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Posudek na dizertacni praci mgr. Vladimira Puzi:" Mezidruhova kompeti; 2 a
hostitelské spektrum entomopatogenich hlistovek (Steinernematidae,
Nematoda)".

Mgr.PUza si zvolil za objekt svych studii téma velmi aktualni - hmyzi patogeny, jejichz
vyzkum ma v nasi zemi hlubokou tradici, zejména diky guru oboru, prof. Weiserovi,
jehoz role nejen v nasi, ale celosvétové entomologii je zcela mimoradna. Jeho zaci
pak tento obor rozvijeli dale, jak potvrzuje svoji praci i Skolitel, dr.Mracek. Hmyzi
patogeni totiz nepredstavuji pouze zajimavy objekt zoologicky a také interakéni, ale
moznost pro aplikovanou zoologii v sou¢asné dobé se vzrlstajicim vyznamem jako
zpUsob bezrezidualniho zasahu proti tzv. $kidcim. To v pfirodé hraje a bude hrat
stale vyznamnéjsi roli.

Jadro prace tvofi tfi publikace v Casopisech s vy8Sim IF, pro zoologické obory s
vysokym IF. Dva rukopisy tento vycet doplnuji.

Tyto publikaéni vystupy jsou ramovany i kapitolami uvodnimi, v€etné uvedeni do
soucasné situace v oboru a stanoveni pracovnich cill, a zavére¢né, tedy souhrnu
vysledkl studii. Uvedeni do problematiky podava autor struéné, ale vystizné, a to ve
vSech myslitelnych aspektech. Kromé historie vyzkumu a taxonomie seznamuje
étenare, a to lehce i nespecialistu, se specifickym principem parazitace, tedy interakci
s baktériemi a jejich Uloze jako patogena a producenta toxin(, ale i potravy pro
hlistovky, Zivotnimi cykly parazitli a zejména s hostitelskym spektrem tvoficim jeden
ze zakladnich kamenu celé prace. Zajimavou u hlistovek se jevi moznost vyyZivat i
mrtvy hmyz simultanné jako potravni zdroj, tedy problém sahajici az ke korfenum
vzniku parazitace u hlistic. Pozoruhodnou stranku predstavuje i interakce mezi
dvéma raznymi druhy hlistovek. To potvrzuje i stale vyraznéji se prosazujici nazor o
motoru vétSiny procesl v pfirodé - o interakcich mezi organizmy rliznych, ale i
stejnych skupin. Tim zasahuje autor i do tolikrat sklonovaného problému, do sféry
biodiverzity, jejiz podstatu mozna €asem zac¢nou chapat dokonce i novinafri.
Zavérem této Uvodni kapitoly autor pregnantné stanovuje cile i, chceme-li, hypotézy
prace.

Tézko budu znovu posuzovat kvality publikovanych praci proslych jisté pfisnym a
objektivnim procesem peer-review v obou renomovanych ¢asopisech. Dva pF_iloiené

rukopisy se pak zabyvaji pravé podstatnym problémem, tedy interakci jak parézit&,



tak jejich vlivem na balanci parazitace a mrchozroutstvi hlistovek, jakoz i dalSich
zivocichU (strevlici, kovafici, plzi). Konec¢né treti z publikovanych praci fadu téchto
problém fesi také.

Autor na konci prace jasné a bez zbyte€nych fantazii shrnuje vysledky svych studii
ve stanovenych aspektech. Zde velmi realisticky hodnoti, ale i naznacuje dal$: cesty,
resp. nutnost dalSich pozorovani. Zavery o rezistenci ¢i naopak nachylnosti k
infekcim u potencialnich hostiteld mohou pfispivat i k aplikovanym dUsledkim (srov.
s hlistici Phasmarhabditis hermaphrodita pouzivané k omezeni druhu Arion
lusitanicus!). Studie koexistence a plUsobeni na hostitele u dvou druht hlistovek pak
naznacuje nejen zplsob invaze do hostitele a pribéhu parazitace, ale rozdéleni ¢i
spiSe ovladnuti nik v ném. To je dllezité predevsim pro pochopeni existence ¢i
neexistence hostitelské specializace. Vyznamné plsobi skute¢na parazitace ¢i spise
vyskyt dvou druh( hlistic v potencialnim hostiteli na hmyziho mrchozrouta.

