V Praze, 20.5.2010

Posudek na magisterskou diplomovou praci Jaromira Cihliafe ,,Molekuldrni
charakterizace nového fotosyntetického kmene prvoki z korala“

PredloZena prace navazuje na dlouholety vyzkum tymu Doc. M. Obornika a jeji téma je
vysoce aktualni. Kdo by necht€l pracovat s novou linii fotosyntetickych eukaryot, ktera je
blizce piibuzna vytrusoveiim? Prace piinasi velmi zajimavé vysledky, mohla oviem byt, jak
ukazu dale, lépe zpracovéna.

Prace je napsana srozumitelné, i kdyz se zde daji najit, jako ve v8ech pracich tohoto
typu, preklepy, gramatické chyby a neobratné vyjadieni. Celkem v3ak tyto chyby nikterak
nepiekraCuji tnosnou mez. Autor by mél sjednotit psani nazvi enzymi, v praci pouziva
kombinaci ¢eského a anglického nazvoslovi (v€etné kombinaci v jednom nazvu, jako napf.
inosin monophosphatedehydrogenédza). Rovnéz v nazvech fylogenetickych metod jsou ¢asté
chyby (,,baesianska interference, maximum likelyhood, Clusta W*).

Uvod seznamuje &tenafe na deviti stranach s evoluci plastidi, jednotlivymi taxony
alveolat a s metabolismem nukleotidil u paraziti. Zejména kapitolu 1.3 Alveolata povazuji za
nepiili$ zdafilou a s vlastni praci prakticky nesouvisejici. Dozvime se zde napf. pro téma
prace nedulezitou informaci o kontraktilnich vakuolach nalevnikd, celulézovych deskach
obrnének a ordlni kinetidé nalevniki. O pfibuzenskych vztazich uvnitt alveolat, které naopak
jsou pro predloZenou praci zasadni, se vSak nedozvime nic. Je také zvlastni, ze kapitoly 1.4
Chromera velia a 1.5 1zolat RM11 nejsou zahrnuty v kapitole Alveolata, pfestoze se jedna o
typické alveolaty.

K Gvodu mam nasledujici otazky:

1. Co je vlastné kinetida a kolik orédlnich kinetid maji nalevnici? Zda se mi, Ze autor v tom
nema jasno.

2. Jak se lisi fasinky nalevnikt a bi¢iky bic¢ikovci (autor pouziva u riznych organismii oba
nazvy)?

3. V kapitole Alveolata postraddm zminku o perkinsidech a elobiopsidech. Kam patii tyto
skupiny? Pokud je autor zafazuje mezi obrnénky, existuji néjaké spole¢né morfologické
znaky obrnének?

4. Je si autor skute¢né jist, Ze objeveni se volného kysliku na Zemi ,,naprosto vyhubilo
tehdejsi ekosystém™ (str. 6)? Neni mozné, Ze do nékterych prostfedi kyslik nepronikl? Existuji
dnes, kdy je kysliku v atmosféie a alesponi v povrchové vodé dostatek, anaerobni organismy?
5. Podle autora je apikoplast pfitomen témerf u vSech zastupcti vytrusoveu (str. 11). Je tomu
skute¢né tak? Jak druhove bohaté jsou skupiny, které ziejme apikoplast nemaji? Kromé toho
neni pravda, Ze hemosporidi, kokcidie a piroplasmidi jsou vSechny hlavni linie vytrusovct, a
to ani v pripadé, Ze k vytrusovciim nepocitdme kolpodely.

Cile prace jsou jednozna¢né definovany a zahrnuji molekularni charakterizaci ¢tyt izolat
nové linie alveolat a druhu Chromera velia na zakladé riznych genti.

