Posudek na doktorskou praci Mgr. Jitky Jezberové

Phenotypic diversity and phylogeny of picocyanobacteria in mesotrophic and eutrophic

Jreshwater reservoirs investigated by a cultivation-dependent polyphasic approach

Prace Mgr. Jezberové se zabyva detailni charakterizaci izolat pikosinic pochézejicich
z ruznych sladkovodnich reservoart. Spolu s fenotypickym popisem vyuziva autorka

k charakterizaci kmenti téZ molekularnich metod. Fyziologie ziskanych izol4ti je
studovéna predevsim se zaméfenim na zmény morfologie bunék a tvorbu shluki bungk,
slouzicich pravdépodobné jako ochrana pied zvySenym predaénim tlakem.

Podana préce ma 76 stran, z ¢ehoz 17 stran zabiré stru¢ny ivod néasledovany &tyfmi
piilozenymi publikacemi. Prvni pfiloZena prace (Jezberovéa a Komérkova, Hydrobiologia,
prijato k publikaci) se zabyva zménami v morfologii tf izolat sladkovodnich pikosinic
v zdvislosti na kultiva¢nich podminkach. Velikost bungk byla ovlivnéna piedevsim
sloZenim kultivatniho média a teplotou, kdeZto ozafenost méla vliv pouze u jednoho
kmene. Druhy ¢lanek (Jezberova, sbornik Reservoir limnology and water quality, 2006)
pojedndva o schopnosti tfi vybranych kment planktonnich sinic vytvaiet shluky bungk
Jako moZnou obranu proti preda¢nimu tlaku heterotrofnich nanoflagelatti rodu
Ochromonas. Dva ze studovanych kment reagovaly na piitomnost predétord vyraznou
tvorbou kolonii. Tteti kmen tvofil kolonie i v nepfitomnosti nanoflagellatd, jejich
piitomnost ov8em ovlivnila jejich velikost a strukturu. Tteti publikace (Jezberova a
Komarkova, poddno k publikaci) popisuje pfitomnost zvla§tnich ostni na povrchu
sladkovodni sinice Cyanobium sp. ONR35S02. Tvorba ostnti je zfeim& vyvolana
predacnim tlakem nanoflagellata Ochromonas. Spolu s tvorbou ostni dochazi téz
k tvorbé shlukii bunék. Posledni nejrozsahlejsi prace (Jezberova a kolektiv, v pripravé) se
zabyva genetickou charakterizaci mnoZstvi sladkovodnich sinicovych izolatli naleZejicich
do skupiny Cyanobium-Synechococcus. Analyza odhalila 6 novych podskupin, z nichz se
5 vyznacovalo tvorbou kolonii. K detailnéjsi analyze ptibuznych druhii byla vyuZita
metoda ARDRA, kterd poskytla detailngjsi rozlieni blizce piibuznych druhd, které neni

mozné postihnout na zéklade¢ sekvence 16S rDNA.



PfedloZena prace je kvalitni, jednotlivé ¢asti prace spolu logicky souvisi. Prvni tii
asti pojednavaji predevdim o morfologické variabilité studovanych kmend, jez je
ovlivnéna vnéj§imi podminkami jako jsou mnozstvi zivin, ristova teplota ¢i pfitomnost
predatori. JelikoZ zna¢na morfologicka plasticita studovanych organismii komplikuje
taxonomické zafazeni jednotlivych kment, vyuziti molekularnich metod v posledni ¢ésti
prace je zcela logickym krokem. Pozitivem piedloZené prace je fakt, Ze je témér
kompletné dilem hlavni autorky s pouze malym pfispévkem ostatnich spoluautort.

S pfihlédnutim k tomuto faktu je rozsah prace pomérné znacny.
Pies vySe zmin€na pozitiva musim pfedloZené praci vytknout nékteré nedostatky a

polozit nékolik otézek:

Jistou slabinou préce je, Ze jeji ¢asti, s vyjimkou sbornikového piispévku, dosud nebyly
publikovany. Clanek I je v soutasné dobg piijat do tisku &imz doslo k formalnimu
naplnéni publika¢nich poZadavki na doktorskou praci. Clanek III byl podan do &asopisu
Environmental Microbiology, neni oviem dosud pfijat. Posledni ¢lanek je pouze

v rukopisu.

