Oponentsky posudek na diplomovou praci Martiny Jedlickové

Lokalizace a kvantifikace rybomorky Sphaerospora molnari (Myxozoa)
u kapra obecného

Piedlozena diplomova prace fesi problematiku lokalizace a kvantifikace vyvojovych stadii
rybomorky Sphaerospora molnari v ruznych tkanich a organech kapra obecného pomoci
experimentalnich infekci. Prace je rozhodné zajimava a piinasi mnoho novych poznatki
o vyvoji stadii rybomorek ve svych mezihostitelich, rybach.

Diplomova préace ¢itajici 72 stran v¢etné piehledu literatury a pfiloh je zpracovana velmi
prehledné a detailné. Cile prace, uvedené na samém zacatku prace, jsou jasn€ a stru¢né
formulovany, a splnény. Sestnactistrankovy uvod obsahuje vSechny zasadni informace
tykajici se dané problematiky, nejsou zde zadné zbyte¢né ,,pasaze navic*. Vlozené obrazky
jsou dobré kvality. Pouzitd metodika je adekvatni a je zfejmé, ze byla peclivé pfipravena
a propracovana véetné promysleni nejriznéjSich detaild. Dosazené vysledky jsou jasné
a obsahuji originalni data. Velmi zdafila diskuse na uctyhodnych sedmi a pul stranach
je dobfe strukturovana a opira se o vlastni vysledky.

K praci mam nasledujici poznamky:

Prace obsahuje jen pomérné malé mnozstvi gramatickych chyb, nejcastéji v podobé shody
ptisudku s podmétem (napt. nachazi — nachazeji, vyviji — vyvijeji — napf. strany 6, 7, 30)
a ¢arek mezi souvétimi.

Poté, co je poprvé uveden cely latinsky nazev organismu, se jiz v textu dale uvadi jen
zkratkou nazvu rodu. Tedy naptiklad Sphaerospora molnari, a poté jiz pokazdé S. molnari,
taktéz naptiklad Tetracapsuloides bryosalmonae & Myxobolus cerebralis, a ne jednou tak,
podruhé onak (napf. na stranach 3, 8, 9, 10, 12, 13, 14, 17, 18, 21, 27, 32, 33, 35, 38).

V prubéhu celé prace je u nékterych organismi ¢i taxonomickych skupin uveden autor popisu
(napiiklad u Myxozoa, S. molnari, Cyprinus carpio, Buddenbrockia plumatellae), u jinych —
vétsiny - pak jiz chybi. Bylo by vhodné dat si na toto pozor a psani nazvu sjednotit — bud’ vse
s autory popisu (idealn€), nebo vse bez nich.

Jelikoz je prace psana v ¢eském jazyce, pouzila bych na strané 5 ¢eské nazvy taxonomickych
skupin (a ne Class, Suborder, Family,...), stejné tak bych kapitolu 8 nazvala Pouzita literatura
nebo Seznam pouzité literatury, a ne Reference.

Nedokdzu si dost dobfe predstavit parazitaci ,,intercelulirné zejména v epitelovych
buiikach®. (strana 13)

Na strané€ 21 v odstavci 2 uvadite, ze ,,Vysledné prouzky byly podrobeny semi-kvantitativni
analyze vSech vzorkd, ktera spocivala v rozdéleni ziskanych hodnot do tabulky podle
intenzity (0-5), a tyto vysledky byly nasledné statisticky zpracovany pomoci programu
Statistica v. 12.0 software®. K ¢emu bylo dobré statistické vyhodnoceni prouzkii (bendi) PCR
vizualizace na agarézovém gelu? Toto vyhodnoceni chybi v kapitole Vysledky.

Ke tvrzeni v diskusi na str. 36-37 (posledni odstavec str. 36) bych méla vyhradu, a to,
ze pomoci klasické PCR lze podobn¢ jako u qPCR odlisit vzorek negativni od nefungujiciho.




V tomto piipadé by to bylo mozné pomoci specifickych primerd amplifikujicich DNA
hostitele (tj. kapra). Jedina nevyhoda spociva v tom, Ze by to byl ¢asové naro¢néjsi proces,
jelikoz by se jednalo o dvé rizné PCR (amplifikujici gen parazita a amplifikujici gen
hostitele). Rovnéz tak je pfi klasické PCR moZné stanovit mnozstvi (koncentraci) pfitomné

DNA v PCR produktu, a to napiiklad pomoci nanodropu, Qubitu apod. (strana 37 odstavec 2).

PKD je zkratkou pro ,,proliferative kidney disease®, nikoliv ,,prolifere kidney disease®, stejné
tak DNA je ,,deoxyribonucleic acid®, nikoliv ,,deoxyribonucleid acid*.

K praci mam nasledujici dotazy:

1) Jaka je Cetnost vyskytu myxozoi u ryb v Ceské republice? (v chovech, ve volné
piirod¢)

2) Napada S. molnari pouze plidek? Pro¢?

3) Byly nékdy provedeny experimentalni infekce S. molnari i jinych ryb za uéelem
zjisténi/ovéfeni hostitelské specifity?

4) Z jakého divodu se nedafi mikroskopicky zachyt stadii z tkani a organu, napriklad
pomoci histologie? Bylo by tak mozné sledovat i patologické zmény, které pusobi
dana stadia v jednotlivych tkanich a organech?

Tato data by velmi vhodné dopliiovala data molekularni.

5) Pro¢ byl ke sledovani vybran interval pravé 63 dnu? Pokud stadia jesté dale
perzistovala ve svaloving, nebylo by vhodné — naptiklad pro uc¢ely budouci publikace
— sledovat infikované ryby az do Gplného vymizeni infekce? Mate to v planu?

