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Oponentsky posudek na dizertacni praci Mgr. EliSky Zadrobilkové
»Diverzita a fylogeneze archaméb*

Predlozena dizertaéni prace Mgr. Elisky Zadrobilkové se zabyva fylogenezi a
diverzitou malo prostudované skupiny Archamoebae (Amoebozoa: Conosa). Archaméby jsou
volné zijici nebo endobioticti améboidni bi¢ikovci nebo ménavky, blizce ptibuzni aerobnim
mitochondridlnim hlenkam (Mycetozoa). Ptredstavuji pomérné malou skupinu anaerobnich
eukaryotickych mikroorganismi se zna¢n¢ redukovanymi mitochondriemi. Vzhledem k tomu,
7e néktefi volné Zijici zastupci opustili pro né typické anaerobni/mikroaerofilni prostiedi a
obsadili stievni trakt zivoCichu vcetné Cloveka, predstavuji archaméby z hlediska fylogeneze
nesporné atraktivni organismy. Na vyznamu nabyvaji i proto, Ze se mezi né fadi parazitické
druhy, ze kterych je nejvice probadan lidsky patogen Entamoeba histolytica. Dosavadni data,
zaloZzend na predev§im zmatené systematice, neiplnych ¢i nepfesnych popisech druht a
limitovaném poctu sekvenci, neumoznila zcela objasnit jejich fylogenezi. Situace kopiruje
soucasny trend vyzkumu a tak podobné¢ jako i u jinych taxond, navzdory tomu, ze by studium
voln¢ Zijicich forem vyznamné pfispélo k objasnéni evoluce parazitismu v ramci skupiny,
vyzkum byl zaméfen piedev§im na humanni patogeny a o volné Zijicich archamébach jsou
k dispozici pouze omezené informace. Navic, pfevazna vétSina dosud vytvorenych druhovych
jmen archaméb je zaloZena pouze na morfologickych znacich, a proto je identita druhil
nejistd. Odchylky vetvaru ¢i velikosti buiikky vedly k popisu novych druhli, proto se
predpokladé existence mnoha synonymnich taxonti v rdmci archaméb. Fylogenetické stromy
byly vzhledem k chybéjicim udajim z voln€ zijicich zastupci nevyvdzené a malo
informativni.

Cilem prace bylo ziskat a dlouhodobé kultivovat nové izolaty piedevSim volné
zijicich, ale i endobiotickych zdstupct archaméb, tyto izolaty identifikovat a porovnat s jiz
popsanymi druhy (pfip. popsat nové druhy), pomoci molekuldrnich markerti co nejpiesnéji
zrekonstruovat fylogenetické vztahy v rdmci archaméb a pokusit se zmapovat evoluci
parazitismu uvniti skupiny, a také nalézt platné morfologické znaky hlavnich linii archaméb.

Dizerta¢ni prace je sepsana formou abstraktu (2 strany, verze v ¢eském a anglickém
jazyce) a uvodu (20 stran) se seznamem pouzité¢ literatury (107 literarnich zdrojh),
doplnéného o 4 rukopisy a struéné zaveéreéné shrnuti (2 strany). Celkovy rozsah préce ¢ini 153
stran. Za nedostatek povazuji fakt, Ze prace neni celd napsdna v anglickém jazyce, ¢imz se
stava nedostupnou pro zahrani¢ni odborniky, kteti by mohli byt kvalitnimi oponenty. Literarni
uvod je sepsan ve Ctivé formé naznacujici pochopeni tématu, avSak zafazeni obrazka do
podkapitol vénujicich se pohybovému aparitu a systematice archaméb by napomohlo
Ctenarfum Iépe si predstavit popisované struktury a jejich vzajemnou polohu. Na tiech ze Ctyt
uvedenych manuskripti je Eliska Zadrobilkovd prvnim autorem; 2 rukopisy jiz byly
publikované a 2 jsou pfijaté do tisku v prestiznich védeckych Casopisech (2x Protist, JEM,
Mol. Phylogenet. Evol.). VSechny zminéné ¢lanky se vénuji tématu dizertace.

