
Oponentský posudek na magisteskou diplomovou práci pana Petra Soukala: 

„Pátrání po pozůstatku plastidu v buňce Rhabdomonas sp.“ 

 

Diplomová práce pana Soukala si dává za cíl, pokusit se popřít hypotézu 

pozdní akvizice plastidu u euglen prostřednictvím analýzy transkriptomu 

heterotrofního zástupce Rhabdomonas sp., a také analýzou jeho ultrastruktury. Je to 

pokus vskutku odvážný, protože převažující názor vědecké obce je, že eugleny se 

staly fototrofními relativně nedávno. Vyvstává otázka, zda je vůbec možné zjistit 

analýzou transkriptomu, zda prošel eukaryotický organismus endosymbiózou 

s fototrofním, eukaryotickým endosymbiontem. V případě, jako je tento, jde o 

vskutku tvrdý oříšek. Vzhledem k heterotrofnímu způsobu života Rhabdomonas lze 

předpokládat, že všechny geny kódující proteiny podporující fotosyntézu a s ní spjaté 

procesy z genomu zmizely. Taková je ale naprostá většina původně sinicových, 

později plastidových genů přenesených do jádra exosymbionta. Transferované 

eukaryotické geny, tedy geny z jádra řasy pohlcené v předpokládané dávné symbióze, 

budou jen velmi těžko identifikovatelné, hlavně pak, pokud se původní gen 

z exosymbionta nezachoval. A nakonec, i když nějaké geny z řas autor v genomu 

heterotrofa najde, nikdy nemůže zcela odmítnout argument neendosymbiotického 

LGT. A hledat rudiment plastidu v buňce plné různých membrán? Zkuste to! Byl 

jsem tedy opravdu zvědav, jak se s tím pan Soukal popere. 

 Úvod a vlastně i literární přehled se mi zdá poněkud fragmnetovaný, nemohu 

se zbavit pocitu, že čtu knížku pro děti (moc se za to omlouvám). Asi za to můžou 

jednoznačné formulace použité v textu (je to tak a tak a basta) místo aspoň náznaku 

jejich zpochybnění v diskusi. Literární přehled popisuje prakticky všechny řasy se 

sekundárním či terciárním plastidem, což mi přijde opravdu zbytečné. Víc bych 

ocenil, kdyby byl bohatší co se týče informací o euglenách a chlorarachniophytech. 

V práci není například citován článek popisující genom chlorarachniophyt a 

skrytěnek, přestože vyšel už někdy před rokem a chlorarachniophyta představují 

druhou skupinu řas se zeleným sekundárním plastidem. Ostatně i v některých 

metabolických aspektech jsou si s fototrofními euglenami velmi podobné. Řada 

informací v literárním přehledu již dávno není aktuální (např. skupina Hacrobia už 

zjevně neexistuje). Není zde v kapitole chlorarachniophyta citován zásadní článek 

Archibald et al., 2003, PNAS, popisující významný podíl genů z ruduch 

identifikovaných mezi jaderně kódovanými geny kódujícími proteiny cílené do 

plastidu. Překvapivě jsem v literárním přehledu našel pouze jedinou zmínku o 

krásnoočku Rhabdomonas zkoumaném v této práci, o jeho biologii či ultrastruktuře se 

v práci nedozvíte nic, ačkoli je objektem zkoumání v této práci. Úvod je součástí 

diplomové práce a měl by obsahovat citace k uváděným tvrzením. Chybějící citace 

k různým, i poměrně závažným tvrzením, lze ostatně najít v celé práci včetně 

literárního přehledu. Například: 

- celý úvod 

- druhý odstavec kapitoly 1.1. 

- konec druhého odstavce 1.1.1. 

- kapitola 1.1.3. 

- poslední věta úvodu do 1.1.3.1. 

- poslední odstavec kapitoly Chlorarachniophyta 

- první odstavec kapitoly 1.1.3.2. 

- poslední věta druhého odstavce kapitoly 1.1.3.2. 

- poslední odstavec kapitoly 1.1.3.2. 

- druhý odstavec kapitoly „Ochrophyta“  



- kapitola Haptophyta, chybí citace k jadernému genomu 

- definice terciární endosymbiózy, kapitola 1.1.4. 

- konec kapitoly 1.2.4. a další... 

                                        

Kapitola výsledky se snaží shrnout dosavadní práci autora na Rhabdomonas. 

Nemohu si ale pomoct, ukázat dva stromky ze 63 je podle mne nedostatečné. Stává se 

standardem, že v podobných případech bývají sekvence, alignmenty, stromky a 

analýzy dostupné na přiloženém, CD nebo na netu. Podobně je tomu s obrázky TEM. 

