Oponentsky posudek na diplomovou praci Zlaty Limpouchové ,Diverzita
kryptosporidii u pévci“

V predloZené bakalarské praci se Zlata Limpouchova zabyvala diverzitou
kryptosporidii u pévci, kterou stanovovala pomoci mikroskopickych a
molekularnich metod. Zjistila, Ze dominantni druhy kryptosporidii
parazitujicich u pévct jsou Cryptosporidium baileyi a C. galli a ve vla$tovce
objevila novy genotyp Zalude¢ni kryptosporidie. Pomoci molekularnich analyz a
infekénich experimentl navic popsala vnitrodruhovou variabilitu v sekvencich
tri gend, v morfologii a biologickych vlastnostech izolatt Cryprosporidium galli.

Praci povaZuji za velice zdafilou jak po formalni strance tak po obsahové. Uvod a
metodika jsou napsany jasné s dobrou ¢estinou s minimem preklept i kdyZ se mi
zdalo, Ze v nékterych Castech jsou az zbyte¢né obsirné. Prehled hostitelt u
kazdého druhu/genotypu kryptosporidie mohl byt vepsan do Tabulky 1 anebo
do nové tabulky, aby se predeslo zdlouhavému tvodu. U PCR primert by jsem
doporucovala specifikovat, jak velky tsek genu amplifikuji. Vysledky jsou
srozumitelné shrnuty a vhodné doplnény o nékolik tabulek a obrazkd. Prosim o
upresnéni nesrovnalosti na obrazcich 7 a 8B, kde tvrdite, Ze infekce pochazeji

z prirozené infikované sykory konadry, ovSem v textu k obrazkim (paragraf
5.3.4) uvadite, Ze se jednalo o experimentalné nakaZené sykory. Diskuze je
peclivé vypracovana, shrnuje a porovnava dosazené vysledky s publikovanymi

daty.
K praci mam nasledujici dotazy a pripominky:

1) Z prace nenf jasné, jaky byl podil studentky na sbéru skoro 760 vzork trusu
ptakli? Rovnéz by jsem poprosila o upresnéni podilu studentky na jednotlivych
metodach, kterych je v praci nepreberné mnozstvi zahrnujici napft. izolaci DNA,
PCR, vyhodnocovani sekvenci véetné konstrukce fylogenetickych stromij,
barveni oocyst, experimenty, histologii, atd. Jestli studentka opravdu provadéla
véechny metody, gratuluji ji a také $koliteli za obrovské mnoZstvi odvedené
prace.

2) V praci Nakamury a kolektivu (2015, revize) se uvadéji dalsi druhy
kryptosporidii nalezenych u ptacich hostiteld, a to konkrétné primarné savci
druhy C. andersoni, C. muris, C. parvum a C. hominis. Pro¢ tyto druhy ve vaSem
ptehledu (tabulka 1) neuvadite nebo se shoduji s néjakymi liniemi, které jiz

v tabulce jsou? Podobné Sréter a Varga (2000, revize) rovnéz uvadi C. parvum
jako druh parazitujici u ptakd.

3) Byly vysledkem sekvenovani PCR produktil vZdy jednoznacné piky

v chromatogramech? NeuvaZovali jste o klonovani PCR produktl a nasledném
osekvenovani plazmidi za uCelem zjisténi vnitrogenomové variability ve
zkoumanych genech a k detekci potencialné se vyskytujicich smiSenych infekci
vicero druh kryptosporidii v jednom vzorku? Jsou smiseni infekce téchto
parazitd u ptak zndmé?



4) S tim souvisi i moje nasledujici otazka tykajici se znatné variability ve
velikosti oocyst a organové specificity C. galli u vaseho izolatua v publikovanych
datech. Je mozné, Ze by tyto odli$nosti mohli byt dany tim, Ze byl vas vzorek ve
skute¢nosti infikovan dvéma druhy kryptosporidii - jednim, ktery jste
mikroskopicky pozorovali a druhym - skuteénym C. galli, ktery nebyl
mikroskopicky detekovan, ale byl oviem osekvenovan? Jakou metodou by bylo
mozné tuto teorii overit?

5) Jaky je va$ nazor na niz$i sekvencni variabilitu - schopnost rozliSeni
jednotlivych izolata C. galli a C. baileyi na zékladé protein-kodujicich gent HSP70
a aktinem v porovnani s SSU rDNA? NeuvaZovali jste o analyze protein-
kédujicich dat na zakladé aminokyselin?

6) Pfedpokladate, Ze priizkum dalsich vzorki trusu z riiznych druhd pévci

z riiznych geografickych oblasti by mohl odhalit existujici dosud neprobadanou
diverzitu téchto parazitti nebo se domnivate, Ze vétsina izolatl by klastrovala

s jiz znamymi druhy C. baileyi a C. galli? Mate v planu se v budoucnu zabyvat
touto tematikou?

7) Pfedpokladate, Ze druh kryptosporidie z vlaStovky je jenom pasaZzi nebo
opravdu parazituje u zmifiovaného druhu ptaka? Jaky diikaz by byl potfebny pro
tvrzeni, Ze vlastovka je skutetnym hostitelem této kryptosporidie?

Bakalaiskou praci povaZuji za zdafilou a doporucuji vicele k obhajobé
s hodnocenim vyborné.

V Ceskych Budéjovicich, 13. 5. 2019
RNDr. Pavla Sojkova, Ph.D.
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