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Posudek na doktorskou prdaci Pavig Rvchieckého: Application of modern fluorescence technigues
in studving growth, viability and phosphatase production of phvioplankton

Piedlofend doktorska price obsahuje Gvod shroujici moZnosti vyuziti modernich fluorescenénich
metod pii studiu fytoplanktonu, tfi ¢lanky publikované v casopisech s oborové velmi vysokym IF
(Freshwater Biology TF 2.91; Hydrobiologia IF 2.21 a Microbial Ecology IF 3.12) a jeden rukopis. U
dvou &lanki je P. Rychtecky prvnim autorem,
V ivody autor struéné charakterizoval fytoplankton, jeho roli v primarni produkci a potravnim
Fetézel, zminil historii vyuziti fluorescenénich technik, zakladni principy fluorescence a vénoval se
fluorescenénim technikdm vhodnym pro stanoveni rustové rychlosti, detekci mrtvych a Zivych
bundk a stanoveni produkee extraceluldrnich fosfatiz. Uvod je piehledné Elendn a my3lenkové
sjednocuje &lanky, které jsou soucasti disertadni prace, Uvod vychézi z aktualnich &lankd, hodnoti
vyhody a nevyhody jednotlivych technik a jejich moZnosti pfi studiu pfirodnich populaci
fytoplanktonu. Uvitala bych obséhlejsi kapitolu o tytoplanktonu.
Dotazy a okruhy k diskusi:

e Jaka je vyhoda SYTOXu oproti Sté€peni fluorescein diacetatu (FDA)?

e Jaky vyznam hraje buné&nd smrt (konkrétn&€ naprogramovani bund¢na smrt) v ekologii

fytoplanktonu?
» Jaké je vysvétlen toho, Zze druhy produkujici fosfatazy malokdy dominuji ve fytoplanktonu,

kdyz by jim to mélo piinést kompeti¢ni vyhodu?

Nisledné prace pievazné prosly oponentnim fizenim, proto je nechei hodnotit, spie mam nékolik
obecnéjsich dotazt/navrhd k diskusi vztahujicich se k tématu. Clanek 1 srovnava rychlost silifikace
t+ druhil rozsivek a vztah mezi intenzitou fluorescence PDMPO a riistovou rychlosti u jednotlivych
druhti. Obecné je zndmo, Ze vétsi druhy rozsivek ukladaji ve své schrance vice kfemiku nez mensi

A

druhy.
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s Plati toto t vramci jednoho druhu, jehoZ schranky se zmen3uji s nardstajicim poclem
nepohlavnich déleni?

Clanek 2 srovnava poéty Zivych a mrtvych bungk nékolika dominantnich druhi piehrady Rimov na
prostorové-asovém méfitku. Regulace bunééné smrti u [ytoplanktonu je komplexni, ovlivnéna
mnoZstvim externich a internich faktora.

¢ MiuzZe§ jmenovat nékteré konkrétni externi a interni faktory?

s Obr. 2 (str. 40) zachycuje v levém sloupci Zivé a v pravém mrtvé bunky. V obou sloupcich
je patrna autofluorescence chlorofylu — jak dlouho po odumfeni bunék je autofluorescence
chlorofylu je&té detckovatelna?

Clanek 3 se zabyva vztahem ristové rychlosti a viability Fragilaria crotonensis v piehradé Rimov

e Pro¢ je dostupnosti Si negativné ovlivnéna viabilita (schranka uz je hotovd, dal§iho Si neni
zapottebi) a ne rdstova rychlost (kdy je po déleni nezbytné dotvotit druhou &ast frustuiy — a
tedy buiika potfebuje dal$i Si? Co znamena ,maintaining® — udrZovani frustuly?

Clanek 4 zkouma vliv rfiznych svételnych podminek na aktivitu extraceluldrnich fosfatdz u
fytoplanktonniho spole¢enstva.

