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Zvolend téma prace predstavuje vyznamny prispevok do aktudlnej a zaujimavej oblasti
vyskumu evoltcie jadrovych a plastidovych gendémov euglenidov. Je napisana dobre
CitatePnym, zrozumiteInym sposobom, putavo a informativne. Praca sumarizuje najnovsie
poznatky o endosymbiotickom pdvode organel eukaryotickych buniek — mitochondrii
a chloroplastov s akcentom na tzv. komplexné, sekundarne chloroplasty euglenofyt. Tri
povodné prace prinaSaju nové, originadlne poznatky o (i) genome plastidov FEutreptiella
gymnastica, (i1) mitochondridlnom genéme Pyramimonas parkeae a (iii) celkovom genome
a transkriptome Rhabdomonas costata. Prilohou je taktiez kapitola (iv) ,,Secondary plastids of
Euglenophytes* z knihy ,,Secondary Endosymbioses®. Vyznamnou sucast'ou vsetkych prac je
porovnavanie so situaciou u modelového bic¢ikovca Euglena gracilis. Doktorandka prispela
k zdarnej priprave tychto ¢lankov hlavne na poli anotacie gendémov a protedmov. V samotne;j
Dizertanej praci sa venuje aj detailnejSej interpretacii ziskanych poznatkov z hladiska
fylogonézy a evolucie.

Vysledky st origindlne a vyvodené zavery su diskutované v kontexte dostupnych
poznatkov z tejto problematiky. Nacrtnuty je aj prinos povodnych zisteni autorky pre d’alsi
rozvoj vednej discipliny.

Z formalneho hl'adiska Dizertacna praca predstavuje kompilaciu Styroch vedeckych
pojednani, ktoré boli publikované v prestiznych medzinarodnych casopisoch (resp. ako
kapitola v knihe; okrem jedného rukopisu, ktory zatial’ nebol uverejneny). Rukopisy presli
pred uverejnenim naro¢nou oponentirou od expertov na predmetnil problematiku, takze by
bolo nenalezité¢ relativizovat, ¢i kritizovat' prezentované vysledky aich interpretaciu.
Dizertatna praca je vSak dielo in¢ho charakteru. Hoci problematika je monotematicka
a metodika obdobnd, praca spdja viacero relativne nezavislych publikacii, ktoré pri istom
porovnani a zovSeobecneni evokuju polozenie niekol’kych otdzok, resp. pripomienok, ktoré
mozu priniest’ inSpirativne odpovede aj pre zainteresovanych l'udi, ktori nie st expertmi
v danej oblasti.

K praci médm nasledovné pripomienky a otazky, ¢i namety do diskusie.

V pasazi venovanej pdvodu primarnych plastidov Archaeplastida, spracovanej prehladne
arecentne, sa nenachadza ani len zmienka otom, ze by aj chlamydie mohli nejakym
sposobom prispiet’ k povodu chloroplastov u tychto fotosyntetizujicich organizmov. Ide o
hypotézu ,,Ménage a trios“, ktord sa nie tak ddvno pokusala zodpovedat' otazku povodu
metabolizmu glykogénu, a to suzitim chlamydie, hostitel'a a cyanobaktérie (Ball et al. 2013).
Nasledne Facchinelli et al. (2013) priniesli upraveny scenar, ktory zahfnia spoluZzitie
chlamydiového parazita a cyanobaktérie v jednej vezikule vo vnutri hostitela. Hypotéza
s chlamydiami a ich nevyhnutnou tlohou v evoltcii plastidov je sice podporend viacerymi
argumentmi, no ich hodnota je vzhl'adom na novsie analyzy diskutabilna — fylogeneticka
reanalyza sekvencii dolezitych génov pre metabolizmus glykogénu/Skrobu (Domman et al.
2015). Je tato zalezitost’ uz nacisto ,,pase” anestoji ani za zmienku? Prosim doktorandku
0 zaujatie stanoviska.