Z kapitoly Metodika (5 stran) vyplyva, Ze J. Cihlaf si osvojil fadu laboratornich a in
silico metod zahrnujici kultivaci, izolaci DNA a RNA, PCR, klonovani, RACE a
fylogenetickou analyzu. Pouzité metody jsou popsany adekvatné, az na nasledujici vyjimky.
(a) Ve vété ..k peletu bylo piidano 50 pl lyzaéniho pufru® (str. 16) postradam dilezitou
informaci o sloZeni onoho pufru. (b) ,,Tm* je teplota tani dvousrobovice DNA. V textu je Tm
prezentovana jako annealingova teplota pouzita pii PCR. Tyto teploty se v§ak od sebe Casto
1i8i. Pouzival autor vzdy Tm jako annaelingovou teplotu? (¢) Z vysledkt plyne, Ze autor
pouZil program AsaturA. O tom vSak neni v metodice ani zminka.



K metodice mam nasledujici otazku:

6. Pti fylogenetické analyze byly nukleotidové sekvence nejprve pieloZzeny do aminokyselin a
poté zpét do nukleotidi (str. 20). Jaky to mé€lo vyznam? Byl pfi zpétném piekladu zohlednén
degenerovany geneticky kod, tj. byla na konci nukleotidova sekvence stejné jako ta ptivodni?
Pokud ne, mohlo to mit vliv na ziskané vysledky?

Z Vysledka (10 stran) plyne, Ze autor odvedl zna¢né mnoZstvi prace. Osekvenoval a
analyzoval Ctyfi geny u vSech Ctyf izolat nové linie fotosyntetickych alveolat a gen pro
uridin fosforylazu chromery. U obr. 4 — 6 (analyza genu pro histon 2B) neni uvedeno, zda byly
analyzovany aminokyseliny nebo nukleotidy a ¢tenaf si to musi domyslit podle pouZitych
substitu¢nich modelt nebo podle odkazli na tyto obrazky. Na str. 26 autor uvadi, ze ve stromu
genu pro GAPDH ,,vSechny Ctyfi izolaty pak spolu s C. velia tvofi sesterskou skupinu
ptibuznou s obrnénkami s terciarnim plastidem.. Lepsi by bylo fici, Ze je tato linie piibuzna
haptofytiim, které jsou ve stromu téZ zastoupeny a ostatné piedstavuji i pfedky danych
terciarnich plastidu.

Diskuse je pomérné kratké a zahrnuje pouze tfi strany v¢etné obrazku na pul strany. Pfi jejim
¢teni jsem se nemohl ubranit dojmu, Ze se jedna spise o rozsifené vysledky a Ze by se nékteré
vysledky, napf. konfliktni topologie stromi jednotlivych gent, daly (a mély) diskutovat vice.
Chybi mi také zaveéreéna syntéza vysledki.

K diskusi mam nésledujici otazky:

7. Ve vysledcich (str. 25) i diskusi (str. 32) autor naznacuje, Ze dvojice izolath RM11 a RM26
/ RM24 a RM2, které se lisi dvéma aminokyselinami v GAPDH, by mohly piedstavovat
odlisné druhy. Co ho k tomu vedlo? D4 se vibec z rozdili sekvenci zjistit, kolik druhi
predstavuji nase izolaty? Je rozdil dvou aminokyselin opravdu tolik vyznamny?

8. Z rozdilné pozice téchto dvojic izolatl na stromé& psbA autor spravné vyvozuje dvé
hypotézy, které by toto velmi zajimavé zjisténi vysvétlily. Pokud by opravdu platila moZnost,
ze RM24 a RM25 obsahuji zeleny plastid, ktery nahradil ptivodni ¢erveny, jednalo by se
podle mé o ptevratny objev. Je dobfe, Ze autor nezapomina na moznost kontaminace kultur.
Odhalila by v3ak jim navrhovand analyza pigmenti pfipadnou kontaminaci? Jaké pigmenty
by byly zjistény v pfipade, Ze doslo skute¢né k vyméné plastidi, a jaké v ptipadé kontaminace
kultur?

