Oponentsky posudek
doktorské diserta¢ni prace Martiny Strojsové

Effect of food quantity and quality on population growth rate and digestive
activity in planktonic rotifers

Doktorska disertani prace predloZend studentkou doktorského studijniho programu
Hydrobiologie akreditovaného na Pfirodovédecké fakulté JihoCeské univerzity v Ceskych
Budéjovicich Mgr. Martinou Strojsovou je koncipovana v souladu s ustanovenim § 47 zak. &.
111/1989 Sb. a ¢&lanku 42 Studijniho a zkuSebniho fadu JihoCeské univerzity jako
komentovany soubor péti publikaci, a to dvou jiZ publikovanych praci, jedné jiZ pfijaté do
tisku a dvou rukopisti nalézajicich se v dob& ptedloZeni disertace v recenznim fizeni ve dvou
Gasopisech, v nichZ byly piijaty a publikovany pfedchozi prace autorky zafazené do disertace.
U vsech péti praci je studentka prvou autorkou, daldimi spoluautory jsou jeji 8kolitel a bud’
dal§i konsultanti zobdobi jejiho doktorského studia nebo spolupracovnici z instituci, ve
kterych absolvovala své zahrani¢ni staze.

Viechny zafazené prace jsou psany v anglictiné a uvefejnény nebo posuzovany pro
uvefejnéni v prednich mezinarodnich &asopisech oboru. Spolu sosmi stranami Gvodniho
komentéie a tfemi stranami zavére¢né kapitoly (vSe rpvnéZ v angli¢tin€) ma disertace celkem
65 tiskovych stran ve formatu odpovidajicim pfislusnym tfem mezinarodnim €asopistim.

Uvodni komentai nejprve popisuje specifika vifniki jako periodicky vyznamné
skupiny sladkovodnich planktontt a okolnosti priibéhu jejich traveni, jakoZ i dva pfistupy
pouzité ke studiu funkce hydrolytickych enzymii pisobicich pfi traveni vifnikd. Autorka ke
zkoumanym jeviim a procesum pfistupuje s piihlédnutim k sou¢asnym piedstavam o vyznamu
stechiometrickych pomé&rti prvkii v potravé a v ekosystému a limitace vyZivy organismii
t&€mito skute¢nostmi.

T&zistém prvé Gvodni kapitoly jsou odstavee uvadéjici cile ptedkladané disertace, tedy
cile a smysl serie publikaci do disertace zafazenych a jejich vzdjemnou ndvaznost. Zatimco
prvé tii prace jiz publikované vyuzivaji techniku zviditelnéni organd vykazujicich
enzymatickou aktivitu v epifluorescenénim mikroskopu metodou Fluorescently Labelled
Enzyme Activity, &tvrtd prace se vyrovnava smoznym podilem ndrostovych bakterii s
povrchu vifnikii na pozorované enzymatické aktivit€. Posledni zafazena prace hodnoti
dusledky piijmu rizného mnoZstvi potravy a s riiznym obsahem N a P na nékteré populacni
charakteristiky jednoho druhu viinik@. Cely soubor praci vytvafi celek s jednotici ideou studia
vyzivy vifnik@, fungovéani jejich travicich procesi a dopadu jednotlivych situaci danych
stechiometrickymi poméry hlavnich prvkd v potravé na rozvoj populaci vifniki. Soucasné se
ve viech uplatiiuje k feSeni alesponi ¢asti otazek stejny metodicky pfistup.

Posledni zafazend prace (rukopis v recenznim fizeni) je vyuZitim postupl ovéfenych
v prvych tfech publikacich k feSeni otdzek s pfimym ekologickym dopadem, totiZ disledka
vyZzivy fasami s bohatym obsahem N a P nebo s nedostatkem jednoho z téchto elementil.
Zavedena metodika vyhodnoceni fosfatdzové aktivity umoznila posoudit, jak vifnici reaguji
na potravu se sniZenym obsahem Zivin.



