Oponentsky posudek magisterské prace
Ana Lokmer: Polyphasic approach to the taxonomy of the selected oscillatorian strains
(Cyanobacteria).

Biologicka fakulta JU v Ceskych Budg&jovicich, 2007.

Anglicky psana magisterska prace Any Lokmer ma velmi dobrou trovei. Jedna se o moderni
taxonomickou studii vybranych kmenti oscillatoridlnich cyanobakterii s pouzitim a
zvladnutim vSech dulezitych metodickych pfistupt. Clenéni prace, jasna formulace textu,
dokumentace i ptehled prostudované literatury jsou klady této prace, z niz by mély byt
podstatné &asti pripraveny k publikaci v prestiznich ¢asopisech. K jednotlivym ¢4stem:

Uvod (Introduction) je jasné formulovany a dokazuje, Ze autorka bohaté citovanou literaturu
skuteéné prostudovala a dokézala z ni vytézit podstatné informace. Mimo to z formulaci
vyplyva, ze autorka se dobfe seznamila se spletitou problematikou sou¢asn€ho
taxonomického hodnoceni cyanobakterii. Bylo by jisté¢ zdhodno, kdyby tedy mohla v uvedené
problematice pokracovat i ve své dalSi profesni kari€fe.

Cile prace jsou jasné formulovany a byly splnény.

Material a Metodika: Vybér 25 kment pfedstavuje slusné reprezentativni vzorek pokryvaji
hlavni typy oscillatorialnich sinic. P¥esto bych mél k nému né€kolik kritickych poznamek:
Jednak se domnivam, Ze mohly byt zastoupeny vice jednoduché typy z fadu
Pseudanabaenales, zejména z rodu Leptolyngbya. Pokud uZ tento velice heterogenni rod byl
do prace zahrnut, pak je to pouze jeden kmen, ktery spiSe skresluje vysledky. Domnivam se
viak, Ze do prace zahrnut byt nemél, ale ptislu$ny kmen, oznaCeny nespravné ,,Oscillatoria*
musel byt po revizi do rodu Leptolyngbya pietazen. Je tomu tak? (*)

Autorka v predchozi (ivodni) kapitole dobfe komentuje problematiku geografického
roziifeni sinic, kosmopolitismu, endemismu a ekologické vyhranénosti. Tato kritéria méla byt
respektovana i pfi vybéru kment. Je sice zasluzné, Ze bylo revidovano a opraveno urceni
nékolika kment z Pakistanu a jednoho z Brazilie, ale hodné to komplikuje celkové zavéry a
hodnocenti, jestlize sortiment viech ostatnich kment je v podstaté ze stfedni Evropy a Italie.
Dalsi dotazy:

Co jsou ,.strains collected by the author (p.9)? (*) Z Tab. 1 nevyplyva, které¢ kmeny
byly izolovany autorkou.

Ocefiuji, Ze autorka zvladla ziejm& viechny metodiky potiebné k hodnoceni moderni
diverzity sinic. Metodika je popsana stru¢né a jasné.

Jeden dal$i dotaz: Byl né&jaky divod, pro¢ autorka vybrala pro své analyzy a
komplexni hodnoceni z heterocytoznich sinic pravé jeden kmen Nodularia spumigena a jeden
Fischerella mucicola? (*) Oba jsou mimochodem genotypové, fenotypove i ekologicky
zna¢né rozdilné.

Results and Discussion: Autorka rozdéluje skupinu kment z rodu Phormidium do 5 skupin.
Na fylogenetickém strometku na Fig. 9 vsak nejsou tyto skupiny (clusters) vyznaceny.
Orientace pii ovéfovani popisovanych vysledki s dokumentaci je proto obtizna. Ve
strome&ku jsou nékteré kmeny tistény polotu¢né, nékteré nikoliv. Je obvyklou praxi, Ze autofi
zvyrazituji (oddéluji) ve strome€eich ty kmeny, které sami studovali a sekvenovali. Zde tomu
tak neni. Pro&? (*) Opét to zt&Zuje orientaci ve vysledcich. Mimo to kmeny skupiny II a III
jsou ve strometku promichany a nelisi se ani nijak podstatné morfologicky; pro¢ nejsou
klasifikovany do jedné skupiny? (*) Znamena to, Ze rozd€leni do skupin na str. 13 je jen



podle fenotypovych znaki? Pro¢ ale potom jsou do jedné skupiny fazeny také na pt. Ph.
tergestinum a Ph. aerugineo-coeruleum? (*) Tyto dva kmeny vychazeji ve stromec¢ku dosti
daleko od sebe a nejsou si nijak blizké ani fenotypové.

U skupiny ,, Phormidium autumnale* na str. 15 neni uvedeno ¢&islo skupiny (VII). U
skupiny VIII je podobna situace jako u skupiny 5. Jak autorka vysvétluje, Ze oba druhy, které
zatadila do skupiny VIII (a které se 1i8i fenotypove) jsou na fylogenetickém stromecku tak
daleko od sebe? (*) Totéz plati jeSt€ ve vétSi mife u rodu Geitlerinema. Tento rod je ve
stromecku rozptylen do 5 velmi vzdalenych pozic. Lze to n€jak vysvétlit? (*) U typu, které
1ze morfologicky dobie definovat, napf¥. ur. Oscillatoria, vychazi i molekularni
charakteristika dosti jednoznacné.

