Posudek oponenta na magisterskou praci Kristiny Felcmanové nazvanou ,,Vliv
zvysSené koncentrace CO; na regulaci fotosyntézy diazotrofnich sinic*.

Magisterska prace Kristiny Felcmanové je predkladana v rozsahu 50 stran a pod
vedenim Prof. RNDr. Ondfeje Prasila, Ph.D. se autorka zabyvala kultivaci sinic
Cyanothece sp. ATCC 51142 a Anabaena sp. PCC 7120 v podminkach normalni a
zvySené koncentrace CO; a také bézného a nulového obsahu N v kultivacnim médiu.
Béhem kultivace studovanych sinic autorka sledovala rGzné znaky na zakladé
kterych popsala pribéh ristu kultur a také pribéh asimilace C a N .

Po formalni strance je prace ¢lenéna na 5 kapitol (Gvod, metodika, vysledky,
diskuze a zavér) véetné 4 stran odkazl na védeckou literaturu.

Prace ma dobfe sepsanou uvodni kapitolu (14 stran), ktera ctenare obeznami
s dosavadnimi studiemi v oblasti diazotrofnich organisma, dale pak vysvétluje evoluci
sinic a jejich ddlezitost pfi fixaci atmosferického dusiku. Uvodni kapitola jesté
obsahuje podrobny popis enzymu nitrogenaza, ktery katalizuje reakci fixace
plynného dusiku. Nakolik je enzym nitrogenaza v pfitomnosti molekularniho kysliku
inhibovan, vytvorili se u sinic rizné strategie fixace N, které také popisuje GUvodni
kapitola. V zavéru uvodni kapitoly jsou popsany zmény vodniho prostiedi na Zemi
v disledku zvySovani obsahu CO, v atmosfére, coz hezky vysvétluje dlvod a
dulezitost celé magisterské prace. Je ale $koda, Ze po Gvodni kapitole nenasleduje
kapitola cile prace. Ctenarf sice tusi &im se prace bude zabyvat, ale i tak by cile
magisterskeé prace méli byt srozumitelné vyty&ené.

V kapitole ,metodika“ (6 stran) autorka popisuje fotobioreaktor a kultivacni
podminky studovanych sinic. Dale detailné popisuje pouzité metody sledovani ristu
kultur: pocitani bunék, méfeni koncentrace chlorofylu a, C/N analyza, Acetylene
reduction assay, vyvoj kysliku, termoluminiscence.

Kapitola ,vysledky” (17 stran) je rozdélena na 3 podkapitoly. Vlastni vysledky jsou
popsané srozumitelné pro kazdou studovanou sinici zvlast, coz je pfehledné, ale na
druhou stranou tady chybi srovnani studovanych sinic (jak byl cil prace porovnat rust
diazotrofni sinice s heterocystou a bez ni). Na zavér jsou prezentované zajimavé
vysledky z fluorescenénich méreni obou studovanych sinic.

Na kapitolu ,vysledky“ logicky navazuje kapitola ,diskuze” (5 stran) kde autorka
vysvétluje dlvod studovani diazotrofnich sinic Cyanothece sp. ATCC 51142 a
Anabaena sp. PCC 7120 v podminkach zvySené koncentrace CO, a zamysli se nad
namerenymi vysledky.

Praci uzavira kapitola ,zaver” (1 strana), kde autorka stru¢né shrnuje ziskana data
a konstatuje, ze zvySena koncentrace CO, (900ppm) ma u sinic Cyanothece sp.
ATCC 51142 a Anabaena sp. PCC 7120 péstovanych v diazotrofnich podminkach
inhibi¢ni vliv na jejich rastovou rychlost.



Prace také pfinasi novy poznatek k strategii fixace dusiku sinice Cyanothece sp.
ATCC 51142, ktera nastava jiz b&éhem svételné faze.
U studovanych sinic byl jesté pozorovan noé&ni pokles variabilni fluorescence, ke
kterému dochazelo v disledku degradace aktivnich PSIl center (nezavisle na
podminkéach diazotrofie ¢i zvySené koncentrace CO5,).

Dale musim ocenit, Ze se autorka postarala o &asteéné financovani projektu
ziskanim studentského grantu SGA2010/003.

Formalni nedostatky:
- Chybi cile prace.
- Neékteré obrazky by mohly byt ve véts§im rozliseni.

