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Review of PhD Thesis: "Energy metabolism and enzymatic activity in the Ips
typographus in relation to diapause" by Kristyna Stefkova

General Thoughts:

This Thesis represents a solid piece of work on two topics that are linked by insect model, the spruce
bark beetle, Ips typographus and by focusing on overwintering period. Firstly, development of
immature stages of the bark beetle during overwintering period is studied. Secondly, basic description
of digestive enzymatic capacity in the gut of bark beetle, with particular emphasis on digestion of
cellulose, is presented.

The part on overwintering of immature stages was published in the European Journal of
Entomology. The studies on enzymatic activities are summarised in two manuscripts, one submitted to
the Journal of Insect Science, and second one prepared for submission. The number and quality of
publication outputs is sufficient according to standards in the Faculty of Science, University of South
Bohemia.

Strengths:

The Thesis is standardly organized and graphically well designed. The text flows logically, the Thesis is
written in relatively good English. The amount of typos and other small errors is acceptably low. The
experimental part was conducted carefully, the methods are sufficiently described in individual
manuscripts, the results are statistically treated and interpreted correctly. The quality of research is
approved by publication in EJE and two other manuscripts are, to my opinion, also meeting the
publication standards in impacted journals in the field of general and applied entomology.
Three most valuable contributions to the research field of bark beetle biology are:

1. Clarification of long-debated question on overwintering of immature stages of Ips typographus.

2. Solid basic description of seasonal changes in digestive capacity in the bark beetle gut.

3. Preliminary analysis of cellulase activity in the foregut of Ips typographus.

Weaknesses:

The chapter of Introduction is, at most of its parts, too superficial. Most topics are only sketched. The
text provides only basic information not exceeding the level of detail in general textbooks. For
instance:

2.1. Biology: Of the whole biology of bark beetles, only voltinism and mass outbreaks are briefly mentioned.
Information on other bark beetle species is completely missing. What is the position of Ips typographus in its
taxonomic family, or in the guild of sapro-xylophagous beetles? Life cycle and basic ecology should be at least
schematically outlined.

2.2. Energy metabolism during hibernation: Given that this is the main topic of the Thesis, this sub-chapter is weak
(1page). While general definition of diapause is provided, no details on diapause in Ips typographus are
mentioned. The information content of this part is reduced to the facts that spruce bark beetles probably feed
during overwintering and that the major energy depots are accumulated in the form of lipids, glycogen and
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proteins ...

2.3. Effects of temperature: It should be more clearly specified: 'effects on what'? Otherwise, the topic is too
broad. Climatic changes are mentioned, but no clear relation to theThesis is presented. Yes, study on
overwintering of immature stages can influence our thinking on impacts of climate change on bark beetle
populations. But ideas and hypotheses are missing. Further, no presentation of the temperature effects on the
rate of physiological process, including energy spending, enzymatic activities or breakdown of major nutrients, is
given.

2.4. Development of Ips typographus: The text is reduced on brief discussion of LDT and heat summation and,
again, providing only very basic information without discussing different approaches, mathematical models,
including the available complex models developed specifically for phenology of Ips typographus (such as PHENIPS).

2.5. Functional morphology of the alimentary canal is only sketched. Basic division to foregut, midgut and hindgut
is provided ... =

2.6. Biochemistry of digestion: This part is probably best mannaged of the whole Introduction. The enzymes are
classified to major functional groups, substrate specificity is briefly characterized, and current knowledge in bark
beetles on each functional group is mentioned.

Aims and scope are formulated descriptively (describing the parts of the Thesis). The author could take
the opportunity and try finding a single, strong and unifying topic for the whole Thesis. For instance:
What role the winter feeding and food digestion may have on overwintering survival and population
dynamics of Ips typographus in the light of climate change?

Discussion Questions:

Chapter II.
Paper in EJE:

1. Your data indicate that larvae and pupae continue feeding and development (metamorphosis)
during autumn and winter months. Decreasing numbers of immature stages over time,
however, may be explained either as proceeding to adult stage (the explanation you seem to
prefer) or mortality. How did you differ between the two possible explanations?

2. Initial numbers of individuals, as well as proportions of different ontogentic stages, per dm?, did
vary considerably (compare Figs. 1 and 2 in the paper). Moreover, initial numbers were
unknown, which limits the precision of results. Nevertheless, | agree that your data suggest that
at least some part of immatures can develop to adults during winter. You specify this part as
'significant’ in the Abstract. Your Figs. 1a) and 2a), however, seem to suggest that the winter
development might be restricted to permissive situations only: high temperature (10°C) and/or
sunny stands.

