Oponentsky posudek na magisterskou diplomovou praci:
Kasalicky Vojtéch (2006): Denni zmény fotosyntetické aktivity rozsivky
Thalassiosira weissflogii : vliv dynamického svételného rezimu a limitace dusikem.
JihoZeska univerzita v Ceskych Bud&jovicich, Biologicka fakulta

Magisterska diplomova prace ma 71 stran, ne¢islovany obsah a 4 pfilohy, které obsahuji
publikované prace (Setlikovéa et al. 2005, Photosynthesis Res. 84:113 a Vredenberg et al. 2006, BBA
1757:173) a 2 postery z konferenci (X.. Dni fyzioldgie rastlin, Bratislava 2004 a 13th Intemational Congress
on Photosynthesis, Montreal, Canada 2004), kde je diplomant spoluautorem. Jak publikované prace,
tak postery obsahuji vysledky, které nejsou pouZité ve vlastni diplomové praci, ale maji s ni
spoleéné metodické pristupy ke studiu fotosyntézy. Prace obsahuje 2 tabulky, 14 obrazki (v
kapitolach 2 — 4), 17 graft (kapitola 5 Vysledky a diskuse), celkem cituje 126 literarnich
odkazli a 2 www stranky, je doplnéna piehledem zkratek (kapitola 8).

Prace ma standardni ¢lenéni. Kratké ,,Shrnuti* (kapitola 1) je uvodni informaci o pfedmétu
prace a metodickych pfistupech, .,Uvod* (kapitola 2) je zpracovén jako rozsahle pojaty (na 23
stranach) prehled, reflektujici v3echny dulezité vécné okruhy feSené problematiky a
metodické pristupy. Autor prehledné a logickém sledu vysvétluje vSechny pojmy nezbytné
pro pochopeni vlastnich vysledkii i pro ¢&tenafe, ktery nemé zkuSenost s feSenou
problematikou. Soutasné autor vybérem citaci prokazal, Ze se vyborné orientuje v rozsahlé
literatufe, je schopen ji kriticky posoudit a zpracovat jako review. Tuto ¢ast prace povaZuji za
velmi zdafilou a pfinosnou.
Autor formuloval nasledujici cile prace v kratké samostatné kapitole 3:

» sledovani fotosyntetické aktivity fas v proménném svételném rezimu

»  studium vlivu nedostatku dusiku na moiskou rozsivku Thalassiosira weissflogii
Kapitola 4 ,,Metody* obsahuje struény popis organizace experimentil, a pouzitych metod pfi
hodnoceni kultivovanych populaci rozsivek. Podrobngji se autor vénuje popisu meéfeni
variabilni fluorescence a thermoluminiscence. Informace o kli¢ovych metodach pouzZitych
pro sledovani diurnalnich zmén fotosyntetickych parametrii svéd¢i o tom, Ze autor zvladl tyto
moderni metody a jejich instrumentaci.
V kapitole 5 ,,Vysledky a diskuse“ jsou presentovany vysledky rozséhlého experimentu, ktery
byl peélivé naplanovan a jehoZ provedeni sv&d¢i o vysoké profesionalité. Vysledky spolehlive
ukazuji prikazné denni rytmy v koncentraci pigmentii v burice, aktivit¢ fotosystému II,
maximalni fotochemické u¢innosti, kinetice reoxidace primarniho akceptoru Qa, maximalni
rychlosti fixace CO,, fotoaklimaci bunék. Vysledky mé&feni thermoluminiscence ukazuji také
vyrazné pravidelné diurndlni zmény, a tyto vysledky lze povaZovat za originalni pfinos
diplomanta. Porovnanim vysledkd téchto modernich neinvazivnich metod lze ziskavat
mozaiku informaci o stavu fotosyntetickych procesii na riznych ,,mistech” jako je vlastni
zachyceni svétla, aktivita PSII a procesy pfi elektronovém transportu. Vysledky ukazuji,
jednak rozsah zmén, které Ize oekavat vramci b&éznych podminek denniho svételného
rezimu, jednak ukazuji na moZny rozsah aklimacnich a fotoadaptagaich procesii. Vzajemna
souvislost mé&fenych parametrii poskytuje podrobnou informaci o pii¢inach a mechanismech
tzv. ,,poledni deprese fotosyntézy*. Tento jev je znam desitky let jak pro pfirodni populace,
tak z experimentd, a byl diive zjednoduSen& pficitan fotoinhibici. Dnes je ziejmé, Ze se jedna
fadu vzajemné souvisejicich procest, které umoziuji optimalizovat produkéni procesy a
ochranu fotosyntetického aparatu. Tomu odpovidaji i zjisténé kovariance mezi sklonem P-I
kiivky (o) a maximalni rychlosti fotosyntézy (Plus).
Druhou sérii vyznamnych vysledki pfineslo srovnani kultur limitovanych dusikem a kultur
v dostateéné koncentraci dusi¢nanid. Limitace dusiku se projevila pfedevsim v parametrech
jako je velikost bunék, v bunééném obsahu (i hustoté) uhliku, dusiku, pigmenti. Pokud se