Literatura jako podklad pro uvodni kapitoly prace pokryva dostatec¢né prednesenou
problematiku a i kvantitativné (coz ovSem neni rozhodujici) pfedstavuje dobr zdroj
dal$ich informaci. '

Prace je psana stru¢né, c¢tivé i pro nespecialistu, a pfitom profesionalné pro obor.
Jako oponent bych mél povinnost hledat chyby &i nesrovnalosti, nicméné pfi strukture
prace by to byl ukol hodné obtizny a v podstaté principialni az schvalnostni. Proto se
spiSe zeptam na nékteré zajimavosti:

- zde pouze pfipominka: publikované prace a celou problematiku prostupuje
metodika. Mozna, Ze by nebylo od véci v uvodni kapitole stru¢né metody
charakterizovat.

- v praci autor naznacéuje pomérné Siroké spektrum hostitell pfi laboratorni infekci.
Jak to vypada v tomto ohledu v pfirodé? Obecné pidni organizmy vynikaji
agregovanou distribuci.MGze byt korelovana distribuce potencialnich hostitell a
hlistovek? Jak na tento fenomén reaguji v praci zminéné nematofagni houby?

- mezi obranné reakce hostitele patfi kupfikladu zvySena defekace (Liriomyza). jedna
se o cilenou €innost Ci tento druh patfi k Castéji defekujicim. Jinak fe¢eno - jedna se
to reakci na parazitaci €i obecnou funkci.

- za dal§i obrany mechanizmus povazuje autor mandibuly. Presto hlistovky pronikaji
i ustnim otvorem. Existuje na to néjaka taktika? Napfiklad rychlé vniknuti (u hlistic si

ji nedovedu pfedstavit) ¢i maskovani se v jiné potravé?



- existuje i rizna strategie invaze pro rizné hostitele (pavouk x sekac x stievlik x
kliste)?

- v ¢em spociva imunitni odezva hostitele, je celularni ¢i biochemicka?

- studovala se interakce mezi plivodni bakterialni mikroflérou hostitele a invazi
asociovanych baktérii hlistovek do hostitele?

VySe zminéné otazky predstavuji spiSe témata pro diskusi nespecialisty v
entomopatogenech iniciovana praci a $etfici mu ¢as pro studium specializova:ié

literatury.

Zaveér: Predlozena dizertaéni prace mgr.Vladimira PUzi doklada autorovu dobrou
orientaci v oboru vcetné literatury, jeho zvladnuti pfislusnych technik na vysoké
urovni a schopnost védecky nejen stanovovat hypotézy, ale z prace vlastni pak Cinit
realné zavéry a vystupy pro zakladni, ale i aplikovany vyzkum bez zbyte¢nych
spekulaci. Proto doporucuji predloZzenou praci jako podklad k ziskani titulu PhD dle

platnych predpis(.

prof.RNDr.Jaroslav Smrz, CSc.
oponent
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Oponentsky posudek na dizertac¢ni praci Vladimira Puzi ,,Mezidruhova
kompetice a hostitelské spektrum entomopatogennich hlistovek
(Steinernematidae, Nematoda)*

Predlozena dizertani prace zpracovava tématiku entomopatogennich hlistovek, které jsou
v dnes$ni dobé Casto pouzivané v biologické ochrané rostlin. O kompetici jednotlivych druht
v pfirozeném prostifedi 1 za laboratornich podminek neni znamo mnoho informaci, proto prace
shrnuje soucasné znalosti a pfinasi fadu novych Gdaji. Naplni prace jsou tedy mezidruhové rozdily
mezi hostiteli, kompetice a koexistence hlistovek v jednom hostiteli, vyhledavani hostitele (zivého i
mrtvého) a obranné mechanismy proti jinym organismim (jinym ,,scavengers®).

