V Praze, 21.5.2008

Posudek na magisterskou diplomovou praci Evy Noviakové ,,Arsenophonus, an emerging
clade of intracellular symbionts with a broad host distribution*

Ve své magisterské diplomové praci se autorka zabyva fylogenezi bakteridlnich symbiontii
hmyzu rodu Arsenophonus. Tyto y-proteobakterie jsou diky Sirokému hostitelskému spektru a
veliké diverzité vztahi k hostiteli zfejmé na nejlepsi cesté stat se jednou z modelovych skupin
ve vyzkumu symbiéz hmyzu. Prace je psana srozumitelnou angli¢tinou a ob&asné pieklepy ¢i
gramatické chyby (napf. nekolik riznych podob slova Enterobacteriaceae, Pseudomonas
aeroginosa misto aeruginosa, nebo desetinné ¢arky misto te¢ek) nenarusily muj celkoveé
dobry dojem z textu.

Prace je sepsana ve forme ¢lanku pfipraveného k zaslani do tisku. Z toho nutn¢
vyplyva jista stru¢nost oproti ,.klasické formé diplomovych praci. To jsem si uvédomoval
predevsim v sekcei Uvod (3 strany) shrnujici dosavadni znalosti o rodu Arsenophonus, kde
bych jako nespecialista v daném oboru uvital podrobnéjsi informace i o problematice hmyzo-
bakterialnich symbi6z obecné.

Metodicka &ast zahrnuje 4 strany. Autorka si zjevné osvojila zakladni metody
molekularni biologie a fylogenetiky, jako jsou izolace, klonovani a sekvenace DNA, tvorba
alignmentu a préce s nim, tvorba fylogenetickych stromi. Zvlast¢ ocenuji jeji schopnost
neztratit hlavu u analyzy rozsahlych datasetli. K metodice mam nékolik dotazi:

1.V textu postradam informaci o tom, zda byla DNA izolovana z celého hmyziho
jedince ¢i pouze z nékterych jeho &asti. Pfedevsim v jakych orgénech se Arsenophonus
vyskytuje?

2. Byl GC obsah vypo¢itavan z celych sekvenci nebo z ofezanych alignmenta?
3. Jakym zplisobem a pro¢ byl zvolen substitu¢ni model GTR + I" + I?

4. Pro¢ nebyla provedena bootstrapova analyza? Bylo to pouze z divodu nadmérné
velikosti dataseti? A pro¢ nejsou ani v textu ani v obrazcich uvedeny hodnoty
Bayesian posterior probability? Je to z diivodu, Ze jim autorka nedtivétuje?

5. Nebylo by lepsi oznalovat symbionty jinak nez pouze jmény jejich hostitelskych
druhti? Takto se v jednom stromu vedle sebe objevuji Pseudomonas aeruginosa a
Lipoptena cervi.

6. Jednalo se u rodu Lipoptena skute¢né o druh L. cervi? Pokud si dobfe vzpominam, Dr.
J. Votypka nedavno zjistil, Ze naprosta vétsina zastupcl tohoto rodu v jeho sbirce patti
do druhu L. fortisetosa.

Sekee Vysledky se sklada ze dvou stran textu a fady fylogenetickych stromi. Autorka ziskala
34 sekvenci SSU rDNA rodu Arsenophonus z cca 13 druht klo§i, muchuli, mravencii a msic.
Ze ziskanych sekvenci a z piibuznych sekvenci z GenBanku vytvofila 6 alignmentu liSicich se
ve slozeni sekvenci a v mife ,,ofezani“. Tyto datasety poté analyzovala.

