V Praze, 20.5.2007

Posudek na magisterskou diplomovou prici Tomase Chrudimského ,,Molecular
characterization of novel symbiotic alveolate isolated from corals*

Ve své diplomové praci se autor vénuje zavaznému a aktudlnimu tématu fotosyntetickych
piibuznych apikomplex. Na apikoplasty i blizkou ptibuznost nefotosyntetickych apikomplex a
fotosyntetickych obrnének jsme si jiz zvykli, v tomto pfipad€ se vSak nejspiSe jedna o
opravdu blizkého ptibuzného apikomplex, anebo dokonce o jejich vnitini skupinu. Tento
objev povazuji za mimofadné vyznamny i zajimavy.

Price je psana v anglictiné a je, pres relativné Casté pieklepy a gramaticke chyby,
dobfe srozumitelna. Za viechny pieklepy uvedu piiklad, ktery meé nejvice upoutal: na jediné
strané (str. 34) jsou pro ziejmé jediny taxon pouzity nazvy Hematosporidia, Haematosporidia,
Heamosporidia, Heamatosporidia. Na téZe stran€ se potom bez vysvétleni vykytuje jeste
nadiizeny taxon Haematozoa, coz €ini tuto ¢ast textu ponékud nepiehlednou.

Kapitola Uvod struéné piedstavuje na deseti stranach alveolaty, jejich plastidy a
mitochondrie a vénuje se i symbiozam korald. Prave uvod je, podle mého nazoru, z celé prace
nejslabsi ¢asti a mam k nému fadu pripominek. Nejzavaznéjsi z nich se tyka absence jakekoli
zminky o studovaném izolatu RM12. Ctenaf tak snadno ziska dojem, Ze predlozena prace se
zabyva i samotnym objevem tohoto organismu a pravem se miize ptat, pro¢ nebyl vyzkum
tohoto organismu zah4jen analyzou jaderné SSU rDNA nebo zakladni morfologickou
charakterizaci. Toto nedorozuméni je vysvétleno az v diskusi, kde se ¢tenai dozvi, ze, ackoli
tato data nebyla dosud publikovéna, jsou jiz znamy sekvence n€kolika jadernych a
plastidovych gent tohoto organismu. Za zminku stoji i to, Ze je znama ultrastruktura tohoto
organismu a Ze jiz bylo formulovano nékolik hypotéz o fylogenetické pozici RM12.
Vzhledem k tomu, Ze pfedloZend prace se také zabyva fylogenetickou pozici tohoto
organismu, postradam v uvodu kapitolu (nebo alespori podrobnéjsi zminku) o colpodellach,
v jejichZ blizkosti (mimojiné) je pdvod RM12 hledan. Na stran€ 8 se autor piiklani k velice
kontroverzni (a nejspi§ pomylené) hypotéze Cavaliera-Smithe jednotného plivodu plastida
euglenoidei a chlorarachniofyt, pfitom neuznava opét kontroverzni a zavrhovanou hypotézu
monofylie rhizarii a exkavat. Mohl by tento sviij postoj vysvétlit? Na str. 12 nesouhlasim
s tvrzenim, Ze syntroficka hypotéza eukaryogeneze (Moreira a Garcia) je ,,velmi podobn4*
vodikové hypotéze (Martin a Miiller). Ve skute¢nosti jsou dosti odli$né, napf. pravé ve vztahu
k ptivodu mitochondrie, kterym se dany odstavec zabyva. Kone¢né kapitola o koralovych
endosymbi6zach mi bez zminky o organismu RM12 pfipada v daném kontextu zbytecna.