Jako podklad pro diskusi mam k autorce nasleduijici dotazy:

- Autorka piSe, Ze pfeneseni pfedpéstované kultury do fotobioreaktoru bylo sterilni.
Byla také zaruCena sterilita béhem péstovani kultury v reaktoru? (bublani, méfici
elektrody, odbér vzorku...)

- Snizovani mnoZstvi vyvinutého O, kulturou HC- (Cyanothece sp. ATCC 51142 bez
N) je prezentovano jako mozny dlsledek narGstu biomasy (pfevaZuje spotieba O,
nad jeho vyvojem). Kultura HC- pfi tom vykazuje nejpomalejsi riist (méfeni OD 735).
MUzete to vysvétlit?

- Ve vysledcich piSete, Ze zvySena Fy je dlsledek odpojovani svétlosbérnych antén
(nocni pokles fotochemické aktivity). Mohla by jste tento jev vic popsat?

Zavérem svého posudku konstatuji, Ze pfedkladana prace splriuje kritéria kladena
na magisterskou praci. Tuto praci proto doporucuji k obhajobé a navrhuji jeji

ohodnoceni znamkou 1.

V Ceskych Budgjovicich dne 17.5.2011 Ing. Zdeno Gardian, Ph.D.



OPONENTSKY POSUDEK NA DIPLOMOVOU PRACI

» Vliv zvySené koncentrace CO; na regulaci fotosyntézy diazotrofnich sinic*
Autor: Be. Kristina Felcmanova

Diplomova prace Kristiny Felcmanové se zabyva studiem role zvySené koncentrace
CO; na fixaci dusiku a fotosyntézu u diazotrofnich sinic. Z obsahového hlediska je diplomova
prace standardné Elenéna (Teoreticky Givod, Metodika, Vysledky, Diskuze). Teoreticky uvod
shrmuje problematikou diazotrofie u sinic v¢etné rozliSeni riznych strategii fixace dusiku a
spojeni tohoto procesu se zvySenou koncentraci CO, a fotosyntézou. V metodické Casti jsou
pak v kréatkosti popsany pouzité experimentalni metody.

V experimentalni ¢asti autorka prezentuje sadu Casto velmi zajimavych
experimentalnich dat, které ziskala pfi sledovani zmén v asimilaci dusiku v priibéhu denniho
cyklu diazotrofnich sinic. Jako dva modelové organismy byly vybrdny jednobunétnd
Cyanothece sp. (ATCC 51142) a vlaknitad Anabaena sp. (PCC7120). U obou téchto organismii
byl sledovan vliv zvySené koncentrace uhliku (900 ppm) na asimilaci dusiku. Vzhledem
k rizné strategii asimilace dusiku u téchto organizmi (tzn. prostorova versus ¢asova separace
asimilace dusiku) se mi tento vybér zda pithodny. Velka ¢ast experimentalni prace autorky
spocivala ve vyuziti bioreaktoru FMT 150, ktery umoznil detailni charakteristiku parametri
fotosyntézy (vyvoj kysliku, fluorescence fotosystému 2), zmény fyzikalnich podminek (pH,
teplota, ozafenost) v pribéhu denniho cyklu. Soucasné byly také odebirany vzorky pro
sledovani rlstu po¢tu bunék, pro detekci fixace dusiku a pro zakladni analyzu poméru uhliku
a dusiku. Tento komplexni a patrné€ i ¢asové€ ndro¢ny piistup prinesl velkou sadu dat, mnohé
z nich zatim v literatufe nebyly popsdny. Jako velmi zajimavy mi piipada pocatek fixace
dusiku uz na konci svételné faze u Cyanothece sp. a také zpomaleny piechod na diazotrofii za
zvySené koncentrace uhliku. V praci se ale vyskytuje také nékolik nejasnosti, nepresnosti ¢i
nedotaZenosti (vybérem napiiklad v grafu 3.1 chybi oznaceni svételné a temnotni faze cyklu,
u grafii 3.17 a 3.18 neni ziejmé se kterym modelovym organismem byly tyto data ziskany,
autorka nepopsala jakym zplisobem ziskala riistové rychlosti apod.), jsou zde také nékteré
pieklepy a nepfesné preklady s anglictiny které zde nebudu uvadét. Hlavnim nedostatkem
diplomové price je pfili§ struény popis materiali a metod. Napiiklad zcela chybi popis jakym
zplsobem byly méfeny fluorescenéni parametry ¢i vypoéteny riistové rychlosti (detailné viz.
Otazka 2). To mize také byt pfi¢inou n€kterych nejasnych interpretaci vysledki.