V dizertaéni praci je fada originalnich vysledki, o jejich kvalité svéd¢i také to, ze publikované
¢lanky jiz proSly recenznim fizenim v kvalitnich zahrani¢nich €asopisech (Journal of Invertebrate
Pathology IF=2,0; Behavioural Processes IF=1,4). Zajimavé jsou zejména pokusy s zivymi a
mrtvymi hostiteli, kde se ukazuji rizné strategie hlistovek pfi hledani hostitele i vyznam imunitni
odpovédi pfi rezistenci vici hlistovkam u zivého hmyzu. Obsahle jsou rozepsany ptiklady hmyzich
pfirozenych hostiteld v¢etné¢ pfipadi, kdy se jedna spiSe o laboratorni modely ($vabi i
nejpouzivanéjsi zavije¢ voskovy), Skoda, Ze kvili malému mnoZstvi ptirozenych hostiteitt nesio
stanovit rozdily v mortalité hostitell pfi pouziti- riznych davek hlistovek (studie 3). Originalni
vyzkum se tyka také mechanismi branicim mrtvé hostitele od konzumace jinymi ,,scavengery®.
V diskuznich ¢astech jsou navrzeny zajimavé hypotézy, pro ovéfeni né€kterych znich ale bude
potieba jesté shromazdit dalsi experimentalni data. Autor musel zvladnout fadu experimentalnich
metodik, jako jsou mikroskopie, sbér hlistovek pomoci pasti, laboratorni kultivace hlistovek a
hostiteld, ndkaza v laboratornich podminkach, identifikace atd.

Dizertacni praci tvoii obecny tGvod a komentovany soubor 3 publikaci a 2 manuskripti
pfipravenych pro publikaci. V uvodu o 7 stranich autor popisuje systematické zatazeni, zivotni
cyklus a jiné obecné charakteristiky hlistovek. Na zavér prace jsou shrnuty vysledky z publikaci a
manuskriptli na 3 stranach. Po formalni strance tato prace plné odpovida standardim kladenym na
doktorskou dizertacni praci, metodiky jsou v publikacich dostate¢né popsané, vysledky zietelné
prezentované a dokumentované originalnimi grafy a obrazky, text je velmi piehledny a naprosto
srozumitelny, bez pieklept. Autor pouzival anglickou odbornou literaturu (66 citaci pouze v Gvodu,
dalsi literatura je uvedena u jednotlivych publikaci).

K predkldadané praci nemam zasadni namitky, nasledné¢ uvadim jen drobné pfipominky a nékolik
dotazi:

o 4

nazornymi schématy (viz napi. Ehlers 2001, Burnell a Stock 2000) spole¢né se zminkou o
specifickém typu rozmnoZovani pomoci tzv. ,,endotokia matricida®.

-V mém vytisku prace jsou prohozené studie 4 a 5.

- Byly jiz manuskripty uvedené v praci pfijaty k publikaci v nékterém Casopise?




-V praci mi chybi seznam publikaci autora s uvedenim také konferen¢nich piispévkd, teprve
z autoreferatu k dizertaéni praci jsem se dozvédél o 12 pfednaskach nebo posterech, kde je
V. Puza autor nebo spoluautor a také o dalSich dvou publikacich (Nguyen, Piza, Mracek
2007; Puza, Mracek 2007), které v dizertacni praci nebyly zminény.

- Hlistovky registruji latky vyluCované potencidlnim hostitelem a pohybuji se po jejich
gradientu (str. 2), je néco znamo o jaké latky se jedna a jak je tomu u mrtvych hostitelt —
jsou hlistovky schopné takto lokalizovat i mrtvy hmyz?

- U mrtvého hmyzu jsou jasné zvyhodnéné hlistovky hledajici aktivné hostitele (,,cruiser®),
v ptirozenych podminkach tedy napf. S. carpocapsae jako zastupce opacné strategie
(,,ambusher”) pravdépodobné mrtvy hmyz nenajde?

- Prace pojednava o mezidruhové kompetici hlistovek, jak je tomu ale zpohledu jejich
symbiotickych bakterii? Jedna se o nemato-bakterialni komplex, kdy nelze symbiotické
organismy striktné odd¢lit. Jsou rozdily pokud se pouziji dva druhy hlistovek sdilejici jeden
druh bakterie a mezi dvéma druhy sriznymi druhy bakterii? Pokud se jednd o nakazu
jednoho hostitele vice hlistovkami soucasn€, pravdépodobné pievladne také jeden druh
bakterie (produkci antibiotik) nebo bude v hostiteli smés né€kolika druht bakterii? Muze
dojit timto zpusobem k pfirozené vyméné symbiotickych bakterii v nasledujici generaci za
jiné? Jak by vypadala kompetice axenickych hlistovek, tj. s vylou¢enim vlivu symbiotickych
bakterii?