Mam nasledujici dotaz:

7. Jaka byla prevalence Arsenophonus u studovaného hmyzu? Jaky byl celkovy soubor
zkoumaného hmyzu?



Diskuse (7 stran) je ¢tiva a srozumitelnd. Autorka pomoci vysledkt svych fylogenetickych
analyz vécné diskutuje tak rozmanité problémy, jako je vyznam ,.taxon samplingu®, miru
koevoluce zastupct rodu Arsenophonus s jejich hostiteli, miru lateralniho genového transferu
genu pro SSU rRNA a vyznam intragenového polymorfismu v tomto genu. K diskusi mam
nasledujici dotazy:

8. Autorka konstatuje, Ze po odstranéni nejednoznacné alignovatelnych pozic
z alignmentu dojde ke ztraté¢ podstatné ¢asti fylogenetické informace. Dochazi k
logickému zavéru, Ze tyto pozice jsou v analyze dulezité. Uvazila vsak moznost, Ze
tyto pozice mohou vinou své ,,nezalignovatelnosti* vnaset artefakty do fylogenetické
analyzy?

9. Nastr. 12 je uvedeno, ze v piipadé sekvence z Trichobius yunkeri jde nejspiSe o
chiméru. Jedna se spiSe o artefakt vznikly béhem PCR nebo klonovani, anebo o
vysledek rekombinace mezi dvéma neptibuznymi molekulami?

10. Zjistovala autorka, co se stane s topologii fylogenetického stromu, odstrani-li
z alignmentu 41-bazovy usek, jehoz evoluce je odlisna od evoluce zbytku sekvence?

K préaci jako celku mam nasledujici dotazy:

11. Je znamo néco vice o zastupcich rodu Arsenophonus z rostlin (napf. jestli tam mohli
byt zaneseny hmyzem nebo nejedna-li se o kratkodobé infekce)?

12. Riesia a Phlomobacter jsou nejspiSe synonyma Arsenophonus. Na zakladé ¢eho byly

tyto rody popsany? Pouze na zakladé sekvenci nebo i na zakladé néjakych jinych
znaki?

13. Co si autorka mysli o moznostech realného odhadu doby divergence mezi rody
Escherichia a Salmonella (anebo o odhadu doby divergence mezi jakymikoli
bakteriemi, kdy nemtizeme pouzit ani fosilni, ani fylogeograficka data, ani kospeciaci
s hostiteli se znamou dobou divergence)?

Na zavér konstatuji, Ze pfedloZenou praci Evy Novakové povazuji za kvalitni a Ze podle mého
Gsudku spliiuje formalni podminky kladené na magisterské diplomové prace na PiF JU.
Pfedpokladam, ze po nevyznamnych upravach bude mozno praci odeslat do nékterého
mezinarodniho mikrobiologického periodika. Hodnotici komisi tedy doporucuji, aby byla
obhajena s kladnym hodnocenim.

RNDr. Ivan Cepicka, Ph.D.
Katedra zoologie PiF UK
Vini¢na 7
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Posudek na magisterskou praci Evy Novéakové ,.Arsenophonus, an emerging clade of
intracellular symbionts with a broad host distribution*

Vypracoval Mgr. Oldfich Ri¢an, PhD

Magisterska prace Evy Novakové je sepsana velmi dobrou angli¢tinou a je i formou a
obsahem evidentné sméfovana k publikaci, coz je nejvyssim cilem magisterské prace.

Prace piinasi 34 novych sekvenci symbiontii z 15 hmyzich taxond a tato nova data
kombinuje s rozsahlym datovym souborem studovaného taxonu z publikovanych praci
v kombinaci s potencialnimi outgroupovymi taxony.

Otazka / komentar: PFijde mi zvlaStni (v ivodu) uvadét, ze Arsenophonus definuji 4
velmi odlidné vlastnosti (jejich kombinace), které nejsou pfitomny u viech zistupcii.
Definuji tedy asi jen jednotlivé podskupiny? Nebo jak to piesné je s distribuci onéch
4 znaka?

Pozitivni je cely pfistup ke studovanému problému, od formy spisu, pfes analyticky
aparat po diskuzi vysledki. Analyticky postup pouZity autorkou je ve vSech smérech
velmi piikladny a krasné umoziuje oponentovi nahlédnout pod pokli¢ku (coz je
chvalyhodné), ale predpokladam, Ze pro publikaci by bylo vhodné ho jistym zpiisobem
usmérnit, jinak lze ofekavat vice vSete¢nych otazek nez je zadouci (viz niZe).

