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Magisterska, anglicky psana préace Jany Korelusové je zaloZena na molekularnim
hodnoceni kmenti heterocytéznich sinic, zejména s pouzitim metody sekvence 16S rDNA.
Autorka sama sekvenovala 23 kment, zvladla dobfe tuto metodiku a pouzila své vysledky
spolu s literarnimi udaji a dal$imi vysledky z databank ke konstrukci fylogenetickych
stromecki, k hodnoceni vyvojovych vztahl v této skuping sinic a k rozvinuti teorii o
fylogenetickych procesech heterocytéznich rodu. Prace je tedy zcela moderni, je zaloZena na
progresivnich metodickych a myslenkovych trendech v cyanobakteridlni taxonomii. Ma
vSechny znaky podobnych praci se svymi prednostmi, ale i fatalnimi zapory. Nepochybuji
ovSem, ze muze byt bez problém piijata k publikaci ve vysoce impaktovaném ¢asopise.

Pouzil jsem vyraz ,fatalni zapory*. Na ném trvam, oviem musim zdtraznit, Ze toto
hodnoceni nepada na hlavu autorky, ale mam na mysli vétSinu avantgardnich molekularné-
taxonomickych praci z posledni doby, které jsou k publikaci prednostné piijimany. Jde
v podstaté o to, ze mnozi molekuldrni taxonomové (a zda se, Ze tuto viru pfijala i autorka)
opovrhuji do zna¢né miry tradi¢ni taxonomii a botanickymi nomenklatorickymi pravidly,
usilovné se snazi dokazat, Ze jsou chybnd, ale souc¢asné bez jediného slova pochybnosti
uzivaji stara taxonomicka jména, kterymi jsou jejich kmeny oznaceny. JednodusSe proto, Ze
jim nic jiného nezbyva a kdyby se drzeli jen oznaceni kment, dostanou se do nefesitelnych
konfusi. Ma to nékolik nepiijemnych disledk:

1) Rada kment je Spatné ur€ena. Autorka si je toho védoma, ale na strané 19 pise, Ze ,,s0
many mistakes from so many different sources are improbable®. I kdyby v$ak byla
$patné urCena jen polovina z téch, které chybné oznaceny jsou, byl by to zavazny
problém. Ani autorka se nevyhnula tomu, aby ve veskerém dal$im hodnoceni
neuzivala jména, ktera nekontrolovala. Na jeji obranu musim uznat, Ze to bylo nad
jakékoliv moznosti v magisterské praci.

2) Molekularni analyzy jsou pro souc¢asnou taxonomii nesmirn¢ diilezité a dokonce
rozhodujici, maji vSak predev§im pomadhat fesit taxonomické problémy. Je zajimave,
Ze téméef vSichni autofi vytykaji nedostatky dosavadniho systému, ale pied jakoukoliv
taxonomickou napravou se vétSinou zastavi.

3) Molekuladrni analyzy pochopitelné prokazuji heterogenitu vétSiny rodovych jednotek
sinic. Tento prosty fakt je vSak jen konstatovan a taxonomické feseni chybi. Tim se
stava, ze se Casto diskutuje postaveni rodt na zéklade¢ riznych skupin kment
»exclusive typo®, coz vede k rozliénym negacim dfivéjsiho systému. Pfedpokladal
bych, Ze by taxonomické feSeni nasledovat mélo.

Toto je viak jen vSeobecny uvod a nyni pfipojuji jen nékteré vybrané poznamky k vlastni
praci (abych zkratil oponentské fizeni, prosim aby se autorka vyjadrila jen k bodtim,
ozna¢enym *):
- Nazev je velice Siroky. I kdyz dvahy o fylogenezi heterocytdznich sinic jsou obsahem
zavérecné kapitoly, je titul nadneseny vzhledem k obsahu a vlastni praci
- * Obecné bych mél jednu vytku. Autorka ignoruje v duchu mnoha dal$ich podobnych
Spickovych praci moderni pozadavek tzv. polyfazického hodnoceni taxont. Zejména
morfologie a ekologie pfisly hodné zkrétka (s vyjimkou posledni fylogenetické uivahy,
kde diskutuje vyznam typu vétveni stélky).



* V praci je uzivan jako zaklad bakteriologicky systém z Bergey’s Manual z roku
2001, ktery byl jiz dosti pfekonén a korigovan. I kdyz autorka nesouhlasi

s kombinovanymi navrhy na moderni systémy, které se snazi toto bakteriologické
pojeti sloucit s dal§imi kritérii (Hoffmann & al. 2005a, 2005b), mohla se alespon
zminit, pro¢ je opomenula.

