Oponentsky posudek na diplomovou praci Natalie Cizkové — Evoluce mnoZstvi jaderné DNA rodu
Mallomonas a jeji souvislost s ekofyziologii

Vzhledem k celkové deficienci podobnych studii zabyvajicich se problematikou velikosti genomu
u protist je jakakoliv zacilena prace, ktera je metodicky dobre ukotvena a vyuZiva ,,best practice
metodicky aparat u této obecné obtizné skupiny organismii, velmi pfinosna a vitana. Nejen, Ze nam
znacné rozSifuje poznani o samotné variabilité velikosti genomu, ale zaroven poukazuje na dosud
netuSenou miru diverzity mezi jednotlivymi kmeny, které jsou fazeny k témuz druhu. Zde
studovany rod Mallomonas nebyl dosud z tohoto hlediska zevrubné zkouman, a prace tak prinasi
fadu novych poznatkd, které maji znacny védecky prinos. Jako jednoznacny klad prace vnimam i
to, Ze byla ziskana data o variabilité ve velikosti genomu analyzovana v kontextu dalSich
fyziologicko-ekologickych vlastnosti jednotlivych druhti, vCetné napf. rychlosti pohybu. Nejde tedy
jen o deskriptivni studii, ktera by sama o sobé byla také pfinosna, ale o dobfe strukturovanou praci,
kde se zjiSténé poznatky davaji do SirSiho kontextu a je zde jasna snaha o jejich vysvétleni ve
vzajemnych interakcich. Nespornou devizou prace je i fakt, Ze bylo mozno vyuzit poznatk

z paralelné reSeného projektu na zajmové skupin€ a ziskana data analyzovat napr. ve
fylogenetickém kontextu.

Na druhou stranu nemohu nezminit i urcité nedostatky prace, resp. nepoukazat na nejasnosti

v nékterych analyzach. Pfi korelacni analyze velikosti genomu a ekologickych podminek se pracuje
s environmentalnimi datasety, které nejsou pro sladkovodni organismy asi tipln€ idealni. Takovy
postup je pochopitelny, protoZe jsou data snadno ziskatelna, nicméné vzbuzuje otazku, zda analyza
viibec miiZe néco ukazat. Mimoto se pro mé dost nepochopitelné pracuje jen s primeéry, a to jak ve
velikosti genomu (navzdory vnitrodruhové variabilité), tak v charakteristikach prostfedi. Tento
,druhovy“ pohled je validni a mozZny, ale chtél bych vedle néj vidét i analyzu, kde se pracuje

s konkrétnimi kmeny separatné (,,populacni“ pristup), a ktery muze 1épe Skalovat gradienty v
datech.

S tim tzce souvisi fakt, Ze vnitrodruhova variabilita velikosti genomu je u mnohych taxont velmi
vysoka a primérna hodnota miize byt velmi zavadéjici. Zaroven je pri intrepretaci dat a hodnoceni
jejich relevance nutné brat v potaz, Ze méreni velikosti genomu v ramci jednotlivych kment je
mnohde velmi variabilni, a neni vyjimkou, Ze opakovana méteni ukazuji mezivzorkovou fluktuaci i
kolem 20%. U vzorku M. hexareticulata (IE140) dokonce doslo k prehlédnuti faktu, Ze se podarilo
pravdépodobné zachytit haploidné-diploidni fazi, neb rozdil v jednom méfeni dosahuje témér 100%
(pokud jsou tedy data v Priloze 6 zaznamenana spravneé).

P¥i analyze velikosti genomu ve fylogenetickém kontextu postradam snahu vysveétlit
nejpravdépodobnéjsi model evoluce — misto toho jsou pouZivany metody, které apriorné
predpokladaji urcity evolucni model (contMap fuknce v R baliku phytools implementuje Browntiv
model; PGLS defaultné implementuje Pageliv A model). Proto bych nejradéji vidél nejprve test
nejvhodnéjsiho modelu (napt. pomoci jednoduchého srovnani pomoci fitContinuous funkce z R
baliku geiger, kterd umoziiuje testovat rizné evolu¢ni modely, a navic dovoluje pracovat

s chybovosti vstupnich dat), a teprve na zakladé vysledki testu zvolit dalSi postup analyzy.

