Oponentsky posudek na magisterskou praci Venduly BraniSové
Charakterizace mitochondrialniho genomu vybranych myxozoi

Magisterska prace Bc. Venduly BraniSové se zabyva nesnadnym, pro magisterskou praci
mozna ambicidznim, ukolem charakterizovat enigmatické mitochondridlni (mt) genomy
nékolika vybranych zastupcl rybomorek (Myxozoa), k éemuz vyuZiva modernich pfistup
masivni sekvenace DNA, bioinformatiky, ale i elektronové mikroskopie. Zvoleny experimen-
talni pfistup se sklada z extrakce genomické DNA, jeji obohaceni o mitochondrialni frakci, a
nasledné dvou sekvenacnich krokl. V prvnim byla mt frakce osekvenovana na platformé
Oxford Nanopore Technologies (ONT), provedena assembly a konsenzualni sekvence byly
porovnany s dostupnymi mt genomy myxozoi. V druhém kroku byly konsenzualni sekvence
vykazujici podobnost s mt geny pouZity pro navrhnuti primer( a re-amplifikaci dlouhych
usekl téchto sekvenci pomoci Long and Accurate PCR a jejich finalni kontrolni pfesekveno-
vani metodou BTseq vyuzivajici pfesnéjsi platformu Illumina. Dovedu si pfedstavit, Ze
Vendula musela zejména pfi druhém kroku vynalozZit nemalé experimentalni Usili a prokazat
vytrvalost zejména pfi pokusech pospojovat nesouvislé kontigy z prvniho kroku pomoci LA
PCR do vétsich celkd. Hlavni vysledky magisterské prace, kterymi jsou Uspésné ziskani
sekvenci jednoho kompletniho a tfi (pravdépodobné) ¢astecnych mt genom zastupcl
Zschokkella nova, respektive Myxidium lieberkuehni, Nephrocystidium pickii a Zschokkella
sp., tak povazuji za velmi zdafrilé, a timto bych také experimentalni ¢ast prace rad vyzdvihl.

Samotny text magisterské prace ¢tenare pak logicky provazi Ctenare jednotlivymi ¢astmi, text
je veskrze srozumitelny, misty podrobny, s minimem preklep(i a obsahuje vSe podstatné.

V sekcich 1.2.3 a 1.2.4 diskutujicich specifika mt DNA pak ¢eska gramatika a kvalita textu
ponékud pokulhava, cozZ je zjevné dano prekladem z anglickych zdroju, ¢asto vidanym
problémem studentskych praci. Z hlediska formatovani uteklo pozornosti nekonzistentni
pouZzivani citaci a identické Obrazky 3 a 4 (Obrazek 4 mél ukazovat Zivotni cyklus
myxosporei).

K praci mam nasledujici poznamky ¢i dotazy:

Zaujala mé nasledujici poznamka na strané 13 tykajici se mt genomu Enteromyxum leei
(slozeného z 8 cirkularnich molekul): ,Kazdy z chromozomi obsahuje konzervativni oblasti,
které jsou identické az na vyjimky u chromozomu 7 a 8.“ Znamena to tedy, Ze jsou sekvence
téchto konzervovanych oblasti identické? A jak je to v porovnani jediné znamé cirkularni
mtDNA u Kudoa iwatai/haxapunctata a Kudoa septempunctata s dvéma znamymi cirkular-
nimi mtDNA molekulami?

str. 14 ,tfibodova mutace” ¢i tfi bodové mutace?

str. 16. ,,Z délky vétvi [Obrazek 7] a nizkého poctu identifikovanych mitochondridlnich gend,
vyplyva, Ze evolucni rychlost je u myxozoi jesté vyssi, nez u druhu P. hydriforme. Dale pak

P. hydriforme a Myxozoa sdileji ztratu tRNA. Tyto molekularni znaky definujici architekturu
mitogenomu tak poskytuji dalsi diikaz pribuzenského vztahu myxozoi, parazitického druhu