Pouzitd metodika je pfehledné popsana na 12 stranach. Domnivam se, Ze 1 u ostatnich
datasetii cox1, nejenom u datasetu 6, mély byt sekvence analyzovany také jako kodujici
nukleotidy (nejenom jako aminokyseliny). ProtoZe rizné datasety obsahuji rizny pocet
organismi, u kterych byl pfedpoklad tvorby dlouhych vétvi, LBA artefakt by se u nekterych
nemusel projevit. PrestoZe je na prvni pohled vidét, Ze ziskané topologie nejsou piili$ stabilni
a jejich statisticka podpora je nizka, byla jejich podpora n€jakym zplsobem testovana (napf.
AU testem)? Byl analyzovéan konkatenat jadernych a mitochondrialnich gent? Pokud ne,
proc¢?

Vysledky jsou shrnuty na 14 stranach. Byly ziskany ¢aste¢né nebo uplné sekvence
genti pro cytosolickou GAPDH, cox1, H2A a H2B, byly provedeny fylogenetické analyzy a
hybridizaci se znatenou sekvenci cox1 na elektroforéze byla odhadovana velikost
mitochondrialniho genomu. V této kapitole mi vadi ne-li nedostate¢né, pak pfinejmensim
nestandardni popisky fylogenetickych stromd, tedy vétSiny obrazki. Mam na mysli napt.
identickou legendu u obr. 3 a 4 (i kdyz topologie stromtl je jind; neni zde napi. uvedeno, o
které datasety se zde jedna), absenci informace, zda byly analyzovany aminokyseliny nebo



kodujici nukleotidy u obr. 11 apod. (prakticky na kazdém popisku by se néco naslo). Z textu
sice vyplyva, co piesné ktery obrazek znamend, Gtenai vsak musi asto tuto informaci hledat a
orientace v této kapitole je tak ztizena. Abych pouze nekritizoval — objem i kvalita ziskanych
dat postacuji k jejich smysluplné interpretaci a ke tvorb& fylogenetickych hypotéz.

Diskuse (8 stran) mi svou koncepci pfipada mirné zmaten4 a dovedl bych si ji
predstavit prehlednéjsi. Na za¢atku se objevuji informace o izolatu RM12, které bych, jak
Jsem jiZ zminil, uvital jiZ v ivodu. Poté autor rozebira mozné fylogenetické pozice RM12 a
dospiva k zavéru, ze se jedna o ptibuzného apikomplex, spise nez o obrnénku. To, Ze vétsina
ziskanych dat neumozZiuje jednoznaény piiklon k té které hypotéze, neni v zadném pripadé
vina autora (nebo né€koho jiného), RM12 je nejspise organismus mysteriozni, ktery své
tajemstvi snadno nevyda. K diskusi mam nékolik otézek a pfipominek. Je znamo néco o
histonech bazélnich (Perkinsus, Syndiniales) nebo i (pravdépodobné) odvozenych
(Blastodiniales, Noctiluca) obrnének, které alespoii v ¢asti Zivotniho cyklu nemaji
dinokaryon? Z pohledu na obr. 9 mi pfipadd, Ze H2A organismu RM12 je velmi podobny
nejen histonu apikomplex, ale napf. i stramenopil a jisté i jinych eukaryot. Spolu s existenci
histonu H2B mi tato podobnost nepiijde jako silny argument ptibuznosti RM12 a apikomplex,
jak se piSe na str. 43, spiSe je to podpora uZ z jinych vysledka vyplyvajici hypotézy, ze RM12
neni dinokaryotni obrnénka. Co je mysleno vyrazem ,,primitivni fady apikomplex, jako
Haemosporidia a Piroplasmida“?

Na zaveér bych se zeptal, kterd data (mysleno ze v8ech jemu dostupnych) povazuje
autor za nejvice vypovidajici o fylogenetické pozici organismu RM12 a zda se rozhodl mezi
moznymi fylogenetickymi hypotézami (nyni mam na mysli vyb&r mezi Colpodella, kokcidie,
anebo néco uplné jiného z piibuznosti apikomplex nebo myzozof).

