V Praze, 18.1.2012

Posudek na diplomovou praci Be. Martiny Jonakové ,,Cirkadianni rytmy u sekundarni
rasy Chromera velia“

Ve své diplomové praci se Martina Jonakova vénuje velmi zajimavému a malo
prozkoumaného fenoménu, totiz cirkadiannim rytmtm Zivych organismi, na modelu nedavno
popsané fasy Chromera velia. Mimotadna dilezitost tohoto organismu spociva predevsim

v jeho blizké ptibuznosti s vytrusovci a z ni vyplyvajici moznost, Ze by studium plastidu C.
velia mohlo pfispét k pochopeni ptivodu apikoplastu. Vzhledem k tomu, Ze plastidy C. velia i
ptibuzného druhu Vitrella brassicaformis jsou z n€kolika hledisek podivné (napf. co se
fotosyntetickych pigmentu ty¢e), domnivam se, Ze jejich studium sice apikoplastu skute¢né
prospéje, ale Ze kone¢ny obrazek evoluce plastidi chromalveolat bude zna¢né
komplikovangjsi, nez jak ho maluje chromalveolatni hypotéza. Chromeridi také predstavuji
pomérné samostatnou linii fotosyntetickych organismi a jejich vyzkum pfispiva ke znalostem
diverzity zivotnich projevi zivych organismi. Druh C. velia se ukazal byt dobrym
modelovym organismem pro studium cirkadiannich rytmu, protoze pfeména kokélni buiiky na
bi¢ikovce je skute¢né neptehlédnutelna zména. Ovladnuti Zivota chromery tymem Doc.
Obornika, projevené napt. fizenou exflagelaci, povazuji za mimofadné a je zjevné, ze C. velia
je na dobré cesté stat se modelovym organismem.

Pocatedni teoreticky uvod prace M. Jondkové se sklada ze dvou kapitol, Uvod a
Literarni piehled. Toto ¢lenéni, ackoli v diplomovych pracich zcela obvyklé, neni v této praci
pilis $tastné. Kapitola Uvod se totiz sklada z (jediné) podkapitoly Obecny mechanismus
cirkadiannich hodin, ktera jednoznaéné patii do Literarniho piehledu. Kapitoly Uvod a
Literarni piehled by bylo mnohem lepsi sloucit do jediné kapitoly. Jinak jsou obé kapitoly
(celkem 14 stran) napsany velice ¢tive, kultivovanym jazykem a srozumitelné vysvétluji
problematiku cirkadidnnich rytmi u riznych skupin organismi. Jasné z nich vyplyva, proc je
dilezité cirkadianni rytmy studovat a pro¢ je prave C. velia pro toto studium vhodnym
modelovym organismem. Pfi podrobné&j$im hledani nedostatki se mi podafilo najit obcasné
gramatické chyby, pfedevsim v interpunkci (zpravidla né€kolik na stranku), a nékolik ptreklept
a neobvyklych, nepfesnych nebo zavadéjicich vyjadieni, napf. ,,peroxireduxiny” (str. 2),
“kultivaci jednotlivych ¢asti téla much byla zjisténa pritomnost...“ (str. 5), ,,nitratova
reduktaza® (str. 8), ,,bezSkrobnaty mutant™ (str. 9), ,.charakteristikovat™ (str. 11), ,,ani jedna z
... metod nedokézala izolovat protein...“ (str. 11), ,,Faviidae™ (str. 15), ,,blastom obrnének*
(str. 17). Tyto drobné nedostatky vsak v zadném piipad¢ nesnizuji vysokou kvalitu uvodnich
kapitol.

K literarnimu piehledu mam nasledujici otazky:
1. Tvrzeni, ze u Arabidopsis thaliana bylo ve studii Hannah ef al. (2005) objeveno 22 043
genu reagujicich na sniZeni teploty, se mi zd4 nespravné. Mohla by to autorka uvést na pravou

miru?

2. Exflagelace je u C. velia rychly proces. Zustavaji v kokalnich nepohyblivych burikach
bazalni téliska bi¢iki, anebo jsou vytvarena de novo jako v ptipadé heterolobosei?

3. Nesouhlasim s tvrzenim na str. 16, ze C. velia je jediny fotosynteticky alveolat, ktery
neobsahuje chlorofyl ¢. Kteti dalsi nefotosynteticti alveolati neobsahuji chlorofyl ¢?




4. Mohla by autorka vysvétlit ,,nejasné postaveni chromery na samé hrané definic rostlin a
zivoCicht™ (str. 17)? A jak takové definice znéji?

Jako cile préce si autorka stanovuje nalezeni gent C. velia, jejichZ produkty by se mohly
podilet na fizeni cirkadiannich cyklu, a viibec zjistit, zda tyto cykly u C. velia existuji.

