Oponentsky posudek magisterské prace Filipa Husnika
"Evolutionary origins of intracellular symbionts in arthropods"

Hned na okraj se musim pfiznat, Ze s tak kvalitni magisterskou praci jsem se za svou, pravda
nepfilis dlouhou, oponentskou kariéru jesté nesetkal. Doufam, Ze neni posledni. Bohuzel je to také
zatim nejméné vdécna prace na oponovani. Sestava se totiz z rozsahlého literarniho piehledu, kratkého
shrnuti, plani do budoucna a manuskriptu, ktery jiz prosel peer-review procesem a byl piijat do
pomérné prestizniho periodika BMC Biology. Kdyz ale odhlédnu od sobecké potieby oponenta, hledat
nedostatky, jevi se mi tento model velmi sympaticky. Ted’ jesté prinutit studenty magisterského stupné
k publikacni ¢innosti...

Pfiznam se bez muceni, Ze v otazce bakterialnich symbionti Elenovci jsme se az do piedtent této
prace neorientoval viibec. Nemohu tedy posoudit faktickou stranku a musim se spolehnout, Ze
uctyhodnych 178 literarnich pramenu existuje, Ze si je autor nevymyslel a Ze v nich je skute&né to, co
tvrdi. Jinak je ale ivod psany velmi Ctivé a pro dany stuperi studia téméf nevidanou angli¢tinou. Kéz by
vétSina naSich doktorandi byla alespon stejné tak zdatna, obavam se, Ze tomu tak neni. Samoziejmé, ze
rodily mluv¢i by asi cely text napsal jinak (rozuméj 1épe), po prvnim pieéteni jsem v3ak byl pifjemné
Sokovan minimem do-o¢i-bijicich kostrbatych spojeni ¢i pieklept a chyb. Vétsinu Givodu tvoii spise
faktograficky prehled sou¢asnych védomosti o problematice, misty v3ak textem prostupuje autoriiv
pohled na véc. Pokud mam uvodu néco vytknout, tak snad to, Ze takovych mist by tam mohlo byt vic.
V literarnim prehledu se nachazi dva obrazky bez uvedeni zdroje. Jsou skutené dilem autora
predkladané prace? Dale se zde vyskytuji dvé tabulky, jejichZ format se ponékud 1i$i a mél by byt
sjednocen. A viibec, graficka stranka by asi snesla vice snahy. Cela problematika je pak prehledné
shrnuta forméatem otazek-odpovédi. Zde nemam ptipominek

Misto, které je u béznym diplomovych praci vyhrazeno vysledkim a diskuzi, ,,zabira“ publikace, u
které, vzhledem k diikladnému peer-review fizeni, které piedchazi pfijeti manuskriptu do periodika této
trovng, lze jen té€Zko Cekat néjaké (vaznéjsi) nedostatky. Z textu je vidét autoriv vhled do
fylogenetické metodiky. Ocetiuji mnoZzstvi postupt, kterymi se rozhodli testovat pracovni hypotézu i
obezfetnost pfi interpretaci. Pfesto mam nékolik otazek. Jak autor vybiral geny pro konkatenovanou
analyzu? Je 69 ortolognich geni maximem, které $lo z datasetu 50 genomi vytézit, nebo pouzil dalsi
kritéria pro selekci téch nejvhodnéjsich? Zkousel autor i alternativni metody pro detekci rychle
mutujicich pozic (compatibility analysis, detekce rychle mutujicich pozic na zakladé jejich rozdéleni do
jednotlivych gamma kategorii)? Pro¢ v analyzach (alespoil u redukovaného ¢&i piekdédovaného datasetu)
chybi néktera z variant CAT mixture modelu v kombinaci s né€kterym tzv. covarion modelem, které
nabizi specializovana verze programu phylobayes CM?

Douféam, Ze z vySe uvedeného je patrné, Ze pfedkladanou praci shleddvam naprosto obhéjeni-
schopnou. Hodnotim ji stupném Vyborné a Filipovi pfeji hodné §tésti v dalsi védecké kariére.