Co se tyCe splnénych cili a dosazenych vysledkli, velmi pozitivné hodnotim, Ze
autorka uspéla ve snaze o dlouhodobéjsi kultivaci izolat. Dlouhodobé kultivace je dilezita
pro spravné definovani druhd tim, Zze umoziuje zachytit morfologickou variabilitu
jednotlivych izolatd a minimalizovat tak riziko zamény vyvojovych stadii ¢i morfologické
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varianty za novy druh. Diky témto kulturdm bylo ziskdno velké mnoZstvi novych sekvenénich
dat z ptevazné volné zijicich archaméb. Nejsem expertem v oblasti fylogenetickych analyz,
takZe nemd smysl, abych hodnotila spravnost pouzitych analyz. Je v§ak evidentni, Ze autorka
dizertace spolu s tymem spoluautorii vyznamné rozsitili dataset DNA sekvenci piedevs§im
voln¢ Zijicich archaméb, pficemz s pouZzitim kombinovaného piistupu molekuldrnich a
morfologickych analyz bylo popsano 13 novych druhi archaméb (Mastigamoeba abducta, M.
errans, M. guttula, M. lenta, Mastigella erinacea, M. rubiformis, M. ineffigiata, Rhizomastix
libera, R. bicoronata, R. elongata, R. vacuolata, R. varia, R. tipulae). Prace také upozortiuje
na nutnost multigenovych analyz pro vyfesSeni ptibuzenskych vztahi mezi hlavnimi liniemi.
Jako prvni v rdmci skupiny byla provedend multigenova analyza zaloZena na sedmi genech
(aktin, a-tubulin, B-tubulin, EFla, EF2, HSP70, HSP90), ve které byly zastoupeny vSechny
hlavni linie archaméb. Vysledky provedenych fylogenetickych analyz ukazuji, Ze se
archaméby déli na 4 hlavni linie: Entamoebidae, Pelomyxidae, Rhizomastixidae a
Mastigamoebidae. Autofi zaroven potvrdili, ze rod Rhizomastix patii mezi archaméby,
pticemz vykazuje novy typ cytoskeletdrniho uspotadéani. Dle ziskanych dat je rod Mastigella
parafyleticky a rod Pelomyxa ptedstavuje jeho vnitini vétev, a pfrevazné paraziticky rod
Entamoeba je sestersky zbytku archaméb. Na zdkladé ziskanych informaci usuzuji, Ze
spole¢ny predek archaméb byl pravdépodobné volné Zijici a parazitismus se v této skupiné
objevil nejméné tiikrat nezévisle na sobé.

I ptes nespornou kvalitu dosaZenych vysledkt, bych si dovolila poznamku tykajici se
riznorodé kvality obrazovych tabuli v uvedenych publikacich. 1 kdyz jsou prace
fylogeneticky zamétené, pouzitd fotodokumentace by si zaslouzila lepsi zpracovani, jelikoz je
nezbytna nejen pro Uplny popis nového druhu. Jedné se hlavné o svételnou mikroskopii, kde
je nevyvazenost kvality pofizenych mikrofotografii nejvice patrnd. U organismu o velikosti
nad 10 pum by uz nemé¢l byt problém poftidit zaostiené snimky. Pokud je vSak snizena kvalita
nékterych tabuli zplsobena PDF kompresi, je tento komentéi irrelevantni. Za nestastné
povazuji i naskladani dvou az tii tabuli na jednu stranu v Zadrobilkova et al. 2015b, které bylo
na Skodu hlavné u TEM dokumentace (za coz autofi nemohou, ale vétSinou se to da korigovat
behem korektur findlniho PDF).

Déle ptikladam dotazy na studentku a n¢kolik komentari.

1) Jaky byl podil autorky na ptipravé publikaci?

2) Jaké autorka vidi dal$i perspektivy vyzkumu?

3) Podatilo se jiz identifikovat domnélé endosymbionty pozorované u studovanych
archaméb? Nemulze se spi§ jednat o obsah potravnich vakuol (pfedev§im u
Rhizomastix libera)?

4) U rodu Endolimax Kuenen & Swellengrebel uvadi autorka rok popisu 1917, ale ve
vétSing literatury (véetné Perkins et al. 2000, An illustrated guide to the Protozoa) je to
1913. Ktery z uvedenych rok je spravny?