K metodice experimentl zafazenych do této prace bych se cht&l ujistit, zda je spravna
piedstava plynouci z prvého odstavce kapitoly Materials end Methods této prace a nasledné
Casti Experiments with different food quantity and quality této kapitoly, Ze totiz kultury
Brachionus plicatilis byly udrZzovany vzdy az do pfislusného experimentu v nydbytku potravy
a teprve pro vlastni pokus byla nastavena pfislu$na potravni hladina.

Sméfuji tim k vysloveni nasledujici poznamky: vSechny v disertaci zafazené préce
sice experimentuji s organismy s relativné kratkou genera¢ni dobou, nicméné po dobu fadové
stejné kratkého rozsahu. V jistém smyslu to plati i pro metodické piistupy propracovavané
v prvych tfech pracich. Nic to neméni na zévérech takto ziskanych a tedy ani nesniZuje jejich
vyznam. Jen by stalo za Gvahu, zda by nebylo vhodné vyhodnocovat napf. riistové parametry
u paralelnich populaci drZenych pfedem alespori po tfi az pét generaci za posuzovanych
podminek (potrava rtizné kvality a kvantity) nebo pfi ovéfovani fluorescenénich technik
nezavisle na provadénych méfenich také posoudit stav viinikli exponovanych tieba substratu
MUFP po dalSich n€kolika dnech jejich Zivota a zpétné vyvodit, zda ani kratkodoba exposice
vifniky né€jak neovliviiuje.

Je mi zfejmé, Ze to jsou piipadné spiSe naméty pro daldi studie, ale zminka o
podobnych tvahach by moZna nemusela chybét v posledni, sedmé kapitole disertace. Ta se
totiz omezuje jen na velice struéné celkové zavéry, zatimco daleko vice by ji sluela jakési
generalni diskuse, kterd by cely soubor jist¢é hodnotnych vysledkti doktorandky jednak
zafadila Uplnéji do kontextu souc¢asného stavu problematiky a jednak, a to zejména, naznadila,
jak doktorandka vidi dalsi otazky plynouci z jeji prace.

K souboru vSech péti publikaci médm jest¢ jednu administrativni poznamku: ackoliv
doktorandka je ve vSech piipadech prvou autorkou praci (v potadi nikoliv abecednim) a lze
tedy predpokladat jeji hlavni podil na vysledcich, ani ve vlastnim disertaénim spise ani v
pfiloZzeném autoreferatu (Summary of Ph.D. Thesis) jsem nenalezl prohla3eni spoluautorti o
podilu doktorandky ani jeji vlastni vyrok v podobném smyslu.

PredloZeny soubor publikaci, na kterych doktorandka participuje a které zatadila do
své disertace, obsahuje mimo jiné tii publikace pro$lé recenznim fizenim a jiZ uvefejn&né
mezinarodnimi védeckymi Casopisy a tim spliluje poZadavky, které pro disertadni préci
studenta doktorského studijniho programu stanovi zakon &. 111/1998 Sb., Studijni a zku3ebni
fad JU a Opatieni d¢kana Prirodovédecké fakulty JU c&islo D 19. Proto doporucuji, aby
disertaéni prace Mgr. Martiny Strojsové Effect of food quantity and quality on population
growth rate and digestive activity in planktonic rotifers byla pfijata k obhajobg a po isp&$ném
obhajeni jako podklad ke splnéni poZadavku statni zaveérecné zkousky doktorského studia.
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Prof. RNDr. Zdenék Brandl

V Ceskych Budgjovicich 17.10.2008.



Posudek

na disertaéni praci Martiny Strojsové

Effect of food quantity and quality on population growth rate and digestive
activity in planktonic rotifers

(Jiho¢eska Univerzita, P¥irodovédecka fakulta, Ceské Budégjovice 2008, 65 p.)

