V Praze, 26.1.2008

Posudek na magisterskou diplomovou prici Jana Janouskovce ,, The plastid of RM12,
the photosynthetic ancestor of Apicomplexa“

Ve své diplomové préci se Jan Janouskovec vénuje studiu fotosynteticky aktivniho plastidu
organismu RM12, blizce piibuzného apikomplextim. ProtoZe by vyzkum této organely mohl
piinést dileZité poznatky o evoluci apikoplastu, jednd se o téma zasadniho vyznamu.

Pozitivné hodnotim fakt, Ze prace je psana anglicky. Sice v ni neni nouze o pieklepy a
gramatické chyby (primérné jich je nékolik na stranku), text je vak dobfe pochopitelny a
chybam v anglictin se, podle mého soudu, vétsina ¢eskych autort nevyhne. Préace je ¢lenéna
na obvyklé &asti. V Uvodu se autor na deviti stranéch struéné zabyva plastidy a alveolaty
vCetn€ organismu RM12. Tato Cast je organizovana pomérné prehledné, v nékolika pfipadech
bych upravil obsah jednotlivych kapitol, napt. chromalveolatni hypotézu bych zminil ve
stejné kapitole jako hypotézu Cabozoa (jakysi jeji protejsek) a existenci kolpodely a perkinsa
bych zminil jiz v kapitole ,,Alveolati a jejich fylogeneze*. V Uvodu jsem nasel nepiesna ¢i
zavadgjicich tvrzeni, anebo pfimo faktické chyby. Uvadim ty nejpodstatnéjsi:

1. Plastidy skupin Rhodophyta a Glaucophyta ve skute¢nosti neobsahuji chlorofyl a a b
(viz Kap. 1). Peridininovy plastid obrnének pro zménu obsahuje vedle chlorofylu ¢
také chlorofyl a (viz Kap. 2).

2. Genom apikoplastu neni extracelularni (viz Kap. 2). Autor mél pravdépodobné na
mysli mimojaderny.

3. V Kap. 4 se tvrdi, Ze vétSina druht chromalveoléat obsahuje dva nestejné biciky.
Odhlédneme-li od faktu, Ze bi¢iky mohou obsahovat buriky, nikoli druhy (ty obsahuji
napi. populace nebo jedince), mohl by si ¢tenaf podle této véty chromalveolaty
predstavit jako pomérn€ unifomni skupinu bikontii. Pro veliké (ne-li nejvétsi) skupiny
chromalveolat, jako jsou nélevnici a rozsivky, to viak neplati. Také o vytrusovcich,
ktefi maji bi¢iky pouze na saméich gametach, bych netvrdil, Ze se jedna o bikonty.

W

pravdépodobné bikont.

4. Kap. 5 kon¢i vétou, Ze byl recentné popsan novy kmen (alveolat). Neni zde uvedeno, o
ktery kmen se jedna, ani zadna citace. Jakou skupinu mél autor na mysli?

5. 'V kapitole ,,Chromalveolatni hypotéza™ mi chybi citace praci Harper JT, Keeling PJ
(2003) Mol Biol Evol 20: 1730-1735 a Patron NJ et al. (2004) Eukaryot Cell 3: 1169-
1175, které povazuji pro tuto problematiku za zcela zasadni.

7 metodické kapitoly prace (2 strany a tabulka) vyplyva, Ze si autor osvojil fadu metod
molekularni biologie a fylogenetiky, jako jsou PCR a elektroforéza DNA (i pulzni), design
primert, klonovani, sekvenace, tvorba alignmentu a konstrukce fylogenetickych stromu.
Pokud je mi zndmo, tyto metody byly pouZity spravné a jsou dostatecné popsany pro
ptipadnou reprodukci procedur.

Vysledky ve formé sekvenci ¢tyf gentl, 17 fylogenetickych stromi a zjisténi velikosti
plastidového genomu organismu RM12 vypovidaji o znaéném objemu odvedené prace.
Bohuzel se zde autor nevyhnul zmatkiim pfi popisu obrazki. Obrazek 1 se vztahuje az
k posledni ¢asti kapitoly, navic jsem na n€j nenaSel odkaz v textu. Obr. 4A a 5 se vztahuji



k jednomu datasetu, zatimco 4B a C k druhému, coZ sniZuje ptehlednost. V Obr. 6 jsou
obrnénky popsany jako Glaucocystophyta (G).