Chapter lIl.
Submitted to JIS:

3. Did you separate gut walls and gut contents in your dissections?
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II‘

4. In the Introduction, the cellualases are presented as a complex of several activities. Which
particular activity of this complex was analyzed using the commercial kit? Can you briefly
outline the biochemical principle of this kit (subtrates, analyzed products)?

5. Highest cellulase activity was detected in the foregut. Could't this be because some exogenous
(fungal?) cellulases are ingested together with the food and, later, 'killed' by protein digestion
in the midgut?

6. What exactly leads you to propose that the cellulase activity is endogenous in Ips typographus?

Chapter IV.
Manuscript:

7. This is really solid piece of work. Good basic description. Just one question: relating seasonal
patterns of enzymatic activity to calendar time is not very informative. Could you possibly add
into the graphs the bark beetle generations? Why there is a systematic decrease seen in all

activities during summer (June and July)?

Conclusion:

| reccommend this Thesis as good quality basis for awarding the PhD degree to Kristyna Stefkova.
In Ceské Budéjovice, 25 May 2017

Ve Hoid

prof. Ing. Vladimir Kostal, CSc.
Biology Centre CAS, Institute of Entomology




Posudok dizertacnej prace.

Nizov price: Energy metabolism and enzymatic activity in the Ips typographus in
relation to diapause.

Autor: Mgr. et Mgr. Kristyna Stefkova

Skolitel: RNDr. Petr Dolezal, Ph.D.

Pracovisko §kolite}’a: School of Doctoral Studies in Biological Sciences, University of
South Bohemia in Ceské Budgjovice, Faculty of Science

Aktudlnost’ zvolenej témy:

V suvislosti s rozpadom smrekovych ekosystémov je vyskum biologie lykozrata smrekového
vel'mi aktudlny. Vzhladom na naro¢nost’ je vyskum metabolizmu a enzymatickej aktivity
tohto druhu pomerne vzécny. Ziskané poznatky st nové. V stvislosti s vyskumom dopadov
klimatickych zmien je vyskum biologie prezimovania zvl4st’ dolezity.

Metody spracovania:

Pouzité¢ metédy vyskumu a pouZité Statistické metddy zodpovedaji cielom dizertaénej prace
a stavu poznania v danej vednej oblasti.

Dosiahnuté vysledky:

Dosiahnuté vysledky zodpovedaju cielom dizerta¢nej prace.

Splnenie ciePa:

Dizertaéné praca splnila predlozené ciele.

Prinos vysledkov price pre rozvoj vedy a moznosti ich vyuzitia:

Vzhl'adom k mojej odbornej Specializacii sa k praci vyjadrujem z hl'adiska lesnickej
entomologie a ochrany lesa. Hlavnym prinosom préce je vyrazné rozSirenie poznatkov o
prezimovani lykozrita smrekového. Tieto poznatky st ddleZité pre vyskum dopadov
klimatickych zmien, ako aj pre prakticka ochranu lesa. Vysledky z vyskumu metabolizmu

mayju tieZ potencidl na vyuzitie v ochrane lesa. Ziskané vysledky su nové a predstavuji
vyznamny prinos pre zékladny vyskum aj pre praktické aplikécie.

Pripomienky a otazky:

1) Strana 29 ( Kapitola II): V préci sa uvadza pouZitie sekcii smreka na vyskum vyvoja
lykozruta. Boli pouZité sekcie oSetrené proti vysychaniu? Napriklad voskom
(parafinom) na reze?

2) Strana 29 - 31 ( Kapitola II): Pfeéo sa na terénne overenie pouzili podmienky len
okoli Ceskych Bud&jovic? Mozno by bolo zaujimavé urobit’ vyskovy tranzekt.




3) Kapitoly IIl a IV: Aky ma vztah uvedeny vyskum metabolizmu k vyskumu anti-
feedantov pre lykozrata smrekového?

4) Strana 70 ( Kapitola V, odporicanie I) : Z hl'adiska ochrany lesa je dolezita hlavne
"tazba a asandcia Cerstvo napadnutych stromov v mesiacoch mdj aZ september.
Cerstvo napadnuté stromy sa daju relativne l'ahko asanovat. Pri tazbe v zime,
dochadza Gasto k opadédvaniu kory, v ktorej su lykoZrity. Asandcia je viac menej
nemoznd. Z toho dovodu je ddlezité sustredit’ tazbu napadnutych stromov do
mesiacov maj az oktéber. Podl'a mojich poznatkov sa v lesnickej praxi odstrafiuji
vSetky napadnuté stromy, nezavisle od zimujiceho vyvojového Stadia lykozZrita.

Zaveretné zhodnotenie price:

Celkovo moZno konStatovat’, Ze praca je kvalitne spracovand. Ziskané vysledky su nové a
vel'mi hodnotné. Na zédklade predlozZenej prace navrhujem udelenie akademického titulu Ph.D.