- Co se tyka pouzivani nepuvodnich druhi v biologické ochrané rostlin, existuji ptiklady
zavle€eni nepuvodnich druhi s negativnim efektem na pivodni druhy hlistovek? Stejné tak
muze nastat Siteni nové kombinace hlistovka x bakterie v piipadé zameény symbiotickych
bakterii za nepivodni druh (to probihd cilené¢ v komeréni sféfe, kdy je mozné ziskat
ucinngj$i kombinaci pro kontrolu hmyzich skidci)?

- Jaky je vliv teploty — napf. pokud jsou teplomilngj$i druhy znevyhodnény pii nizsich
teplotach? Dojde potom k pfednostnimu vyvoji hlistovek s optimem blize dané teploté? Jsou
vysledky dosazené v laboratofi srovnatelné s piirozenym prostfedim s kolisanim teploty?

Dizertani prace Vladimira Pazi predstavuje rozsdhlou a metodicky i ¢asové naro¢nou studii.
Autor v ni déle dokazuje, ze ma velky piehled o literarnich udajich a dovede své vysledky s témito
udaji srovnavat, kriticky je hodnotit a diskutovat. Pfedkladana prace jednoznac¢né splituje pozadavky
kladené na tento typ préce, proto ji doporucuji ke schvaleni jako jeden z predpokladi k udéleni
titulu Ph.D.
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V Brné 19.11.2009 RNDr. Pavel Hyrsl Ph.D.




OPONENTSKY POSUDEK NA DOKTORSKOU DISERTACNI PRACI

Nizev prace: Mezidruhova kompetice a hostitelské spektrum entomopatogennich hlistovek
(Steinernematidae, Nematoda)

Autor: Mgr. Vladimir Piza
Oponent: RNDr. Ladislav Han¢l, CSc.

Formalni stranka prace:

Studie ma jednu z moznych forem ptedkladani doktorskych diserta¢nich praci. Sklada se
z uvodni ¢asti a vymezeni cill prace, ¢lanka publikovanych v ¢asopisech a rukopisti a ze
shrnuti vysledkl a zavéri. Prace je piehledné a logicky uspofadana s vyjimkou piehozeni
studii 4 a 5, po strané 46 tak nasleduje strana 56 a po stran€ 59 strana 47.

Vécna stranka prace:

Disertace obsahuje fadu tématicky navazujicich studii o vyskytu, biologii a ekologii
entomopatogennich hlistic se specidlnim zaméfenim na druhy Steinernema affine a
Steinernema kraussei. U obou druhti hlistovek bylo zji$téno, Ze jsou schopny napadat Siroké
spektrum hmyzich hostiteli. Nékteré skupiny hmyzu se ukézaly odolné proti infekci
hlistovkami, které vSak byly schopné osidlit jejich mrtvé téla a nasledné se v nich mnozit.
Zaroven byla zjisténa silné dominance S. affine nad S. kraussei pti smésnych infekcich
hmyzich hostitelti. Oba druhy jsou vSak schopny koexistovat ve stejném ekosystému, kde S.
kraussei je schopna vyhybat se pfimé kompetici se S. affine. Piipadné primarni infekce
hostitele druhem S. kraussei mize usnadnit druhotnou infekci druhem S. affine a mrtva téla
napadenych himyzich hostitelii se jevi odpudivé pro pfipadné mrchoZrouty. Studie tak
komplexnim zpisobem pfispiva k poznani Zivota dvou druhii hlistovek, které jsou
ptirozenymi reguldtory hmyzich populaci. Vysledky mohou najit uplatnéni pii zdkladnim
vyzkumu jinych druht hlistovek a pfi vyvoji metod biologické kontroly hmyzich Skidct.
Studie ma ve svém zaklad¢é dveé publikace, kde je dr. V. Piza prvnim autorem, a jednu préci,
kde je druhym autorem, v mezinarodné uznavanych ¢asopisech. Lze ptedpokladat, Ze po
nékterych tpravach budou podobné publikovany i manuskripty, kde je dr. V. Pza prvnim
autorem. Dalsi dvé prace, které nejsou pfimou soucésti disertace, publikoval v Journal of
Invertebrate Pathology. Z¢astnil se fady védeckych konferenci v Ceské republice a

v zahrani¢i. Jeho celkovou védeckou ¢innost pii studiu entomopatogennich hlistic hodnotim
jako velmi dobrou.