Celkove jsem ocenil piesné popisy morfologie a ultrastruktury u viech kment, ale
domnivam se, Ze pii zpracovani mélo byt vzato jako vychozi kritérium spiSe pozice ve
stromecku a zdlraznény znaky, které jsou spole¢né pro kmeny sdruzené v jednom genetickém
clusteru. Alespori to je nyni obvykla praxe pfi revizich cyanobakterialnich rodd a neni divod
ji ménit.

Kladem prace jsou bezesporu cenné udaje o morfologické variabilité a stabilité
nékterych znakt kment v kulturach, které poskytuji dilezita data k aktualnim problémiim
v cyanobakterialni taxonomii a kde vechna podobna pozorovani jsou Zadouci. Mam na mysli
hlavné udaje o velikosti a Sifce vlaken, apikalnich burikach a zejména tdaje o vnitini struktuie
bunék. Zde mam jeden dotaz: Existuji n¢jaka data o stalych rozdilech v parietalnim uloZeni
thylakoidt u rodu Geitlerinema, tj. mezi typicky parietalnim oproti triangularnimu
uspotradani? (*) Vi se, zda jsou tyto rozdily stalé a charakteristické pro jednotlivé kmeny a
druhy? (*) Tyto rozdily by mohly byti dosti vyznamné pro revidovanou rodovou klasifikaci.

Za vyznamné povazuji vysledky o variabilit¢ kment z hlediska molekularni analyzy a
kritické hodnoceni identifikace kment, coz je nejobsazné&jsi ¢ast celé prace. Jediné
podobnymi pfesnymi daty, jako autorka uvadi, se da uvést moderni systém sinic do
piijatelného a srozumitelného stavu. Autorka zatazuje své molekularni hodnoceni az do této
kapitoly 3.3 ,,Phylogenetic analysis®. Pfi povaze celé prace by asi bylo vhodné&jsi prave z této
Casti vychazet a morfologickou analyzu pfifadit k jednotlivym clusterim. To, co jsem vytykal
na zacatku, Ze ve fylogenetickych stromec¢cich nejsou uvedeny jednotlivé clustery, je ¢astecné
od¢inéno v této kapitole (analyzou na str. 22-27), dokumentované dil¢imi stromec¢ky na Fig.
10 a 11. V tomto hodnoceni je hlavni hodnota prace, me¢l bych jen jednu namitku, Ze v textu
nejsou zietelné odliSeny vysledky autorky a citovana data piejata z literatury. Jen namatkou:
Pozice clusteru G s Phormidium cf. irriguum kmen KOVACIK 1987/5 a Phormidium
autumnale UTEX 1580 je velice diskutabilni. Ale autorka neanalyzovala ani kmen UTEX, ani
na pi. dale diskutovanou Oscillatoria princeps kmen NIVA-CYA 150, o jehoZ morfologii se
mnoho nevi. Kmen O. princeps je navic uveden jen ve ,,velkém® stromecku na Fig. 9, a to
velice vzdalené od ostatnich Oscillatorii. Je pro to n&jaké vysvétleni? (*)

Z poslednich molekularnich praci o diverzité sinic vyplyvé bézny logicky zaver, Ze
typy s parietilnim ulozenim thylakoidi (Pseudanabaenales) jsou odd€leny od sloZitych typl
s radialnimi a nepravideln& uloZenyimi thylakoidy (Oscillatoriales). Autorka toto rozdéleni
vice méné také respektuje na Fig. 10 a 11, ale nikoliv ve stromecku na Fig. 9. Jak by to mohla
vysvetlit? (*)

Fakticky autoréin rozbor jednotlivych skupin je vSak velice cenny a pfina$i mnoho
novych dilezitych dat.

References: Seznam prostudované literatury (11 a pil stranky, to je téméf 200 citaci) je
obdivuhodny. Je zde shrnuta cela moderni literatura, ktera se k tomuto tématu vztahuje a ze
zasvécenych citaci v textu vyplyva, Ze autorka uvedené prace Cetla a respektovala.



Zavér prace: V ,,Conclusions® jsou struéné€ uvedeny hlavni obecné vysledky, které by mohly
byt roz8ifeny a podle mého nazoru by jim prospélo ¢islovéani. Zde by mély byt také oddéleny
obecné zavéry a potvrzeni n€kterych obecnych faktt od ptimych zavéri, vyplyvajicich pro
konkrétni taxonomickou klasifikaci sinic.

Dokumentace (tabulky, fylogenetické stromecky, fotografie) je stru¢nd, nicméné dostadujici.
Autorka se soustfedila hlavné na fotografickou dokumentaci kment, ktera je nejlepsi kvality
(v€etné EM snimki) a snese 1 nejpiisnéjsi kritéria k publikaci.

