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Oponentsky posudek na diplomovou praci Be. Katetiny Polakové ,,Diverzita
anaerobnich nalevnika podtridy Scuticociliatia a jejich symbionta*

Katefina Poldkova se ve své diplomové praci zamétila na skupinu anaerobnich nalevnikt z podttidy
Scuticociliatia. To se ukazalo jako skvéla volba, diky niZ se podafilo odhalit novou rozmanitou linii
nalevnikii. Diplomantka se zabyvala morfologickou charakterizaci a fylogenetickymi vztahy téchto
nalevnikil z anoxického prostredi. Zvladla fadu metodickych postupil zahrnujici kultivaci nalevnik,
naslednou morfologickou dokumentaci v nativu, barvici techniky a elektronovou mikroskopii.
V neposledni fadé¢ metody molekularni taxonomie vcetné bioinformatickych analyz a také analyz
amplikonového sekvenovani mikrobiomu se snahou o identifikaci bakterialnich ektosymbiontt.

Praci povazuji za vynikajici jak po obsahové tak po formalni strdnce. Rozsah prace je ictyhodny,
pres 150 stran véetné obsahlého seznamu referenci. Uvod a literarni prehled je sepsan prehledné a
vystizné, ctenaf je dobie uveden do dané problematiky. Diplomova prace je doplnéna velmi kvalitni
a kompletni obrazovou dokumentaci vysledkl zahrnujici fotodokumentaci nalevnikd v nativu,
barvenych protargolem a nitratem stiibra. Skenovaci elektronova mikroskopie dokonale
dokumentuje ektosymbiotické bakterie na povrchu nalevnikt véetné detailti jako jsou filamentdzni
spoje u bakterii. To je doplnéno snimky ultrastruktury, na kterych je naptiklad velmi zajimava
poloha MRO a endosymbiontli. Kdyby byla morfologické charakteristika vybranych kment jesté
doplnéna o perokresby, jako jsou napft. ptevzaté kresby na obr. 3 v uvodu préce, byla by
dokumentace naprosto dokonald. Stejné tak velmi dobfe jsou zpracovany a prezentovany vysledky
z fylogenetickych analyz a také bioinformatickych analyz bakteridlniho mikrobiomu. Préace je
napsana velmi dobrou angli¢tinou. Celkoveé psany projev je na vysoké urovni.

K praci mam nékolik malo pfipominek a dotazl:

1) Metodika je velmi podrobna a ditkladné zpracovana. Impozantni je sbirka scuticociliatnich
kmeni nalevnikl — viz. tab 11. Zajimalo by m¢, jestli se n€kterych sbért autorka prace také
Ucastnila?

2) V metodice jsem neshledal zadny nedostatek, pouze u amplikonového sekvenovani jsem
postradal vice informaci. Byly vzorky pted sekvenovanim poolovany? Byly pouZity
barkddované primery, tak aby bylo mozno vzorky posléze demultiplexovat? Kolik
vzorkil/PCR produktii bylo zpracovéano a kolik readd (paired end?) bylo sekvenovéno (kolik



readll v pfepoctu na vzorek)? Jaky byl treshold poctli readd, ktery jste stanovili jako
vérohodny?

3) Ptred amplikonovym sekvenovanim mikrobiomu jste se pokusili o Sangerovo sekvenovani,
které se neukazalo byt vhodné pro tento ucel. Piekvapuje mé, ze bez ptedchoziho klonovani
byly chromatogramy z ptimého sekvenovani PCR produktii viibec pouzitelné. Byla opravdu
kvalita vyslednych sekvenci ze Sangerova sekvenovani dobra?

4) Na obr. 14 (str. 61) v popisku k fylogenetickému stromu je uvedeno, ze sekvence z
environmentl jsou reprezentovany jen GenBank pfistupovym ¢islem — zddna takova
sekvence ovSem v tomto stromu neni.

5) Kapitola 4.2 v oddile vysledki obsahuje fadu odkazii na literaturu a srovnava dosazené
vysledky s touto literaturou. To si myslim, Ze by mé&lo byt spiSe podstatou diskuze.

6) V oceanech byla objevena extrémni diverzita diploném (Flegontov a kol. 2016). Na str. 56
zminujete, zZe jste zaznamenali vyskyt i jinych protist v€etné euglenoidei — setkali jste se
také v n¢jakém studovaném vzorku prave s diplonémami?

7) Velmi zajimava ¢ast prace je studium mikrobiomu pomoci amplikonového sekvenovani.
Neuvazovali jste také o amplikonovém sekvenovani vlastnich ciliati bez predchazejici
kultivace, tj. piivodnich vzorkl sedimentd? Kultivace mozna selektuje jen urcité druhy
ciliati a metabarkddovanim by se mozna dala zjistit jeSte vetsi diverzita. Nicméné chapu, ze
by v tomto piipadé chybeéla jakakoli morfologickd dokumentace.

Ptfes vznesené piipominky, které¢ jsou opravdu jen mélo vyznamné, povazuji diplomovou praci
Katetiny Polakové za vynikajici a doporucuji ji viele k obhajobé.

V Ceskych Budé&jovicich, 3. 7. 2020

RNDr. Ivan Fiala, Ph.D.