Uvod

Domnivam se, Ze si tato ¢ast zaslouzila trochu vétsi pozornost. Napomohlo by to ¢tenari
k lepsi orientaci v textu a feené problematice. Uvod je evidentn& okopirovan z &lanku IV
a narychlo ,,piesit“, ale na kvalité je to znat. Cést o agregaci a fotosyntetickych
pigmentech je pouze lehce ,,nahozena®, taxonomicka ¢ast je ponékud lepsi.

... Pey have minor or negligible influence on global production .... Autorka méla ziejmé na
mysli produkei ur¢itého ekosystému, nikoliv globalni produkeci (celé planety), ta je
naopak znacna.

Pcy usually exhibit two or three maxima during the season. Toto plati pouze pro ,,nase*

podminky, nikoliv univerzalné.

Clanek .

Pro¢ nebyly pro kultivaci pouzity i vyssi intenzity svétla nez 50 umol m™ s™'?



Tvorba filament u kmene 1 a 3 byla pozorovana pouze pii jedné teploté (28°C). Pro¢
nebyly vyzkousSeny i jiné teploty?

Pro¢ nebyl vliv Zivin testovan spise v chemostatovych kulturach? Vsadkové kultury ve
stacionarni fazi ristu maji pouze obtizné reprodukovatelnou fyziologii.

Smysl tvodu diskuse je nejasny:

,,Our results indicate cytomorphological differences among the strains. Despite similar morphology
under common culture conditions strains were found to be different.

Jistou slabinou ¢lanku je, Ze neni k dispozici geneticka afilace pouzitych kment na

zékladé 16S rDNA. To nuti autorku k nejasnym prohlasenim typu: .,... in spite of similar

cell morphology (of two presumably Synechococcus strains) and thus identical taxonomic
classification, these two strains differed in many other features making it disputable as to whether

they are genetically identical.*

Clanek I1.

Na zakladé¢ ¢eho byly zvoleny pokusné organismy? Jsou vysledky reprezentativni i pro
ostatni piibuzné kmeny?

Text vyvolava dojem, Ze tvorba shluki byla pomérné rychla (,,When Ochromonas sp. was
added, cells aggregated in large colonies.*). Pouze pii podrobném studiu Metod Etenar zjisti,

ze kultivace trvala mésic. Po jaké dobé se objevily shluky?

Clanek 11

Jak Casta je tvorba ostnii u pikosinic v pfirodnich podminkach? Z textu se zd4, ze dosud
nebyla pozorovéna. Nakolik je pozorovany jev vyznamny v pfirodé?

Domnivam se, ze odstavec o tvorbé ostnii u bakterii nalezi spiSe do diskuse. Je zbyte¢né

prozrazovat pointu uz v tvodu.

Clanek IV.

Fylogenetické stromy na obrazcich 8 a 9 dokladaji velmi tésnou pfibuznost
vyizolovanych kment. Obréazek 8 napovida, Ze jednotlivé izolaty se neliSily v 16S rDNA
sekvenci o vice nez 0 2%. To by odpovidalo riznym kmenim v zasadé stejného druhu.