P. hydriforme a medusozoi.” Nemohla by ale relativné velka sekvencni rozdilnost mt sekvenci



Myxozoa i Polypodium relativné ke zbyvajicim zastupclim Zahavcl na stromu misto spole¢né
evoluce poukazovat na jeden artefakt? O ktery artefakt by se mohlo jednat?

str. 27, Obrazek 10. Bylo by mnohem informativné;jsi, kdyby fotka gelu, byt Cisté pro ilustra-
tivni Ucely, obsahovala alespon velikosti hlavnich fragmentl markeru a stru¢ny popis vzorka.

str. 28. Nebylo by lepsi nejdfive provést polishing ONT konsenzualnich sekvenci lllumina daty
a az poté mezi contigy vyhledavat mt sekvence? NemUze vyssi chybovost ONT sekvenci
negativné ovlivnit pocet vyhledanych mt homologl pomoci BLAST?

str. 29. Jaky geneticky kéd byl pro predikci mt ORF myxozoi v programu Geneious pouZzit?
Neni teoreticky mozné, ze byly nékteré potencialni mt geny prehlédnuty diky minimalni
délce ORF nastavené na 300 bp?

Tabulka 9. Jako zdroj by bylo informativnéjsi v tabulce citovat NCBI Accession number.

Metodika i Diskuze obsahuji pasaze zabyvajici se samotnou izolaci mt DNA z tkané parazita,
ve vysledcich o tomto neni ale ani zminka. V metodice Ize sice narazit na rozmezi DNA
pouZité pro sekvenaci na ONT, ale nic vice. Bylo by mozné alespon radové pfriblizit, jaké bylo
pro pripravu mt frakce DNA pouZito pocatecni mnozstvi tkané, a jaka byla ztrata DNA béhem
obohaceni o mt frakci?

str. 47-51. Bylo by vhodné védét, jak dlouhé byly alignmenty jednotlivych gend, na jejichz
zakladé byly jednotlivé stromy zkonstruovany.

str. 54. Pfedpokladam, Ze poufziti pozitivnich kontrol pfi LA PCR nebylo mozné?

str. 54 a ddle. Proti pouZivani anglicism{ nic nenamitam, naopak je velmi hojné sdm
pouzivam. Nedal by se ale termin “polishovani” nahradit né¢im vhodnéjsim? Také mi neni
jasné, co si mam predstavit pod vyrazy ,vice [a] méné polishované kontigy“? Jaky byl pfinos
pouziti dlouhych Illumina read( ziskanych na platformé BTseq v této praci? Podafrilo se
néjaké ONT kontigy pomoci LA PCR spojit? Je mozné benefity pouzZiti BTseq porovnat

s pouzitim pouhych klasickych ~150 nukleotid(i dlouhych Illlumina pair-end readd?

str. 57. ,,Dale byla v praci studovdna fylogeneze mitochondrialnich gend. Jednim z dlvod(
bylo i ovéfeni toho, Ze identifikované Useky nejsou ¢asti jadernych mitochondrialnich
pseudogent, které by byly odhaleny pravé fylogenetickou analyzou.” Pokud bychom ale
chtéli zminéné mt pseudogeny pomoci fylogenetické analyzy odhalit, museli bychom je
nejdfive do analyzy zahrnout. Tato analyza na zakladé prezentovanych vysledka ale
provedena nebyla...

str 58. Pokud spravné rozumim, SSU rDNA studovaného izolatu Zschokkella sp. byla
studentce dostupna — je tedy mozné prifadit tento mt genom konkrétnimu druhu?

Soucdsti prace jsou i neuspéchy. Zkousela studentka v pribéhu rfeseni prace charakterizovat i
dalsi mt genomy v textu nezminéné? Na ¢em pripadné tyto pokusy ztroskotaly?



V zavéru svého hodnoceni bych rad konstatoval, Ze predkladana magisterska prace je celkové
zdafila a splnuje vSechny pozadavky kladené na magisterské prace na Katedre parazitologie
PFirodovédecké fakulty Jiho€eské univerzity v Ceskych Budé&jovicich, a doporuéuji ji tak k
obhajobé.

V Ceskych Budé&jovicich, dne 22. kvétna 2023

RNDr. Jan Brabec, Ph.D.



