Oponentsky posudek na diplomovou praci Anety Trefancové ,,Morfologické znaky a
populacné-geneticka struktura kokceidii parazitujicich u hrabosovitych hlodavcii;
objasnéni plivodu isosporovych infekci u hrabosovitych hlodavei“

Ve své magisterské praci se Aneta Trefancova zabyvala morfologickou a morfometrickou
analyzou oocyst kokcidii u hraboSovitych hlodavc, jejich fylogenezi a populaéni analyzou.
Dale plivodem isospor nalezenych v trusu hrabo$t dvou rodd Myodes a Microtus (paraziticky
pivod nebo pasaz travicim traktem).

Magisterska prace je na velmi vysoké Grovni. Jeji soucasti jsou dva (!) publikované (!)
prvoautorské (!) rukopisy, které byly otistény v kvalitnich parazitologickych impaktovanych
Zasopisech a klidn& by mohly byt i stéZejni soucasti PhD prace. Uvod je sepsan piehledné a
vystizné, ¢tenaf je dobfe uveden do dané problematiky. Cile jsou vystiZzné a jasné, mozna
podle mého nazoru az prili§ rozsahlé a podrobné, hlavné podkapitola 2.2 obsahuje podrobné
dil¢i kroky (v podkapitole 2.1 tyto detaily uvedeny nejsou). Metodika spravné popisuje
postupy k dosazeni danych cilG. Ve vysledcich bych vytknul zbyteéné zminky o tom, kdo se
vSechno podilel na odchytech hostitelti — je jasné, Ze odchyty byvaji vétSinou tymovou praci a
sta¢i spolupracovnikiim podékovat jednou na zac¢atku diplomové prace — jak je i u¢inéno zde.

K predlozené praci mam nésledujici ptipominky/dotazy:

1) Trochu nelogicky je podle mého nazoru umisténi publikovanych ¢lanki v textu
magisterské prace. Napiiklad ¢lanek o /. svecica je vloZeny na konec kapitoly ,,4.2.2.2.
Morfologie a morfogeneticka analyza oocyts®, pied kapitolou ,,4.2.2.3. Fylogenetické
analyzy*. V obsahu umisténi ¢lankl Gplné chybi a jejich dohledani mize pisobit
trochu problémy. Rukopisy bych doporucil vlozit jako ptilohu na konec prace,
usnadnilo by to orientaci v textu.

2) Fylogenetické analyzy tfi gend ptedstavuji velmi kvalitni zaklad pro odhaleni
fylogenetickych vztaht kokcidii. Nicméné¢ je $koda, Ze nebyla provedena
konkatenovand analyza téchto genti, ktera by mohla pfinést lepsi rozliseni
fylogenetickych vztahii kokcidii. Netestovali jste také spole¢nou analyzu vSech tii
genu jestli by nepfinesla lepsi rozliSeni studovanych kokcidii?

3) V tabulce 1 na stran€ 88 nejsou odd€leny jména autoru popisu druhti ¢arkou od
letopoctu popisu. Tato tabulka neni graficky pfili§ zdatila. Jeden ptiklad za vSechny -
posledni fadek desaty sloupec obsahuje slovo ,,presen a chybégjici ,,t“ je na strané 89
v pokracovani tabulky. Pokud je tabulka rozdé€lena na vice stranek (v tomto ptipad€ na
¢tyii) mohlo by byt pro lepsi ptehled uvedeno vzdy zéhlavi na kazdé stran€ — jak je
napfiklad u tabulky Table 5 na str. 53. Tabulky (2 az 9) by mély byt samovysvétlujici -
popisky k tabulkdm by mé&ly obsahovat vysvétlivky vSech zkratek uvedené v tabulce (i
kdyz je seznam zkratek uvedeny na zacatku préce).

4) V diskusi na strané 108 se dava do souvislosti to, Ze by denni doba vylucovéni trusu
b&hem dne u ptakid by mohla byt ovlivnéna parazity. Toto je urcit€ skvéla manipulaéni
teorie, ale podle mé velmi nepravdépodobna. Jaké by mohlo byt vice



pravdépodobnéjsi vysvétleni toho, Ze ptaci vylucuji vice trusu rano a pak
v odpolednich hodinach a vecer?