Problematike tzv. invertovanych repeticii ("Inverted repeats — IR") obsahujucich ribozoémovy
operon, ktoré sa v hojnej miere nachadzaju v organelach, okrem mitochondrii hlavne
v plastidoch, je v praci venovand pomerne rozsiahla pozornost’. Prezentované st aj racionalne



vysvetlenia, aky je ich vyznam pre genom organel (zapocatie replikacie, stabilizacia genomu a
konzervacia génov), ktoré st citované aj z vel'mi recentnych literarnych zdrojov. Zaroven sa
vsak zretel'ne deklaruje, ze IR nemusia byt Gplne identické, Castokrat jedna kopia IR absentuje
(nezévisla strata), no v istych pripadoch sa tieto sekvencie moézu vyskytovat' aj v priamej
orientacii. Takéto tandemovité (,,Tandem repeat) usporiadanie usekov plastomu
obsahujucich ribozémovy operon sa vyskytuje hlavne u euglén (3x Euglena gracilis a E.
longa, 2 x E. hiemalis a E. clara). Existuje nejaké raciondlne vysvetlenie, preco je tomu tak
(mechanizmus, ako k tomu doslo), resp. aku selekéna vyhodu to euglénam poskytuje?

V suvislosti s IR sa taktiez uvadza, ze u niektorych organizmov, napr. zastupcov Euglenaceae
nebola anotacia plastoému cirkularizovana a doplnena. V prislusnej tabulke su takéto genomy
oznacené¢ hviezdiCkou (*), ktora oznaCuje gendmy s neuzavretou kruznicou. Mohla by
doktorandka blizSie ozrejmit’ ¢o to znamena?, resp. su na koncoch takychto molektl pritomné
teloméry?

V pasazach prace venovanej tzv. komplexnym plastidom, obalenych tromi, ¢i Styrmi
membranami (sekundarna, resp. vysSieho rddu endosymbidza), je venovana detailna
pozornost’. Ich povod sa odvodzuje zo zelenych a Cervenych rias. Mohla by sa doktorandka
pokusit’ vysvetlit’, preco nie aj z glaukofyt?

Otazka odhadovaného veku plastidov euglén? V DizertaCnej praci sa uvadza, ze:
»Euglenophyta (Excavata) jsou sladkovodni i moisti bi¢ikovci. Jejich chloroplast ziskany pred
650 — 540 miliony let ma tfi membrany a ma pivod v zelené fase podobné dnesni fase
Pyramimonas parkeae (Jackson et al., 2018; Turmel et al., 2009).“ Existuji vSak aj iné
odhady predpokladajtice, ze plastidy euglén su podstatne mladsie, napr. 100 milionov rokov
(vid. Stiller et al. 2014 Toward an Empirical Framework for Interpreting Plastid Evolution, J.
Phycol. 50, 462-471), zatial’ co odhad veku ostatnych komplexnych plastidov sa pohybuje
v Casovom rozpiti 700-800 milionov rokov (vid'. tamtiez). Aké tdaje sluzia ako podklad pre
odhad ¢asu vzniku/veku plastidov, resp. vSeobecne aj inych organel, ¢i organizmov?

Otazka rozdielov v pocte intrénov v plastomoch euglenofyt. Praca detailne dokumentuje
situdciu u roéznych zastupcov tohto taxonu. KonStatuje sa vnej, ze gendémy plastidov
euglenofyt sa napriek takmer totoznému obsahu génov vyrazne odliSuji svojou velkostou.
Ukazuje sa, ze je to spdsobené prave poctom intronov, ktory je rézny v jednotlivych liniach.
MozZzno zovSeobecnit, Ze druhy, ktoré sa nachadzaju na béaze fylogenetického stromu
euglenofyt, maji menej intrénov, no odvodenejSie druhy ich maji viac. Najviac intronov sa
zatial’ nasSlo u Euglena gracilis (134 — 145). Existuje nejaké racionalne vysvetlenie, preco
k tomu doslo, resp. aku selek¢na vyhodu to E. gracilis poskytuje?