Zavér: Studie Any Lokmer pfispiva podstatnym zpusobem k feSeni zavaznych problémi

v taxonomické klasifikaci vlaknitych cyanobakterii bez heterocytli. Autorka zvladla viechny
moderni metody této prace a jeji data zejména z elektronové mikroskopie a genetického
sekvenovani jsou nova a cenna. Moje dotazy a poznamky ke zpracovani nijak nesnizuji jeji
dosazené vysledky a hodnotu této obtizné studie. (Prosim pfi obhajobé zodpovédét dotazy,
které jsem oznacil ve svém posudku ¢ervenou hvézdickou.)

Préce je predloZena v dobré angli¢ting, technicky dobfe vybavena. V textu je sice znatelny
pocet pieklepti (na pf. v psani jmen taxontl), coZ ovSem pfipisuji ¢asové tisni pied
odevzdanim prace. Studie ptinasi cenné poznatky z védeckého hlediska, které by mely byt
publikovany. Spliuje zcela pozadavky na magisterské dizertace a navrhuji klasifikaci
nejlepsim stupném (vyborng).

V Tieboni, 23.5.2007. Jifi Komarek



Review of a master thesis of Ana Lokmer

Ana Lokmer did quite an interesting piece of scientific work in her diploma thesis. I
enjoyed her “Introduction” based on nice selection of taxonomic and phylogenetic
cyanobacterial papers. I was almost amazed by a clever description of a method for
selection of sequences from extensive and often unreliable GenBank pool. I was
pleased by the amount of traditional morphological data made on strains. And, in
addition, I admire the amount of molecular and phylogenetic work. In this respect, I
believe that Ana did a good job and that her thesis is well worth of a successful
defense for Mgr. title. However, while reading the thesis, I had some emotional
affections that need to be expressed by several comments and questions.

I liked your finding that width of the cells within filaments was quite stable
and reliable among all these simple morphometric measurements. In green
filamentous algae (e.g. Klebsormidium, Stichococcus), we have found very similar
situation in our studies. However, it is often quite interesting to look at the pattern of
change in variable features, rather than to merely interpret this plasticity as
environmentally induced and, thus - from some mysterious reason, uninteresting and
even unimportant for a taxonomist.

On page 19, you state that apical cell shape was most stable from
morphological features. However, you did not conduct any formal analysis testing
this simple hypothesis. Why?

You write about “genes coding for apical cell shape” on the same page. Do
you really believe that the “genes for” concept can be applied for the interpretation
of such complex morphological features? Do you know any single algal or
cyanobacterial example? On the other hand, I know several examples of more
complex and rather epigenetic intracellular machineries involved in morphogenesis of
algal and plant cells (desmid cells ontogeny, Acetabularia ontogeny, diatom frustule
ontogeny, etc.).

I would like to have the chapters on intra-locality variability in morphology and
in molecular characters joined together. In this situation, morphological and
molecular data seem to be parts of two isolated intellectual worlds. They need not to
be.

Low bootstrap supports are a problem of your phylogenetic analyses. I am
sure that critical reviewers of a paper based on these results would be happy to
sweep you down because of unreliability of many your conclusions based on low
supported phylogenetic clusters. We still have to learn how to discuss these
molecular trees. Branches with low or no bootstrap support could simply place
anywhere — and we cannot make any hypothesis on the basis of a given topology.
For example, your discussion of a position of Geitlerinema sp. and Ph. cf.
tergestinum is practically useless. Actually, they can place anywhere in other
analysis. Even the support 61/-/0.98 for a clade containing these two divergent
sequences is low and you should be very cautious to make any conclusions.

Your clusters C, F and G represent a similar issue. Cluster C is noted as an
example of well supported group and you even discus some ecological preferences of
these clade. However, the actual supports are very low. I would place a bet that this
and most similar clades will disappear in phylogenetic analyses involving more
concatenated genes. Simply look at similar studies made e.g. on streptophytes basal




to vascular plants or on some dinoflagellates, where a lot of gene sequences are
available. You will see that almost none of the similarly little supported clades that
were widely discussed in older papers actually survived. In this respect, I have quite
a little confidence in your deductions.

In conclusions, you argue that members of the genus Oscillatoria were found
in two clusters. However, the single Oscillatoria member of one of these clades - O.
princeps — is not placed in any single supported clade on any tree level. This
organism could actually be related to any of other clades of your tree. Based on your
data, there is clearly no indication that O. princeps is related to heterocytous
cyanobacteria (p. 28).

In results you mentioned four clades (A, Phormidium 2, C and G) containing
strains with radial thylakoid arrangement. However, in Conclusions, you wrote that
there were two such clades. In addition, there is really no indication in text of this
chapter, which one “poorly supported clade by the bootstrap values as a whole, but
with five well supported clusters within” you actually had in mind, when discussing
this issue.

In general, I would like more elaborate discussion of your results, involving
perhaps more formal tests and interpretations on the relation of phenotypic and
molecular/ecological data.

Figs 10-12 lack description so that they might be confusing for a reader.

I would perhaps evaluate this thesis with a “very good” grade — but I am prepared to
change my mind after a nice and convincing defense.

Jiri Neustupa