To vše u této práce chybí. Čtenáři tak nezbývá, než diplomantovi jeho data a jejich 

interpretaci stromů věřit, což je situace, kterou opravdu nemám rád. Diskuse je pak 

velmi stručná a částečně chybná. Závěr je následující:“...dokud nebudou nalezeny 

jednoznačnější důkazy pro tuto hypotézu (early acquisition of plastid), musíme se 

přiklonit k nulové hypotéze, totiž, že plastid u předků Rhabdomonas přítomen nebyl.“ 

V souvislosti s tím by mě opravdu zajímalo, jaký typ důkazu by autor považoval za 

přesvědčivý. Jaká data vlastně autor práce očekával? 

 

poznámky: 

 

- Proč autor používá v citacích česká jména bez diakritiky i v případech, kdy na 

originálním článku diakritika uvedena je? V českém textu mi to přijde opravdu 

divné a nesprávné. Janouškovec prostě není Janouskovec. 

- V obrázku 1.3. by bylo vhodné ukázat pozici Rhabdomonas ve 

fylogenetickém stromě. 

- Možnou přítomnost plastidu u kinetoplastid odbyl autor jedním odstavečkem, 

přitom jde o fenomén pro tuto práci zásadní. Očekával bych kritické 

zhodnocení článků popisujících plastidové geny u trypanosomatid.  

- Autor má zřejmou tendenci, ukázat ke studovanému problému jednu publikaci 

(můj dojem je, že náhodně vybranou) a na této jedné publikaci postaví celý 

svůj názor na popisovaný problém. Příklad, v uplynulých pěti letech byla 

publikována celá řada fylogenomických studií týkajících se postavení 

jednotlivých eukaryotických superskupin. Autor si vybral jednu (Brown, 

Kolísko et al., 2012) a ostatní jakoby pro něj neexistovaly... 

-    Není možné tvrdit, že sekundární plastid obrněnek je obalen třemi 

membránami. Kdyby si autor znovu přečetl, co vlastně v práci on sám píše, 

dočetl by se o existenci zeleného, sekundárního plastidu obrněnek, který je, 

pokud vím, obalen čtyřmi membránami... 

-     Červený původ apikoplastu byl jasný již řadu let (vlastně asi tak od roku 

1994) díky struktuře plastidového superoperonu...  

- Absenci apikoplastu u rodu Cryptosporidium ukazuje především jeho genom a 

absence plastidových genů v něm. Článek popisující tento genom však autor 

necituje. Absence plastidu u některých výtrusovců by rozhodně měla být více 

diskutována. 

- Oceňuji, že autor zaznamenal podobnost krásnooček a obrněnek v řadě  

molekulárních znaků. Horší už ale je, že nezaznamenal publikaci tento 

fenomén popisující (Lukeš J, Leander BS, Keeling PJ. 2009. Cascades of 

convergent evolution: the corresponding evolutionary histories of 

euglenozoans and dinoflagellates. PNAS 106: 9963-9970.) 

- Nezvyklá forma citací (první dva autoři a pak et al., ) 

- Fylogenetické stromy se obvykle počítají více, než 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 jediný článek popisující jaderný genom a to 

genom phytophthory. V roce 2013 je to u transkriptomového článku, alespoň 

pro mě, naprosto nepochopitelné.   

- Při výběru kandidátních genů bych zvolil jiný postup. Podle mých zkušeností 

není dobré sestavovat datasety prostřednictvím BLASTu, ale výhradně formou 

fylogenetické analýzy.  

 

otázky: 

1)   Proč se práce jmenuje „Pátrání po pozůstatku plastidu v buňce Rhabdomonas sp.“ 

a v cílech práce je uvedeno „osekvenování transkriptomu Rhabdomonas costata? 

2)   Termín „ektosymbiont“ mi přijde podivný a nestandardní a ještě jsem se s ním v 

tomto významu nesetkal. Podle definice je ektosymbiont endosymbiotický 

partner, který je na povrchu hostitele. Někdy je možné se setkat s termínem 

„exosymbiont“ (např. Bowler et al., 2008). 

3)   Data v článku „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.“ podporují představu sériové endosymbiózy u 

chlorarachniophyt. Můžete vysvětlit proč? Existuje ještě jiná skupina 

s komplexními plastidy, u které se předpokládá něco podobného? 

4)   Překvapuje mně absence některých zásadních článků v této diplomové práci. 

Například je to článek v Science z roku 2009 (Moustafa et al.,) který popisuje 

přítomnost velkého počtu genů se zeleným fylogenetickým signálem v genomech 

rozsivek. I když interpretaci a vlastním stromům v tomto článku osobně ani trochu 

nevěřím, jsem si jist, že do literárního přehledu a kritické diskuse patří. Také bych 

zde čekal práci Kořený and Oborník (2010, GBE), která popisuje jeden 

z důležitých faktorů evoluce plastidů euglen.  