Na zavér mam jesté otazku:

9. Z nazvu prace vyplyva, Ze autor povazuje izobaty ze skupiny RM11 za novy kmen alveolat.
Z anglické anotace se dale dozvime, Ze se jedna skute¢né o ,,phylum®, nikoli o ,,strain“. Toto
zavazné tvrzeni vSak jiZ neni v praci nikde diskutovano. Vim, Ze taxonomické tirovné jsou
pouze formélni zaleZitosti. Uroveti kmene je viak velice popularni a bylo by dobré se u ni
chvili zastavit. KdyZ uz autor tuto kategorii v ndzvu pouzil, jaké je jeho pojeti kmene u
protist? Jaky je jeho nazor na pouzivani formalnich kategorii? Pokud kolpodelidi patii do
kmene vytrusovct, je skutené opravnéné zafazeni chromeny a linie RM11 do samostatnych
kment?

Pfes uvedené vyhrady doporucuji magisterskou praci Jaromira Cihlafe k obhajobé a navrhuji
hodnoceni; velmi dobfe.

Cafyeles
RNDr. lvar[ %epiéka, PhD.
Katedra zoologie PfF UK



V Praze 22. kvétna 2010

Posudek k diplomové préaci Jaromira Cihlafe:

Molekuliarnim charakterizace nového fotosyntetického kmene prvoki z korali

Diplomova prace si vytkla dva velmi zajimavé a aktualni cile. Tim prvnim bylo ur¢it
fylogenetické postaveni 4 prvokili oznacované jako RM11, RM24, RM25 a RM26, ktefi byli
izolovani z koréalu spole¢né s druhem Chromera velia. Tomu se také morfologicky v mnohém
podobaji a vSichni obsahuji zfejmé fotosyntetické plastidy. Vzhledem k tomu, ze se Chromera
velia nachazi na kli¢ovém misté€ v evoluci alveolat — jedna se o fotosyntetizujiciho pfibuzného
apikomplex — da se o¢ekavat, ze studiem dalSich organismi s plastidem nachazejicich se

v této Casti stromu se mizeme dozveédét vice o evolu¢nich udélostech, které predchazely
vzniku apikomplex. Prvnim krokem je samoziejmé fylogeneticka analyza. Pro tu si Jaromir
Cihlaf vybral tfi jaderné geny — aktin, histon 2b a GAPDH - a plastidovy gen psbA. Sekvence
téchto gent se mu podafilo ziskat od vSech étyf izolatli. Genové fylogeneze jadernych gent
ukazuji, Ze vSechny RM izolaty si jsou blizce piibuzné a na stromu se nachéazi né¢kde na bazi
apikomplex a dinoflagelati. Na zakladé téchto stromii oviem neni mozné rozhodnout jaka je
jejich poloha vzhledem k druhu Chromera velia ktery se vétvi na nejruznéjsich mistech.

Z bootstrapové podpory je patrné, Ze genové stromy neobsahuji dost informace pro feSeni této
otazky. V této souvislosti bych se rad zeptal, jestli jste se pokousSeli tyto geny konkatenovat
a zvysit tak podporu vétveni. Tento postup se zde piimo nabizi. Plastidovy gen psbA
poskytl zcela jiny piibéh. V jeho pfipadé se dva izobaty vétvi zcela jasné spole¢né

s chromerou, kdezto dal$i dva RM24 a RM25 spole¢né s organizmy se zelenymi plastidy.
Tento ptekvapivy fakt autor interpretuje tak, Ze tyto dva izolaty mohou obsahovat zeleny typ
plastidu, nebo Ze jejich kultura obsahuje dosud piehlizenou kontaminaci zelenymi fasami.
Osobné povazuji toto za nejpozoruhodnéjsi vysledek diplomové prace. Zajimalo by mé, zda
se izobaty RM24 a RM25 od pohledu lisi od ostatnich a chromery barvou nebo i
morfologii plastidi. Také by mé zajimalo, jak planujete do budoucna ovéFit, o jaky typ

plastidu se vlastné jedna.