Zajimava je i pomérné té€sna blizkost rodu Cyanobium a moiskych zastupct rodu



Synechococcus. Rozdily v 168 sekvencich klastru Cyanobium gracile jsou naprosto
zanedbatelné a predstavuji spiSe sekvenaé¢ni chybu nez skuteény rozdil. Podobné je tomu
napfiklad u Colonial cluster 3 (Aphanothece). Je takova tésna pibuznost dana tim, Ze
tento druh je ekologicky vyznamny a proto je asto izolovan a nebo je spise disledkem
izola¢ni procedury (snadno izolovatelny druh)? Je §koda, Ze autorka nevyuzila
nashromazdéna data k néjakému zasadnéj$imu prohlaseni ohledné taxonomie pikosinic.
Naptiklad z textu sice vyplyva, ze autorka nepovaZzuje tvorbu shlukfi za vyznamny
taxonomicky znak, ale logicky zavér, jakym by bylo odmitnuti nékterych rodovych jmen,
neni u€inén. V textu postradam referenéni &isla pro nalezeni ziskanych sekvenci

v GenBanku (u cizich izolatt jsou ¢&isla obvykle uvedena).

Text podané prace obsahuje nékteré gramatické chyby a pieklepy, které by jisté bylo
mozné odstranit peclivejsi kontrolou finalniho textu. Kvalita reprodukovanych obrazk je
nizka. Je Skoda, Ze autorka nevyuzila moznosti vlozit do prace kvalitni reprodukce
mikroskopickych snimki, které by ¢tenafi umoznily ziskat lepsi informaci o studovanych

objektech.

Ve shrnuti, prace Jitky Jezberové piindsi nové dileZité védecké vysledky a potvrzuje
jeji schopnost samostatné védecké préce. Prace zcela spliiuje naroky na doktorskou praci
kladené na BF JEU. Nepochybuji, Ze si Mgr. Jitka Jezberova udéleni titulu Doctor of
Philosophy Ph.D. plné zaslouZi.

Ttebon 7. listopadu 2006

Mgr. Michal Koblizek PhD.
Mikrobiologicky tstav AV CR
Opatovicky mlyn

379 81 Ttebon



Posudek na praci:

JEZBEROVA, J. (2006): Phenotypic diversity and phylogeny of picocyanobacteria
in mesotrophic and eutrophic freshwater reservoirs investigated by a cultivation-
dependent polyphasic approach. — PhD disertace, Jiho¢eska univerzita

v C.Budgjovicich, Biologicka fakulta, 76pp.

Téma prace: Je aktudlni a nepochybné atraktivni, pikoplanktonni sinice a fasy
se od svého objevu postupné staly vdéénym tématem studii. Jejich vyznam je
nepochybny, v motich i sladkych vodach hraji tyto velikosti nepatrné organismy
mnohdy dileZitou roli v primérni produkci. Problém je s jejich uréovanim
protoZe morfologické znaky jsou jen omezené pouZitelné. Prace nesporng
prispiva k jejich dalSimu poznani.

Metodika: Je zaloZena na izolacich a kultivaénich experimentech, molekularng-
biologickych testech ptibuznosti, cytomorfologii pod svételnym i elektronovym
mikroskopem, zhodnoceni ekologie a nasledné zpracovani komplexnim,
polyfazickym pristupem. To je asi nejmoderngjsi co 1ze v sou¢asné dobé v této
problematice pouzit.

Vysledky: Disertace je zaloZena na 4 publikacich z nichZ jedna jiz vysla, jedna
je v tisku, jedna pfijata a jedna pfipravena v rukopise. Jedna publikace je
rozSiteny abstrakt z konference. Vysledky jsou zaloZeny na rozsahlych
souborech dat, napft. pres 100 izolat bylo zpracovano a vyhodnoceno v posledni
praci. Metody i zpracovani dat jsou na odpovidajici svétové urovni.

Formalni zpracovani disertani prace je velmi dobré, je logicky ¢lenéna a velmi
pekné graficky zpracovana.

Zavér: PiedloZena disertace spliiuje vSechny pozadavky na PhD praci, rad
doporucuji jeji ptijeti.

RNDr. Jaromir Lukavsky CSc.
Botanicky ustav AVCR, Usek ekologie rostlin, Dukelska 135, CZ-379 82
Trebon.
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Posudek diserta¢ni prace (PhD)

Jitka Jezberova: Phenotypic diversity and phylogeny of picocyanobacteria in
mesotrophic and eutrophic freshwater reservoirs investigated by a cultivation —
dependent polyphasic approach. — 76 pp., 2006.