5)   Na straně 13 autor tvrdí, že „Dvě nejvnitřnější membrány (sekundárního plastidu) 

jsou odvozeny od primárního plastidu, zatímco zbylé dvě pocházejí 

z endoplasmatického retikula ektosymbionta“. Informace je bez uvedení zdroje. 

Dovoluji si s ní nesouhlasit. Jak to tedy je s původem membrán komplexního 

plastidu ve skutečnosti? 

6)  V literárním přehledu srovnává autor fylogenezi plastidových genů a genů 

pocházejících z plastidu, které jsou nyní kódovány v jádře. Která z těchto dat jsou 

důvěryhodnější a proč? 

7)   Obr. 4.6. V tomto obrázku klastruje Rhabdomonas spolu s leishmanií a 

trypanosomou. To značí, ze tento gen z rodiny acetyl transferáz měli již společní 

předci  kinetoplastid a euglen. Jak lze tento výsledek interpretovat? 

8)  Nemohu souhlasit s následujícím tvrzením: „Sekundární endosymbióza je proces, 

při kterém pohltí ektosymbiont endosymbionta, který již jednoho endosymbionta 

obsahuje“. Tak předně, ektosymbiont nepohltí endosymbionta, ale volně žijící 

řasu, endosymbiontem se tato stává teprve tehdy, kdy začne žít 

endosymbiotickým způsobem života. Tato volně žijící řasa neobsahuje 

endosymbionta, nýbrž organelu, což zase není totéž. I když je nutno přiznat, že 

hranice mezi symbiontem a organelou začíná být nejasná, hlavně díky recentnímu 

článku Filipa Husníka v Cell. Můžete vysvětlit proč? 

9)  Pokud autor diplomové práce tvrdí, že by měly v nálevnících zůstat nějaké geny 

pocházející z plastidu hypoteticky přítomného ve všech alveolátech, měl by mít i 

představu, které konkrétní geny by to asi tak mohly být. Prosím o vyjádření se 

k této otázce. 



11) Autor tvrdí, že v případě symbiózy plastidů řasy Vaucheria a mořských mlžů byl 

popsán přenos genů to jádra mlže. Odkud byly tyto geny přeneseny, když je 

známo, že tito mlži v sobě mají pouze plastidy a jádro řasy zde zcela chybí? 

12) Obr. 4.6., ve stromku nejsou žádné primární ruduchy; neobsahují snad příslušný 

gen pro acetyl transferázu? Tento stromek také neobsahuje žádné bakteriální 

sekvence, tedy ani sinicové. Není z něj tedy zřejmé,  odkud vlastně gen pochází. 

Z mého pohledu je taxon sampling v tomto případě zcela nedostatečný. 

13) Při četbě následující věty (str. 49, 3. odstavec) „Protože u krásnoočka R. costata 

nebyly nalezeny žádné přímé důkazy o současné existenci plastidu, musel ho v 

minulosti ztratit.“ jsem zapochyboval, že ji psal stejný člověk, jako zbytek práce. 

Prosím o vysvětlení. 

14) Jakým způsobem jste odstraňovali redundantní sekvence při rozšiřování databáze? 

 

 

Shrnutí 

Musím se přiznat, že tato práce je pro mě zklamáním. Ne, že bych očekával potvrzení 

„plastid-early-hypothesis“, ale čekal jsem alespoň solidní intelektuální rozbor 

dosavadních dat a hypotéz. Místo toho jsem našel odbytou práci plnou irelevantních 

informací, ve které navíc chybí řada informací relevantních a hlavně odpovídající 

diskuse. Že nepovedou ke kýženému cíli TEM studie bylo jasné od začátku. Analýza 

transkriptomu by ale nějaké světlo vnést mohla. Musela by ale být cílená. Třeba na 

geny, které se v jádrech řas objevují a ač mají původ v plastidu, nejsou přímo 

asociované s fotosyntézou a může se stát, že původní, heterotrofní homolog v průběhu 

evoluce nahradí. Tedy takové geny, které mají šanci zůstat ve fototrofním organismu i 

poté, co fototrofii, případně i plastid ztratil. Přístup autora k informacím mi přijde 

nezralý a zjednodušený, prezentace výsledků nedostatečná, diskuse stručná a místy až 

zavádějící. Předběžně navrhuji známku mezi 2-3, finální rozhodnutí udělám až po 

obhajobě. 

 

 

     V Českých Budějovicích dne 11.9.2013 

 

Miroslav Oborník 
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