Oponentsky posudek na magisteskou diplomovou praci pana Petra Soukala:
,»Patrani po pozistatku plastidu v buiice Rhabdomonas sp.*

Diplomova prace pana Soukala si dava za cil, pokusit se popfit hypotézu
pozdni akvizice plastidu u euglen prostiednictvim analyzy transkriptomu
heterotrofniho zastupce Rhabdomonas sp., a také analyzou jeho ultrastruktury. Je to
pokus vskutku odvéazny, protoze ptevazujici nazor védecké obce je, Ze eugleny se
staly fototrofnimi relativné nedavno. Vyvstava otazka, zda je viibec mozné zjistit
analyzou transkriptomu, zda prosel eukaryoticky organismus endosymbi6zou
s fototrofnim, eukaryotickym endosymbiontem. V ptipade¢, jako je tento, jde o
vskutku tvrdy ofisek. Vzhledem k heterotrofnimu zpisobu zivota Rhabdomonas Ize
predpokladat, Ze vSechny geny kdodujici proteiny podporujici fotosyntézu a s ni spjaté
procesy z genomu zmizely. Takova je ale naprosta vétsina ptivodné sinicovych,
pozd¢ji plastidovych genil ptenesenych do jadra exosymbionta. Transferované
eukaryotické geny, tedy geny z jadra fasy pohlcené v predpokladané davné symbioze,
budou jen velmi tézko identifikovatelné, hlavné pak, pokud se ptivodni gen
z exosymbionta nezachoval. A nakonec, i kdyz néjaké geny z tas autor v genomu
heterotrofa najde, nikdy nemuze zcela odmitnout argument neendosymbiotického
LGT. A hledat rudiment plastidu v buiice pIné riznych membran? Zkuste to! Byl
jsem tedy opravdu zvédav, jak se s tim pan Soukal popere.

Uvod a vlastné i literarni piehled se mi zda ponékud fragmnetovany, nemohu
se zbavit pocitu, Ze ¢tu knizku pro déti (moc se za to omlouvam). Asi za to muzou
jednoznacéné formulace pouzité v textu (je to tak a tak a basta) misto aspon naznaku
jejich zpochybnéni v diskusi. Literarni ptehled popisuje prakticky vSechny fasy se
sekundarnim ¢i terciarnim plastidem, coz mi ptijde opravdu zbyte¢né. Vic bych
ocenil, kdyby byl bohatsi co se ty¢e informaci o euglenach a chlorarachniophytech.
V préci neni napftiklad citovan ¢lanek popisujici genom chlorarachniophyt a
skrytének, piestoze vysel uz nékdy pred rokem a chlorarachniophyta ptredstavuji
druhou skupinu fas se zelenym sekundarnim plastidem. Ostatné 1 v nékterych
metabolickych aspektech jsou si s fototrofnimi euglenami velmi podobné. Rada
informaci v literarnim ptehledu jiz ddvno neni aktualni (napft. skupina Hacrobia uz
zjevné neexistuje). Neni zde v kapitole chlorarachniophyta citovan zasadni ¢lanek
Archibald et al., 2003, PNAS, popisujici vyznamny podil gent z ruduch
identifikovanych mezi jaderné¢ kddovanymi geny kddujicimi proteiny cilené do
plastidu. Piekvapive jsem Vv literarnim pichledu nasel pouze jedinou zminku o
krasnoocku Rhabdomonas zkoumaném v této praci, o jeho biologii ¢i ultrastruktufe se
v praci nedozvite nic, ackoli je objektem zkoumani v této praci. Uvod je soudasti
diplomové prace a m¢l by obsahovat citace k uvadénym tvrzenim. Chybéjici citace
k riznym, i pomérné zavaznym tvrzenim, lze ostatné najit v celé praci véetné
literarniho ptehledu. Napfiklad:

- celyuvod

- druhy odstavec kapitoly 1.1.

- konec druhého odstavce 1.1.1.

- kapitola 1.1.3.

- posledni véta tvodu do 1.1.3.1.

- posledni odstavec kapitoly Chlorarachniophyta
- prvni odstavec kapitoly 1.1.3.2.

- posledni véta druhého odstavce kapitoly 1.1.3.2.
- posledni odstavec kapitoly 1.1.3.2.

- druhy odstavec kapitoly ,,Ochrophyta*



- kapitola Haptophyta, chybi citace k jadernému genomu
- definice terciarni endosymbidzy, kapitola 1.1.4.
- konec kapitoly 1.2.4. a dalsi...