Je zajimavé, ze autorka cituje rozsdhlou molekularni primarni literaturu, korigujici
vztahy mezi jednotlivymi rody sinic, ale vynechala nasledné prace i tychz autort,
obsahujici jejich taxonomické zaveéry. Chybi zde napi. dulezité prace Casamatta & al.
(2006), Gugger & al. (2002), Li & al. (2002), Rajaniemi & al. (2005), Willame & al.
(2006) a dalsi.

* Na strané 4 se autorka zminuje o konfliktu ,,between phylogenetic studies and
morphological classification®. Ale v tom je praveé jadro problému. Molekularni
hodnoceni maji prave pfispét tento konflikt odstranit a vypracovat systém, ktery by
vysvétloval jak fylogenetické vztahy, tak i morfologii. K tomuto tkolu je v3ak tieba
provadét piisludné studie i se znalosti fenotypovych a ostatnich znakt. Neni to
jednoduché, ale praveé to soucasna taxonomie potiebuje. Co si o tom autorka mysli?

* Na strané 9 v charakteristice ,,cluster H1* autorka pise ,,Cluster H1 gathers strains of
cyanobacteria with double false branching™ a jako prvni ptiklad uvadi ,.traditional
Nostocales®. Kde napf. u ¢eledé Nostocaceae je ,,double false branching™, které ma
autorka na mysli?

Strana 9 u charakteristiky H2: ....Rivulariaceae (except two Tolypothrix elenkinii
strains ...)". To je nevhodna formulace. Zafazeni Tolypothrix elenkinii do
Rivulariaceae az dosud snad nikoho nenapadlo.

Strana 9 u charakteristiky H3: ,, This clustering shows polyphyletic origin of some
genera™. Podle systému by mélo zde byt spise fe€eno ,.heterogenitu dosud uznavanych
rodi®.

* Strana 8 az 10 — dotaz: Sekvenované kmeny z rodu Symphyonemopsis tvoti zfejmé
heterogenni komplex. Je uz znama také morfologicka charakteristika jednotlivych
kment, zejm. kmene VAPOR 1? To by mohlo pfispét i k vysvétleni velice dulezité
otazky fylogenese a vymezeni rodu Brasilonema.

Strana 10: Brasilonema roberti-lamii (nikoliv ,,Jammi*) je pivodné popsana z ostrova
Guadeloupe, nikoliv z centralniho Mexika (tam byl tento druh nalezen pozdgji).
Strana 12 a jinde: autorka diskutuje postaveni rodu Zolypothrix na nékolika mistech.
To je ale heterogenni rod, jak vyplyva z fylogenetického hodnoceni. Jestlize
uvazujeme o postaveni tohoto rodu, musime vychazet z vétve, ktera obsahuje typovy
druh, coz je T. distorta ( a ta perfektné odpovida postaveni HS5.1 — strana 20). VSechny
ostatni subclustery s jinymi druhy .,7olypothrix* se lisi 1 morfologicky a musi byt
klasifikovany ziejmé do jinych rodt. Tato skutecnost by méla byt respektovéana i v
dalsich komentarich a diskusich.

* Strana 13 a 24-25: Autorka poukazuje u rodu Chlorogloeopsis na to, ze Ch. fritschii
a kmeny Chlorogloeopsis z Grénska se lisi na irovni 2 rodu. To je velice zajimavé a
melo by to byt vyfeSeno alespon v budoucnu. Autorka piSe, Ze ,,morphological data
are not available™. Od Chlorogloeopsis fritschii to neni pravda, gronské kmeny, které
maji evidentné docela odlisnou ekologii, by to ov§em bylo potieba. Pochybuji, Ze se
jedna jen o ,.cryptogenera®. VyfeSeni tohoto problému by bylo o to zavazné&jsi, jestlize
autorka rozviji na stran¢ 24-25 hypotézu o tomto rodu jako piedku hetorocytéznich
sinic. Neni mi jasné k jakému ,,Chlorogloeopsis™ se vztahuje véta ,,This organism (or
its sequence) is not available™. Pokud k néjakému . hypothetical ancestor”, pak je cela
teorie dosti labilni.



* Strana 14: K diskusi o vyznamu pravého vétveni pro fylogenesi a klasifikaci
cyanobakterii méla byt pouzita ur¢ité také prace Golubic & al. (1996), ktera se tyka
pfimo této problematiky.

* Strana 18: K rozsahlé diskusi o clusteru H4 pokladam za nezbytné provést
fenotypovou kontrolu sekvenovaného kmene rodu Petalonema. Stalo se tak? Je to
jinak velmi hypoteticka tivaha.