» Je produkce alkalickych fosfatdz druhové specifickd? Pokud je urcity druh .neumi
produkovat, tak jejich produkei nelze indukovat pomoci zmén podminek prostiedi?

e Jak je to s druhy schopnymi skladovat P, Juxury uptake™, produkuji alkalické fosfatazy?
PiedloZena prace plredstavuje tematicky ucelené dilo. Je velmi kvalitné a peclivé zpracovana. Prace
doklada, Zze Pavel zvlad] zaklady védecké priace a dokdaze planovat védecké experimenty, vyhodnotit
data a diskutovat vysledky ve svélle nejnovéjSich védeckych poznatkd. Je schopen tymové
spoluprace. O odborné kvalité ¢lankd sveédei to, Ze byly publikovany v uzndvanych mezinarodnich
¢asopisech. Hlavni pfinos prace vidim v pouziti modernich fluorescenénich technik pfimo in situ
pro studium piirodnich populaci fytoplanktonu. Otdzka viability bunék z Caso-prostorového
hlediska a pri¢iny mortality jsou dosud jen velmi malo probadany.

Prace svym rozsahem (poltem zafazenych ¢lankt) a kvalitou piesahuje poZadavky kladené na

doktorskou praci. Bylo mi potésenim si praci precist a doporuéuji ji k obhajobeé.

V Praze 13.11. 2014

oc. RNDr. Yvonne Némcova, Ph.D.
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Ctvrty &lanek (Rychtecky et al., Microbial Ecology, pfijato do tisku) diskutuje rozsahly datovy

soubor pochazejici z terénnich méfeni i laboratornich experimentil s cilem ovéiit hypotézu, Ze
produkce extracelularnich fosfataz je fizena dostupnosti sluneéniho zafeni. Kromé toho byla ziskana
cenna data o sezénnim pribéhu fosfatdzové aktivity na Grovni jednotlivych druhi.

Je tedy zfejmé, Ze disertace Pavla Rychteckého pfedstavuje uceleny soubor studii, které

s vyuZitim modernich fluorescenénich metod vyznamnym zptisobem posouvaji nase poznani
procest ovliviiujicich zmény podetnosti fytoplanktonu v pfirozeném prostfedi. Prace pfinasi
inovativni a zajimava zji§téni, ktera diky aplikaci novych metodickych postupl i obecnym zavérim
oteviraji nové moZnosti studia ekologie fytoplanktonu.

Otazky:

1.

Ristova rychlost rozswek byla stanovena v 50 ml lahvich exponovanych 24 hodin ve vodnim
sloupci. Je moZné odhadnout, jak byly tyto hodnoty blizké riistové rychlosti v pfirozenych
podminkéch, tj. bunék cirkulujicich v michané vrstvé? Jak Casto na obou odb&rovych mistech
hloubka michéni pfekratovala tloudtku eufotické vrstvy?

. Pozorovali jste ve vzorcich s vysokym podilem bunék rozsivek obarvenych SYTOX Green také

vétsi podil prazdnych frustul?

. Bylo by mo#né na z4klad ziskanych dat odhadnout, jak je odumirani bungk velkych druhd

rozsivek vyznamné pro zmény podetnosti v porovnani se ztratami sedimentaci?

. Jak si vysvétlujete silnou korelaci viability bunék a koncentrace kiemiku, kdyZ kfemik zjevné pro

dominantni druhy rozsivek nebyl limitujicim faktorem? MiiZe v nadr#i Rimov dochazet
v nékterych letech k limitaci timto prvkem? '

e poa!lg vaseho nazoru metoda stanoveni viability bunék pomoci SYTOX Green aplikovatelnz i

na jiné ekologické skupiny sinic a fas? Existuji n&jaké daldi metody, a pokud ano, jakeé jsou jejich
vyhody a nevyhody?

Do jaké miry byla podle vas pozorovana negativni korelace ristové rychlosti a viability dana vétSi
propustnosti membran u délicich se bun€k?

Je moZné vysledovat néjaké spoleiné znaky (Zivotni strategie, ekologie.taxonomie), které
charakterizuji druhy produkujici fosfatazy?

. Do jaké miry mohlo byt sezénni sledovani celkové fosfatazové aktivity i aktivity jednotlivych

druht: fytoplanktonu ovlivnéno kratkodobymi zmé&nami? Existuji data (1 z jinych lokalit),
dokladajici denni variabilitu fosfatazové aktivity?