K predloZzenému textu price mam nékolik poznimek a dotazii:

(1) Autorka vysvétlila pozorované vyrazné sniZeni rlistu za zvySené koncentrace CO, u
Anabaena sp. (u bezdusikatého média) jako efekt acidifikace prostiedi vlivem zvySeného
COz. Je toto opravdu jediny ditvod pro inhibici ristu bunék? Pro¢ se tento efekt nepotvrdil u
dusikatého média se stejn€ zvySenym CO,? Obecné, s jakymi fyziologickymi zménami pH by
si dokézal dle vas kmen Anabaeny PCC7120 poradit?

(2) Vcasti ,Metodika® bohuZel neni popsédn zpiisob ziskdvani parametrii variabilni
fluorescence v priibéhu denniho cyklu. Proto bych se rad zeptal na nésledujici dvé podotazky
které by mohli vysvétlit nékteré nejasné interpretace vysledki:



(A) Jaké excitacni svétlo bylo pouzito pro detekci fluorescence? Jednalo se o svétlo
absorbované chlorofyly nebo fykobilisomy? Byla pii méfeni F; F, a Q detekovéana
pouze chlorofylova fluorescence? Znalost téchto parametri je dileZita pro interpretaci
nékterych vysledkii; proto napiiklad neni jasné zda pozorovany parametry jako
napiiklad ristova rychlost v grafu 3.4 nebo hodnota F, (v grafech 3.12, 3.17, 3.18)
odrazeji narist fluorescence chlorofylii nebo fykobilisom.

(B) V grafu 3.4 je prezentovana rlistova rychlost, spotend na zaklad& koncentrace
chlorofylii — spektroskopicky tato hodnota mezi variantami LC+ a HC+ poklesla u
Cyanothece ATCC 51142. Naopak stejny rlistovy parametr spoéteny na zakladé
zmény F; (tzn. fluorescence) vykazoval narlist mezi témito variantami. MiZe autorka
vysvétlit tento rozpor? Charakterizuje v tomto piipadé rychlej$i narlist ristové
rychlosti spoCteny z fluorescence (F;) mezi variantami LC+ a HC+ prfiristek
fykobilisomti nebo chlorofyli?

(3) Je prezentovany no¢ni poklesu kvantového vytézku fotochemie PSII (Q,) opravdu
zpusoben degradaci aktivnich fotosystémii II? Neda se tento vysledek alternativné vysvétlit i
zmenSenim velikosti antén fotosystému II (odpojeni fykobilisomd, stavové piechody) a
k naslednému poklesu maximalni fluorescence F,, ve tm&? Dal by se méfici protokol
bioreaktoru adaptovat tak aby se tento jev dal eliminovat a mohly se tak jednoduseji
porovnavat hodnoty fluorescence ve dne a v noci?

(4) Z poklesu koncentrace kysliku pfed koncem svételné fize a na zacatku temnotni faze
cyklu byla vyvozena stimulace respirace v diazotrofni kultufe jednobuné&&né Cyanothece. Jaky
typ respirace autorka predpoklada Ze se ui¢astni pozorovaného poklesu koncentrace kysliku?
Lze povazovat tento proces (respiraci?fotorespiraci?chlororespiraci?) za nepostradatelny pro
pozorovanou fixaci dusiku uZ na konci svételné faze kdy je jesté funkéni fotosyntéza?

(5) Cim si autorka vysvétluje opozdény start fixace dusiku u varianty se zvySenym uhlikem
(viz grafu 3.8) u jednobunééné Cyanothece ATCC 51142 a opacny trend u vléknité Anabaeny
PCC7120 (viz graf 3.15); da se tento trend zobecnit pro viechny jednobunééné a vlaknité
diazotrophy? Je z literatury zndmo &im je fizen (kontrolovén) start a naopak i ukonéeni fixace
dusiku?

Pies vySe uvedené ndmitky a nepfesnosti povazuji predlozenou praci za velmi kvalitni a
obecné€ prinosnou. Vzhledem k tomuto hodnotim praci Kristiny Fermanové jako vybornou
a doporutuji ji k obhajob¢é na Piirodovédecké fakulté JihoCeské Univerzity v Ceskych
Budgjovicich.

V Tieboni 19.5. 2011 Z@Fﬂ_ﬁ 7(:7‘

Radek Karia



