V Praze 19. kvétna 2009

Posudek k diplomové praci Katariny Nejmoveé:
Molekularna fylogenetika a geometricka morfometrika aerofytickych zelenych rias
komplexu Coccomyxa/Pseudococcomyxa s. 1.

Diplomova prace Katariny Nejmové se zabyva oblibenym tématem poslednich let, studiem
molekulérni variability organizm®, které nelze rozli§it morfologicky. Katarina Nejmova
vlastnoru¢ng izolovala asi 25 novych kment fas z komplexu Coccomyxa/Pseudococcomyxa, u
jedendcti z nich osekvenovala gen pro 18S rRNA, u 32 oblast ITS a u 24 kment ziskala
podrobnd morfometrickd data. Domnivam se, Ze toto mnoZstvi bohaté spliiuje néroky na
diplomovou préci. Z metodiky jsem schopen posuzovat 4st tykajici se sekvenace a analyzy
sekvenénich dat a zde musim konstatovat, Ze autorka odvedla perfektni praci. Postupovala
zcela v souladu se souSasnymi postupy, navic velmi opatrng a precizng. Vyzdvihnout bych si
dovolil zejména pééi, kterou v&novala pipravé alignmentu sekvenci (s pomoci sekundérnich
struktur a podobn&). Musim sebekriticky pfiznat, Ze j4 sdm jsem nikdy nepfipravoval
alignment s takovou opatrnosti. Také obdivuji mmoZstvi price, kterd byla vE€novéna
podrobnému mapovén{ substituci na sekundarni struktury a srovndvani kmentl v t€chto
znacich. Je zde jasn& patrnd snaha vydist ze ziskanych dat naprosté maximum informaci.
Podobny dojem jsem ziskal také z morfometrické &asti préace, u které se vSak necitim povolén
posuzovat kvalitu. Za nejvétsi slabinu této prace povazuji prezentaci vysledkil. Kapitola
vysledky je podle mého ndzoru prili§ zbytnéld. Autorka se snazi zmifiovat veskeré detaily, ve
kterych se kmeny 1i§i (jednotlivé substituce nukleotidd atd.), které z valné vétSiny stejné
nediskutuje, protoZe neni zfejmy jejich vyznam. Domnivém se, Ze fylogenetické stromy
vytvofené riiznymi metodami 1ze shrnout do jednoho stromu, popis méné vyznamnych rozdilt
mezi sekvencemi lze odsunout do apendixu nebo ponechat Stendfe, aby si je pfipadné
vyhledal na obrédzku & schématu, morfometrické charakteristiky kment (str. 49-53) Ize
shrnout do tabulky, podet (bezméla 20) grafli prezentujicich morfometrickd srovndni, pfi
kterych nebyly nalezeny v podstaté zadné rozdily, lze redukovat. Ctenf kapitoly vysledky by
pak bylo jist& mnohem p¥{jemné&jsi. Autorka své vysledky pomémé fundované diskutuje a je
si védoma mnoha tUskali — pf{tomnost statistickych artefaktl, moZnost rekombinace mezi
kmeny a pfitomnost sekvenaénich chyb. Z diskuze jsem nabyl dojmu, Ze autorka se
v problematice velmi dobfe orientuje. Na zdveér bych chtél konstatovat, Ze pfedloZenou
diplomovou praci povaZuji za velmi kvalitnf a navrhuji ji hodnotit jako vybornou.

Otazky:

1. 'V diplomové praci jste sekvenovala celkem 3 pfilehlé geny (18 S rRNA, ITS1 a ITS2),
které jste analyzovala samostatng. Pro¢ jste se nepokusila analyzovat tyto geny
spoledng (konkatenovat je)? Je moZné, Ze vét§i mnoZstvi dat by vedlo k vy$§i podpote
pro n&které vyznamné uzly ve vaSem stromu.