Pies vySe zminéné vyhrady hodnotim pfedloZenou praci Tomase Chrudimského jako celek
pozitivné a predpokladam, Ze spliiuje formalni pozadavky kladené na magisterskou
diplomovou praci. Jako takovou ji tedy doporucuji k obhajobg, konkrétni ohodnoceni
ponechavam na pfislusné komisi.

RNDr. Ivan Cepicka, Ph.D.
Katedra zoologie PiF UK
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Oponentsky posudek diplomové prace:

,Molecular characterization of novel symbiotic alveolate isolated from cgrals“
Tomas Chrudimsky, Biologicka fakulta, JihoCeska univerzita v Ceskych
Budgjovicich, 2007

Dostalo se mi cti byt osloven Ing. Miroslavem Obornikem, Ph.D., s prosbou o vypracovani
oponentského posudku diplomové prace jeho studenta Tomase Chrudimského. Diplomova prace se
tykd nesmirn¢ zajimavého problému, a to molekularni charakterisace nového, formalné dosud
nepopsaného zastupce eukaryotické skupiny Alveolata vyznacujiciho se unikatnimi ryse, predevsim
piitomnosti fotosynteticky aktivniho plastidu.

Cile prace, explicitné uvedeny na stran€ 15 posuzovaného dila, byly tfi: stanoveni
fylogenetické posice nového alveolata RMI12 na zakladé molekularné fylogenetické analyzy
proteinovych geni, hledani znakt alveolata RM12 sdilenych s jinymi skupinami alveolat, a konené
stanoveni velikosti mitochondridlniho genomu tohoto organismu. Takto stanovené cile jsou velmi
ambiciozni a vice nez dostate¢né nosné pro vyzkumny projekt magisterského studenta.

Text diplomové prace je napsan v angli¢tiné ¢lenén obvyklym a proporéné vyvazenym
zptsobem do kapitol tivodu, materiald a metod, vysledki, diskuse, a zavéru. Rozvrzeni samotného
obsahu mezi jednotlivé kapitoly je v3ak jiz méné S$tastné, zejména pokud jde o kapitoly tivod a
diskuse, a zCasti téz kapitoly material a metody a vysledky. Pied kapitolou Introduction nebo na jejim
zacatku velmi postrddam pasaz, kterd by struné predstavila pfedmét prace, tj. alveolata RM12. O
tomto organismu neni v celém ivodu ani zminka a zakladni fakta, napfiklad Ze jde o dosud nepopsany
fotosyntetizujici organismus s plastidem izolovany z koralu Plesiastrea versipora skupinou vedenou
Robertem Moorem, je mozné se dozvédét az v kapitole Discussion. Heslovité uvedeni cili prace na
stran€ 15 je sice uziteCné, chybi vSak rozvaha o postupu vlastni experimentalni prace, tedy zdivodnéni
vybéru charakterisovanych gent. Bez obdobného uvedeni tak ¢tenafi zcela unika kontext a ztéZuje
pochopeni kapitoly Introduction a Results. Pfitom sta¢ilo pfesunout po mirnych apravach nékteré
odstavce z diskuse na zacatek prace.