Diserta¢ni prace je zalozena na péti originalnich védeckych publikacich. Dvé z nich vysly

v letech 2005 a 2007, jedna je v tisku a dvé byly nabidnuty k publikaci. Periodika, v nichz
¢lanky vysly nebo WJdou jsou vesmés impaktové a v oboru hydrobiologie renomované
¢asopisy. Martina Strosova je ve viech téchto publikacich prvym autorem dvou az
ctyrélenného autorskéfo kolektivu.

Prva kapitola disertace obsahuje uvod do problematiky, kratkou charakteristiku zaméfeni
jednotlivych publikaci a souhrn vSech ziskanych vysledki. Kapitoly 2 — 6 obsahuji pietisténé
publikace. Sedma kapitola vytycuje ve tfech odstavcich obecné zavéry.

Viinici jsou sladkovodni mnohobunééné (spravnéji: mnohojaderné) organismy mikroskopické
velikosti, které se mohou vyskytovat, zejména v planktonu, ve vysokych poétech. V takovém
pfipad€ maji znacny vyznam pro kolob&h biogennich prvkl ve sladkych vodach. V porovnani
s vetSimi zooplanktony jsou to r-specialisti, vyznacujici se v piipadé dostatku vhodné potravy
vysokou reprodukéni rychlosti. Reprodukéni rychlost miize vsak byt limitovana bud’
celkovym nedostatkem potravy, anebo nékterym biogennim prvkem, ktery je nedostatkovy
vzhledem k stechiometrii biomasy produkovaného potomstva. Ptedlozena prace je zaméfena
na lokalizaci puisobeni travicich enzyml a na studium mechanismu, jakymi vifnici modifikuji
proces traveni s vysledkem minimalizace nepfiznivych efekti suboptimalniho mnozstvi nebo
slozeni potravy.

Na tyto ukoly se kandidatka velmi dobfe metodicky pfipravila. Musela zvladnout metodiku
fluorescen¢niho znaceni enzymové aktivity, jakoz i metodiku fluorescen¢niho stanoveni
celkové aktivity v homogenatech. Dale metodiku kultivace vifnika, véetné axenické. Jako
doplikové metody pouzila SEM k piesné lokalizaci vyskytu bakterii na povrchu vifnik.

Prva a druhd ptedlozena publikace se zabyva lokalizaci tii travicich enzymu uvniti a na
povrchu viiniki z eutrofni nadrze (prva prace) a laboratornich kultur (druha prace). Studované
tfi enzymy byly bézné nachazeny v oblasti traviciho traktu. Pfekvapenim bylo zjisténi
pomérné Casté lokalizace aktivity dvou enzym (fosfatdza, acetylehexosaminidaza) v oblasti
vifivého organu, kterou autofi predbézné vysvétlovali piitomnosti poZiranych bakterii.
Moje poznamky:
(1) Absence indikovanych enzymi uvniti téla druhu Ascomorpha ecaudis (Strojsova
& Vrba 2005, Fig. 17), je zfejmé jen zdanliva a lze ji vysvétlit zplisobem traveni
tohoto druhu. K traveni potravy dochazi uvniti vakuol traviciho syncytia, které
nema zadnou dutinu komunikujici z vnéj$im prostiedim, takze rozpustné
fluorogenni substraty nemohou do téchto vakuol proniknout.
(i)  Je zajimavé jak malo aktivity bylo zjisténo v oblasti mastaxu, ac¢koliv pravé na
mastaxu sedi travici ,,slinné™ zlazy. Snad se to da vysvétlit tim, Zze dutina mastaxu
je velmi mald, takze ani potrava, ani sekrety slinnych zlaz se v mastaxu nezdrzuji.