Velmi vhodné byl zvolen pfistup k alignmentu, ktery je pro fylogenetické studie zcela
zasadni. Bylo vytvofeno né¢kolik rtznych matic, znichz Basic matrix méla vSechny
pozice a cely taxon sampling. Alignment zjevené nebyl jednoduchy, kdyz délkové
rozdily PCR-amplifikovanych fragmentl jsou velmi vyrazné (632 — 1198 bp).

Otazka / komentafF: Pro¢ obr. 2 (nejvétsi strom, Basic matrix) a i dalsi stromy
postradaji podpory uzli? Pfitom vétev vedouci k monofyletickému Arsenophonus ve
pomérné dlouha, tj. pravdépodobné robustni. Je pficinou chybéni podpor uzli velikost
matice a tim padem vypocetni naro¢nost? Nebo autorka podpory nezahrnula poté co
podpora pro Arsenophonus nebyla piesvéd¢iva? Nebyva totiz piili§ zvykem publikovat
ML stromy bez podpor (u MP se to dél4, ale také pouze u nékterych frakei jako napf.
v ¢asopise Cladistics).

Conservative matrix opét obsahovala cely taxon sampling, ale obtizné alignovatelné
pozice byly vylouceny (ne od oka, ale opakovatelnou metodou). Tento piistup je z mé
zkuSenosti skoro vzdy velmi radikalni, a i zde vedl k redukci na pouhych 284 bp.
Uvadény velmi vysoky stuperi polytomie obr. 3 je tedy jasny.

Otizka / komentar: Je podle mého nizoru zavadéjici srovnavat razné alignmenty
(obr. 2 a 3), kdyZ jsou analyzovany jinymi fylogenetickymi metodami (ML u obr.2 a
MP u obr. 3). ML je alespon z mé zkuSenosti metodou davajici vyssi rozliSeni oproti MP,
¢imz by se efekt uvadény v praci jesté¢ dale prohluboval. Zde bych pro publikaci vidél
problém, ktery asi oznaci vétSina oponenti (nemonofylie Arsenophonus v obr. 3 mize



byt timtéz efektem, stromy ze stejnych matic se v jednotlivych metodach zpracovani
Casto rozchazeji).

Velmi pozitivni je analyza nékolika (5ti) fylogenetickych matic s redukovanym taxon
samplingem za ucelem zjisténi vlivu taxon samplingu na robustnost fylogenetickych
hypotéz. Podle ocekavani (v souhfe srelativné nizkym poétem znak() se i efekt
redukovanych matic co do poctu a skladby taxont projevil snizenym fylogenetickym
rozliSenim. Autorka v diskuzi spravné uvadi, ze se velmi pravdépodobné jedna o
metodologicky artefakt, navic odhaluje i artefakt LBA a v souladu s predpoklady ho
nachazi mezi topologiemi MP analyz. Autorka uvadi, ze ucelem téchto taxonomicky
oklesténych analyz byla simulace neuplného samplingu (ktery ani teoreticky nemuize byt
kompletni), coz je velmi vhodny pfistup. V této praci bohuzel tato analyza koliduje
s efektem malého poctu znak a je podle mého nazoru téZko interpretovatelna.

V metodice jsou popsany parametry Bayesovské analyzy a i to, Ze nebylo vypodetné
snadné je provést. Ale ve vysledcich ani v dalSich ¢astech prace se stromy z MrBayese
vibec nevyskytuji. Bayesovské analyzy se pro velké matice daji béhat na clusterech (napf.
volné ptistupny Cornell).

Otazka / komentai: Pro¢ se vysledky Bayesovskych analyz v prici nevyskytuji?
Vybér kladogramii mi mimo obr. 2 pfijde spiSe nihodny. Nebo je v tom zimér
(ukazuji co se hodilo?) Nejsou v nich zobrazeny ani stromy z MrBayese, ani
z metody T92 a prevazuji MP analyzy, které jsou asi pro molekulirni analyzy
nejméné vhodné.