Strana 18-19: Rovnéz v clusteru HS jsou n€které zavéry bez soucasné revize kmenii
velmi problematické. Capsosira lowei evidentné neodpovida popisované heteropolarni
stélce ptivodniho typu rodu Capsosira. Mimo to v celé skupiné existuje jiz mnoho
piiklada ,,vétveni® nebo alespon podélného déleni bunék u nékolika rodd. Nevim, pro¢
by komplex Nostoc, Anabaena, Aphanizomenon a Trichormus mé¢l byt vic
problematicky nez kterykoliv jiny z této skupiny. Zkratku NAAT povazuji za
piebytec¢nou (je to podobné jako ,,LPP-groups® a obdobna znaceni bakteriologt).
Jednak vSechny jednotlivé rody v této skupiné obsazené jsou evidentné heterogenni a
musi byt rozdéleny do nizSich genetickych jednotek (co tedy vlastné do toho
komplexu NAAT spada?), jednak nazyvat tuto skupinu ,,morphotypem® neni spravné.
Jako morfotypy byly dosud povazovany morfologicky odlidné jednotky v ramci
jednoho genotypu, zde jde o pravy opak.

S tim souvisi i hodnoceni na stran€ 21-23. Autorka pise ,,Any clear taxonomic
characters do not support the inner division of the cluster. To ovSem plati jen

v piipadé, ze se vezmou nekriticky pouze sekvence bez soucasné revize kment a

k tomu se pouzivaji uvedend nerevidovana jména. Smyslem moderni taxonomie by
praveé mélo byt hledani téch morfologickych znak, které jsou v koincidenci

s genetickymi analyzami a provedeni ptislusnych revisi a taxonomickych oprav.

K tomuto cili se jiz bohuzel autorka nedostala. Tomu se vSak nelze divit, je to dalsi
obrovska prace, autorka mohla byt v8ak v tomto sméru opatrnéjsi a piesnéjsi ve
formulacich.

Strana 21-22: Prikladem urychlen€ho zevSeobecnéni jsou napi. diskuse o rodech
Tolypothrix, Trichormus (Ktery je rovné€Z heterogenni), o komplexu
Anabaena/Aphanizomenon (kde autorka nezdlraznila, Ze se jedna jen o ¢ast
planktonnich druht Anabaen), o rodech Anabaenopsis a Cyanospira, které se lisi
strategii tvorby akinet, Nodularia (kde jsou sekvenovany jen planktonni kmeny) atd.
Strana 24-25 — Zavére¢na kapitola je vénovéana hypothese o evoluci heterocytéznich
cyanobakterii, zalozenych na vychozich rodech Chroococcidiopsis/Chlorogloeopsis.
Je to jisté docela zajimava teorie, ale jeji podpofeni zaloZené piedevsim na schopnosti
fixace atmosférického dusiku v anaerobnim prostfedi prostfednictvim
specializovanych bunék je nedostate¢né. Samoziejme fylogeneticka pozice téchto rodu
by méla byt prvnim argumentem. Existuje vsak i fada dal$ich neheterocyt6znich
vlaknitych sinic se stejnou charakteristikou dusikového metabolizmu (7richodesmium,
Planktothrix — diazocyty). Mozna by mohly byt dale zminény i dal$i podobné teorie
evoluce heterocytoznich sinic, napt. Adamsova, zaloZena na srovnani struktury stén u
Oscillatoria a Nostoc, tedy poukazujici na zcela odlisné, ale zavazné fylogenetické
vztahy.

* Strana 27 (zavéry): Nerozumim zcela smyslu véty ,,Brasilonema... It is considered
to be an ancient genus because its phylogeny does not correlate with geographical
distribution.” Rovnéz zaver s Tolypothrix a Calothrix je nepiesveédCivy, protoze se
nejedna o oba rody v celém rozsahu, napf. ani kmene typového druhu rodu
Tolypothrix se to netyka.



Zavér:

NicmAné hodnotim-li praci Jany Korelusové jako védeckou studii v kontextu se soucasnym
stavem védy o cyanobakteriich, mnozZstvi a preciznost vykonané prace, koncepéni stranku i
zplsob zpracovani, musim konstatovat, Ze piinasi fadu novych poznatki a patif mezi
mimotadné magisterské disertace. ProtoZe zastavam nazor, ze hodnotit se ma to, co autor
skuteéné udélal a ne to, co jesté udélat mohl a nebo mél udélat jinak podle nazoru oponenta,

navrhuji proto jednozna¢né hodnoceni stupném vyborné.

Prof. RNDr. Jifi Komarék



Oponentsky posudek magisterské diplomové price
Phylogeny of heterocystous cyanobacteria
vypracované Janou Korelusovou

PiedloZena prace se zabyvéa fylogenezi sinic tvoficich heterocyty metodami molekularni
fylogeneze, predevsim pomoci analyzy 16S rDNA.