Treti publikace je zaméfena na vliv stechiometrie potravy na rust, reprodukei a travici
aktivitu druhu Brachionus calyciflorus. Nejvice mé zaujalo zjisténi, Ze popula¢ni ristova



rychlost byla vzdy negativni v pfipad¢€ potravy deficientni fosforem, a to i podminkach
vysoké koncentrace potravy. To znamenad, Ze viinici nebyli schopni Cerpat dostatek fosforu
nejen v podminkach blizkych hladovéni, ale i v podminkach hojnosti. Snad tady mohl mit vliv
druh podavané potravy. Chlorella kessleri ma odolnou bunéénou sténu. Zvysenim ingesce se
zkréti doba pasaze potravy travici trubici a ¢ast potravy patrné prochazi vice méné intaktni.
Bylo by zajimavé provést obdobny pokus s P — deficientni kulturou druhu, ktery nema
celulozni sténu, takze je 1épe stravitelny (Rhodomonas minuta, Stephanodiscus nebo jina
drobna rozsivka). Lze hypotetizovat, Ze v takovém pfipadé budou vifnici saturovat svou
potiebu fosforu zvy$enim ingesce. Nicméné, i situace podobna té, jez byla realizovana

v experimentu, se v pfirodé¢ mize vyskytovat. Napt. Monoraphidium ptevazujici na PleSném
jezeie je ziejme P- deficientni a pfitom jeho buné¢na sténa je velmi odolna. Snad by to mohlo
byt pfi¢inou, pro¢ se v soucasnosti dafniim na PleSném jezete nedaii.

Ctvrta predlozena prace je kratké sdéleni, které fesi elegantnim zpisobem otazku, zda
piicinou aktivity enzymu v oblasti vifivého organu jsou bakterie. A¢koliv zkoumani vinici
(Brachionus calyciflorus) vykazovali enzymatickou aktivitu v oblasti vifivého organu, zadné
bakterie tam metodou SEM nalezeny nebyly. Zjisténé enzymy jsou ziejmé produkovany
v hypodermis pod vifivym organem.
Moje poznamky
(1) Smysl vyluc¢ovani enzymi mezi brvy vifivého organu zistava piesto zahadou.
(i1) Bakterie podobné tém, jaké rostly na povrchu krunyte Brachionus calyciflorus
(obr. 1C citované prace), jsme s P. Juratkou bézné nachazeli na SEM snimcich
povrchu téla buchanek rodu Cyclops. Zda se, Ze je to u zooplanktonu bézny jev.

Pata ptedlozena prace se zabyva vlivem stechiometrie potravy na na rist, rozmnozovani a
travici aktivitu druhu Brachionus plicatilis v axenické kulture.

ZAVER

Vyzkumy prezentované v piedlozené disertaci vyznamné pfispivaji k porozuméni toho, jak
populace planktonnich viinika reaguji na zmény v mnozstvi a kvalité (ve smyslu pomérného
zastoupeni biogennich prvki) dostupné potravy. Doporucuji proto komisi, aby tuto disertaci
pfijala jako préaci doktorskou.

i
V Praze, dne 21. fijna 2008 A (M/\)‘@‘Qr/

RNDr. Jan Fott, CSc.



Oponentsky posudek na doktorandskou praci Martiny Strojsové

Celkové posouzeni

Obsahem predlozené disertaéni prace Martiny Strojsové je vyzkum ekofyziologie
pfijmu potravy a reakci zkoumanych plantkonnich organismii na rtiznou nutri¢ni kvalitu
dostupné potravy. Tato oblast badani rozhodné& patii v sou¢asné dob&é mezi velmi aktudlni
a progresivni sméry v ramci biologie vodnich organismi. Autorka se zaméfila ve své
praci na viiniky, o kterych bylo zatim na toto téma publikovano pomérné mélo a ziskané
vysledky jsou tudiZ velmi cenné. K vyhotoveni studie bylo pouzito celé fady modernich
metod, ¢ast disertace byla vypracovana mimo domovsky ustav a ve spolupraci se
zahrani¢nimi kolegy. Disertacni prace mé formu péti rukopisi, z nichzZ tfi jsou jiZ
publikované a u viech je Martina Strojsova prvni autorkou; prace je doplnéna tivodni a
zavéretnou kapitolou. Celkové velmi dobry dojem poné€kud sniZuje skutecnost, Ze je
bohuzel poznat, které ¢asti prace jiz pro§ly recenznim fizenim a které ne. V dosud
nepublikovanych kapitolach piisobi text misty nejasné a je jen Skoda, Ze patrn€ nezbyl ¢as
na dotaZeni kontroly a korekci (v€etné jazykové), nicméné nejedna se v Zadném piipadé o
chyby zasadni.