Clock matrix ma podle mého nazoru a vzhledem k vysoké diverzit€ studované skupiny
prili§ maly taxon sampling. Kalibrace nejsou popsany piili§ detailné a neumoziuji mi
nahlédnout pficinu vysoké disproporce v casovych odhadech (navic jsou tu dalsi
komplikace, viz. nize).

V diskuzi mi néco chybi, pfijde mi malinko neuéesand a ne zcela kulminujici, a zaroven
jsem na pochybach zda to neni jen moji neznalosti.

V této souvislosti by mé zajimalo, jaka je korespondence mezi délkou sekvenovanych
fragmentd a délkou vétvi v kladogramu (obr. 2). Mou otazkou tedy je zda jsou
dlouhovétevné taxony a kratkovétevné taxony odlisené mutaéni rychlosti, nebo delecemi
(kdy by tedy platilo, Ze kratké sekvence jsou ty deleéni). Jak jsem se doéetl, jedna se
v piipadé dlouho- a kratkovétevnych taxoni o to ¢emu se fika P- a S-symbionti, kteif se
mayji liSit zplisobem svého Zivota co se koevoluce ty¢e. Kratkovétevné taxony jsou tedy ty,
kde neni hostitelska specifita a koevoluce (coZ jasné plyne z obr. 2, kde jsou viechny
koevoluce pouze mezi dlouhovétevnymi taxony — predpokladam, Z7e se jednd o P-
symbionty)? Dovedl bych si predstavit jak s délkou vétvi (tedy jejich homogenizaci)
souvisi pfenos genovych fragmentt (LGT), coZ je v praci také diskutovano a byla pro to
nalezena podpora v alignmentu. Je to tedy tak, ze viechny kratkovétevné taxony jsou co
se tyce délky vetvi takto homogenizovany? Nebo je to nékolik odlisnych procest (pficin)
majicich tentyz efekt? Na druhou stranu se ale v ivodu pise, Ze P-symbionti, tedy ti
koevolu¢ni, jsou témi u koho dochazi k degenaraci genomu (a poklesu obsahu GC) (coZ
by byla obracena interpretace nez ta v predchozi situaci).



Autorka v této souvislosti uvadi, Ze nespecifické taxony jsou ty, které preskakuji mezi
hostiteli. Nemyslim si ale, Ze tato tautologie vysvétluje odlisné délky vétvi ani to, Ze
kratkovétevné taxony jsou ty, které nejsou hostitelsky specifické. Klastrovani dlouhych
linii do monofyletické linie je vzdy podezielé. Toto v kombinaci s problémem paralogie,
ktery dale muze situaci rozostfovat a s pfi¢tenim horizontlnich pfesuni genovych
fragmentl (coZ je oboje v préaci diskutovano a podpofeno), se nelze divit, Ze jak ¢asovy
odhad ramce fylogeneze tak biologické interpretace jsou zatim jen velmi tézce
studovatelné a interpretovatelné. (JelikoZ nejsem v problematice symbiontt a koevoluci
piilis zb&hly, mize vétSina predchoziho odstavce byt pouze mym nedorozuménim).
Otiazka/komentar: Jaké je autor¢ino rozuzleni korespondence délky vétvi, délky
alignmentu a hostitelské specifity (koevoluci)?

Ve shodé s autorkou se domnivam, Ze pouze mnohem vétsi fylogeneze jak po strance
taxonomické tak znakové ma potencial dobrat se k biologickému smyslu véci. Klady
prace ale jasné pfevazuji nad neuplnosti biologickych interpretaci. Kvalitu pfedkladané
prace hodnotim velmi vysoko, s védomim toho, Ze se jedna v podstaté o explora¢ni fazi
celého velkého a velmi slozitého biologického fenoménu. Autorka do prace musela vlozit
velké Usili doprovazené jisté notnou davkou Stésti. Navrhuji hodnotit praci stupném
,vyborné*.

V Ceskych Budgjovicich
21.5.2008
Oldfich Rican