tyka dynamickych charakteristik, limitovana kultura se chovala zpravidla podobng, jen
v nékterych pfipadech (napf. obsah chlorofylu) nebyly pozorovany diurnalni cykly Zajimavé
je zjisténi, e maximalni rychlost fotosyntézy normalizovana na chlorofyl P’Lax byla stejné
pro limitovanou i nelimitovanou kulturu. Celkové lze fici, Ze dusikem limitovana kultura
vykazovala niZ§i rozsah pozorovanych diurnalnich cykld a byla ndchylnéjsi k fotoinhibici.
Tyto znalosti jsou nezbytné pro pochopeni produkénich procesii jak v oceénech, tak ve
sladkych vodach, a pro interpretaci druhového sloZeni fytoplanktonu a jeho vztahu
k proménlivym podminkach vodniho prostfedi.

Tieti skupina vysledkii experimentu ukazuje na endogenni cykly, které lze pfedpokladat,
pokud diurndlni zmény zistanou zachované i po pfevedeni kultury na kontinualni osvétleni.
Zatimco oscilace v parametrech buné&ného sloZeni (obsah C, N, pigmentii) v podstaté ustaly,
dynamické parametry zejména fotochemicka u¢innost PSII, reoxidace Qs a zejména
thermoluminiscence si zachovaly periodické zmé&ny obdobné t&€m, které probihaly v reZimu
stiidani svétla a tmy.

Celkové lze fici, ze vysledky jsou zpracovany velmi pe¢livé a systematicky. Jednotlivé
vystupy experimentu jsou jednotn& graficky presentovany, coZ pfispiva k prehledné presentaci
velkého objemu dat a poznatki. Hlavni zjisténi jsou konfrontovany s relevantnimi vysledky
predevsim v soucasné literatufe.

Zavéry prace jsou uvedeny stru¢né v kapitole 6, jednoduchym konstatovanim jaké pravidelné
denni rytmy byly zjistény, Ze limitované a nelimitované kultury se v chovani piili§ neliSily a
7e metodou variabilni fluorescence se nepodafilo prokazat limitaci dusikem.

Celkové lze konstatovat, Ze Vojtéch Kasalicky pfedloZil vybornou préci, profesionalné
zpracovanou jak po odborné strance, tak z hlediska formalniho vybaveni. Také pfiloZzené
publikace a postery jednoznatné potvrzuji, Ze zvladl zasady védecké prace a je schopen
pracovat v tymu. P¥ipominky, které k jeho diplomové praci mam, ani v nejmensim, nesnizuji
vysokou uroveri jeho studie.

1. Formalni nepfesnosti, nepfesné formulace:

str. 3: véta ,Jako soucast fytoplanktonu se vyskytuji také ve sladkych vodach, kde mohou
tvofit neprehlédnutelné nérosty na ponofenych rostlinach®. To by znamenalo, Ze planktonni
druhy rozsivek tvofi ndrosty — ndrosty tvori zpravidla jiné druhy néz jsou planktonni rozsivky.
str. 27: chybné jednotky pro vypocteny chlorofyl z HPLC mgC.m™* md byt mgChl a m>a

str. 31: chybné ¢islovdina ,,Tabulka 1“ kterd je vlastné soucdst popisu obr.14

str. 33: patrné zaména v popisu kfivek v dolni ¢dsti grafu a chybi oznaceni (a,b v grafech).
Vétsi buriky by mély byt kontrolni tj. svétlé krivky

str. 35: chybny odkaz misto ,,Graf 2b“ ma byt Graf 3

str. 55: chybné ,,obrnének (Cryptophyceae)“ obrnénky jsou Dinophyceae, Cryptophyceae jsou
Cesky uvddéné jako skryténky

str. 57: chybny odkaz misto ,,Graf 12 md byt Graf 17

nepiesnosti v citovani literatury —



* str 16: Platt a spol. (1976) — chybi v seznamu literatury

» str. 28 Genty a spol. (1989) — chybi v seznamu literatury

" nékolikrat jsem zaznamenal v textu nepresné citace napr. misto uvedeni dvou
autorii prdce (jak je v seznamu literatury) pouZiti formatu ,, autor a spol* — to
vede k pochybnostem zda jaka prdce je citovdana, str. 3 (Ryamond) str.
14(Kolber))str.16 (Putt)str. 22 (Gilbert)str.23 (Rutherford) str.41(Samson)
str.53 (Havaux).