6) Jak Ize interpretovat den 21. na obrazku 12 (strana 28) ve vztahu ke dni 14.?
7) Cim si vysvétlujete 2 vrcholy v pribéhu infekce u vzorki krve?

8) Prace je velice zdafilda a pfinasi spoustu unikatnich dat o lokalizaci rybomorky
v organech a tkanich. Interpretaci ¢asovych Gdaji bych vsak brala pro praktické (napf.
aplikované) ucely s rezervou, jelikoz se jednalo o infekci intraperitonealni aplikaci,
k ¢emuz za pfirozenych podminek pravdépodobné nedochazi. Nezvazujete po tomto
pilotnim experimentu, ze kterého mate p&€kna zakladni data, dal$i experiment
s intramuskuldrni nebo intravendzni aplikaci stadii S. molnari?

I pfes vznesené poznamky a pfipominky, které jsou dle mého nazoru malo vyznamné, praci
povazuji za velice kvalitni s jasnym piinosem, jednozna¢né ji doporucuji k obhajobé
a prozatim hodnotim stupném ,,vyborné&*.

MVDr. Jana Kvicerova, Ph.D. V Ceskych Budgjovicich, 16. kvétna 2017
JMA' M'{VM %l




Posudek na diplomovou praci Martiny Jedlickové: ,, Lokalizace a kvantifikace
rybomorky Sphaerospora molnari (Myxozoa) u kapra obecného*

Pfedlozena diplomova prace popisuje prubéh, Sifeni a kvantifikaci infekce rybomorky
v laboratornim modelovém organismu kapru obecném za pomoci mikroskopickych a
molekularnich metod. Problematika myxozoarnich infekci je intenzivné feSena na pracovisti
Skolitele a vysledky piedlozené diplomové prace vyznamné pfispivaji k objasnéni
komplexnosti zivotniho cyklu rybomorek.

Diplomova prace je tradi¢né rozdélena do hlavnich kapitol cile prace, ivod, material a
metody, vysledky, diskuze, zavér, seznam pouzitych zkratek a pouzita literatura, které
obsahuji celou fadu podkapitol. Navic jsou soucasti prace dve ptilohy ve forme tabulek
shrnujicich ziskana data. Celkovy rozsah préace €ini 72 stran.

Cile prace jsou jasné formulovany do tfi dil¢ich bodd, zabyvajicich se experimentalni
infekci kapra obecného v laboratornich podminkach, zjisténim $ifeni parazita uvnitf t€la
hostitele a relativni kvantifikaci parazita v téle hostitele.

Uvodni &ast diplomové prace je zpracovana prehledng, pfi¢emz étenafe postupné seznami
s klasifikaci myxozoi, morfologii vyvojovych stadii a zivotnim cyklem. V dalsi ¢asti autorka
blize popisuje v experimentech pouzivaného parazita Sphaerospora molnari a jeho hostitele
kapra obecného. Tato ¢ast prace je zdafile napsand a nezahlcuje ¢tenafe pfemirou zbytecnych
informaci a sdéluje informace, které jsou nezbytné€ nutné k pochopeni zvoleného piistupu
k vyzkumu.

Kapitola material a metody obsahuje soupis vSech hlavnich postupii a metod pouzivanych
béhem experiment samotnych ¢i k jejich vyhodnoceni.

Vysledky jsou podrobné zpracovany a jsou piehledné rozdéleny do jednotlivych
podkapitol zabyvajicich se lokalizaci, prescreeningem a relativni kvantifikaci paraziti
v hostiteli a posléze porovnanim zachytnosti pouzivanych detekénich metod.

V diskuzi, autorka hodnoti své vysledky a konfrontuje je s vysledky ostatnich autort.
prace.

Neodpustim si konstatovat, ze diplomova prace obsahuje jen minimum pieklepd,
pravopisnych a metodickych chyb.

K autorce mam né€kolik vécnych dotazi:

1. Cim si autorka vysvétluje odlisné vysledKky ziskané pomoci PCR a qPCR
v jednotlivych organech? Porovnani obrazka 12 a 14 ukazuje, Ze pri pouziti
klasické PCR byly 42 DPI nejvice infekci zasaZeny predevsim svaly, nicméné
qPCR odhalila nejvy3si pocet parazita v jatrech.

2. Cim autorka vysvétli rozdilné procento relativni miry parazitace zaber uvedené
v obrazcich 13 a 14? Piedpokladal bych, Zze pokud byl pouzit pro vypocet
procenta stejny dataset a obrazek 13 je vlastné vyseci obrazku 14, tak procento
miry parazitace bude v odpovidajicich si ¢asovych intervalech u Zaber stejné (viz
napi. 42 DPI - cca 45 % obrazek 13 vs 13 % obrazek 14).

3. V poslednim odstavci autorka konstatuje, Zze méla nejmensi vytéZnost izolace
DNA ze vzorku Krve a svali. ZkousSela autorka i jinou metodu izolace DNA nez je
fenol-chloroform? Tteba DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen)?

Zavér: Piedlozenou diplomovou praci povazuji za zdatilou, spliiujici vyty¢ené cile. Sved¢i o
schopnosti autorky pracovat s védeckou literaturou, planovat, provadét i vyhodnocovat
experimenty a ze ziskanych vysledki vyvozovat zavéry. Vysledky diplomové prace Martiny




Jedlickové predstavuji prvotni data nutna pro zdarny pribéh dalsiho vyzkumu v laboratofi
Skolitele.

Piedlozena diplomova prace Martiny Jedli¢kové spliiuje veskeré pozadavky kladené na
diplomové prace na Piirodovédecké fakulté Jiho&eské univerzity v Ceskych Budgjovicich a
doporuduji ji k obhajobé.

V Ceskych Bud&jovicich, 12. 5. 2017 RNDr. Bohumil Sak, Ph.D.




