V Jilovém u Prahy, 23. 11. 2011

Oponentsky posudek na dizerta¢ni praci Mgr. Vladimira Vrby ,,Uplatnéni metod

molekularni a bunééné biologie ve vyzkumu prvoki Eimeria“

Ptedlozend dizerta¢ni prace Mgr. Vladimira Vrby se zabyva ekonomicky vyznamnymi
dribezimi kokcidiemi. Experimentalni prace probihaly na proslulém pracovisti Biopharm, kde
byla pied lety vyvinuta dnes Siroce pouzivana metoda vakcinace driibeZe, a v souladu s tim
spada vétsi ¢ast vysledkt do aplikované parazitologie. Ackoli dribezi kokcidie rodu Eimeria
zpusobuji celosvétoveé vyznamné ekonomické ztraty a jsou intenzivné studovany, fada otazek
tykajici se jejich diverzity, a tim nutné i moznosti jejich diagnostiky a profylaxe kokcidioz,
nebyla dosud uspokojiveé vyiesena. Situace je komplikovana i tim, Ze jeden hostitel je ¢asto
nakazen vice druhy eimerii.

V uvodni kapitole autor na ¢tyfech strandch stru¢né predstavuje metody determinace
kokcidii a zabyva se druhy eimerii kufat a krit. Stejné jako nasledujici ¢asti je uvod psan
v angli¢ting. Ackoli je na kazdé stran€ mozno najit nékolik gramatickych chyb (jejich vycet
zde neuvadim), nesnizuje to piehlednost textu. Po definovéni cild, které si prace klade,
nasleduji tii kapitoly (dohromady devét stran) komentujici ptilozené publikace. Takovato
organizace dizerta¢ni prace mi piipadd neobvykld a ze tii komentafovych kapitol se ¢tenar
dozvi vlastné totéz co z ptiloZzenych publikaci. Na druhou stranu si vysledky vice vryje do
paméti. Text je zakoncen jednostrankovym shrnutim a seznamem pouzité literatury. V praci je
chybné pouzito nékolik terminti, jako parazitémie ve smyslu pocet parazitli ve stievé (napf.
str. 18), 18S ve smylu 18S rDNA apod.. Ze str. 20 zase vyplyva, ze autor predikoval
sekundarni strukturu celé malé ribosomalni podjednotky, coZ je témé&f nadlidsky ukol.

Hlavni ¢asti prace jsou tfi ptiloZzené ¢lanky publikované ve vlajkovych
parazitologickych Casopisech Parasitology a Veterinary Parasitology (IF = 2,5 a 2,3). JiZ na
prvni pohled mile ptekvapi nizky pocet autorti vSech publikaci (3, 3 a 2), ktery svédci o tom,
ze Mgr. V. Vrba se pod vedenim zesnulého Ing. Poplstejna zdsadnim zpisobem podilel jak na
ziskavani dat, tak na sepisovani rukopisii. Z publikaci je také patrné, ze si osvojil fadu
parazitologickych, mikrobiologickych, molekularné-biologickych a molekularné-
fylogenetickych metod. Experimentalni zpracovani je precizni, autofi se zajistili fadou kontrol
a neopakovali chyby svych predchtidct, jako je napf. analyza nedostate¢ného poctu klont.
Prvni publikace, ve které autofi vyvinuli spolehlivou metodiku diagnostiky a kvantifikace

vSech sedmi ,,dobrych® druhi kufecich eimerii, povazuji za nejvyznamné;jsi a predpokladam,



ze rychle nasbira veliky pocet citaci (jiz se tak déje). Bez nadsazky lze fici, Ze tato publikace
posunuje vyznamnou problematiku kufecich kokcidii o veliky kus doptedu. I dalsi dvé
publikace jsou kvalitni. Ve druhé publikaci autofi objevili vnitrogenomovy polymorfismus
genu pro SSU rRNA. Tento objev, pokud se v budoucnu potvrdi na vice izolatech, povede mj.
k tomu, Ze Eimeria mivati bude synonymizovana s E. mitis. Podobn¢ zajimavy je objev
vyrazného vnitrodruhového polymorfismu v morfologii oocyst (3. publikace), ktery by

v budoucnosti mohl vést k revizi ndzort na dileZzitost oocyst pro determinaci kokcidii.

K praci mam nasledujici otazky a ptipominky:

1. V nézvu prace se objevuji metody bunééné biologie. Mohl by autor specifikovat, které

konkrétni metody ma na mysli?

2. Jakym zpuisobem bylo zjisténo, ze se diagnostické sekvence pouzité v prvni publikaci

vyskytuji v genomu pouze Vv jedné kopii? Jednalo se vzdy o nekddujici sekvence?

3. Pokud byly zkoumany nekoddujici sekvence, jaké byly vyhody pouziti algoritmu tBLASTX?

4. Autofi druhé publikace se ptiklani kK moznosti, ze dvé varianty SSU rDNA sekvenci 1ze
1épe vysvétlit vnitrogenomovym polymorfismem, spiSe neZ nedavnou hybridizaci dvou blizce
ptibuznych druhti. Z toho by opravdu plynulo, ze Eimeria mivati je synonymem k E. mitis,
nikoli validnim druhem. Dlivody ke svému rozhodnuti v§ak autofi blize nerozvadéji. Co je

k tomu vedlo? Jak by se dala jejich hypotéza testovat a rozhodnout tak, ktera z moznosti je

pravdépodobné;jsi?

5. Bylo rozhodnuti, Ze izolaty KR a KCH (tfeti publikace) jsou konspecifické, pouze
arbitrarni? Podle v soucasné dobé nejpouzivanéjsiho druhového konceptu kokcidii bych se
priklanél spise k tomu, ze se jedna o dva blizce ptibuzné druhy. Pokud by KR a KCH byly
opravdu konspecifické, byl by vnitrodruhovy polymorfismus ITS regionu E. adenoeides 0.33.
Jaky byva tento polymorfismus u ,,dobrych* blizce ptibuznych druhti eimerii? Byly ¢inény
pokusy o hybridizaci KR a KCH? Pokud ne, jakou morfologii oocyst by autor (ktery zjevné
piedpoklada, Ze tyto izolaty mohou hybridizovat) ocekaval u hybridi?



Zaveérem konstatuji, ze Mgr. Vladimir Vrba prokazal schopnost kvalitni védecké prace.
Ptedlozena prace obsahuje parazitologicky vyznamné publikace a podle mého nazoru spliuje

pozadavky kladené na dizertacni prace. Proto ji s radosti doporucuji k obhajob¢.
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