V interpretacni Casti prace mi prijdou nékteré teorie o vnitrokmenové variabilité velikosti genomu
az moc divoké — viz moje prvni otazka.

Dil¢i nedostatky:

V kapitole 1.2.1.1 je snaha vysvétlit princip priatokové cytometrie. Navzdory tomu, Ze se u rostlin
vyuziva nejjednodussi mozna konfigurace cytometru zpravidla s jednim, nebo maximalné dvéma
zdroji zareni (ale vZdy pouZivanymi odd€lené), neobesla se tato pasaz bez chyb, zejména pak

v popisu ,,forward“ a ,,side scatter — u nich neni principielné mozné pracovat s intenzitou
fluorescence (tedy emitovanym svétlem), ale naopak s excitacnim svétlem.

V kapitole 3.2.2 jsou popisovany standardy pro FCM s jejich velikostmi genomu. V praci se pracuje
hned se tfemi standardy, ale to vyZaduje jejich ,re-kalibraci® vii¢i primarnimu standardu tak, aby



velikosti genomu mérené s jakymkoliv standardem byly porovnatelné. Takova korekce velikosti
standardt tu vSak neni uvedena, coz miize byt v interpretaci dat zavadéjici.

Kapitoly o zpracovani statistickych dat zmifuji vyuZiti programu R-studio ver. 4.2.1 — R-studio je
ale pouha graficka nadstavba vlastniho R softwaru, jehoZ verze je zde uvedena, ale ve spojitosti

s jinym programem.

Urcité nedostatky vidim i ve zplisobu prezentace dat — napf. nerozumim tomu, proc je pro kazdou
dil¢i analyzu velikost genomu v jinych jednotkach (v evolucnich analyzach logaritmus velikosti

v Mbp, v korelacnich analyzach logaritmus velikosti v pg). VSechny prezentované stromy (Obr. 15—
17) maji necitelna jména taxonii — zjevné jde o nesoulad fontti v R a v textovém editoru, nebo

v programu pro tpravu obrazk.

Otazky:

1) V kapitole 5.2 je zevrubné diskutovana zjisténa variabilita v mnoZstvi DNA v ramci jednoho
vzorku po re-izolaci kultury z jediné buriky. Pominu-li nejprozaictéjsi zdroj zjiSténé variability, tedy
kontaminaci, které byla snaha zabranit pravé péstovanim kultury z jediné ptivodni buriky, tak mne
prekvapuje, Ze zde viibec nebyla diskutovana moznost indukce variability ve velikostech genomu
pomoci akumulace ¢i ztraty transponovatelnych elementt (TE). A to navzdory tomu, Ze je pravé
variabilita v TEs v praci uvedena jako jeden z hlavnich mechanismii (vedle polyploidizace)
ovliviiyjicich velikost genomu. Co vedlo k tomu, Ze takova moZnost byla a priori vyloucena,

a misto toho je zde zminéna krajné nepravdépodobna teorie o ¢astecné endoreduplikaci, ktera je
navic specifickou variantou endoreduplikace, tedy procesu vyhradné spojeného s mnohobunécnymi
organismy? Je natolik nepredstavitelna predstava, Ze se v ramci kultury, sice vzniklé z jediné buriky,
ale po x-cyklech déleni, najde vnitro-kmenova variabilita podminéna akumulaci i ztratou TEs?
Pokud je to ,,nemozZné“, tak jaké hlavni prekazky v tom vidite? Jaka je pak obecna predstava o tom,
Ze viibec néjaka variabilita ve velikosti genomu u protist vznik4, a zejména v jaké fazi jejich
vyvoje?