Vo Zvolene 19.6.2017 " Ing. Rastis $PRD.




Oponentsky posudek diserta¢ni prace Mgr. et. Mgr. Kristyny Stefkové:
..Energy metabolism and enzymatic activity in the Ips typographus in relation to diapause*
Vedouci prace: RNDr. Petr Dolezal, Ph.D.

Jihoeska univerzita v Ceskych Bud&jovicich, PFirodovédecka fakulta, Katedra Fyziologie
zivocicht

Uchazecka se ve své praci zaméfila na feSeni dvou vyznamnych otazek spojenych s fyziologii
lykozrouta smrkového, a to na zékladé studia jeho ptezivani a vyvoje pfi zimnich teplotach
v laboratornich a terénnich podminkach, a enzymatické aktivity pii traveni — pochodech pfi
traveni v jednotlivych ¢astech traviciho traktu, identifikaci a lokalizaci travicich enzymu a
méfeni enzymatické aktivity v prib&hu celého roku v porovnani se sezénnim chovanim.
Kromé& uvodnich kapitol je predlozena prace zpracovana ve formé sestavy tii publikaci,
z ¢ehoz prvni prace ve forme jiz publikovaného piispévku v European Journal of Entomology
a dalsi dva prispévky ve form¢ ptipraveného rukopisu. Také z tohoto divodu je cela prace
predkladéna v anglickém jazyce. Ve vSech piipadech byly ziskané vysledky konfrontovany
s dosud publikovanymi vysledky a jsou zvyraznéna nova vlastni zjisténi. V jednotlivych
kapitolach nechybi ani pfimér k dosud pouzivané praxi a nastin ptipadného mozného
praktického vyuziti novych poznatka.

Predlozena prace je logicky rozélenéna do jednotlivych oddilt, postupné, struéné ale
prehledné uvadéjicich celou $ifi studované problematiky. Je dodrzeno obvyklé ¢lenéni
védecké studie. Cile a zaméfeni prace jsou jasné definovany a logicky stanoveny. V tvodnich
kapitolach je zhodnocen soucasny stav poznani feSené problematiky. Metodika je podrobné
osvétlena vzdy v jednotlivych asopiseckych piispévcich. Diky formé predkladané prace jsou
vysledky jednotlivych oddili vzdy vhodné konzultovany a srovnavany s publikovanymi
vysledky jinych autord, ¢imz dostavame uceleny soufasny obraz stavu zjisténi dané
problematiky. Celkové zhodnoceni studie je stru¢né uvedeno v zavéru prace, i s ur€itou mirou
generalizace vysledku.

K praci mam nasledujici konkrétni piipominky (pro ptehlednost zpracovano v bodech podle
jednotlivych kapitol (oddilt), pfipadné stranek), u kterych bych uvital vyjadieni uchazecky:

1.1

e Konstatovani o premnozZeni l. smrkového ve smyslu rozdéleni Ceska na jizni a severni
cast je ponckud piekvapujici a neobvyklé, zejména pak evidujeme-li jiz fadu
poslednich let vyrazny rozdil mezi pfemnozenim tohoto druhu (obecné kirovcu na
smrku) ve vychodni ¢asti, na Moravé a ve Slezsku, oproti zapadni ¢ésti, Cecham.
Zajisté existuji i rozdily v ramci Cech, ale podstatné méné vyrazné, uvedené rozdéleni
patrn¢ pochazi z dlouhodobé sloZité a zpolitizované situace v Narodnim parku
Sumava.

1.3

e V prvni vété je uvedena moznost zimovani ,,vSech vyvojovych stadii” 1. smrkového.
Nejsem si védom, ze by néktery zautord uvadél moznost piezimovani vajicek.
V pozdéj$im textu, napf. na str. 18, je tato skutecnost jiz uvadéna spravne.
Zde bych rad zdlraznil, ze zpisob prezimovani ve stadiu larvy, kukly a dospélce, tedy
i dvou preimaginalnich stadii, neni novy poznatek ziskany béhem studia, ale potvrzeni
jiz znamé skute¢nosti. Tato fakta byla publikovana napiiklad jiz v praci Pfeffera —
Fauna CSR — Kiirovei (1955), nebo v pozd&jsi dob& také napt. v knizni publikaci
Svestka, Hochmut, Jancaiik — Praktické metody v ochran¢ lesa (1996) a rovnéz
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v metodickych pokynech pro lesnickou praxi — letacich LOS (Lesni ochranné sluzby).
Je vSak pravdou, ze v predkladané praci jsou tato fakta dolozena konkrétnim
zhodnocenim ziskanych dat.

e Zde bych rad vyzdvihl vyborné zpracovani vSech ¢asti oddilu 2. Je malo autoru, ktefi
dokézi tak stru¢né a pfitom vystizné postihnout nejzdkladnéjsi fakta daného tématu

2.6

e Zvoleny odkaz ,,1* na poznamku pod ¢arou neni v textu dostate¢né napadny, vypada
spiSe jako pieklep, bylo by vhodné&jsi pouzit napt. typ horniho indexu.

