V Praze, 18. 5. 2011

Posudek na bakalaiskou praci Haliny Steblové ,,Charakterizace novych izolatu rodu
Chromera (Chromerida: Alveolata)“

V prvni ¢asti své bakalaiské prace autorka seznamuje Ctendie na Sesti strandch s evoluci
plastidii a se skupinou Myzozoa (i kdyz ji takto nenazyvd). Na prvnich fadcich je
naakumulovano nékolik gramatickych chyb a zvlastnich tvarti (napf. hned prvni pouzita
carka, ,,pohltila cyanobakterii®, termin ,,svétlo-pohlcujici®), zbytek textu vsak z hlediska chyb
nevybocuje z normalu. Zvoleny koncept tivodu, v podstateé kopirujici pfedchozi prace ¢lent
tymu Doc. Obornika, které jsem oponoval, nepovazuji v daném ptipadé za p¥ilis vhodny,
protoze moc nesouvisi s nasledujici experimentalni ¢asti. Kapitoly zabyvajici se evoluci
plastidu (zde autorce ziejmé uslo, Ze skupina Rhizaria je souc¢asti chromalveolat a Ze tfidéni
na Chromista a Alveolata neplati), obrnénkami (mimochodem, jejich desti¢ky nelezi na
povrchu buiiky, ale v kortikalnich alveolech), vytrusovci a jejich plastidy jakoby do prace
nepatii. Pfedpokladam, Ze koncepéné jde o relikty z doby, kdy bylo potieba ukazat, ze
Chromera neni obrnénka, ale Ze je ptibuznéjsi vytrusoveim. Naopak, postradam vice
informaci o kolpodelach, jakozto blizkych ptibuznych chromeridi a o diverzité¢ symbiont
koralu (v celé praci se nevyskytuje slovo Symbiodinium, prestoze obrnénky maji samostatnou
kapitolu), které by se do ptedlozené prace vyslovené hodily.

K tivodu mam nékolik otazek:

1. Autorka tvrdi, Ze apikoplast je specifickym znakem vytrusovcu a ze ,,byl nalezen u vsech
téi hlavnich skupin®. Nepovazuje snad gregariny za jednu z hlavnich skupin vytrusovei?

V préci neni ani zminka o plastidu rodu Perkinsus, ktery byl objeven jiz v roce 2007. Podoba
se spiSe apikoplastu, anebo nékterym plastidiim obrnének?

2. Neni mi jasny puvod izolatu CT 24. V préci je uvedeno, Ze je to klon ziskany pfi praci

s izolatem RM 24. O jeho plivodu se vSak v préci nic konkrétniho nepise. Z textu na str. 6 by
mohlo vyplyvat, Ze se jednd vlastné o tentyz izolat jako RM 11 (CCMP3155). Jaky je tedy
puvod izolatu RM 24?

3. Pvod obrazki 1, 2 a 3 (mikrofotografie izolath CT 11, CT 24 a typového izolatu C. velia)
neni v praci uveden. Pokud jsou tyto obrazky vystupem piedlozené prace, nejsou zde uvedeny
ptislusné pouzité¢ metody (dtlezité predevsim v ptipadé TEM). Pokud jsou obrazky piejaty

z jiné publikace, popt. byly vénovany kolegy, méla by byt tato skute¢nost zminéna. Kromé
toho podle obr. 2 nalezi jedna burika izolatim CT11 1 CT24 a na obr. 1 a 3 vlevo je podle
popiski smésnd kultura téchto izolati. Mohla by toto autorka ujasnit?

4. Co je ,,akumulacni t€lisko*? Je to totéz jako ,,putative cyst residuum* v ¢lanku Obornik M
et al. (2011) Protist: 115-130? Vzhledem k tomu, Ze jde z hlediska pfedlozené prace o
vyznamnou (vlastn€ nejvyznamnéjsi) strukturu, postradam jakékoli vysvétleni a citaci
vztahujici se k tomuto ,,akumula¢nimu télisku®.

Piedlozena préce si klade dva cile:
[. Osvojit si zakladni metody molekularni biologie a molekularni fylogenetiky.

II. Molekularné fylogeneticky charakterizovat dva izolaty podobné druhu Chromera velia.




Z kapitoly Metody (3 strany) vyplyva, Ze prvni cil byl splnén. Vé&tSina pouzitych metod je
popsana dostate¢né, i kdyZ je zde mozno najit i nékolik nepiesnosti, napt. chybi slozeni
lyza¢niho pufru a koncentrace nekterych chemikalii (X-gal a IPTG, ampicilin), autorka bez
vysvétleni pouziva nepiili$ srozumitelny vyraz ,,srovnavaci PCR*. Zvlastnim dojmem ptisobi
popis cyklu PCR, kde je uvedeno, Ze teplota nasedéni primert byla ,,XX °C*. Zde chybi
odkaz na tab. 1, kterd je na jiné stran¢ a udava mj. annealingovou teplotu pro jednotlivé
ptipady. Nejvétsi problém kapitoly spatiuji v nedostate¢né charakterizaci amplifikovanych
gend. V textu se nikde neobjevuje, které geny to vlastn€ jsou a na strané€ 9 jsou oznaceny
prosté jako ,,potfebné geny*. Pouze v tab. 1 (pfehled pouzitych primeri) se objevuji oznaceni
,18S rRNA*“ a ,,23S rRNA*, ve druhém ptipad¢ vSak neni jasné, zda se jedna o
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studiem nazva primert — pLSU1F a pLR3100.

