transkriptomi. Aniz
bych mél blizsi praktickou zkusenost s molekularnimi technikami u myxozoi, toto na mé
plsobi jako respektabilni mnozstvi experimentalni prace a osvojenych dovednosti
zvladnutych za jeden a pil roku.

Nejslabsi strankou magisterské préace je bohuzel samotny text prace, konkrétné forma
jakou se autor snazi v ¢eském jazyce popsat pfedmeét a vysledky svého studia ¢tenafi.
Pfitom préace nepiisobi, Ze by byla psana ve spéchu. Dle mého nézoru nebylo rozhodnuti
napsat praci v ¢estiné stastné, studenti ve fylogenetickych pracich ¢asto zapasi s
problémem jak vhodné pieloZit ¢i opsat anglické odborné terminy a obraty do ¢estiny.
Zde je prace ¢lenéna na deset ivodnich kapitol a déle klasicky na cile, metody, vysledky,
diskuzi, zavér, seznam literatury a prilohy. BohuZel uz od prvnich kapitol ma s
problematikou nesezndmeny ¢tenai problém textu porozumét, text neni ¢tivy, je
roztahany, plny prazdnych i redundatnich vyjadieni,Ctenai obcéas viibec nechépe co chtél
danou vétou autor sdélit. Jsem presvédcen, zZe by se prace dala napsat mnohem stru¢néji




a srozumitelnéji a Ze by se toho dalo dosahnout snaze v anglickém jazyce. VySe popsany
problém graduje v kapitole 7 “Fylogenetické vztahy v ramci myxozoi”, kde oponentovi
nezbylo nic jiného nez se obratit na ptivodnim prace v kapitole diskutované, aby si
problematiku ujasnil. Zde by mj. velmi pomohlo doplnit text o obrazek shrnujicim
soucasné piedstavy o fylogenetickych vztazich v rAmci Myxozoa. Velmi tézké také bylo
porozumét textu Vysledk a ve velké mife i Diskuze, zde jsem se ale mohl nastésti
obracet k obrazktim s vyslednymi fylogenetickymi stromy a chytnout se tak pred
utonutim povéstného stébla. Nutno podotknout, Ze z pohledu grafické kvality a
nazornosti fylogrami kvalitniho stébla.

K textu mam nésledujici poznamky ¢i dotazy:

str. 4 dole: “... jsou zde néktera specifika naznacujici, Ze Malacosporea jsou evolu¢né
starsi vjvojovou linii.” Chtél tim autor ¥ici, Ze skupina Myxosporea vznikla pozd€ji nez
Malacosporea?

str. 9, konec kapitoly: “V ramci linie Malacosporea jsou kritéria pro klasifikaci obdobné
jako u myxosporei. Nicméné nomenklatura této skupiny spociva v posuzovani detailnich
nianci jako jsou sekvenéni odliSnosti (<20%) jednotlivych stadii ¢i existence/absence
specifickych stadii.” Co piesné chtél autor touto vétou sdélit?

str. 15 dole: obrat “polytomicky klastrujici klad” neni opravdu Stastny

str. 16 uprostied: Opravdu Fiala a BartoSova (2010) tvrdi, Ze “nezavisla evoluce stejnych
typli myxospor je u myxozoi ¢astym artefaktem”? Artefaktem? Dala by se véta vyjadrit
jinak?

str. 24 uprostied: Opravdu “signalni peptid slouZi k translaci na na endopazmatickém
retikulu”?

str. 24 dolni ¢4st: “Jednotlivé ¢asti proteinu jsou zaroven kédovany jednim exonem,
tudiZ nematogalectiny piedstavuji tzv. single copy genes.” MuiZe autor objasnit, co si
predstavuje pod pojmem “single copy gene”? A ujasnit, jak je to s pfitomnosti intronti u
nematogalektinii?

str. 25 nahote: “Béhem evoluce Zahavct doslo ke ztratam nékterych typt
nematogalectinti pomoci ¢etnych tandémovych duplikaci.” Prosim o objasnéni.

Kapitola 11.3: Pro¢ nebyly pfi navrhovani primert pro geny Nematogalectin-related a
Nematogalectin A pouZity také sekvence Polypodium hydriforme?

Kapitola 11.9: MiZe autor pro zajimavost doplnit, jak dlouhé introny byly u
nematogalektini myxozoi nalezeny? A jak dlouhé byly sekvence Nematogalectin-related
a Nematogalectin A geni po jejich odstranéni? Ve vysledcich se o tomto jiZ nikde
nemluvi.




str. 32 uprostied: Pro¢ byly jako outgroup pouzity sekvence Zahavci namisto teoreticky
blize ptibuzného Polypodium hydriforme?

str. 32 niZe: “V ramci morské vétve myxosporei klastruji sestersky moisky mocovy klad a
klad Kudoa...” Toto dle Obrazku 9 neni pravda. Jak by mél komenta¥ k této topologii byt
spravné?

str. 35 nahote: Tvrzeni Ze “Fylogenetické analyzy urc¢ily Myxozoa jako monofyleticky
taxon v ramci zahavct...” neni piekvapivé, kdyz analyza obsahovala kromé outgroupu
(zastupci Anthozoa) a myxozoi pouze tii zastupce skupiny Hydrozoa, ktera je outgroupu
blizce pf¥ibuzné (viz nap¥. kofen 18S rDNA analyzy, obrazek 12).

Kapitola 12.4: Z konkatenované analyzy Nematogalectin-related, Nematogalectin A a
18S rRNA genti (a jednogenovych analyz nové osekvenovanych genti) se zd4, Ze oba geny
Nematogalectin-related a Nematogalectin A jsou v ohledu fylogenetické informace
kongruentni s 18S rDNA a statistické podpory vnitinich uzld jsou v pfipadé
konkatenovaného stromu vyssi. Presto vnitini vétev definujici bazalni pozici
Sphaerospora molnari (Obrazky 11 a 12) ztstava podpofena nizkymi hodnotami
bootstrapu. Nenapadé autora néjaka teoreticka pri¢ina, pro¢ je tomu tak?

str. 44 nahore: Autor uvadi, Zze templatovd DNA musi byt ve vysoké kvalité a kvantité.
Dle vysledkii v kapitole 12.7 je mezni mnoZstvi asi 1 ng DNA do reakce. Jen pro
zajimavost, jaké mnozstvi DNA myxozoi je mozné pii izolaci typicky ziskat?

Tabulky a obrazky v p¥iloze by bylo vhodnéjsi ¢islovat samostatné — ¢tenér by pak nebyl
prekvapen pohledem na Tabulku 1 v kapitole 12.6 kdyz pred tim v kapitole 11.1 nahliZel
do Tabulky 9.

Omlouvam se, Ze véts§ina mych dotazi sméfovala spiSe k objasnéni nejasnych vyjadreni
v textu prace. Pfes vySe zminéné vyhrady k psané formé bych autorovi rad poblahopial k
vysledkim, kterych v pribéhu svého magisterského studia dosahl a konstatuji, Ze
predkladan4 magisterska préce spliuje pozadavky kladené na magisterské prace na
Katedfe parazitologie, P¥irodovédecké fakulty Jiho¢eské univerzity v Ceskych
Budé&jovicich a doporucuji ji k obhajobé.

Roa!
V Ceskych Budgjovicich, dne 20. kvétna 2016 i %‘N—/
RNDr. Jan Brabec, Ph.D.