Kapitola vysledky se snazi shrnout dosavadni praci autora na Rhabdomonas.
Nemohu si ale pomoct, ukazat dva stromky ze 63 je podle mne nedostatecné. Stava se
standardem, ze v podobnych ptipadech byvaji sekvence, alignmenty, stromky a
analyzy dostupné na ptilozeném, CD nebo na netu. Podobn¢ je tomu s obrazky TEM.
To vie u této prace chybi. Ctenafi tak nezbyva, nez diplomantovi jeho data a jejich
interpretaci stromu véfit, coz je situace, kterou opravdu nemam rad. Diskuse je pak
velmi strucnd a ¢astecné chybna. Zavér je nasledujici:“...dokud nebudou nalezeny
ptiklonit k nulové hypotéze, totiz, Ze plastid u pfedktt Rhabdomonas pfitomen nebyl.*
V souvislosti s tim by mé opravdu zajimalo, jaky typ dikazu by autor povazoval za
presvédcivy. Jaka data vlastn€ autor prace oc¢ekaval?

poznamky:

- Pro¢ autor pouziva v citacich ¢eska jména bez diakritiky i v ptipadech, kdy na
originalnim ¢lanku diakritika uvedena je? V ¢eském textu mi to ptijde opravdu
divné a nespravné. Janouskovec prosté neni Janouskovec.

-V obrazku 1.3. by bylo vhodné ukazat pozici Rhabdomonas ve
fylogenetickém stromé.

- Moznou ptitomnost plastidu u kinetoplastid odbyl autor jednim odstaveckem,
ptitom jde o fenomén pro tuto praci zasadni. Oc¢ekaval bych kritické
zhodnoceni ¢lankt popisujicich plastidové geny u trypanosomatid.

- Autor ma zfejmou tendenci, ukdzat ke studovanému problému jednu publikaci
(mtyj dojem je, Ze ndhodné vybranou) a na této jedné publikaci postavi cely
svilj ndzor na popisovany problém. Ptiklad, v uplynulych péti letech byla
publikovéna celd fada fylogenomickych studii tykajicich se postaveni
jednotlivych eukaryotickych superskupin. Autor si vybral jednu (Brown,
Kolisko et al., 2012) a ostatni jakoby pro né&j neexistovaly...

- Neni mozné tvrdit, Ze sekundarni plastid obrnének je obalen tfemi
membranami. Kdyby si autor znovu ptecetl, co vlastné v praci on sam pise,
docetl by se o existenci zeleného, sekundarniho plastidu obrnének, ktery je,
pokud vim, obalen ¢tyfmi membranami...

- Cerveny ptivod apikoplastu byl jasny jiz fadu let (vlastné asi tak od roku
1994) diky struktuie plastidového superoperonu...

- Absenci apikoplastu u rodu Cryptosporidium ukazuje pifedevsim jeho genom a
absence plastidovych gentl v ném. Clanek popisujici tento genom viak autor
necituje. Absence plastidu u nékterych vytrusovct by rozhodné méla byt vice
diskutovana.

- Ocenuji, ze autor zaznamenal podobnost krasnoo¢ek a obrnének v fadé
molekularnich znakt. Hor$i uz ale je, Ze nezaznamenal publikaci tento
fenomén popisujici (Lukes J, Leander BS, Keeling PJ. 2009. Cascades of
convergent evolution: the corresponding evolutionary histories of
euglenozoans and dinoflagellates. PNAS 106: 9963-9970.)

- Nezvykla forma citaci (prvni dva autofi a pak et al., )

- Fylogenetické stromy se obvykle pocitaji vice, nez jednou metodou (ML).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19528647?dopt=Abstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19528647?dopt=Abstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19528647?dopt=Abstract

-V celé diplomce cituje autor jediny ¢lanek popisujici jaderny genom a to
genom phytophthory. V roce 2013 je to u transkriptomového ¢lanku, alespon
pro m¢, naprosto nepochopitelné.

- Pfi vybéru kandidatnich gent bych zvolil jiny postup. Podle mych zkusenosti
neni dobré sestavovat datasety prostfednictvim BLASTu, ale vyhradné formou
fylogenetické analyzy.

otazky:

1)

2)

3)

4)

5)

Pro¢ se prace jmenuje ,,Patrani po pozustatku plastidu v buiice Rhabdomonas sp.
a Vv cilech prace je uvedeno ,,0sekvenovani transkriptomu Rhabdomonas costata?
Termin ,,ektosymbiont* mi ptijde podivny a nestandardni a jesté jsem se s nim v
tomto vyznamu nesetkal. Podle definice je ektosymbiont endosymbioticky
partner, ktery je na povrchu hostitele. Nékdy je mozné se setkat s terminem
»exosymbiont®“ (napt. Bowler et al., 2008).

Data v ¢lanku ,,Archibald, J. M., Rogers, M., Toop, M. Ishida, K., & Keeling, P.
J. 2003. Lateral gene transfer and the evolution of plastid-targeted proteins in the
secondary plastid-containing alga Bigelowiella natans. Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A. 100, 7678-7683.* podporuji pfedstavu sériové endosymbidzy u
chlorarachniophyt. Miizete vysvétlit proc? Existuje jeste jind skupina

s komplexnimi plastidy, u které se predpoklada néco podobného?