Diskuse (dve strany textu a dvé tabulky) shrnuje a analyzuje vysledky prace a navrhuje
cestu dal§iho vyzkumu. Autor zde dochazi k zavéru, Ze analyzy jednozna¢né ukazaly
piibuznost apikoplastu a plastidu RM12 a zlstaly nerozhodnuté v piipadé ptibuznosti plastidu
RM12 a peridininového plastidu obrnének. Podle mne spiSe ukézaly, Ze plastid RM12 je
blizce piibuzny apikoplastu a peridininovému plastidu, ale nerozhodly, kterému vice, protoze
v analyzach dataset, kde byly zahrnuti vytrusovci i obrnénky, tvofi obvykle RM12
sesterskou vétev ke skupiné vystrusovci + obrnénky.

Za nejvetsi slabinu prace povazuji seznam a formu citaci. Ve vét§iné praci tohoto typu
oponent Skodolibé upozorni na nesrovnalosti mezi citacemi v textu a v seznamu pouZité
literatury. Zde se v8ak jednda o n€kolik desitek (!) citaci, které pfebyvaji v seznamu oproti
textu. Kromé toho odkazy v textu nemaji jednotny forméat. U ¢lankt s vice nez dvéma autory
je nekdy et al., jindy pouze jméno prvniho autora. Vyskytuje se i neobvykly format typu
,Cavalier-Smith 00 a ,,Hall 99*. Dokonce ani v pfipadu ¢lanku, kde je autor spoluautorem,
se citace v textu a v seznamu neshoduji. V textu se jedna od Moore et al. 2007, v seznamu je
to Moore et al. 2008. Je zde uvedeno, Ze se jedna o ¢lanek in press, ne vsak jiz, o ktery
Casopis se jedna. PakliZe jde o ten, ktery mam na mysli, nezbyva mi, nez gratulovat.

K praci mam nasledujici otazky:
1. Jak byly pro fylogenetické analyzy vybrany substitu¢ni modely?
2. Pro¢ nebyl analyzovan konkatenat sekvenci studovanych geni?

3. V préci se diskutuje vztah plastidu RM12, apikoplastu a peridinového plastidu
obrnének. Neni zde v8ak ani zminka o moznostech, Ze RM12 je kolpodela nebo
kokcidie. Z konferenci, kde byla problematika RM12 pfednesena vim, Ze toto byly dvé
hlavni hypotézy o fylogenetické pozici organismu RM12. Jaky je sou¢asny nazor
autora?

4. Chysta se popis nové druhu, rodu, popi. ¢eledi, fadu, tfidy a kmene?

Celkové vzbuzuje predloZzena prace dojem, Ze byla psana narychlo a na posledni chvili.
Piedpokladam, Ze kdyby autor vénoval vice ¢asu opravam svého textu, mohl se nejspise
vétsiné chyb snadno vyhnout. Na druhé strané je tfeba ocenit mnozstvi odvedené prace a
zajimavost a vyznam vysledkt. Diplomovou préaci Jana Janouskovce doporucuji k obhajobg,
konkrétni hodnoceni ponechavam na pfislusné komisi.

RNDr. Ivan Cepiéka, Ph.D.
Katedra zoologie PiFF UK
Vini¢na 7
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V Praze 25. ledna 2008

Posudek k diplomové praci Jana Janouskovce:
THE PLASTID OF RM12, THE PHOTOSYNTHETIC ANCESTOR OF
APICOMPLEXA

Magisterska prace Jana JanouSkovce se zabyva zevolu¢né protozoologického pohledu
extrémné zajimavym organizmem oznacovanym jako RM12. Mimochodem, chystd se nékdo
tohoto prvoka formalné popsat? Prace je psdna anglicky, coz je, jak chapu, na katedfe
molekularni biologie standard, a ma piehlednou upravu. Text je jazykové na dobré urovni,
vycet chyb a pieklept, které jsem odhalil, pfipojuji na konec posudku a nebudu se jimi zde
zabyvat. MnoZstvi chyb v textu nepfesahuje unosnou miru.