Piedlozeno na Biologické fakulté Jihogeské univerzity v Ceskych Budgjovicich (Katedra ekologie).

Tato anglicky psana disertacni prace obsahuje soubor 4 studii z nichZ jedna byla
prijata k publikaci v impaktovaném odborném Casopisu ,,Hydrobiologia®“, ¢imz byla splnéna
zakladni publika¢ni podminka pro obhajobu PhD disertace. Jitka Jezberova je v této praci
prvni autorka, jako jedina spoluautorka je uvedena vedouci prace, J. Komarkova. Z ostatnich
praci v souboru je jeden rozsifeny abstrakt vysly ve sborniku mezinarodni konference
»Reservoir Limnology and Water Quality* v roce 2006 (jehoz je Jitka jedinou autorkou) a
dile dvé prace zadané nebo pripravované do tisku. Tyto dva rukopisy jsou navrzeny do
prestiznich ¢asopist a existuje pfedpoklad jejich piijeti bez komplikaci. VSechny ¢&tyfi studie
maji nesporné velmi dobrou kvalitu a pfinaseji vyznamné nové védecké poznatky. I u téchto
dal3ich praci je J. Jezberova prvni autorkou a viechny se tykaji tizce zadaného tématu. Mohu
tedy konstatovat, ze ve svém souboru publikaci splnila autorka zadané cile své doktorské
prace. Cely soubor je uveden sedmi-strankovym anglicky psanym souhrnem hlavnich
vysledki. Prace 1 zminéna ,,Introduction” jsou psané v dobré angli¢tiné. Autorka se
nevyvarovala jen nékolika drobnych chyb (vesmés se ziejmé jedna o pieklepy, které jiz
nestihla opravit).

Ve svém posudku nechci opakovat hlavni these ani vysledky prace. Pfedpokladam
také, Ze vSechny rukopisy prosli recenznim fizenim a byly tedy podrobeny kritice a hodnoceni
riznymi specialisty. Pokladam vSechny vysledky za velice pfinosné k hodnoceni diverzity
pico-cyanobakterii a nebudu je tedy detailn€ rozebirat. PiinaSeji cenné poznatky o genetické i
fenotypové diverzité studovanych kultur pico-cyanobakterialnich kment, o jejich biologii a
ekologii. Prace o pfi¢inach shlukovani bun€k do charakteristickych kolonii jsou zejména
piinosné a uzite¢né pro dalsi studie v tomto sméru. Proto se omezim jen na nékolik zdsadnich
problému doplnénych nékolika otazkami na autorku, z jejich zodpovézeni by mélo vyplynout
zvladnuti celé problematiky.

Shrnujici ivod je hodné stru¢ny. Nejsou v ném zadné chyby, ale pokud by to méla byt
zkracena reSerse jak je v podobnych pfipadech zvykem, pak autorka hodné informaci
opomenula. Zejména bych oc¢ekaval podrobnéjsi zpracovani odstavce ,,Diversity and
occurrence”, ktery neobsahuje o diverzité skoro Zadné informace. Napf. 1 kdyZ se prace
samoziejmé tykala sladkovodnich stiedoevropskych vodnich nadrzi, mohly byt zminény
vysledky z ¢etnych praci napf. o mofském pikoplanktonu. V celé praci se autorka téméf
nezmifuje o oceanickém, ale velmi dulezitém pikoplanktonnim rodu Prochlorococcus, dnes
jiz prokazateln¢ fazeném mezi pikoplanktonni sinice. Srovnani jeho biologie se
sladkovodnimi typy by bylo potfebné, tieba pravé v otazce diskutované agregace bunék.