5) Porovnanim COI sekvenci isospor z ptaki a hlodavct nebyla nalezena Zadna shoda.
Toto tvrzeni neni podle mého nazoru spravné, piedpokladam, Ze n€jakou podobnost
sekvence mit musely. Jaka byla skute¢na procentualni podobnost téchto sekvenci?

6) Jednim z cili prace bylo porovnani genti a jejich vhodnost pro vyuziti k odhalovani
vnitrodruhové variability u blizce pfibuznych druhli. MozZna by stalo za to se pokusit
analyzovat fylogeneticky signal néjakym sofistikovanym programem — existuje takovy
program?

Diplomovou praci Anety Trefancové povazuji za vynikajici a viele ji doporucuji k obhajobé
s hodnocenim vyborné.

V Ceskych Budg&jovicich, 16. 5. 2019 — g
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RNDr. Ivan Fiala, Ph.D



Oponentsky posudek

na diplomovou praci Bec. Anety Trefancové

~-Morfologické znaky a popula¢né-geneticka struktura kokcidii
parazitujicich u hraboSovitych hlodavci; objasnéni piivodu
isosporovych infekci u hraboSovitych hlodavci*

Bc. Aneta Trefancova ve své diplomové praci zpracovala na 156 stranich problematiku
kokcidii u hraboSovitych hlodavci velmi precizné.

Uvodni &ast prace je vénovana kokcidiim hlodaved, Jejich fylogenezi a morfologii oocyst
zejména ve vztahu k eimeriim a isosporam. tak, aby Gvod plynule navazal na cile prace. Bc.
Aneta Trefancova si ve své praci kladla za cil provést morfologické a morfometrické analyzy
oocyst kokcidii nalezenych v trusu hrabosovitych hlodavci, rekonstruovat jejich fylogenetické
vztahy, porovnat morfologii oocyst s vysledky fylogenetickych analyz, analyzovat populagni
strukturu té€chto kokcidii, a na zakladé sekvenci mitochondrialnich geni rekonstruovat a
interpretovat haplotypové sité. V neposledni fadé bylo jejim cilem také objasnit pivod
isosporovych oocyst v trusu hrabo$ovitych hlodavci.

Ke splnéni té€chto cilli se autorce podafilo nashromazdit znaéné mnoZstvi materialu z téméf 700
odchycenych hlodavcd z riznych mist Evropy. Tento soubor doplnila materidlem z 374
hlodavci, ktery ziskala v ramci své bakalai'ské prace. Metodicka ¢ast jeji prace dale vyZzadovala
peclivé vyhodnoceni nasbiraného materialu pomoci koproskopickych metod, mikroskopické
determinace oocyst, izolace DNA, PCR na nékolika genovych markerech, sekvenaci a rozsahlé
fylogenetické analyzy. Pro dosaZeni cile objasnit pivod isosporovych infekei u hraboSovitych
hlodavci, se autorka musela vyporadat se ziskanim vzorki z ptakl a je§té také zvladnout
problematiku experimentalnich infekci.

Ve vysledcich jsou velmi podrobné zpracovany lokality a pocty odchycenych hlodavci,
nésledné prehledn&ji uvedené v tabulce 11, ze které je patrné i kolik se u jednotlivych skupin
podafilo ziskat sekvenci pro markery 18S rRNA, COI a COIIl vyuzitych dile ve
fylogenetickych analyzach. Fylogenetickd analyza 18S rRNA z 65 sekvenci kokcidii
hraboSovitych hlodavct potvrdila, Ze tento gen, afkoli je u fady druhd kokcidii jedinym
dostupnym v Genbanku, neni vhodnym markerem pro studium vnitrodruhové variability &i
blizce pfibuznych druhti kokcidii. Jako dostate¢ny se neukazal ani nové studovany marker
COIIL Fylogenetické analyzy, které autorka provedla, ukazaly jako nejvhodnéjsi marker COI.
Tento gen prokazal nejvétsi variabilitu a nejlep$i vnitini ¢lenéni jednotlivych linii (I-V).
Autorka se tedy dale zabyva morfologii oocyst ve vztahu k liniim vymezenym v analyzach COI
a doklada morfologickou variabilitu velmi zdafilou fotodokumentaci oocyst.