Vzhledem k lakavosti tématu jsem se na ¢teni prace s radosti vrhnul a musim fici, ze
uvod se Cetl jednim dechem a povazuji jej za velmi zdafily. VS§iml jsem si jediné nepfesnosti
hned na sedmé fadce, kde autor piSe, Ze vSechna Achaeplastida (Chlorophyta, Rhodophyta a
Glaucocystophyta) maji chlorofyl a a chlorofyl b. Pokud vim, tak to plati pouze u chlorofyt a
dal3i dvé skupiny chlorofyl b nemaji. Metodika prace je popsana dostatecné a piehledné. M¢l
bych k ni viak dvé poznamky. (1) Domnivam se, Ze obecné a ani v tomto pfipadé€ neni vhodné
analyzovat protein kddujici geny na urovni DNA sekvence. Vystavujete se tak totiZ plisobeni
artefakti zptsobenych nestejnym GC slozenim sekvenci a odliSnou preferenci kodént. Sam
autor na toto uskali upozormiuje v diskuzi. Co autora vedlo k analyzdm na trovni DNA? (2)
Pro¢ se autor nepokusil analyzovat vSech 5 genti dohromady? Mohlo by to vést k lépe
podpofenému stromu.

Cast vysledki je co do mnozstvi textu pomémé kratkd. Hned v tivodu bych cht&l
vyzdvihnout autorovo usili a vytrvalost, s jakou dokazal ziskat sekvence ne jednoho ¢i dvou
ale hned ¢tyf plastidovych gent. PCR amplifikace téchto genti nebyla ziejmé nic snadného, o
¢emz sveéd¢i desitky vyzkouSenych primert. Také obdivuji, Ze autor bravurné zvladl metodiku
pulzni elektroforéry a southern blot a ziskal cenou informaci o velikosti plastidového genomu
RM12. Na rozdil od Gvodu a metodiky se vysledky ¢tou nicméné pomérné obtizné a mam
k nim dvé vytky. (1) Vim, Ze je to trochu otdzkou vkusu, ale nepovazuji za vhodné zahltit
¢tenafe 17 komplikovanymi fylogenetickymi stromy. I pro €lovéka, ktery je zvykly stromy
Cist, je to pomérné velké sousto a neni to pfili§ prehledné. VSichni, kdo délaji molekularni
fylogenetiku, vi, Ze z jednoho souboru dat je pomé&rné€ jednoduché vyrobit velké mnoZstvi
stromu, protoZze mame na vybér mnoho metod a patii dokonce k dobrym mravim vyzkouset
metod vice. Myslim si vSak, Ze soucasti prace fylogenetika je pfetvorieni téchto hrubsich
vysledkt do stravitelné formy. Obvykle se to déla tak, Ze se slouci vysledky riznych metod z
jednoho datového souboru do jednoho stromu. Na vyznamné odchylky mezi metodami lze
upozornit v textu. (2) Hodnoty bootstrapli jsou na vétSiné stromu uvedeny v procentech, tj.
v rozmezi hodnot 0-100. Na stromech 6, 7A a 8A jsou vSak uvedeny v poc¢tu bootstrapovych
replikati, kterych bylo 300, a hodnoty tak maji rozmezi 0-300. To je velmi matouci.
Mimochodem, v legendé obrazku 6 je uvedeno, Ze bylo provedeno 500 replikati, ale nejvyssi
hodnoty na stromu dosahuji 300, takZe v legendé€ je ziejmé chyba.