Kapitola Vysledky obsahuje dva fylogenetické stromy — strom genu pro jadernou SSU rRNA
a strom genu pro plastidovou LSU rRNA. U obou obrazkii postradam informaci, ke kterému
genu se vztahuji. To sice vyplyva z textu, ale informa¢ni hodnota obrazk je podstatné
snizena. K témto stromim mam nékolik otazek:

5. Autorka zjistila, Ze typovy izolat C. velia se od izolatd CT 11 a CT 24 1isi v SSU rDNA ve
tfech nukleotidech. Dale uvadi, ze zjistény rozdil odpovida vnitrodruhové variabilité C. velia.
Pro¢ tedy ve fylogenetické analyze pouzila pouze jedinou sekvenci C. velia, kterd sama nema
z hlediska vnitrodruhové variability Zadnou vypovidajici hodnotu? Jak by vypadal
fylogeneticky strom, kdyby do datasetu byly zatfazeny vSechny dostupné sekvence rodu
Chromera?

6. Pro¢ je u SSU rDNA ukazana ML topologie a u LSU rDNA MP topologie? Pouzity model
GTR + T pti MP analyze v programu DNAPARS (popisek obrazku 5) je ziejmé chyba.

7. Jak mize byt 5 rozdili mezi sekvencemi LSU rDNA C. velia a dvou novych izolata
zodpovédnych za jejich tak dlouhé vétve (viz obr. 5)? Podle méfitka délky téchto veétvi
odpovidaji mnoha stovkam substituci. Mohlo to byt zptisobeno neuplnymi sekvencemi, kdy
neurcité baze jsou v nékterych ptipadech kddovany jako samostatny znak? Piestoze izolaty
CT 11 a CT 24 maji identickou sekvenci LSU rDNA, vytvéaieji na obr. 5 kratké vétve. Jak je
to mozné?

8. Autorka nikde nediskutuje blizky piibuzensky vztah obrnének a ¢asti vytrusovci v analyze
plastidové LSU rDNA (viz obr. 5). Jedna se o standardni topologii znamou i z jiz
publikovanych studii?

V kratké diskusi (o malo delsi nez jedna strana) autorka dospiva k zavéru, Ze na zakladé svych
vysledkii nemtze rozhodnout, zda nové izolaty patii pfimo do druhu C. velia. Z nésledného
Zavéru vyplyva, ze se spise priklani k tomu, ze CT 11 a CT 24 skute¢né jsou konspecifické

s typovym izolatem C. velia. Podle mého nazoru viak z vysledkl vyvstava fada dalSich
otazek, které mohly (a mozna mély) v diskusi také zaznit, napft.:

— ¢co znamena zjis$téni, ze puvodni izolat RM 11 je vlastn€é sméska nejméné dvou nepiilis
pfibuznych organism, pro jiz publikovana data? Patii vSechny publikované sekvence
,.skute¢nému* organismu RM 11, anebo mohou nékteré patfit i organismu CT 11?



— mohl byt rozdil v akumulaénim télisku (obalenost vs. neobalenost membranou) zptisoben
odlis$nou fazi zivotniho cyklu u pozorovanych bunék?

— v praci neni nikde uvedeno, zda jde o axenické kultury. Pokud ne, mohla by byt interakce
s riznymi druhy bakterii zodpovédné za odliSnou morfologii riznych izolatt?

Citovana literatura sestava z vice nez 70 citaci. VSechny pouzité prameny jsou nalezité
citovany. Skripta Kaliny a Vani (2005) nepovazuji za vhodny pramen pro bakalaiskou praci.

Z ptedlozené bakalatské prace Haliny Steblové vyplyva, Ze autorka si béhem studia skute¢né
osvojila zakladni molekulérné biologické a fylogenetické metody a dovedla je vyuzit pfi
feSeni konkrétniho ukolu. Na druhou stranu prace samotnd mé fadu problémi. Chéapu, Ze
nékterym z nich se nebylo moZno vyhnout, protoZe se pravdépodobné jedna o autorcinu prvni
praci tohoto typu. Na druhé stran€ se jinym dalo vyhnout pec¢livou kontrolou nebo hlubsimi
uvahami nad koncepci prace. Ptislusné komisi doporucuji kladné ptijeti prace a navrhuji

hodnoceni na rozhrani ,,velmi dobfe* a ,,dobie®.
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