V kapitole Introduction se autor pokousi shrnout sou€asné znalosti o biologii a diversité
eukaryotické skupiny Alveolata, podrobnéji se pak vénuje plastidim a mitochondriim alveolat. Z textu
je zfejmé, Ze se autor seznamil s rozsahlou literaturou o alveolatech, pfesto mam ke kapitole avodu
né€kolik vyhrad. Autor vénuje samostatné kapitoly tfem hlavnim skupinam alveolat, tedy nalevnikiim,
vytrusovelim a obrnénkam, avSak zcela opomiji alespoil uvést, Zze Alveolata zahrnuji dal$i skupiny,
napfiklad perkinsidy. Tyto skupiny, byt méné vyznamné co do po¢tu druhii, jsou nesmirné vyznamné
z hlediska pochopeni evoluce alveolat a jejich plastidu, a tedy i studovaného organismu RM12, viz
napf. nedavno publikované doklady pro pritomnost plastidu u rodu Perkinsus. Pasaz o nélevnicich je
zbyte¢n¢ obecna a rozvlekla (bylo mozno napf. vynechat vysvétleni toho, co jsou fasinky). Odkaz na
praci Perkins et al 2001a (str. 5) v tomto oddile je mylny, nebot’ strankdm v citovaném zdroji [The
illustrated guide to the protozooa,2nd Edn. (Lee J.J., Leedale G.F., Bradbury P., Eds.), pp. 371-655,
Allen Press, Lawrence, USA] odpovida kapitola o nalevnicich, jejimiz autory jsou Lynn a Small.
Popis charakteru plastidii u obrnének na strané Sest nepovazuji za vystizny. Jednak by bylo vhodné&;si
vyhnout se kategorickému tvrzeni o tom, Ze peridininovy plastid je sekundarni, nebot’ to je pfedmétem
sporu a charakterisace plastidu organismu RM12 by mohla pomoci tuto zileZitost roziesit. Dale neni
pravda Ze ostatni fotosyntetizujici obrnénky (tj. ty bez peridininového plastidu) maji jen terciarni
plastidy nebo kleptoplastidy. Napiiklad rod Lepidodinium ma podle vieho sekundarni plastid
odvozeny od prasinofytni zelené fasy. Autor si je plastidi odvozenych od prasinofytnich fas védom,
ale nespravné o nich niZe (str. 9) hovofi jako o terciarnich plastidech. Za nepodloZené povaZuji tvrzeni
v pasazi o vytrusovcich, Ze kolpodelidi pfedstavuji jeden z pfipadi sekundarni ztraty plastidu, nebot’
nedavny objev plastidu u rodu Perkinsus a heterotrofnich obrnének i samotny pozdni objev
apikoplastu u jinak intenzivné studovanych vytrusovcu jednoznaéné ukazuji, Ze plastid se bé&zné
vyskytuje i u organismi, u nichz tradi¢né neni zndm, a bez detailniho studia v&etné analyzy genomu
nebo alespoii EST sekvenci, které u kopodelid dosud nebylo provedeno, je nutno nechat otazku



pfitomnosti ¢i absence plastidu otevienou. Z vy3e uvedeného rovnéz plyne, Ze se autor na stran& devét
myli, kdyZ hovoti a rodu Perkinsus coby o nedavno popsaném organismu bez plastidu, a navic jsou
zastupci tohoto rodu znami desitky let. Tvrzeni o sekundérni ztraté plastidu u rodu Cryptosporidium
by bylo vhodné opfit o citaci ¢lanku popisujiciho analyzu kompletniho genomu kryptosporidia
(Abrahamsen et al., Science 304:441-5, 2004), nebot teprve tato prace potvrdila absenci apikoplastu, a
citaci na praci dokladajici geny v genomu kryptosporidia pravdépodobné odvozené ze nyni jiz
ztraceného plastidu (Huang et al., Genome Biol 5:R88, 2004). V popisu primarnich a sekundarnich
endosymbioz, které daly vzniknout jednotlivym typim plastidd, se rovnéz najde fada nepresnosti,
napf. kategoricky uvedené datovani udalosti primarni endosymbiézy do doby pied 1,6 miliardou let a
sekundarni endosymbiozy v Cervené linii do doby pfed 1,3 miliardy let — ptimé doklady z fosilniho
zaznamu neexistuji a datovani pomoci molekularnich hodin je sporné, nékolik praci z posledni doby
datuje vznik samotnych eukaryot teprve do doby okolo 1,2 miliardy let. Na stran& osm autor hovofi o
sekundéarni endosymbiose zpiisobem, jako by tato udélost nastala jen jednou a dala vzniknout &ervené
i zelené linii plastidi, coz je samoziejmé nesmysl. Nespravné je tvrzeni, ze sekundarni zelené plastidy
u krasnoocek a chlorarachniophyt jsou monofyletického piivodu, byt se autor opira o referenci na
praci renomovaného autora (Cavalier-Smith, 1999). Tato od pocatku kontroverzni hypotéza byla
prakticky vyvracena nedavnou fylogenetickou analyzou postavenou na Gplné sekvenci plastidového
genomu chlorarachiophyta Bigelowiella natans. Na strané deset v souvislosti s evoluénim piivodem
plastidové GAPDH u chromalveolat nepfesné pouziva pojem ,homologni®. U tabulky 1 chybi odkaz
na literarni pramen (patrné se jedna o u¢ebnici Graham a Wilcox, 2000). Hodné zavadg&jici v pasazi o
teoriich vysvétlujicich vznik mitochondrie je tvrzeni, Ze syntrofickd hypotéza Moreiry a Lopez-
Garciové je velmi podobna vodikové hypotéze Martina a Mullera. U prvé je deltaproteobakterie
hostitelskou buiikou pro archebakterii davajici vznik jadru a takto vznikla chiméra pozdgji p¥ijima
alfaproteobakterialniho endosymbionta — pfedchiidce mitochondrie, u druhé je hostitelskou buiikou
pro alfaproteobakterii pfimo archebakterie.