Druhy odstavec autor¢ina ,,Summary* je pon¢kud nejasné formulovany. Nerozumim
zejména vétam opirajicim se o citace Ernstové a jejich spolupracovnikii (2003). Autorka piSe,
Ze ,,almost all isolates [rozumi se jejich] belonged to the large Cyanobium — marine
Synechococcus — Prochlorococcus group™ a v dal$im textu ponékud nejasné diskutuje rizné
skupiny na mnoha urovnich. Problematika jednotlivych a rizné charakterizovanych skupin
(clusters) a jejich morfologie s libovolnym pouzivanim tradi¢nich rodovych jmen a s
doslovnou dzungli riznych kmenovych oznaceni, je dosti nepfehledna. Zcela stejny charakter
ma i stromecek (Fig. 9) z prace &islo IV (str. 68), kde v oznaceni jednotlivych jednotek
existuje znaéna nejednotnost. Z analyzy stromecku v diskusi (str. 66-73) pfevazuji spiSe dalsi



problémy neZ feSeni. Nechci to autorce pfili§ vytykat, protoZe stejna situace existuje
v odborné literatufe o klasifikaci sinic vSeobecné. Pravé proto ale je tieba se o této otizce
zminit a z této situace také vyplyvaji moje otazky:

1) Jakakoliv taxonomicka klasifikace je vlastné metoda k porozuméni diverzity uréité
skupiny organizmi. Jaka kritéria by tedy podle autor&inych zkusenosti méla byt pouzita
ke klasifikaci téchto fenotypové jednoduchych pikoplanktonnich sinic?

A z toho plyne cela fada dal3ich otazek:

2) V posledni dobé se u cyanobakterii v§eobecné propaguje tzv. polyfazicky pfistup
k taxonomickému hodnoceni. Tento termin ma autorka i v nazvu své dizertace. Co to tedy
znamena u této skupiny cyanobakterii?

3) Inejavantgardnéjsi autofi se nemohou vyhnout pouzivani tradi¢nich védeckych jmen,

v ¢emZ uz existuje v literatufe netinosny zmatek, protoze jednou pouZité jméno pro dany
kmen je tvrdosijn€ pouZzivano i nadale, i kdyZ se zjisti, ze bylo pivodné aplikovano
chybné. Co si autorka mysli o feSeni tohoto problému? A co s ozna¢ovanim kmen, ve
kterém existuje uZ nyni spousta riznych zptisobt, synonymnich symbolii a omyli?

Vratime se ale k vlastni problematice prace. Jednou ze zavaznych otazek, kterym se autorka
vénovala, je stfidani faze, kdy drobné cyanobakterialni bufiky Ziji jednotlivé a tvoii
pikoplanktonni spolecenstvo a za jakych podminek se shlukuji do kolonii. Je to jedno

z hlavnich feSenych témat. Velmi cenny je autor¢in dikaz, Ze tvoieni kolonii je do zna¢né

miry podminéno preda¢nim tlakem mikroskopickych heterotrofii. Vieobecné panuje nazor, Ze

existuji pikoplanktonni sinice, které se nikdy do kolonii neshlukuji, jiné, u nichZ je st¥idani
koloniélni a jednobunééné formy soucasti Zivotniho cyklu a kone¢né typy, které se shlukuji
vlivem vnéjSich podminek. Je tomu opravdu tak? Je mi jasné, Ze autorka nemiize tuto
problematiku vyftesit beze zbytku, ale pfesto s tim je spojeno n&kolik dalsich otazek:

4) Domniva se autorka, Ze skute¢né se mohou nékteré pikoplanktonni sinice vyskytovat
trvale jen jako solitarni buriky? Pokud ano, ¢im by to bylo zptisobeno?

5) Existuji typy u nichZ je sdruzovani do kolonii pravidelnou soudasti Zivotniho cyklu bez
ohledu na vnéjsi podminky? Nebo toto shlukovani je zavislé jen na vnéjsich okolnostech?

6) V tradi¢ni taxonomii drobnobuné¢énych planktonnich koloniélnich sinic je povaZovana
schopnost tvofeni ur¢ité¢ho typu kolonii za genotypové stabilni. Je tomu tak? Poklada
autorka na zakladé svych dosavadnich zkusenosti strukturu kolonii za opravnénou pro
takové rody se specifickym typem kolonii jako je napf. Cyanodictyon, Cyanonephron,
Epigloeosphaera, Aphanothece subg. Anathece a dalsi, a pfisluiny tvar kolonii za
geneticky fixovany znak? Napovida jeji prace ¢islo IT (str. 33-36), Ze tomu tak skute¢né
je?