Diskuze je stru¢na a vécna. Mél bych k ni nékolik poznamek a dotazi. (1) KdyZ autor
pise: ,,Use of minicircle gene sequences may however result also in phylogenetic artefacts
(Inagaki, 2004). Therefore only results of “16S“and 23S are taken into account.”
Znamena to, Ze analyzy zaloZené na protein kddujicich genech prezentované celkem na 9
stromech obrazné ,hazi do ko3e“? Pozor! Fylogenetické artefakty, kterych se obava, ptsobi
jen pii analyzach DNA sekvenci a ne na trovni proteint, takze stromy z obr. 6 a 9A neni
tieba z tohoto divodu zatracovat. (2) Déle se domnivam, Ze autor pieceiiuje G¢innost metody
logDet a podcenuje schopnost metody maximum likelihood pii potlatovani artefaktu



dlouhych vétvi (LBA) a artefaktu rizného nukleotidového slozeni. J& osobné bych divéioval
vice vysledkim metody maximum likelihood. (3) Co se ty¢e stop kodonu nalezeného
v sekvenci TufA, ktery vysvétluje alternativnim genetickym kodem a predpoklada, ze se jedna
o aminokyselinu tryptofan. Zajimalo by mé&, zda mize vyloucit, Ze nejde o oby¢ejnou chybu
taq polymerazy vzniklou pii PCR? Neni-li to chyba polymerazy, nemohlo by se jednat o
kratky intron? Stop koddén se nachdzi v maélo konzervované Casti proteinu a u jinych
organizmu se v dané oblasti tryptofan nevyskytuje! (4) Chystate se blize prozkoumat dolni
smir na southern blotu (minikrouzky?) a jak?

Seznam literatury obsahuje celkem 128 poloZek a je plny chyb. 8 citaci uvedenych
v textu chybi v seznamu literatury a naopak celych 56 (slovy padesat Sest, nékolikrat jsem si
kontroloval, zda mam v ruce kompletni text) citaci uvedenych v seznamu se nevyskytuje
v textu. 2 polozky jsou v seznamu dvakrat a ve tfech pfipadech by mél autor rozlisit indexy a
a b dvé citace od téhoz autora v témze roce. U 5 citaci je zfejmé v textu nebo v seznamu
chybné uveden rok nebo je pieklep ve jménu autora. Chyby v seznamu literatury jsou sice
formalni povahy, ale povazuji je za zavazny nedostatek predloZené prace, ktera by i po
formalni strance méla byt dokonala.

Zavérem bych chtél konstatovat, Ze prace beze sporu spliiuje naroky kladené a
magisterskou praci. Chtél bych znovu vyzdvihnout, Ze prezentuje velmi zajimavé puvodni
vysledky a jsem si jist, ze ji bude mozné po ur€itych upravach publikovat v impaktovaném
zahrani¢nim Casopise. Po zodpoveézeni vznesenych dotazi a, dovoluje-li to procedura, po
opravenich formalnich chyb praci doporucuji k obhajobé a navrhuji hodnoceni stupném 2 —

velmi dobré. g
A adwast &ch

Vladimir Hampl

Preklepy a drobné chyby textu:

Strana 1, fadek 6: ... Chloroplastida...

Strana 1, fadek 24: ... Yoon AT al., 2004).

Strana 1, fadek 26: ... see Cavalier-Smith 2000).

Strana 1, fadek 27: ... (Rogers et al., 2007).

Strana 1, fadek 28: ... with 3 (E£._gracilis) and 4 (B._natans) membranes.

Strana 1, fadek 32: ... (Delwiche, 1999).

Strana 2, fadek 14: ... apicoplast was discovered...

Strana 2, fadek 15: ... which showed to be extraeeHularnuclear and inherits maternally...
Strana 2, fadek 16: ... in situ [kurziva]

Strana 3, fadek 12: ... Yon et al. (Jrok]),

Strana 3, fadek 31: ... as revealed by ...

Strana 4, fadek 11: ... plastid targeteding ...

Strana 4, fadek 12: ... fractions.

Strana 5, fadek 5: ... (Hackett, 2003)

Strana 5, fadek 17: ... It suggests suggesting a ...

Strana 5, posledni fadek musi koncit teckou, kterd je aZ na dal$i strané.

Strana 6, fadek 8: ... Alveolataeisa...