Dizertatna praca sa venuje aj otazke endosymbiotického génového prenosu (EGT).
S vacsinou formulacii mozno len suhlasit’; su dolozené aj odvolavkami sa na originalnu
pramennt literatiru. Nemozem sa vSak stotoznit’ s nasledovnym konStatovanim, a to: ,,Kromé
celych funkcnich genii se béhem EGT piesouvaly z organel do jadra i netplné nefunkcni
fragmenty DNA ("Nuclear plastid DNA" (NUPT) a "Nuclear mitochondrial DNA" (NUMT)),
kterych muze byt piekvapivé mnoho (Makai et al., 2015).* Je doktorandka presvedcend, ze
neltplné nefunkéné fragmenty DNA (NUPT a NUMT) st v hojnej miere prestivané z organel
do jadra? Nevznikaju skor v jadre z presunutych uplnych sekvencii povodne v organelach
funkénych génov, ato preto, ze sa nepodarilo zabezpeCit k nim prislusné presekvencie
potrebné¢ pre dorucenie nimi kodovanych proteinov spdt’ do organely? Takze



k pseudogenizacii by dochadzalo prednostne az v jadre, a nie uz v organele? Mé doktorandka
predstavu, akym spdsobom st priclefiované prislusné presekvencie potrebné pre uspesné
zacielenie (targeting) adopravu (trafficing) prislusnych proteinov naspit’ do organel
k sekvenciam pdvodne funkénych génov presunutych do jadra z organel?

Posledna otazka, a to o ulohe EGT pri primarnej endosymbidze. Dost’ ma prekvapuje, Ze
v praci sa vyskytuje nasledovnad formulécia: ,,Problém odliSeni genli pochazejicich z
piipadného archezoalniho nebo archebakteridlniho predka eukaryoti a genli pochazejicich z
eubakteridlniho prfedka mitochondrie je piedevSim v tom, Ze dosud nebyl nalezen eukaryotni
archezodlni organismus bez mitochondrie nebo velmi blizka linie archebakterii, ke kterému by
bylo mozné vztahovat zmény v zastoupeni genti.“ Pokial’ som dobre informovany, tak taxén
»Archaeoza® bol uz davnejsie rozpusteny/zruseny (ako umelo utvoreny) a hypotéza o nejakom
,protoeukaryotovi“ bez mitochondrie bola uz davnejSie vicSinou expertov opustend, resp.
zamietnuta. Na strane druhej neddvne objavy archedonov nazvanych Lokiarchaeota poukazuju
na pozoruhodni podobnost na eukaryotické organizmy (najblizS§ie zname prokaryotické
organizmy k eukaryotickym). Prosim doktorandku o komentar.

Uvedené pripomienky a nastolené otazky neznizuji kvalitu odvedenej
a dokumentovanej prace. To uzko suvisi aj s konStatovanim, ktoré doktorandka uviedla na
zaver svojej prace, ato: ,,Vyvoj sekvenacnich technologii jde velmi rychle dopiedu a tak
dalSich genomickych, transkriptomickych i proteomickych dat bude neustale ptibyvat. Kromé
obohacovani databazi musi dojit také k vylepSovani logaritmii pro jejich analyzu. NaSe data i
zvolené postupy k jejich vyhodnocovani k obému vyrazné ptispéli a jsou piipravené pro dalsi
studie.”“. PocCas obhajoby sa teda pravdepodobne dozvieme aj uplne najnovsie informacie
o tejto problematike.

Zaverom mozno konStatovat, ze predlozend doktorandskd dizertatnd praca
dokumentuje schopnost’ jej autorky pracovat’ s odbornou literatirou, premyslene organizovat’
experimenty a precizne ich realizovat, spracovavat vysledky a vyvodzovat z nich
zodpovedajuce zavery. Praca plne vyhovuje poziadavkam kladenym na doktorandské prace a
odporucam ju k obhajobe.

Na zaklade mnou posudzovanej Dizertacnej prace navrhujem udelit’ jej autorke RNDr.
Stépanke Hrdej akademicky titul "Philosophiae Doctor" ("PhD.").
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