Druhym cilem prace bylo ziskat sekvenci pro enzym uridin fosforylazu —
potencialniho cile 1é¢by — ktery apikomplexa a, jak se ukazalo, také Chromera ziskaly
lateralnim pfenosem z bakterii. Ukazalo se, Ze v pfipad€ chromery je tento protein fuzovan

s funké&né nesouvisejicim ribozomalnim proteinem L23. Zde bych se chtél zeptat, jestli se



vam podarilo neamplifikovat tento ,,flzni protein“ v jednom Kuse, takZze si muzete byt
jisti, Ze se tomu tak skutecné je a Ze se nejednd jen o chybu skladani sekvenci. Dale by mé

zajimalo, zda je podle Vas takovato uridin fosforyliza funkéni?

Zatimco po strance vysledkt neni této diplomové praci co vytykat, po strance
formalniho zpracovani je v ni nedostatki pomérné dost. Na praci je patrné, Ze byla sepisovana
ve spéchu. Obsahuje velky pocet preklept a chyb, nevhodnych formulaci a anglicismu. Na

préci tohoto typu a rozsahu je to pocet téchto nedostatkli podle mé pfili§ vysoky.

Ty podstatnéjsi preklepy a chyby jsou uvedeny nize:
e Pouziva anglické nazvy enzymu, napf. glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenasu.
¢ Pirimidin misto pyrimidin.
e Likelyhood misto likelihood.
e Baesidnské interference misto inference nebo prosté metody.
e Qutgroop misto outgroup

e Archeobacteria na obr. ¢. 11.

Nékteré nevhodné nebo nepiesné formulace uvadim nize:

e Na strané 3. se mluvi o vzniku kysliku na Zemi pied 2,3 miliardami let, ale mini se
pochopitelné zvySeni jeho koncentrace.

e Na strané 9 v charakteristice alveolat autor pise: “Dalsim charakteristickym znakem
této skupiny jsou zietelné otvory na povrchu buriky zvané mikropory.” Domnival jsem
se, Zze mikropory se vyskytuji pouze u apikomplex a ne u celych alveolat.

e Metody fylogenetickych analyz jsou celkové popsany zplisobem, jakoby jim autor
pfili§ nerozumél a jen pfevzal a nevhodné pouzil n€ktera slovni spojeni. Co znamena
napiiklad u metody maximum likelihood slovni obrat ... gama distribuci ve ctyrech
kategoriich... nebo... parametry byly odhadovany z datasetit a podporeny
bootstrapovou analyzou v§ech odvozenych stromii.

e Na strané 25 autor piSe, Ze ...porovnal je [Sekvence] s dostupnymi sekvencemi na
Blast Search. Piitom mél na mysli, Ze porovnal sekvence s ostatnimi sekvencemi

v databazi pomoci funkce BLAST.



Diskuze také neni piili§ dobfe napséana. Misto toho, aby v ni autor konfrontoval
vlastnich vysledky s literaturou a hypotetizoval, co jeho vysledky naznacuji ohledné evoluce
plastidi u alveolat, pojal autor diskuzi v podstaté jako rekapitulaci vysledkl a dokonce v ni
predstavil i nova fakta. AZ v diskuzi jsem se dozvédél, ze plastidy RM kment pouZivaji
kanonicky geneticky kod. Tento vysledek je mimochodem také pomérné zajimavy a rad bych
védél z ¢eho tak autor vlastné usoudil? Nalezl jste tryptofany kédované jinym kodonem
nez UGA (to by jeSté nic neznamenalo) nebo jste nalezli UGA ve funkci stop kodonu (to

by samoziejmé jiz vylu¢ovalo, Ze by mohl byt pouZivan i pro tryptofan)?

V seznamu literatury chybi 5 citaci uvedenych v textu: Tengs 2000, Wiliams a Keeling
2003, Chan a kol. 2006, Pizzorno a kol. 2002, Johansson 2003.

Na zavér svého posudku bych rad konstatoval, Ze diplomova prace obsahuje zajimavé a
originalni vysledky a jednozna¢né ji doporucuji k obhajobé. Vzhledem k mnoha formélnim

nedostatkiim vS$ak navrhuji hodnoceni velmi dobfe.

Ko g

Vladimir Hampl