Zivér: PredloZena disertadni prace spliiuje podminky kladené v doktorském studijnim

programu Hydrobiologie na PFF JU, a proto ji plné doporucuji k obhajob¢.

Praha, 13. listopadu 2014 %/ /,/éd k/ﬁ /

RNDr. Linda Nedbalova, Ph.D. -
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OPONENTSKY POSUDEK NA DISERTACNI PRACT

Néazev: Application of modern fluorescence techniques in studying growth, viability and
_phosphatase production of phytoplankton

Autor: RNDr. Pavel Rychtecky

Disertadni prace je tvofena souborem &tyf €lankd, z nichZ tfi jiZ byly publikovany nebo jsou
pfijaty do tisku v impaktovych &asopisech, a jeden je ve formé rukopisu pfipraveného k odeslani do

recenzniho fizeni. Doktorand je prvnim autorem dvou z publikovanych ¢lanki, na vzniku ostatnich -

dvou se vyznamnych zplisobem podilel, at” uZ praci v terénu, v laboratoii nebo pfi pfipravé rukopisii.
Clanky byly publikovany ve velmi kvalitnich Easopisech a text jako celek tedy pln€ vyhovuje z
hlediska formalnich poZadavkii na disertatni praci. .

Kapitoly obsahujici jednotlivé ¢lanky jsou doplnény ivodem, ktery struéné, ale vystizné
pfedstavuje hlavni vychodiska prace 2z hlediska ekologie fytoplanktonu a aplikace fluorescen¢nich
metod pfi studiu této skupiny. V uvodni &asti najdeme téZ jasné formulovane cile prace a struny
souhrn vysledki, ktery je uZite¢ny pro rychlou orientaci v praci. V této £asti bych asi vynechala
nadpis ,,general discussion®, ktery je podle mého ndzoru vzhledem k obsahu pfili§ ambiciozni.
Nasledujici ¢tyfi kapitoly ptinaseji odpovédi na hlavni poloZené otazky.

Po formalni strénce je price velmi p&kna a obsahuje viechny obvyklé naleZitosti. Snad jen
seznam literatury na konci tivodni &4sti ponZkud utrpél pravdépodobne v disledku Easové tisné pii
dokon€ovani prace.

Jelikoz tfi ze étyF kli¢ovych kapitol disertace usp3né prodly recenznim fizenim v impaktovych
Easopisech, nebudu zde hodnotit zasazeni studii do Sir$iho kontextu, adekvatnost pouZitych metod,
prezentaci vysledkt, ani jejich statistické vyhodnoceni.

V prvnim &lanku (Znachor et al. 2013, Freshwater Biology) autofi jako prvni prokazali
korelaci ristové rychlosti rozsivek a depozice kiemiku stanovené s pouzitim fluorescenéniho
znateni pomoci PDMPO. Sirsi aplikace této metodiky ma potencial vyrazn& posunout znalosti o
ekologii této vyznamné skupiny fytoplanktonu, jak na urovni spoleenstev, tak na trovni
jednotlivych druhi.

Druhy &lanek (Rychtecky et al. 2014, Hydrobiologia) otevira jednu z ,.8ernych skfin&k*
ekologie fytoplaktonu. Na rozdil od predace a sedimentace je bun€éné smrt dosud podcefiovanym
procesem, ktery vede ke sniZovani abundanci fytoplanktonu. Tato prace s vyuZitim fluorescencniho
barviva SYTOX Green prokazala, Ze Zivotaschopnost (viabilita) bunék se 1i3i jak v prostorovém, tak
v ¢asovém méfitku, coZ ma nepochybné vliv na fluktuace pocetnosti jednotlivych druhil.

Ve tietim &lanku (Znachor et al., rukopis) kombinuji poznatky z piedchazejicich dvou praci
s cilem identifikovat faktory, které ovliviiuji rist a viabilitu bunék rozsivky Fragilaria crotonensis,
ktera v letnim obdobi dominuje v pfehradni nédr#i Rimov. Pfekvapivé je nejen zjisténi, Ze tyto
parametry ovlivituji odli¥né environmentilni faktory, ale i to, Ze oba parametry jsou negativné
korelovany.