Vivodu se autorka zabyva soucasnym stavem taxonomie sinic, ktery je zaloZen na syntéze
klasickych a molekularnich pfistupti. Tato syntéza neni &asto jednoduch4, autorka upozoriiuje na
mozZné problémy svyuzitim 16S sekvenci pro molekularni fylogenezi. Pfinejmensim jeden
z diskutovanych problémi, Spatné primarni uréeni sekvenovanych kmend, v autoréing p¥ipadé ur¢its
nehrozi.

Vlastni experimentélni prace spo¢iva v ziskani 23 novych sekvenci 16S rDNA. Kmeny sinic
nebyly vybrany néhodné, cilené se sekvenovaly kmeny rod nedostate¢né zastoupenych v databazi,
tak aby doslo k zaplnéni mezer ve fylogenetickém stromecku. PCR produkty 16S rDNA byly pfimo
sekvenovany bez klonovéani. Vlastni sekvence doplnilo celkem 600 sekvenci 16S rDNA sinic
tvoricich heterocyty z databaze GenBank.

Diiraz préce je poloZen na kritickou analyzu vlastnich i cizich dat. Vysledky jsou shrnuty
v nékolika fylogenetickych stromeccich a doprovazeny diskusi. Analyza vedla k nékolika originalnim
vysledkim:

- Byl potvrzen monofyleticky ptivod sinic tvoficich heterocysty.

- Byl potvrzen pantropicky vyskyt rodu Brasilonema. Zajimavy byl vysledek, Ze geneticka piibuznost
izolovanych kment nekorelovala s jejich geografickou distribuci.

- V nekolika pfipadech nekorelovaly tradi¢ni a fylogenetické skupiny sinic. Vé&tsinou, tak jak je
obvyklé u jednoduchych organismi, morfologické znaky nebyly schopny postihnout genetickou
variabilitu. V jednom pfipad€ doSlo piekvapivé i k situaci opa¢né. Zastupci rodt Raphidiopsis a
Cylindrospermopsis byli ve fylogenetickém stromec¢ku vzajemné promichany, coz indikuje
nevhodnost ¢i proménlivost pouzitych tradi¢nich taxonomickych znaki.

- V préci jsou dokumentovany dva mozné piipady horizontalniho transferu genti, v jednou pfipadé se

jednd o kratky inzert v regionu V1 16S rDNA pfitomny u nékterych a chybé&jici u jinych zastupci

téze skupiny. Vzhledem k wvnitini heterogenité¢ tohoto fragmentu u pfibuznych sinic je
pravdépodobné, Ze nejde o inzerci recentni. V druhém piipadé jde o existenci dvou naprosto

rozdilnych sekvenci 16S rDNA u téhoZ kmene z nichZ jedna reprezentuje fuzni gen mezi sinicovou a

bakterialni 16S rDNA. Nékolik neptimych dikazi indikuje, Ze v tomto p¥ipad€ nejde o artefakt.

V zavéru prace je navrZen prubéh fylogeneze sinic tvoficich heterocyty. Navrzena hypotéza i
pouzité argumenty jsou logické, nicméné vzhledem ke své specializaci je nejsem schopen posoudit.

Konkrétni pFipominky
Proceeding — preceeding str. 11 odst. 1
Sekvenovany kmen Fischerella sp. PAP92 jsem nenasel ani ve vysledcich ani ve strome&cich.

Vzhledem k souhrnému charakteru prace mi chybély odkazy na nékteré prace pfimo souvisejici
s tématem, napf.:
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R. Ueno, V. A. R. Huss, N. Urano, S. Watabe: Direct evidence for redundant segmental replacement
between multiple 18S rRNA genes in a single Prototheca strain. Microbiology 153 (2007), 3879-
3893

S. R. Miller, R. W. Castenholz, D. Pedersen: Phylogeography of the Thermophilic Cyanobacterium
Mastigocladus laminosus. Applied and Environmental Microbiology, 73 (2007), 4751-4759

Dotazy

1. Da se na zakladé sou€asnych znalosti (akinety) modelovy kmen Nostoc sp. PCC 7120 (ptvodné

Anabaena sp. PCC 7120) zaradit do rodu Trichormus?

2. Sekvence vloZenda do V1 tvoii vice ¢ méné dokonaly palindrom indikujici vlasenkovou
sekundarni strukturu rRNA (napf. téméf perfektni palindrom u sekvence AB093487,
ACTATGTAGAGACCTAGCATTGCTACGTCTCTACATCGT). Je toto uspotadani typické i
pro dalsi V1 tseky u bakterii?

Zavér:

Podle mého nazoru splnila predloZzena prace své cile. Navic ukazala jak je dilezity kriticky vybér
kmeni pro sekvenovani. Diplomovou praci Jany Korelusové doporucuji k obhajobé a navrhuji
znamku vyborné.
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Martin Tichy

V Tieboni, dne 26. kvétna 2008
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