Poznamky k obsahu price:

Nize jsou uvedeny néktera opomenuti spise formélniho razu, ktera vsak nemaji vliv na
celkovy vécny obsah prace. Dale je zde n€kolik pfipominek k manuskriptim, kde jsou nékteré
nejasnosti a na které by nejspiSe upozornila vétSina recenzentli posuzujicich rukopisy zaslané
do tisku.

e V anotaci aj. je zvykem podat vysvétleni pouzitych zkratek; zde uvést zkratku (EPN) za
»entomopathogenic nematodes®.

e Str.8—13,35-39, 52 — 54 — n¢kde jdou uvedeny celé nazvy Casopist, jinde jejich
zKkratky.

e Ratana et al. (1991) na str. 7 nebo Retana et al. (1991) na str. 11?

e str. 10. — prace Kaya a Koppenhofer (1996) je v seznamu literatury uvedena dvakrat, na
str. 5 dole je Kaya a Koppenhdofer (1996) a na str. 6, tfeti odstavec, je Kaya a Koppenhofer




(1996b). Jde o citaci téze prace nebo o chybégjici odkaz na (1996b) nebo zameéna s
Koppenhofer a Kaya (1996b) na str. 10?

Str. 10 — Praci Kaya a Stock (1997) jsem nenasel citovanou v textu.

Str. 26 — 28 — Uvod podava piehled poznatki o soub&Zné infekcei jednoho jedince hmyziho
zde né€kolikanasobné opakovani stejnych citaci k témuz tématu: Koppenhofer a Kaya
(1996a) ctytikrat, Koppenhofer et al. (1995) tiikrat, Ptiza a Mréacéek (2009) trikrat.

Str. 27, odstavec 3, str. 33, odstavec 2 a str. 38 — Peters (1995) nebo Peters (1996)?

Str. 28 — Material and methods, Seasonal dynamics. Z textu neni jednoznacné poznat
kolik Petriho misek s ptidou a housenkami bylo inkubovéno ke kazdému odbérovému datu
pfi dvou teplotach. Druha véta druhého odstavee umoziiuje také vyklad, Ze 200 cm® pudy
bylo rozdéleno mezi vicero misek. Pokud $lo o dvé misky a rozumim-li véci spravné, pak
by bylo jednoznaén&jsi napsat napi.: Two Petri dishes were filled with 200 cm® of soil
from each composite sample, one Petri dish was incubated at 15°C, the second one at
22°C. Potom by platilo n = 3 pro kazdou vrstvu ptdy v kazdém ze tfi odbért a dvou
inkubac¢nich teplotach. Jednozna¢nost v poctu opakovani je dileZzita pro posouzeni
vypoveédni hodnoty statistickych testl. U testovacich statistik (v tomto pfipadé F; str. 30,
3. Results, Seasonal dynamics) je vhodné uvadét stupné volnosti a misto p < 0.00 radé&ji p
« 0.01 nebo p <0.001 pokud rozpor s nulovou hypotézou vysel ,,velmi siln¢* prikazny.
TutéZ pozndmku mam ke Studii 4. Byly néjaké rozdily v produkei hlistovek zavislé na
inkubacni teploté? Obecné by bylo 1épe mluvit napf. o potencialni abundanci IJs v piadé
nepiimo zjisténé pomoci galleriovych pasti. Pfimé odhady IJs lze ucinit nékterou z metod
pro studium volné Zijicich stadii hlistic.