K jejich splnéni si autorka osvojila celou Skalu mikrobiologickych, molekularné-
biologickych, bioinformatickych a molekularné-fylogenetickych metod. Popis téchto metod
trochu pokulhava za literarnim piehledem a trochu kazi celkovy dojem z prace. V kapitole
Material a metody je mozno nalézt fadu nepfesnosti, které, a¢ se mohou zdat drobné, ztézuji
pochopeni nékterych pasazi nebo piimo uvadéji étenare v omyl. Pro¢ bylo médium filtrovano
pres filtr s otvory 22 um? Neni spravny tdaj 0,22 um? Pro¢ je u kultivacnich lahvi uveden
povrch, napt. 300 cm?? Nebyl minén objem? U NaSiO; . 9H,0 a Na,HPO, . H,O nechapu,
pro¢ je uveden objem, kdyz se jedna o pevné latky. Pokud je minén roztok, neni uvedena jeho
koncentrace, ktera by stejné nejspi§ méla byt piepocitana na anhydrat. Stejné tak neni uvedena
koncentrace u X-gal a IPTG. Skute¢né byli bi¢ikovci pozorovani pouze pii zvétseni 40x? Pii
jejich nékolikamikrometrové velikosti se mi to zda malo. Nejedna se pouze o zvétSeni
objektivu? Udaje v rpm nejsou informativni, centrifugace zjevné probihala v riizné velkych
centrifugach. Co znamend pojem ,,bunéény roztok“? ,,RNAse Free DNA* jisté neni pouZivana
pro odstranéni DNA kontaminace. Spise se jedna o ,,RNAse-Free DNase*.

Tt1 véci povazuji za zésadnéjsi a bylo by lepsi, aby se k nim autorka vyjadfila:

5. Autorka kvantifikovala pocet bi¢ikovet béhem mnoha pozorovani: ,,Kultura byla
pozorovana [pomoci inverzniho mikroskopu] v jediném ndhodné vybraném poli po dobu dvou
minut, kdy byli s¢itani vSichni bi¢ikovei, ktefi se dostali do pole mikroskopu®. To povazuji za
chybu, mnohem lepsi by podle mé bylo pocitat bi¢ikovce v definovaném objemu, protoze
takto nejsou zaruceny stejné podminky vSech poéitani. Kromé toho predpokladam, ze pii
pouziti inverzniho mikroskopu nelze najednou pozorovat viechny roviny ve sloupci média a
nékteti bicikovei nemuseli byt zpozorovani.

6. V popisu izolace RNA mi chybi dulezity krok precipitace proteinii, DNA, polysacharidi
apod. a jejich oddéleni od RNA, napt. pomoci TRI reagentu. Sta¢i k tomu samotny BAN?

7. Z véty , K vektoru jsem pridala 5 — 20 ng vy¢isténé cDNA® (str. 24) by mohlo vyplyvat, ze
autorka vytvarela cDNA knihovnu. To by ovSem nedavalo smysl v kontextu dalsi pasaze, ze
které zase vyplyva, ze autorka klonovala PCR produkty. Mohla by to vysvétlit?

Vysledky jsou prezentovany na 9 stranach a jejich soucasti je fada grafii, dva fylogenetické
stromy a jejich popisy. Na obr. 7 by pro ptehlednost bylo lepsi vyznadit i pocet bi¢ikovet
v konstantnim svétle, i kdyz by vSechny hodnoty byly 0. Véta . tfeti den se jiz objevovali
bi¢ikovci sporadicky i u kultury drzené v konstantnim svétle™ (str. 30) naznacuje, ze druhy
den v kultufe drzené v konstantnim svétle zadni bi¢ikovci nebyli. Pfitom jich tam naopak bylo
mnohem vice.

Pomérné kratka, ale vystizna diskuse zahrnuje 4 strany a povazuji ji za vydafenou.
Posledni véta kapitoly 5.4. na str. 34, patfici podle textu k Vysledkim, by méla patiit do
diskuse a je zde velmi dulezitym vyrokem. Mifi na ni také ma posledni otazka:

8. Z toho, Ze sledované geny zacaly exprimovany dvé hodiny pied rozsvicenim (jednalo se o
kultury udrzované v podminkach 12:12) autorka usuzuje, ze pocatek jejich exprese nebyl
iniciovan rozsvicenim, ale pravdépodobné vnitinim oscilatorem. Nemohlo by to ale byt i tak,




ze pocatek jejich exprese byl iniciovan desetihodinovou tmou, a tedy ze zde cyklus svétlo/tma
hraje vyznamnou roli? Na str. 36 vyvozuje, Ze indukce svétlem je pro normalni prib¢h
exprese CRY-DASH 2 dulezita.

V seznamu literatury na konci prace mile prekvapi jednotna forma literatury (snad az na
vyskyt zkratky ,,PNAS®), tak ¢asty problém diplomovych praci. Pocet citaci je pfiméfeny
préci tohoto typu, pouze snad az piili§ ¢asto jsou citovana riznd review. Citaci ¢lanku

v Easopisu Ziva nepovazuji za vhodnou.