2) Kapitola 5.3.1 je vénovana vnitrodruhové variabilité ve velikosti genomu a vyznamu
polyploidizace. U vybranych druhi s variabilitou, kterd neodpovida polyploidizaci, je snaha
vysvétlit jeji existenci oddélovanim evolucnich linii a tedy speciaci. Jako priklad je uveden i druh
M. lelymene, kde je odliSna velikost genomu italského kmene IT02 vysvétlovana zvlastnim
postavenim ve fylogenetickém stromé. Nicméné tfi kmeny z Ceska jsou fylogeneticky neoddélitelné
(Obrazek 16) a ptitom maji kaZdy diplné jinou velikost genomu (jeden kmen totoZnou s velikosti
italského vzorku). MizZete prosim vysvétlit tento zjevny interpretacni rozpor? Cemu pfisuzujete
rozdilnost ¢eskych kmeni, kdyZ nejde o speciaci?

3) V diskuzi na strané 51 popisujete vztahy mezi velikostmi genomu a velikostmi bunék, coz je
zcela v poradku, ale neni mi moc jasné, co ma vyjadrovat velicina ,,koeficient variace®, kterou zde
pouZivate. Ve skutecnosti jde o veli¢inu popisujici rozptyl v datech, konkrétné o smérodatnou
odchylku délenou primérem. Tim nefikam, Ze by nebylo mozné vztahy mezi riznymi velikostmi
organismt v jednotlivych trofickych kategoriich takto popisovat, jen nevim, co ndm fekne o jedné
skupiné CV = 56 %, a u jiné skupiny CV ~ 100 %. NesSlo ve skuteCnosti o tipln€é jinou metriku,
napr. koeficient determinace? At uZz je to v praci popsano spravné, nebo ne, tak co tim mélo byt
feceno o rozdilech mezi heterotrofnimi a fotoautotrofnimi chrysomonadami? Co to o nich vypovida
a co z toho vyplyva, resp. jaky vztah je ocekavan v kontextu riznych zpisobt obZivy?

4) Na strané 54 je diskutovan Obrazek 28, tedy zavislost velikosti genomu a Cetnosti vyskytu
jednotlivych druht, ktery poukazuje na fakt, Ze druhy s vétSim genomem jsou nalézany Castéji nez
druhy s menSim genomem. Potfeboval bych vysvétlit, co si z tohoto vystupu mam odnést. Znamena
Cetnost nalezi jednotlivych druhti (resp. jejich Supin) automaticky i vétsi areal vyskytu (tedy
schopnost kolonizace na vétsi vzdalenost)? MiiZe byt viibec prezentovany graf fakticky spravné,
vezmeme-li v potaz velkou miru vnitrodruhové variability velikosti genomu? Napriklad



nejpocetnéjsi druh M. crassisquama vykazuje obrovskou variabilitu pFisuzovanou polyploidizaci
(strana 50), presto jsou vSechny nalezy druhu asociovany s jedinou, stfedni hodnotou (Ptiloha 4).
Co Vas vedlo k této interpretaci? Jak by bylo mozné docilit toho, Ze prezentovana zavislost bude
vérohodna?

Zaver:

I kdyZ v praci vidim urcité nedostatky, nejde o Zadné systémové chyby, které by byly
nenapravitelné. Naopak velmi pozitivné vnimam fakt, Ze jsou primarni data sebrana a analyzovana
asi nejlep§im moznym zptisobem, ktery lze pro danou skupinu vymyslet, a jsou tudiZ velmi dobte
pouzitelna v budouci publikaci, kterd doufam z DP vznikne. Nékteré dil¢i analyzy by naopak bylo
vhodné doplnit, jiné trochu prepracovat, a nékteré interpretaCni zavéry vice propracovat. Nicméné
praci celkové hodnotim jako velmi kvalitni a doporucuiji ji k obhajobé. Prozatim ji hodnotim
stupném velmi dobre.

V Prihonicich, 20. 6. 2024 Pavel Travnicek
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