5) V publikaci Ptackova et al. 2013 autofi zminuji, ze rody loamoeba a Endolimax
ztratily veskery zevné viditelny mikrotubuldrni cytoskelet. Predpokladam, Ze se toto
tvrzeni vztahuje pouze na ztratu biciku a ne vnitini kostry mikrotubulli, protoze v textu
dizertani prace (str. 9) autorka uvadi, Ze ,u parazitickych rodl Entamoeba,
Endamoeba, Endolimax a lodamoeba doslo pravdépodobné diisledkem jejich zptsobu
zivota k sekundarni ztraté jak biciku, tak pridruzeného vnitiniho cytoskeletu (Ptackova
et al. 2013). Na jakych datech autofi zaloZzili toto tvrzeni? Uvedena publikace se
témito rody nezabyva a ani jsem nenasla odpovidajici citaci. Ovérovali autofi
nepiitomnost mikrotubulil 1 pomoci imunofluorescence? Na zakladé¢ vlastni zkuSenosti
vim, ze i1 kdyz jednotlivé mikrotubuly nemusi byt vzdy patrné na TEM preparatech
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6)

7)

8)

Zavér

(nejspis v dasledku nevhodné fixace), vétSinou neni problém je vizualizovat pomoci
imunofluorescence.

Dalsi dotaz a pfipominka se tykaji metody zpracovani archaméb pro elektronové
mikroskopickou analyzu. V publikacich Ptackova et al. 2013, Zadrobilkové et al.
2015b 1 Panek et al. in press je uvedeno, Ze pred fixaci v glutaraldehydu byly burnky
peletovany centrifugaci. ZkousSela autorka i dal$i postupy? Uvedeny postup se mi
nezdd byt uplné¢ vhodny pro méinavkovou formu, jelikoz i pii Setrné centrifugaci
dochazi k jejimu poskozeni a hlavné se tyto organismy zafixuji v pro n¢ nepfirozeném
stavu (vétSinou se zakulati); tj. buiilky neadherované na pevné medium vytvareji
staciondrni tzv. ,resting“ formu. I sama autorka uvadi, Ze ,,...pro morfologické
srovnani jednotlivych druhli mezi sebou je nejvhodnéjsi se detailné zaméfit predevsim
na tzv. ,,gliding® neboli klouzavé formy bun€k. Tyto formy maji v rdmci stejného
druhu obvykle pomérné stabilni velikost a tvar bunék a Ize na nich nejlépe pozorovat
vyznamné diagnostické znaky (Ptackova et al. 2013)“. Proto se z mého pohledu jako
adherovanych na agarovych plotnach (na agar je mozno udélat povrchové jemné
zatezy, aby si do nich buriky ptisedly). Pfi pouziti tohoto postupu je zachovan typicky
tvar buniky v adherovaném stavu nebo béhem pohybu, a nasledna analyza distribuce
subcelularnich struktur, pfedev§im cytoskeletu, je proto vérohodné&jsi. Alternativou je
protokol, kde se ménavky nechaji prisednout na vrstvu polymerované pryskytice (dle
Smirnov and Goodkov 1994, Smirnov and Brown 2004). Tato metoda je vhodna i pro
kultury s malym poc¢tem bunék, které autorim v Zadrobilkova et al. 2015a znemoZnily
elektronové mikroskopickou analyzu druh Mastigella erinacea a M. eilhardi.

Jaky postup zpracovani pro TEM byl vyuzit u Mastigella rubiformis, M. ineffigiata a
Pelomyxa schiedti popsanych v Zadrobilkova et al. 2015a? Vysledek se kvalitativné
vyrazné li§i mezi jednotlivymi druhy a v publikaci jsem nenasla pfislusny metodicky
postup.

Autorka zminovala, ze rody Entamoeba a Pelomyxa tvotily na fylogenetickych
stromech dlouhé vétve, jejichZ uskupeni byva casto artificialni. Vzhledem k tomu, Ze
se s timto problémem neustale potykdme i my, zajima mé, jaké metody by navrhla
pouzit k odstranéni fylogenetickych artefakti.

Predlozena disertacni prace je bezesporu kvalitni a zcela jist¢ spliiuje pozadavky

Ptirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy kladené na dizertacni prace v oboru Zoologie.
Proto ji doporucuji ptijmout jako soucast fizeni k udéleni védecké hodnosti PhD jeji autorce.
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V Brné dne 29. 2. 2016

RNDr. Andrea Valigurova, Ph.D.

Tel: +420 549 49 7895, Fax: +420 541 211 214
E-mail: andreav@sci.muni.cz
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