Komentéte k jednotlivym kapitolam

Chapter 1

Ponékud nelogické mi pfijde umisténi souhrnnych vysledki na zavér kapitoly
ivod — souhrn (summary) se obykle uvadi v samostatné kapitole mezi podékovanim a
avodem. Dale, roz¢lenéni podle témat s nalezitymi podtitulky, podobné jako je prvni ¢ast
uvodu, by velmi zpiehlednilo orientaci v textu.

Chapter 2

Tato kapitola shrnuje vysledky pfimé detekce tfech typt travicich enzymi na
vitnicich ¢erstvé pfivezenych z terénu a jak autorka sama uvadi, jde v tomto ohledu o
prvni publikovanou studii. I pfes misty zna¢nou variabilitu a nejednozna¢nost intepretace
vysledki jsou ziskan4 data velmi cennou dokumentaci fyziologie traveni viinikd pfimo
v pfirodnich populacich.

K dané praci mam nékolik dotazii a pfipominek: 1) Pro¢ byly vybrany pravé tyto
tfi skupiny enzyma?; 2) Pfi inkubaci byla pouZita teplota in situ, ktera se ve zkoumaném
obdobi od bfezna do listopadu jisté zna¢né liSila. Ve vysledcich a v diskusi v$ak neni o
moZném vlivu teploty na ziskana data ani zminky pfesto, Ze v Givodu je citovano nékolik
studii o vlivu teploty na funkci hydrolytickych enzymi. To samé plati pro potencidlni
efekt pH, které se béhem manipulace s viiniky mohlo ménit a ovlivnit uritym zpisobem
vysledky. Je zndmo néco o tom, jaky je rozsah teplot a pH, pfi kterych jsou zkoumané
enzymy nejvice aktivni?; 3) Na zakladé ¢eho byly o¢ekavany sezonni zmény v expresi
enzymi? Je néco takového znamo u jinych skupin organismii?; 4) Ohledné
autofluorescence chlorofylu u dravych viiniku rodu Asplanchna — nejednalo se spis
chlorofyl pfitomny v téle herbivornich vifniki, ktefi byli Asplanchnou sezrani?. Dale
mne ponékud zarazilo, jakto Ze je souéasti disertace €lanek, ktery byl evidentné



vypracovan pied zahdjenim doktorandského studia (pokud se nemylim jako magisterska
prace studentky)?

Chapter 3

V této &asti prace se autorka ve spolupréci se $kolitelem zaméfila na rozvinuti a
optimalizaci metody pfimého znaceni travicich enzymi v laboratornich podminkéch a
vyjasnéni nékterych spornych bodi z predchozi terénni studie. V experimentech byly
pouzity &tyfi riizné druhy vifnikd. Poéty prohlédnutych jedinci se viak u jednotlivych
druh lisily fadové, tudiZ je podle mého nazoru vzhledem k pfirozené variabilité, ktera
klesa s vys$§im » pon€kud obtizné z dosazenych vysledkii €init zavéry ohledné rozdilné
potravni biologie. Na zéklad€ ¢eho byly pro tyto experimenty vybrany pouZité druhy
vifnik(? Za dalsi, zatimco u vifnikd z terénu nebyla pozorovana aktivita enzymi na lorice
a epidermis, u té€chto laboratornich chovi byla — jaké je pro to vysvétleni?