» citaci Strasser, Stirbett 2001 jsem nezaznamenal v textu (mozZna prehlédl)

2. Vécné pfipominky a dotazy:

Cile prace mohly byt vyjadieny jesté pfesnéji — Prvni dva odstavce zacinaji:

,»Hlavnim cilem mé prace bylo sledovani fotosyntetické aktivity fas v proménném svételném
rezimu.*

a

,Hlavni soucast této prace predstavuje studium vlivu nedostatku dusiku na motskou rozsivku
Thalassiosira weissflogii...*

z préace je dale jasny vztah a hierarchie téchto kolt, ale bylo by lepsi tuto skute¢nost piesné
vyjadfit formou bodi nebo hypotéz.

Dalsi informace, kde a kdo se na préci podilel a co byla dalsi ¢innost diplomanta patii dilem
do ,,Shrnuti* a ,,Metod*.

V kapitole 4 Metody postradam podrobnéjsi popis nebo schema experimentalniho zafizeni.
Tato forma s odkazem na citace je v pofadku pro publikaci, ale nelze ptredpokladat, Ze
oponent bude mit ¢as dohledavat tyto informace v literatufe. Druhy divod pro¢ by mély byt
experimenty popsany podrobné vyplyva z acelu diplomové prace, tj. posoudit vlastni ¢innost
diplomanta. V metodach by mélo byt jasné uvedeno jaké konkrétni uikoly a prace diplomant
plnil v ramci tymu.

Mam dotazy k ¢asti 4.1 a 4.2 Popis experimentii

str. 26,27

»Koncentrace NO,” v médiu méfena na vystupu z valcd C3 a C4 byla 600 pmol.L'l,
koncentrace NO3™ byla mimo detekéni limit. U limitovanych kultur ve valcich Cl a C2 byly
koncentrace obou forem dusiku v médiu na vystupu mimo detekéni limit*

Nejsou zaménény dusitany a dusicnany, pokud ne, jak si Ize vysvétlit tak vysokou koncentraci
dusitanti a prakticky nulové dusicnany?

Jaké byly koncentrace amonného iontu?

K odkazu na literaturu u automatického analyzatoru: ,,Po¢ty bunék, jejich primérna velikost,
koncentrace NO,™ a NOj3™ a in vivo absorp¢ni spektra rozsivky Thalassiosira weissflogii byly
méfeny automatickym analyzatorem kazdych 25 minut béhem celého experimentu.” - mam
stejny problém jako u popisu experimentu. Myslim, Ze mély byt zminény zékladni principy,
zda §lo o prutokovy cytometr, jaky byl analyticky princip stanoveni dusitani a dusi¢nani?
Zatimco tyto informace chybi, idaj o méfeni absorp¢nich spekter je nadbyte¢ny, protoze tyto
vysledky v praci pouZity nebyly.

Prosim, aby autor toto odpovédél pri obhajobé.

Ostatni ¢asti metod jsou zcela v pofadku, mozna pravé proto, Ze tato méfeni autor sam
provadél.



Vysledky by bylo vhodné doplnit o tabulky, které by udavaly primérné charakteristiky a
rozsah variability (zejména u popisnych parametri jako jsou latkové obsahy a hustoty buné&k).
Souborny graf 17 mohl byt jesté zobecnén (priméry pro paralelni kultury, moZna i vyhlazeni
kiivek) Sledovani &ty kiivek véetné ,.error bars™ je pro nékteré piipady hodné obtizné.

Nechci zpochybrovat vysledek ze N-limitace neovlivnila maximalni rychlost fotosyntézy
normalizované na chlorofyl pP max - Ale v literatufe 1ze nalézt fadu pfipadt, kdy tomu tak neni
(napt. Litchman et al. 2002, L&O 47:86, Hagen et al. 2000, Eur J Phycol 35:75). Nemohu souhlasit
s kategorickym tvrzenim ,,V této praci pfedkladam dikazy, Ze maximalni fotosyntéza
normalizovana na mnoZstvi chlorofylu v butice (P’max) je nezavisla na limitaci dusikem®.

Tato problematika by si zaslouzila podrobngj$i rozbor a diskusi.