Str. 28, odstavec 4, fadek 6 — byli pocitani pouze dospélci? Na poslednim fadku odstavce
se pise o ,,abundance of EPNs per 1 square meter (ind.m?)“. V kapitole 3. Results.
Seasonal dynamics se potom pise o ,,IJs.m™*, rozumim-li spravné jde o ,,infective
juveniles (ind.m™)“ jak je psano na vertikalni ose Fig. 1 na str. 44. Zde by bylo dobré
sjednotit terminologii pouzivanou v kapitole Metodika s terminologii kapitoly Vysledky
popt. vysvétlit, pro€ Fig. 1 na str. 44 udava ,,IJs* a Fig. 2 na str. 45 ,,EPN*“(¢emuz bych
rozumél dospéli + nedospéli jedinci).

Str. 29, odstavec 3 — citace Lloyd (1967) a Campbell et al. (1996) chybi v References.
Str. 34, odstavec 2 — citace Mréacek a Sturhan (2000) chybi v References nebo je zde
zaména se Sturhan a Mracek (2000).

Str. 35, odstavec 1 — citace Koppenhofer et al. (1996a) chybi v References. Wang et al.
(2004) nebo Wang et al. (1994) v References?

Str. 40 — V legendé k Table 1 se piSe o ,,density™, ale neni uvedeno k ¢emu se vztahuje.
Na str. 29, kapitola ,,Host range* tieti véta prvniho odstavce uvadi ,,mean frequency less
than 10 ind.m™“. Jde tedy i v Table 1 o jedince na metr tvere¢ni? Paty sloupec neni
»mean frequency* ale zjevné¢ ,,mean density*, tedy priméry fadkovych hodnot sloupcti 2,
Ja4.

Str. 42 — K Table 2 se piSe ,,for Drosophilidae only 5 specimens...* ale v burice sloupce
»~mortality, S. k* a fadku ,,Drosophilidae* je ,,6 / 0. To, Ze pro ostatni skupiny bylo
specimens for each family and treatment were used except for Drosophilidae where only 5
specimens were available®. Pro¢ je nékde uvadéna ,,0%, jinde ,,-* a ¢ast sloupce ,,Nr. hosts,
S. k* je prazdna? — Podobné na str. 55 v Table 1.

Str. 44. — v legendé¢ k Fig. 1. je vhodné napsat co znamenaji zkratky ,,S. k. a S. a.* a nutné
napsat co znamenaji usecky v grafu (SD, SE nebo CI ?).

Str. 46. — Fig. 3 neznézornuje ,,number of patches™ ale ,,percentage of patches®.




Str. 47 — v nadpise vypadlo pismeno v ,,entomopathogenic*.

Str. 48 a str. 53 —,,Le Beck* nebo ,,Lebeck*?

Str. 49 — Statsoft Inc. (1995) je opomenuto v references.

Str. 49, odstavec 4 — Zde se piSe o pozorovani vyvijejicich se hlistic pfes kutikulu, ale
podle mych zkuSenosti neni kutikula larev Elateridae (dratovci) snadno prihledna.

Z technického hlediska, pouzival se k tomu napf. binokulér se silnym spodnim osvétlenim
nebo jiny zptisob?

Str. 55, Table 1 — Zde se uvadi ,,mean progeny production®. Pfedpokladdm, Ze se jedna
,mean progeny production per host individual“ stejné jako v Table 2 na str. 42. Ve
vysledcich, str. 50, odstavec 1, se pise ,,higher percentages of hosts were infested in
Eppendorf tubes®. Nabizi se tedy otdzka, zda nebyl také rozdil v ,,mean progeny
production®; tabulka 1 podava pouze jedno &islo pro ob¢ ,,arenas* dohromady (totéz Table
2 na str. 42). Na str. 49, konec odstavce 4, se pise ,,The whole experiment had two
replicates® — Table 1 tedy zahrnuje vysledky z obou?

Summary of Ph.D. thesis: V pfepisu abstraktu 2 jsou nékteré nazvy druhii psany kurzivou,
jiné nikoliv, plus drobné tiskové chyby jinde. V oddilu References mély byt latinské
nazvy druhii a rodt kurzivou a praci Poinar a Leutenegger (1968) jsem nenalezl citovanou
v textu.

ZAVER:
Podle mého usudku piedlozenéd doktorské diserta¢ni prace spliiuje nalezitosti byt podkladem
k udéleni védecké hodnosti Ph.D.
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