Vysledky, které poukazaly na pasaZzovani oocyst nikoli skutené infekce isosporami u
hraboSovitych hlodavci autorka jiZ publikovala v ¢lanku nazvaném ,,Isosporan oocysts in the
faeces of bank voles (Myodes glareolus; Arvicolinae, Rodentia): real parasites, or
pseudoparasites?* a na zakladé¢ ziskanych poznatki z této ¢asti prace také submitovala rukopis
popisujici novy druh isospory ze slavika modragka. Clanek i submitovany rukopis jsou sougasti
vysledkid a autorka se na né odkazuje dale v diskuzi, kde ziskané vysledky a celou feSenou
problematiku vhodn¢€ hodnoti a nasledné struéné€ shrnuje v Zaveéru. Praci kromé tabulek uzavira
rozsahly vycet literarnich zdroja.

Celkova uprava ptedlozené prace odpovida pozadavkiim kladenym na diplomovou praci. Po
formalni strance je predloZzena price zpracovana velmi pe€liv€. Za zdafilé povazuji zejména
jeji grafické zpracovani (fotodokumentace, perokresba, fylogenetické stromy). ’

Po obsahové strance je, dle mého nazoru, predlozena diplomova prace nadstandardni. Prace
s odbornou literaturou byla velmi dobfe zvladnuta, a ackoli byla zvolena znaéné komplikovana
problematika, cile prace byly jasné formulovany a splnény. Metodika a postup feSeni byly
zvoleny velmi vhodné a umozZnily na zakladé vysledki vyvozeni konkrétnich zavéra.

Velmi dobfe propracovana metodika a vysledky zietelné ukazuji na vysoké zapojeni Bc. Anety
Trefancové nejen do pocitacovych analyz, ale také na jeji zapalenost pro danou problematiku
jak pfi terénnim sbéru materialu, tak i pti mikroskopickém hodnoceni morfologie jednotlivych
oocyst.

Celkov€ se jedna o diplomovou praci velmi kvalitni a sjasnym piinosem, a proto praci
doporuéuji k obhajobg.

Na autorku mam nékolik nasledujicich dotazii:

1. Na stran€ 6 uvadite, Ze se nepohlavni stadia kokcidie rodu Isospora diive ozna¢ované
jako Atoxoplasma vyvijeji jak v krvi (extraintestinalni stadia), tak v buiikach traviciho
traktu. JelikoZ se krev skldda z tekuté plazmy a bunék (Eervené krvinky, bilé krvinky,
krevni desti¢ky), mohla byste presn€ specifikovat lokalizaci vyvoje extraintestinalnich
stadii v krvi?

2. Na stran€ 10 piSete: ,,Piestoze vysporulované oocysty dokazi prezit témé&f nemozné,
zcela fatalni jsou pro né pfili§ vysoké teploty, pfimé pisobeni UV zéieni, a nedostatek
vlhkosti (vysychani) (Belli a kol. 2006). Jak ovliviiuji oocysty naopak velmi nizké
teploty? Mohla by zde byt néjaka souvislost s nulovym zachytem kokcidii u hlodavct
(M. mystacinus) z Norska?

3. 'V metodice postradam informaci o inokula¢ni davce - po¢tu oocyst, které byly pouZity
k experimentalnim infekcim. Byla tato davka znama? Lze mnoZstvi podanych oocyst
alespoti fadové odhadnout? Také tidaje o mnoZstvi nalezenych oocyst kokcidii a jejich
stadiu vysporulovanosti oocyst (alespoii u izolati pouzitych k infekci) by bylo vhodné
zminit jiz v kapitole metodiky. Informace o nizkych po&tech a &aste¢ném vysporulovani
oocyst isospor byla zminéna v diskuzi, tak pfedpokladam, Ze tato data byla zniama.



4. Vzhledem k tomu, Ze na rozdil od n&kterych vzécnych druhi volné Zijicich zvifat, neni
problém ziskat trdvici trakt u hojn& roziifenych hlodavci, ptipadné provést
experimentalni infekce, doporudila byste v dalSich studiich krom& determinace oocyst
(morfologie + identifikace genovych markerii 18S rRNA, COI) k feSeni problematiky
identifikace druhii kokcidii hlodavci zaroveri také determinaci lokalizace endogenniho
vyvoje a morfologii endogennich stadii jako to bylo v minulosti vyuZito nap¥. u eimerii
my3i doméci? Jaké jsou vyhody &i nevyhody zahrnuti sledovéani endogenni faze cyklu
kokcidii pro uréovani druhi?

V Bmé, dne 7.5. 2019
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