7) Je znamo, ze prave kolonialni typy, které se pfevedou do kultury, se vétsinou rozpadnou a
charakteristicky tvar kolonii se ztraci. Jaké ma autorka zkuSenosti, Ze tento
charakteristicky tvar je mozno v kulturach navodit? Ma autorka zku$enosti, Ze existuje
v tomto znaku urcit4 variabilita? Je tedy urcity typ kolonii staly pro jednotlivé kmeny
nebo druhy?

V souvislosti s tim je vyznamny fenomén produkce slizovych obalii. K této problematice
pfispéla autorka dilezitym zjiSténim tvorby slizovych sloupeckt (které ponékud nevhodng
nazyva ,,spinae“) u jednoho kmene z rodu Cyanobium. Tento fakt je jisté zajimavy,
samoziejmé vSak vyvolava fadu otazek o frekvenci tohoto fenoménu u jinych typd, jeho
zéavislosti pravé na predacnim tlaku a fadu dalSich. Doufam, Ze autorka se ke studiu t&chto
otazek dostane v budoucnu. Nicmén¢ alesponi dva dotazy:
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8) U rodu Cyanobium se ptedpoklada pouze uzky slizovy obal a vytvareni takovych Gtvani,
jaké popisuje autorka je v rozporu ve srovnani s ultrastrukturou typového C. gracile. Pro¢
je tedy kmen ONR35S02 pokladan za Cyanobium, kdyZ ve stromecku na strané 68
nezapadéa do skupiny (cluster) ,,Cyanobium*, naopak do ,,colonial cluster 1 (A3)*?

9) Z autorginy prace vyplyva, e primérni rozli§eni a hlavni diakritické znaky rodu
Cyanobium a Synechococcus jsou velmi diskutabilni. Pfesto z molekularniho hodnoceni
vyplyva cela fada skupin, které by mohly byt podle bakteriologickych kritérii hodnoceny
jako rizné taxony na generické Grovni. Jaky je autor€in nazor na dalsi vyvoj taxonomie
t&chto rodu (celé skupiny typt), jaké metodiky a jaka kritéria by zde méla byt uplatnéna?

Samoziejmé podobnych otazek by byla celd fada (charakteristika dalSich skupin — clusters na
rodové Grovni, funkce ekologie pfi vymezeni jednotlivych taxond, atd.). Ale diskuse kolem
nich by byla pfi této pfileZitosti prebyte¢na. Zajimaly by mne sice autoriny nazory na tyto
aktualni problémy cyanobakterialni taxonomie, ale je mi jasné, ze by tato diskuse méla spiSe
seminarni charakter a Ze by na né autorka v soucasné dobé ani vyhranény nazor mit nemohla.
Pro prokazani autor¢iny védecké zpusobilosti, o které nepochybuyji, jisté postaéi zodpovézeni
vy§e uvedenych otazek. Pokladam tento zpiisob za pfijatelnéjsi nez pitvani jednotlivych
drobnych nedostatku.

Zavér: Diserta¢ni prace Jitky Jezberové ma po strance tématické, metodické i vysledkové
velmi dobrou uroven. Autorka prokazala schopnost védecky pracovat a splnila viechna
kritéria, ktera jsou k obhajobé PhD disertace pozadovana. Jeji prace pfinasi fadu novych
poznatk a je pfinosem v daném védnim oboru, konkrétné pfi hodnoceni diverzity a ekologie
obtizné skupiny pikoplanktonnich cyanobakterii. Proto doporuuji piijeti jejich thési jako

podklad k udéleni titulu PhD a to s nejlepS§im hodnocenim.

V Tieboni, 10.11.2006 Jifi Komarek