Ptekvapuje mn¢ absence nékterych zdsadnich ¢lankt v této diplomové praci.
Napiiklad je to ¢lanek v Science z roku 2009 (Moustafa et al.,) ktery popisuje
pritomnost velkého pocétu genti se zelenym fylogenetickym signalem v genomech
rozsivek. I kdyZ interpretaci a vlastnim stromiim v tomto ¢lanku osobn¢ ani trochu
neveérim, jsem si jist, Ze do literarniho prehledu a kritické diskuse patti. Také bych
zde Cekal praci Kofeny and Obornik (2010, GBE), ktera popisuje jeden

z dulezitych faktord evoluce plastidi euglen.

Na strané 13 autor tvrdi, Ze ,,Dv¢€ nejvnitinéj$i membrany (sekundéarniho plastidu)
jsou odvozeny od primérniho plastidu, zatimco zbylé dvé pochazeji

z endoplasmatického retikula ektosymbionta®. Informace je bez uvedeni zdroje.
Dovoluji si s ni nesouhlasit. Jak to tedy je s pivodem membran komplexniho
plastidu ve skute¢nosti?

6) V literarnim pichledu srovnava autor fylogenezi plastidovych gent a genti

7)

8)

pochazejicich z plastidu, které jsou nyni kddovany v jadre. Ktera z téchto dat jsou
daveéryhodnéjsi a proc?

Obr. 4.6. V tomto obrazku klastruje Rhabdomonas spolu s leishmanii a
trypanosomou. To znaci, ze tento gen z rodiny acetyl transferaz méli jiz spolecni
pfedci kinetoplastid a euglen. Jak 1ze tento vysledek interpretovat?

Nemohu souhlasit s nasledujicim tvrzenim: ,,Sekundarni endosymbioza je proces,
pfi kterém pohlti ektosymbiont endosymbionta, ktery jiz jednoho endosymbionta
obsahuje®. Tak ptedné, ektosymbiont nepohlti endosymbionta, ale volné Zijici
fasu, endosymbiontem se tato stava teprve tehdy, kdy za¢ne zit
endosymbiotickym zpiisobem Zivota. Tato volné Zijici fasa neobsahuje
endosymbionta, nybrZ organelu, coZ zase neni totéz. I kdyz je nutno pfiznat, Ze
hranice mezi symbiontem a organelou zacina byt nejasna, hlavné diky recentnimu
¢lanku Filipa Husnika v Cell. Mlzete vysvétlit proc?

9) Pokud autor diplomové prace tvrdi, ze by mély v ndlevnicich zustat néjaké geny

pochazejici z plastidu hypoteticky pfitomného ve vSech alveolatech, mél by mit i
predstavu, které konkrétni geny by to asi tak mohly byt. Prosim o vyjadieni se
k této otazce.



11) Autor tvrdi, ze v pfipad¢ symbiozy plastidi fasy Vaucheria a moiskych mlza byl
popsan pienos genil to jadra mlze. Odkud byly tyto geny pteneseny, kdyz je
znamo, ze tito mlzi v sob¢é maji pouze plastidy a jadro fasy zde zcela chybi?

12) Obr. 4.6., ve stromku nejsou zadné primarni ruduchy; neobsahuji snad piislusny
gen pro acetyl transferazu? Tento stromek také neobsahuje zadné bakterialni
sekvence, tedy ani sinicové. Neni z n¢j tedy ziejmé, odkud vlastné gen pochazi.
Z mého pohledu je taxon sampling vV tomto piipade zcela nedostatecny.

13) Pii Cetb¢ nasledujici véty (str. 49, 3. odstavec) ,,Protoze u krasnoocka R. costata
nebyly nalezeny zadné piimé dikazy o soucasné existenci plastidu, musel ho v
minulosti ztratit.*“ jsem zapochyboval, Ze ji psal stejny ¢lovék, jako zbytek prace.
Prosim o vysvétleni.

14) Jakym zpisobem jste odstraiiovali redundantni sekvence pfi rozs§ifovani databaze?

Shrnuti

Musim se pfiznat, Ze tato prace je pro mé zklamanim. Ne, Ze bych o¢ekaval potvrzeni
,.plastid-early-hypothesis®, ale ¢ekal jsem alespon solidni intelektualni rozbor
dosavadnich dat a hypotéz. Misto toho jsem nasel odbytou praci plnou irelevantnich
informaci, ve které navic chybi fada informaci relevantnich a hlavné odpovidajici
diskuse. Ze nepovedou ke kyzenému cili TEM studie bylo jasné od za¢atku. Analyza
transkriptomu by ale néjaké svétlo vnést mohla. Musela by ale byt cilena. Tteba na
geny, které se v jadrech fas objevuji a a¢ maji plivod v plastidu, nejsou ptimo
asociované s fotosyntézou a muze se stat, ze ptivodni, heterotrofni homolog v prab¢hu
evoluce nahradi. Tedy takové geny, které maji Sanci zlstat ve fototrofnim organismu i
poté, co fototrofii, ptipadné 1 plastid ztratil. Ptistup autora k informacim mi pftijde
nezraly a zjednoduseny, prezentace vysledkl nedostatecnd, diskuse stru¢nd a misty az
zavadgjici. Pfedbézné navrhuji znamku mezi 2-3, finalni rozhodnuti udélam az po
obhajobg¢.
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