Chapter 4

Vyvinuta metoda pfimého znaceni travicich enzymi byla dale aplikovana
v nasledujici laboratorni studii o vlivu rizné kvality potravy na rist a reprodukci vifnika
druhu Brachionus calyciflorus. Jeji pouziti vedlo k ziskani diive nepublikovaného
poznatku, Ze totiZ u vifniki (alespoii tohoto druhu) nedochazi ke zvysené aktivité fosfataz
pii nedostatku fosforu v potravé. Autofi prace pouZili pro vyjadieni ristové rychlosti na
ruznych potravnich médiich po€ty individui, coZ je rychlé a jednoduché. Nicméné
domnivam se, Ze pro presnéjsi vyjadieni ristu by bylo vhodnéjsi spiSe biomasa vyjadiena
napf. télesnym objemem, podobné jako v praci Jensen & Verschoor (2004). Zajimalo by
mne, jestli byla u riznych treatmentti pozorovana riizna velikost viinikt. Pokud vifnici za
uritych okolnosti investuji vice do indvidudlniho ristu nez do reprodukce (¢i naopak),
jako napfiklad perloocky, pak je obtiZzné s jinymi autory porovnavat vysledky ristové
rychlosti v kratkém ¢asovém horizontu ziskané odliSnou metodikou.

Chapter 5

Pat4 kapitola poskytuje vysvétleni pro moji otazku ke kapitole tfeti — totiZ proc¢
byla pozorovana aktivita enzymi na lorice a epidermis u laboratorné chovanych vifnika,
kdeZto v terénnich vzorcich nebyla. Jde evidentné o artefakt zplisobeny piitomnosti
bakterie v krmné kultufe fas, ktery byl odhalen aZ scanovaci elektronovou mikroskopii.
Z textu mi neni jasné, jak zaroven miiZe byt podil enzymové aktivity bakterii vzhledem
k aktivité vifnikti zanedbatelny a vyznamny (Vysledky a diskuse, str. 45). Zafazeni této

Chapter 6

Posledni €lanek rozviji téma ristu a reprodukce vifniki na limitujici a nelimitujici
potravé, se zafazenim dusiku a vyuZitim dalSich metodickych postupii. Svym
komplexnim pfistupem k problému pfinasi opét nové, dosud nepublikované poznatky.
K textu mam nésledujici poznamky: 1) V poslednim odstavci ivodu je pofadi
testovanych hypotéz opacné nez v jakém sledu jsou pak sepsany metodika, vysledky a
diskuse.; 2) Pii studiu fosfatdz v homogenatu vifnikt bylo pouzito riizné pH. Informace
pro¢ vlastné a pro¢ byly pouzity tyto konkrétni hodnoty pH je uvedena az v diskusi, chybi
v Givodu.; 3) Experimenty byly provadény v pomérné teplé vodé (25 °C) a kultura fas
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byla péstovana dokonce pfi teploté 35 °C, pfiCemZ vétSinou se pouZiva spise teploty nizsi
(18-20 °C). Zajimalo by mne pro¢ byly pouzité tyto teploty jaky mohl byt vliv na
vysledky. ; 4) Chybi informace kolik zhruba viiniki bylo pouZito v jednotlivych
treatmentech v experimentech s fosfatdzovou aktivitou v homogenatech?; 5) V obrazku ¢&.
1 a 5 se uziva termin “control” pro nutri¢né€ saturovanou potravu, nicméné z popiskl u
obrazkii neni viibec zfejmé, co vlastné bylo kontrolou a v textu se to musi hledat. Dale,

v tomto kontrolnim médiu byla u fady parametrii dvakrat vétsi variabilita neZ u nutri¢né
ochuzena média (Fig. 5) — je pro to né€jaké vysvétleni?

Chapter 7

Zavéreéné shrnuti je ponékud osizené a velmi struéné, zvlasté vzhledem k rozsahu
prace. Je 8koda, Ze se autorka nepokusila o zafazeni vysledki do $ir§iho kontextu a
kritické zhodnoceni jejich implikaci, v€etné diskuse dalSich potencialnich sméra
vyzkumu v této oblasti.

Zavér
PtedloZena prace rozhodné spliiuje pozadavky na kvalitu a rozsah doktorandské
prace na PFFJU a doporucuji ji proto k pfijeti.
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Oslo, 20. fijna 2008 Radka Pta¢nikova