Mam pfipominku k interpretaci parametra o, z rovnice (2) str. 16 podle Platt et al. 1980.
Hodnota a ,,slope* je brana jako smérnice na svétle zavislé ¢asti P — I kiivky. Tomu zpravidla
nejlépe vyhovuje prostd smérnice linearni regrese. Parametry a. v pouZité rovnici se
vzajemné ovliviiuji (pokud neni B=0) a oba maji vztah k teoretické hodnoté Ps. Zavisi tak
hodné na propoéteni tvaru kiivky a odhadu Ps. To mize byt pfi¢inou velké variability
parametri o,p a vypocitané hodnoty Ex.

Mam dotaz ke kapitole 5.8.1. Rychlost fotosyntézy vztazena na chlorofyl

na str. 49 je uvedeno: ,,Buiiky limitované dusikem se v diisledku sniZeni o fotoakhmoval?' na
vy$8i intenzitu ozafenosti neZ builky kontrolni, primérné 110 oproti 80 pmold kvant.m™s

Jak byly ziskdny tyto hodnoty irradiance? Pouze odectenim z P —I kiivky? Bylo by mozné
pouzit nefotochemického zhdSeni fluorescence (irradiance pFi které je gN nejnizsi indikuje
intenzitu, ke které je populace pfizpiisobena)?

Neni tato skutecnost v rozporu s tvrzenim na str. 50 ,JFotoinhibi¢ni parametr byl vyrazné
(asi 10krat) vy$$i u dusikem limitovanych kultur nez u kontrolnich.

Zavér:

Magisterska diplomova prace V. Kasalického spliiuje nejpiisnéjsi kriteria pro hodnoceni
diplomovych praci, je zpracovana s velkou profesionalitou, a pfinasi pivodni a velmi
piinosné vysledky. Praci doporuduji k obhajob& a v pfipadé uspésného prubéhu navrhuji
hodnotit stupném vyborné.

V Ceskych Budgjovicich 16. kvétna 2006

ﬁ‘%ﬁéz/

RNDyr. Libor Pechar, CSc.

LaboratoF aplikované ekologie ZF JU v Ceskych Budéjovicich
a
Oddéleni ekologie mokradii, USBE AV CR, Trebori



Oponentsky posudek magisterské prace Vojtécha Kasalického ,Denni zmény
fotosyntetické aktivity rozsivky Thalassiosira weissflogii

Tématem této magisterské diplomové prace jsou zmény chovani moiské rozsivky
Thalassiosira, kterd je velmi vyznamnou souasti ekosystému svétovych ocednd. Péstovani
rozsivek v laboratornich podminkéch pfinasi fadu obtiZi, které autor zvladl. Téma prace
navazuje na diiv¢j8i studie Zivotnich cykld zelenych fas a fytoplanktonu pracovniki
Laboratote fotosyntézy (Prasil, Setlik, Setlikova, Havelkova-Dougova). Pokusy v této préaci
byly soucasti mezinarodniho programu, kde ziskal autor experimentdlni zkuSenosti na
zahraniénim pracoviSti. Méfeni probihala v simulovaném dennim svételném reZimu
nasledovaném kontinudlnim osvétlenim, ktera odhaluji pamét dennich rytmi (,.,endogenni
hodiny*) téchto nejjednodussich modelovych fotosyntetickych organismi. Fotosynteticka
aktivita a rGst bun€k byly sledovany kombinaci fyziologickych, biochemickych a

biofyzikalnich metod, které umozZnily podrobnou charakterizaci zmén v kultufe.

Text méa dobrou grafickou tpravu, je pfehledna s obvyklou strukturou diplomovych praci:
obsah, shrnuti, pfehled soucasnych poznatk, cile, metody, vysledky a diskuse, zavér, piehled
literatury a seznam zkratek. Obsahuje vice nez 70 stran textu a 30 obrazkt, z nichz 17 jsou
vysledky méfeni. Experimentalni ¢ast a diskuse jsou shrnuty do jedné kapitoly, coz v tomto
pfipadé lépe vyhovuje pochopeni pro ¢tenafe. Text je psan celkem dobrou Cestinou, i kdyz
v nékterych c&astech by se dal vyrazné zhustit (napf. Cile nebo Metody ¢&ast 4.6
Termoluminescence). Soucasti prace jsou i piilohy, kde jsou pretisky dvou impaktovanych
publikaci ve znamych Casopisech (V. Kasalicky uveden jako spoluautor) a dvou plakatovych
sdéleni, kde je prvnim autorem. Velké mnoZstvi vysledki, které jsou celkem logicky
uspofadané, svédéi o autorové pracovitosti a premyslivosti. Jejich zpracovani pro piipadné
uverejnéni bude vyzadovat Gpravy graf a zestru¢néni.