2. 'V analyz4ch postradém jakoukoli snahu klasifikovat kmeny do rodf a ukédzat, Ze rody
neodpovidaji fylogenezi. Z literarntho tvodu jsem se napf. doCetl, Ze Coccomyxa a
Pseudococcomyxa se 1i§i zplisobem uvolfiovani autospor ze sporangia — prasknutim
stény nebo zanikem stény. Pro& jste si nev§imala tohoto znaku a nepokusila se jej
namapovat na fylogeneticky strom kment, aby se ukézalo, zda je taxonomicky
validn{?

3. Pokud Coccomyxa a Pseudococcomyxa tvofi jeden rodovy komplex a nedaji se
morfologicky odlisit, m&ly by se slougit do jednoho rodu. Chystate se k takovému
kroku? Jak by se mél spole¢ny rod jmenovat?



4. Na stranach 70 a 71 diskutujete teoretickou moznost k¥iZzeni mezi kmeny. Uvéadite, Ze
rozdil v jediné ,,compensatory base change* (CBC) v helixu IIT mezi liniemi ukazuje,
Ze se linie vzajemné nekiiZ{; p¥tomnost hemi CBC nestaci. Mohla byste vice rozvést
tento argument, ktery jste naCerpala z literatury. Nenf mi jasné, pro¢ by tomu mélo tak
byt.

5. Intuitivné nejsnaze pochopitelny diikaz pohlavntho rozmnoZzovani je podle mého
néazoru nélez kifZenct — klon?, které obsahuji ¢ast znakd vyskytujicich se v jedné ¢ésti
populace a druhou &ast vyskytujici se v jiné &asti populace. ProtoZe k pohlavnimu
rozmnozovéni dochdzi nejsndze v prirozeném prostfedi, jevi se mi jako nejsnazsi
analyzovat pro tento el nékolik (spi§e mnoho) klont z jednoho vzorku. Z n&kterych
vzorkd jste izolovala vice klond, nepozorovali jste u nich néco podobného?

6. V metodice zmifiujete, Ze jste pred fylogenetickymi analyzami vyluovaly chimerické
sekvence. Jaky byl ptivod téchto chimér, a nemohlo by se jednat prave o kifZence?

Vladimir Hampl

Dal3i technické poznamky (nezddam edpovéd’):

Text na str. 14 nenavazuje na str. 13, ¢ast zfejmé chybi.

Str. 16 — Pro¢€ uchovévate DNA pii 4°C ane pii -20 e

Str. 17 — Paramecium bursaria (misto barsaria)

Str. 18, 20 —uvést koncentrace zasobnich roztokd chemikalii (polymeraza dNTP, MgCI2 aj.)
Str. 20 — Proc¢ po klonovéani sekvenujete PCR produkty amplifikované z plazmidd a ne
samotné plazmidy. Hrozi{ vznik PCR chyb.

Str. 22 — Pro¢ jste pouZivali pfi analyze ITS2 ve Phyml jiny model neZ v PAUP a MrBayes.
Str. 26 — chybi bootstrap na spole¢né vetvi Coccomyxa, Choricystis, Botryococcus.

Str. 31- ptibuznost skupiny D je pochopeno Spatné. Z obrazku 9 nevyplyva, Ze je piibuznéjsi
A2, CaAl. Jedn4 se o nezakofenény strom, ve kterém se D nachézi mezi B a zbytkem.
Posteriorni pravdépodobnost pro ,,bipartition” D+A2+A1+Cneni 0,98 ale 1,00. Strom na
obrazku 10 m4 jinou topologii. Zde je D skute¢né nejpifbuznéjsi A2.

Str. 69 — pouZivani pojmu ,,parafyletickd skupina®, ,,parafyletické vztahy* asi nenf zcela na
mist€. Nebylo by vhodnéjsi ,,polyfyletickd skupina®, ,,polyfylii*.

Str. 69 a70 — Znaky na sekundarni struktufe ITS nedokazuji vétsi piibuznost kladi A a C.
Pokud nezndme pivodni stav, je moZné, Ze inzerce a delece vznikly na v&tvi vedouci k B.