Celkove vzbuzuje piedlozena prace dobry dojem a zminéné vytky piili§ nesnizuji jeji kvalitu.
Autorka snad mohla vénovat vice ¢asu kontrole popisu metod. Na druhé strané 1ze
vyzvednout zavaznost tématu, pochopeni problematiky a spektrum nepiibuznych metod, které
autorka pouzila. Je jasné, Ze ziskané vysledky, jejichz kvantitu i kvalitu povazuji z hlediska
magisterského projektu za nadprimérnou, predstavuji teprve zacatek dlouhé cesty.
Diplomovou praci Be. Martiny Jonakové doporucuji k obhajobé a pfislusné komisi navrhuji
kladné hodnoceni.
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Oponentsky posudek na magisterskou diplomovou praci Be. Martiny Jondkové:
“Cirkadianni rytmy u sekundarni rasy Chromera velia ”.

Predkladana magisterskd prace Martiny Jonakové je zaméfena na zjisténi existence Ci
neexistence funk¢nich cirkadidnnich biologickych hodin u relativné neddvno objeveného
druhu symbiotické sekundarni fasy Chromera velia. Jedna se o zcela prikopnickou praci,
nebot’ dle dostupnych informaci nebyla zaddna podobna studie u tohoto evolu¢né velice
zajimavého organismu dosud publikovéna. Préaci téz dle mého nazoru pridavé na vyznamu
skute¢nost, ze se autorka pokusila o korelaci cirkadiannich rytmii na Grovni morfologické
(pozorovanim riznych vyvojovych stadii této fasy) s rytmy molekularnimi - na urovni genové
exprese dvou potencidlnich kandidatt cirkadiannich hodinovych genii. Z metodického
piehledu je déle ziejmé, Ze autorka tisp&$né€ zvladla celou fadu zakladnich i pokrocilejsich
metod molekularni biologie v&etné kvantitativni Real Time PCR. Vlastni magisterska prace je
napsana na 49 stranach a sklada se z anotace, uvodu, literarniho piehledu, ¢asti material a
metody, vlastnich vysledkd, diskuze, zavéru a seznamu pouzité literatury. Celkem 88 citaci
pivodnich védeckych praci pouzitych pti vypracovani magisterské prace svédéi o
schopnostech autorky samostatné pracovat s odbornou anglickou literaturou. Samotna prace
Jje napséna prehledné, srozumitelné a ¢tivé s relativné malym poétem pieklept a chyb a
obsahuje vSechny formalni nalezitosti kladené na magisterskou diplomovou préci. Velice také
oceriuji stru¢né a srozumitelné vyty€eni hlavnich cilti prace.

K predkladané magisterské praci nemam zadné zasadni faktické pripominky. Na
veskeré dilezité otazky, které v prib&hu ¢teni magisterské prace vyvstaly, autorka velice
fundované odpovédéla v diskuzi své prace. Pouze pro ujasnéni Zadam autorku o komentéaf
k nasledujicim dotaziim nebo pfipominkam:

1. Cast 4.4, strana 21: Co je to ,,nejlepsi Eteci ramec*?

2. Cast 4.5, strana 22: Autorka zde uvadi, Ze pouzila ,,dva nespecifické primery*
s odkazem na Tab. 2. Pod pojmem ,,nespecifické primery* bych si pfedstavoval
pouziti tzv. degenerovanych primerd, ale Zaddny takovy v Tab. 2 uveden neni. Prosim o
klarifikaci.

3. Cast 4.10, strana 26: Pro &tenafe mimo obor cirkadiannich rytmi by bylo vhodné
alespori stru¢né objasnit, co je minéno pojmem ,,pfi rezimu 12 : 12 a stejné intenzité
svétla®.




4. Cast 4.10, strana 27, obrazek 6: Zajimalo by mé&, pro¢ byly vzdy prvni &tyFi odbéry
vzorkil provadény po jedné hoding a zbyvajicich jedenact odbéri po dvou hodinéch.

5. Cast 5.1, strana 29-30: Pro¢ bylo pozorovani cirkadianni rytmicky bi¢ikatych stadii
provéadéno pouze v pribéhu subjektivniho dne (ZT0 — ZT12) a ne po celych 24 hodin,
tak jako u méfeni exprese obou studovanych cirkadiannich gena?

6. Pomoci programu BLAST se podafilo nalézt pouze velice omezeny pocet kandidati
cirkadiannich genti u C. velia. Zajimalo by mé, jaké alternativni metodické
(experimentélni) pfistupy by autorka navrhla pro hledani dal3ich kandidata
hodinovych genti u tohoto organismu.

7. A posledni, spiSe teoreticky dotaz: Jakymi genetickymi pfistupy by bylo mozné
prokdzat, Ze nalezeni kandidati pfedstavuji skute¢né funkéni geny cirkadiannich
biologickych hodin u C. velia.

Zavérem bych rad vyjadril své presvédceni, ze predlozena prace spliluje veskeré
pozadavky kladené na magisterskou diplomovou praci a tudiz ji doporucuji k obhajobé.
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V Ceskych Budg&jovicich dne 16.1.2012 Ivo Sauman