V Ceskych Bud&jovicich 28.5.2012




V Jilovém 29. kvétna 2012

Posudek k diplomové praci Filipa Husnika

Evolutionary origins of intracellular symbionts in arthropods

Magisterskd prace Filipa Husnika ma format publikace opatfené 22 strankovym review. Publikace
vysla vimpaktovaném ¢asopise BMC biology (IF 5,2), takZe o jeji kvalité neni tfeba pochybovat. Toto
usporadani mé stavi do neprijemné pozice hledat chyby na vysledcich, které prosly kritickym ¢tenim
tfi spoluautor, nékolika recenzentl a editora. Uvodni review, bohuzel pro mé, je také rekl bych
profesionalné napsané. Neni zbyte¢né rozsahlé, ale pfesto pomérné vycerpavajici co do obsahu.
Cituje vice nez 170 praci a nenasel jsem tam témér zadné formdlni nedostatky. Chtél bych
vyzdvihnout zejména dvé tabulky shrnujici jednak znamé obligétni endosymbidzy u hmyzu (tabulka
1) a publikované kompletni genomy symbiotickych bakterii ¢lenovcl (tabulka 2). Nevim, jakd se
situace na poli hmyzich endosymbiontd, ale domnivam se, Zze souhrnny €lanek tohoto typu je vidy
dobrym pocinem a zaslouzilo by publikovat, samoziejmé po dopInéni vysledk( z publikace Husnik a
kol. 2011.

V souvislosti s Uvodnim review mé napadaiji tfi otazky:

1. Napadad Vas néjaké vysvétleni, pro¢ mezi endosymbionty hmyzu nenajdeme zadna Archea. U
prvok( jsou takové endosymbidzy znamé mezi nalevniky s hydrogenozomy a methanogeny.

2. Jeznamo néco o tom, jak staré je endosymbiotické souZiti mezi hmyzem a bakteriemi? Jsou
znamy fosilie hmyzu s endosymbiotickymi bakteriemi? Pokusil se stafi téchto endosymbidz
nékdo datovat molekularné a je nebo bylo by takové datovéni podle Vas vérohodné.

3. Neni podivné, ze pfi takovém mnozstvi endosymbiont( nedoslo zatim ke vzniku jediné
.pravé” organely — tj. kompdartmentu, do kterého bude zaveden transport proteint a ktery
muze byt posléze vice zapojen do metabolismu buriky. Je mozné, Zze u hmyzu a Zivo€ichi
obecné existuje néjaké evolucni ,constrain” branici takové organelogenezi, pokud ano jaké?

Jak jsem jiz uvedl, pfiloZeny rukopis byl publikovén v kvalitnim ¢asopise, a proto v ném tézko
najdeme vétsi nedostatky. Mé osobné tento ¢lanek zaujal pfedevsim z metodického hlediska.
Zjednodu$ené feceno se v ném autofi vénuji boji proti fylogenetickym artefaktim — pfitahovani
dlouhych vétvi a problému s velice rozdilnym zastoupenim GC pard. Sam jsem se s témito problémy
ve své praci setkal. Existuje mnoho zpUsobl, jak s nimi bojovat, ale ani jeden nepfinasi zarucené
vysledky. U této prace ocenuji predevsim vynalézavost, ktera vedla k navrzeni vlastni metody
filtrovani dat — odstrafiovani sloupcd obsahujicich zamény AT z GC nad urcitou mez. Tento pfistup
ma jasnou logiku a dokdZu si predstavit zaslouzenou radost tvirc(, kdyz to fungovalo. Vzhledem

k tomu, Ze u prezentovanych analyz rizné vice ¢i méné sofistikované, klasické nebo nové navrzené
postupy pro boj s fylogenetickymi artefakty konvergovaly k podobnému vysledku — rozpadu
endosymbiontl do 4 nepfibuznych skupin — jsou vysledky podle mého néazoru velmi vérohodné.