Ke kapitole pojednavajici o pouzitych experimentalnich metodach nemém vétich vyhrad,
vyjma zcela nesrozumitelné pasaZe popisujici zpusob ziskani sekvenci oblasti genu cox! vné oblasti
vymezené primery BROWNKOXI1f a KOXI1R2 a ob&asnych formalnich nedostatkii (napf. uvedeni
nazvu restrikéniho enzymu EcoRI v podobé odporujici konvenci).

Kapitola Results doklada, ze autor v prib&hu feSeni svého diplomového projektu odvedl
mnozstvi dobré préce, ale jeji zpracovani do textu je celkové spiSe nestastné. To, Ze popisované nové
ziskané sekvence pochazeji z alveolata RM12 a nikoliv dalsich organismd, si musi ¢tenat domyslet.
Neni jasné, jak byly spocteny hodnoty nukleotidovych frekvenci v tabulce 3 a 5 (u druhé tabulky navic
nevhodné oznacené jako ,nucleotide rates*), hodnoty jsou uvadény pro skupiny organismi, byt je
ziejmé, Ze se ty hodnoty lisi u kazdého jednotlivého genu. Vysledky série fylogenetickych analyz
genu cox/ jsou presentovany zmatené. Autor nevysvétluje diivod, pro¢ nukleotidové sekvence
analyzoval pravé a jen pro dataset 6. Viibec nerozumim tomu, pro¢ ve stromech na obrazcich dva az
Sest autor nezobrazuje pro Alveolata jednotlivé operaéni taxonomické jednotky, &imz zastira vnitini
topologii v podobé boxii zobrazenych podstromt. U obrazku 2 neni zfejmé, které sekvence poslouzily
Jako outgroup. Na strané 26 autor hovofi o tom, Z¢ se zménou sloZeni sekvenéniho datasetu se
v nékterych pripadech RM12 objevil bazalng€ k obrnénkam, ale viibec neni jasné v kterych piipadech a
chybi jakdkoliv obrazova dokumentace. RovnéZz postradam obrazky s vysledky analyz datasetii 1, 7 a
9. Posledni véta této paséZe je pak redundantni (ve stejném znéni se vyskytuje na predchozi strance).