Obecna doporudeni:

1. Pro étenafe by bylo vhodnéjsi dat seznam zkratek hned na pocatek prace za obsah.

2. V 1.kapitole Shrnuti postradam zminku o vysledcich méfeni asimilace CO,, ktera jsou
v pokusech. Naopak jsou zde uvedena méfeni Qa reoxidace u izolovanych thylakoidd
hrachtl, které jsem ve vlastni praci nenalezl.

3. Cile prace jsou formulovany dost rozvlaéné a ponékud neusporadané. Z textu neni Uplné
jasné, co bylo vyty&eno jako hlavni cil prace. Cést 2. odstavce patéi do metod a posledni
odstavec bych doporucoval jako uvod ke 9. kapitole Pfilohy.

4. Cisla rovnic se obvykle uvadgji vfadce vpravo v hranatych zavorkach (v tomto textu
vievo)

5. Obrazky véetné grafii bych v takto rozséhlé praci pro pfehlednost doporucoval cislovat
dvoutroviiové stejné jako je tomu u textu, tzn. ¢islo kapitoly-tecka-¢islo obrazku, napf.
obrazek 11 by mél &islo 4.1.

6. Nekteré stéZejni prace nejsou v seznamu literatury, napft. Platt a spol. (1976), Genty a spol.
(1989).

7. Pii uvadéni hodnot se v Cestin€ piSe vzdy desetinna ¢arka; u jednotek je nutné pouZivat
v textu 1 v grafech jednotny systém, spiSe s ndsobky v exponentu napf. umol kvant m? s
nez pmol kvant/m* s', bez te¢ek mezi jednotkami a s mezerou mezi &islem a jednotkou,
tedy napf. 153 mg (N) m,

8. Srovnani mnozZstvi pigmenti PS:PP a de-epoxidaéni stav xantofylového cyklu jsou poméry,
mély by byt bezrozmérné (viz graf 6 na str. 39). TotéZ u pomeéru uhliku a dusiku (C/N)
v burikach (viz graf ¢. 4 na str. 37).



Konkrétni dotazy k avaze:

1. Pozadal bych o kratkou tivahu o ptivodu a vyznamu fluorescenéniho parametru Fy ?

2. Lisi se ,,neaktivni“ a ,,uzaviena“ reak¢ni centra II. fotosystému?

3. Miuzete vysvétlit jaké informace o stavu fotosyntetického aparitu je mozZné ziskat ze
zaznamu fluorescencnich kfivek Fy ST a Fy MT na obrazku 9 (str. 19)?

4. Jak si vysvétlujete posun dennich maxim obsahu diadinoxantinu a diatoxantinu v buiikach
rozsivky ve srovnani s maximem intenzity ozafenosti v kontrolni a limitované kultufe
rozsivky?

5. Maximalni rychlost fotosyntézy vztazend na buiiku (ne na chlorofyl) je u rozsivky
Thalassiosira limitovana nedostatkem dusiku (graf 14, str. 50; oddil 5.14.3, str. 60). Toto
omezeni je prukazné i z méfeni indukénich kiivek fluorescence chlorofylu, tzn. aktudlni
rychlosti fotosyntézy pii daném osvétleni (viz napi. graf 12 na str. 47)

Zavér:

Vyznamnym pfinosein této magisterské prace bylo pouZiti metody termoluminescence
k diagnostice II. fotosystému pfi pozorovani zmén dennich cykli rozsivky. Navic byl pfistroj
pro méfeni vyvinut firmou P.S.I. s.r.o. Brno ve spolupraci se skupinou doc. Présila
z tieboniského pracovisté. Dal$i vyznamnym bodem prace je zjisténi, Ze denni rytmy
fotosyntetické aktivity populaci rozsivky za podminek limitace nedostatkem dusiku nebyly
piili§ odlisné od kontrolnich populaci. Tento fakt nazna¢uje moZnost regulaci fotosyntézy za
nepiiznivych podminek.

PiedloZzend magisterska prace, publikace i1 pfispévky na mezinarodnich konferencich
v souhrnu dokazuji, Ze autor dobfe zvladl zéklady vé€decké vychovy.

Magisterskou praci Vojtécha Kasalického doporucuji k obhajobé a hodnotim ji jako
vybornou.

V Tieboni 24.5.2006
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Néojidek, CSec.
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