Chapter II, posledni odstavec publikovaného ¢lanku (strana 32)

e Rozhodné lze polemizovat s tvrzenim, Ze v soucasné lesnické praxi v ochrané lesa
nejsou aktivni kiirovcové stromy v zimnim obdobi povazovany za nebezpetné pro
dalsi obdobi. Postupy v ochrané¢ lesa jednozna¢né ukladaji povinnost zpracovat
ktrovci napadené stromy do konce biezna, jinymi slovy, po konci biezna by se
v lesich nemély vyskytovat zadné aktivni kirovcové stromy, pravé z divodu vyletu
nové generace broukil ztakto napadenych stromu. Tato skuteCnost vyplyva z dat
stanoveni kalamitniho zakladu pro nasledujici obdobi, tedy obdobi od 1. 8. do 31. 3.
Dokonc¢ovani vyvoje 1. smrkového pod kirou v zimnim obdobi je také lesnikim
znamo, nicméné prekvapiva jsou nova zjisténi vyvoje i za velmi nizkych teplot, i pfi 0
°C. Rovnéz zde plati obdobné konstatovani jako u bodu 1.3 vyse, Ze tato fakta jsou
dolozena konkrétnim zhodnocenim ziskanych dat v predkladané praci.

Celkovée

e Neni ziejmé, zda uvedeni grafii bez zvyraznénych os v celé piedkladané praci bylo
umyslem. Pro lepsi piehlednost by bylo vhodné osy doplnit.

e Rovnéz neni ziejmé, zda format citaci literatury byl dan, napf. uvedeni zkratek
kiestnich jmen bez teCek se jevi jako neobvyklé. Nicméné tento format, stejné jako
predchazejici, bude patrné vychazet z pravidel pro format ve zvolenych ¢asopisech pro
publikovani vysledka.

Zavér:

Velice kladné hodnotim nové poznatky v obou hlavnich ¢astech predkladané préace, jako jsou
piekvapiva zjisténi mozného vyvoje 1. smrkového i za velmi nizkych teplot a v oblasti
enzymatické aktivity pfi traveni, zejména pak indikaci existence schopnosti . smrkového
travit celulozu. Rozsifuje se tak vyznamné nahled do zpusobu zivota téchto tit€rnych
tvorecku, ktefi vSak jiz dokazali nadélat vrasky bezpo¢tu generaci nejen lesnikii. Nové
zjisténé poznatky, v fadé pfipadi zcela primarni, jsou piinosné nejen pouze Vv oblasti
zakladniho vyzkumu, ale pfipadnym vyuzitim v zasahu do potravnich procesi pro vyvoj
moznych novych, ,,modernich® obrannych metod v praxi. Celkové je prace velice precizné
zpracovana s vybornou jazykovou upravou. Uchazetka ma navic jedine¢nou schopnost velmi
stru¢né, ale pfitom velmi vystizné postihnout uvadénou problematiku, coz je zejména ziejmé
v Gvodnich a obecnych oddilech predkladané prace. Vzhledem ke zvolenému tématu, obecné
lykoZzroutu smrkovému, bych doporudil pii zpracovavani praktickych podkladi uzsi
spolupraci, nebo alespoi konzultaci uchazecky s vyzkumnymi ¢i védeckymi pracovniky
v oboru ochrany lesa, pfipadné i vybranymi lesniky z praxe. Nicméné z predkladané prace je
ziejmé, Ze uchazetka danou problematiku chape a Ze tyto nedostatky nemély piimy vliv na
zjiStované parametry.

Z vysledki jednotlivych sledovani vyplyva zvladnuti stanovenych cilt. Vysledky jsou
piehledné, struéné a jasné uvedeny, zobrazeny, vyhodnoceny a komentovany, dokonce jiz
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pripraveny ve form& rukopisii pro védecké Casopisy (jeden pfispévek dokonce jiz

publikovany).
Uchazecka celkové splnila zadané cile, prokazala dovednost pii teoretickém i praktickém

pofizovani a zpracovani vysledkd. Disertaéni praci hodnotim celkové velmi kladné a
doporucuji k obhajeni.

Ve Strnadech dne 12. 6.2017 .7/ 4
A/

Ing. Milo$ Knizek, Ph.D. d

Vyzkumny ustav lesniho hospodatstvi a myslivosti, v. v. i.
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