V pasazi o stanoveni velikosti mitochondridlniho genomu, stejn& jako v popisu obrazku 7,
chybi jakékoliv specifikace experimentalniho postupu predchazejictho samotné hybridisaci
s radioaktivni probou, takze Ctenaf musi pracné rekonstruovat z kapitoly Methods, jak vlastng obrazek
7 vznikl. Nikde ztextu ani z pospisku obrazki 10 a 11 jednozna&né nevyplyva, jestli na nich
zobrazené fylogenetické stromy byly odvozeny od aminokyselinovych anebo nukleotidovych
sekvenci. Prvni véta na strané 34 odkazuje na obrazek 11, byt tento v Z4dném pfipadé nezobrazuje
vysledky v této vété diskutované a obrazek s témito vysledky v praci zcela chybi. Tvrzeni na strang 33,
ze sekvence histonu H2A u RMI2 se velmi odliSuje od sekvenci obrnének a je spise pribuzna
k sekvencim zjinych alveoldt, neni podepfeno Zzadnymi ¢&iselnymi Gdaji nebo fylogenetickym
stromem. U Zadné fylogenetické analyzy v celé praci neni uveden polet posic alignmentu pouzity pro
analyzu, chybi ,,accession numbers* sekvenci z databazi.



V kapitole diskuse, ktera jinak charakterem vyhovuje narokidl kladenym na tuto Cast, se opét
najde fada problematickych mist, zejména pokud jde o odstavec za¢inajici na stran€ 40 a pokralujici
na strané nasledujici. Rozhodn& bych nesouhlasil stvrzenim o GAPDH v prvni vété odstavce.
V souvislosti s fylogenetickou analyzou tohoto genu autor hovofi o vysledcich na datasetech 3 a 6, coz
je evidentni omyl zptisobeny zam&nou s genem cox/, nebot’ nikde v metodach nebo vysledcich neni o
takovychto datasetech u genu GAPDH zminka a Zadné obdobné vysledky neni v praci nikde mozno
nalézt. Nesouhlasim s tvrzenim na strané 43, Ze piitomnost histonu H2B u RM12 podporuje jeho
pfibuznost s vytrusovci, nebot tento histon se vyskytuje i nékterych alveolat blize piibuznych
obrnénkam neZ vytrusovcil (napt. Perkinsus). Obdobna vytka pak plati i pro oddil Conclusions.

To 7e je prace napsani v angliéting, velmi vitdm, nebot’ to povazuji za idedlni zpisob, jak
za&inajici védec muZe ziskat obrovské mnoZzstvi zkuSenosti s psanim anglickych odbornych textu.
Nelze pochopitelné predpokladat, Ze anglicky text magisterského studenta bude bezchybny, presto se
viak ob4vam, Ze téch jazykovych nedostatkil je zbyte&né mnoho. Mdm za to, Ze autor svijj text
nekonzultoval s nékym s lepsi znalosti anglitiny (at’ uz Skolitelem, nebo kymkoliv jinym), €imZ se
piipravil o moZnost zjistit, kde jsou nejvétsi slabiny jeho anglictiny a jakych chyb se propfisté
vyvarovat. Nedostatky v pouziti anglického jazyka se dotykaji mnoha jeho stranek, at’ jiz jde chybné
voleni jednotlivych slov a gramatickych tvarii, Spatny slovosled ve vétach, obrovské mnozstvi
chybgjicich nebo nespravné pouzitych neuréitych a ur€itych ¢leni (chyba je i v samotném nazvu
prace!), &i chyby v interpunkci a ve stylistice misty zna¢né zt€Zujici pochopeni toho, co piesné se
autor snazi vyjadfit.

Na zavér je mozné konstatovat, Ze se autor béhem price na svém diplomnim projektu
seznamil s bohatou $kalou metodickych postupi molekularni biologie a fylogenetiky a ziskal mnoho
cennych experimentalnich dat, kterd zajisté poslouzi v dalsim studiu organismu RMI2 a
pravdépodobné se i stanou souéasti kvalitnich védeckych publikaci. Nedostatky samotného zpracovani

textu diplomové prace jsou viak takového rozsahu, Ze mi nezbyva nez navrhnout hodnoceni velmi
dobre.
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