Strana 7, tadek 4: ... such as an apically opened conoid...

Strana 7, fadek 11: ... Morphology_and phylogenetic position of Perkinsus [ne kurziva] sp.
Strana 7, fadek 12: ...molluskes...



Strana 8, fadek 29: ... (Moore et al., 20078 in-press)

Strana 8, fadek 31: ... of the plastid small auelear subunit rRNA...
Strana 8, fadek 36: ... amino_acid...

Strana 11, fadek 12: ... (Hall, 1999).

Strana 11, fadek 17: ... Amino_acid...

Strana 11, fadek 18: ... amino _acide...

Strana 13, fadek 28: ... ,,16S+DINO* dataset (Fig. 23)...

Strana 14, fadek 12: ... sequences are added...

Strana 19, legenda k obr. 6: PsbAML tree LoegDet-tree derived..
Strana 24, fadek 8: ... resuts of “16S™ and “23S”ef are taken..
Strana 25, fadek 14: ... (because of grouping of coccidian and |chybi text]). ..

Citace uvedené v textu a chybé&jici v seznamu literatury:

Rodriguez-Ezpeleta and Philippe, 2006
Kilejan et al.,1975

Chesnick 1996

Pienaar, 2007

Harper, 2005

Patron, 2007

Saldariaga, 2002

Leander and Hoppenrath, 2007

Citace uvedené v seznamu literatury a chybéjici v textu:

Ben Ali et al., 2001
Archibald and Keeling, 2002
Azevedo, 1989
Bachvaroff et al., 2005
Baldauf et al., 2000
Barbrook and Howe, 2000
Barbrook et al., 2005
Barta and Thompson, 2006
Brugerolle, 2002

Bushek et al., 2002

Cai et al., 2003

Carreno et al., 1999
Cavalier-Smith, 2002
Cavalier-Smith, 2002
Cavalier-Smith, 2003
Cathleen et al., 2001
Daugbjerg et al., 2000

De Konig and Keeling
Ellis et al., 1998

Embley and Hirt 1998
Escalante and Ayala, 1995
Foth and McFadden, 2003
Funes et al., 2002

Gast et al., 2006

Gleeson, 2002



Gockel and Hachtel, 2000
Gunderson et al., 1999
Hackett et al., 2005

Harper and Keeling, 2003
Howe et al., 2003

[ida et al., 2007

Inagaki et al., 2000

Inagaki and Roger, 2006
Ishida and Green, 2002
Janson and Grane’li, 2003
Keeling, 2004a

Laatsch et al., 2004
Lang-Unnasch and Aiello, 1999
Leander et al., 2003
McFadden and Waller, 1997
Morrison and Ellis, 1997
Mugridge et al., 1999
Patron et al., 2005

Patron et al., 20006

Petersen et al., 2006
Robbens et al., 2007
Saldariaga et al., 2004
Takishita et al., 2004

Van de Peer and Wachter, 1997
Van de Peer et al., 2000
Waller, 1998

Waller et al., 2003
Williamson et al., 1994
Wilson et al., 1996

Wilson and Williamson, 1997
Yoon et al., 2005

Zardoya et al., 1995

Zhang et al., 2002

Zdojené poloZzKky v seznamu literatury:

Ben Ali et al., 2001
Kohler et al., 1997

Polozky v seznamu literatury, které je potieba rozliSit na a a b:

Brugerolle, 2002
Hackett et al., 2004
Yoon et al., 2002

Polozky v seznamu literatury, u kterych je rok, ¢i hlaskovaini jména nesouhlasi s textem:

Figueras et al., 2001
Moore et al. 2008
Swofford, 2002



Zhang, 2001 [v textu]
Koikea et al., 2005

Dalii chyby v seznamu literatury:

DE LA HERRAN, R, GARRIDO-RAMOS, M. A., NAVAS, J., RUIZ REJON, C,, RUIZ REJON, M.
(1999). Molecular characterization of the

ribosomal RNA gene region of Perkinsus atlanticus: its use in phylogenetic analysis and molecular
diagnostics. Parasitology (2000), 120,

345+353.