Zde bych se rad zeptal, jestli je mozné u téchto Ctyr skupin endosymbiotickych bakterii nalézt néjaky
jednotici znak, jiny nez molekularné fylogeneticky — napf. ultrastrukturalni podobnost buriky,
podobnost struktury genomu, fuzované geny atp. — nebo jestli je patrani po takovych znacich

v tomto pfipadé podle Vas naprosta utopie.




Dale mam jednu drobnou vytku k textu €élanku. Na strané 4 v pravém sloupci uprostfed piiete, cituji:
“..analyses with two different starting trees resulted in two different topologies. When compared by
the approximately unbiased test, the topology with four independent origins of endosymbiotic
bacteria prevailed over the topology with monophyly of P-symbionts, which therefore correspond to
a local minimum due to a tree search failure.”

Je to velmi nepodstatné, ale neda mi to poznamenat, Ze slovo therefore zde neni na misté. To, e
test ukazal, Ze prvni topologie je signifikantné lepsi, neudélalo z té druhé lokalni minimum. Ta druhd
totiz lokdlnim minimem jiZ byla, protoZe méla nizsi log likelihood. Test ukazal, co? je dillezité, e toto
minimum je signifikantné hor3i nez globalni minimum, takze je mozné jej zavrhnout.

V diskusi na strané 10 vlevo dole mluvite o metodé odstrafiovani heteropecillous sites. Mohl byste
prosim nastinit, o jaké pozice se jednd? Jesté jsem se s touto metodou nesetkal.

Jako nevyhodu metody slow-fast uvadite celkem spravné potfebu zvolit si pfedem ve fylogenezi
dobfe definované skupiny. Chtél bych na tomto misté upozornit na metodu, kterou néktefi nazyvaji
rate fast a ktera timto neduhem netrpi. Pozice se rozt¥idi do rychlostnich kategorii pomoci analyzy
maximum likelihood.

PfestoZe autofi vyzkouseli mnoho metodickych postupd, nékteré zékladni obvykle pouzivané
postupy v ¢ldnku postradam. Je vSak mozné, Ze je autofi do ¢lanku prosté jen nezafadili, protoze
nepfinesly nic zajimavého. Jde zejména o separatni analyzu, tedy analyzu konkatenatu mnoha gend
pfi zachovani nezdvislych parametri evoluéniho modelu, nékdy i délek vétvi, pro jednotlivé genové
Useky, ze kterych se konkatenat sklada. Takovy pfistup se velmi doporucuje, protoze evoluce
kazdého genu ma sva specifika, ktera jsou pfi ,,primérovéni“ parametr(i nedostateéné zohlednéna.
Zajimalo by mé, jestli jste si této moznosti védom, zda vite, ktery software toto umoZfiuje a pro¢ jste
timto smérem nesel?

Dalsi velmi jednoduchou a rychlou metodou, ktera by méla pomoci pfedeviim s artefaktem
rozdilného nukleotidového/aminokyselinového sloZeni je distance LogDet. Zkouseli jste pouZit tuto
distanci.

Konecné, pfi zjiStovani pozice dlouhych vétvi ve stromu se ¢asto pouzivd metoda long-branch
exclusion, tedy provedeni analyz, ve kterych jsou vzdy vylou¢eny véechny dlouhé vétve aZ na jednu,
aby se nemohly pfitahovat. Pozice osamocené dlouhé vétve na stromu by méla odpovidat jeji
skutecné poloze, a pokud se dvé dlouhé vétve ve ,svych vlastnich” analyzach objevi na stejném
misté stromu, je mozné, Ze si jsou skute¢né pfibuzné. Pokouseli jste se o néco podobného?

Zavérem bych chtél konstatovat, Ze pfedloZzenou magisterskou praci povazuji za praci velmi kvalitni,

Vladimir Hampl

ktera bezpochyby splfiuje naroky kladené na magisterské préce.




