Oponentsky posudek na diplomovou praci Be. Markéty Macholdové

Nazev prace: Indukce extracelularnich fosfataz acidotolerantnich planktonnich ras z rodu
Coccomyxa: vliv koncentrace a formy fosforu

(Prirodovédecka fakulta UK, Praha 2016, 74 p.)

Markéta se ve své praci vénovala studiu vlivu koncentrace a formy (anorganické nebo organicke)
fosforu na aktivitu extraceluldrnich fosfataz u fas Coccomyxa sp. Rasy izolovala ze dvou
acidifikovanych lokalit, které se liSily m.j. mnoZzstvim dostupného fosforu. V Plesném jezete je limitace
fosforem a v Hromnickém jezirku jsou fosforem nelimitované podminky. Autorka provadéla
experimenty v kontrolovanych laboratornich podminkach a hledala odpovédi na nasledujici otazky: 1)
je mozné indukovat extracelularni fosfatazovou aktivitu dvou kmend Coccomyxa sp.? 2) Lisi se jejich
extracelularni fosfatazova aktivita v zavislosti na koncentraci a rizné formé fosforu? Experimenty byly
provadény v médiich s anorganickou a organickou formou fosforu ve tiech riznych koncentracich.
Extracelularni fosfatdzovou aktivitu autorka pozorovala a méfila u jednotlivych bun¢k pomoci metody
FLEA a fluorescen¢ni mikroskopie. Na tyto ukoly se autorka velmi dobie metodicky ptipravila. Musela
zvladnout metodiku fluorescenéniho znaceni enzymové aktivity, jakoz i nelenkou metodiku izolace a
kultivace fas.

Ve své praci Markéta vhodné€ navéazala na dosavadni prace, které se vénovaly extraceluldrnim
fosfatazam v in situ podminkach a pomoci spravné zvolenych standardnich metod byla schopna (i)
ovéfit indukovatelnost extracelularnich fosfataz fas Coccomyxa v médiich jak s anorganickym tak i
organickym fosforem; extracelularni fosfatdzova aktivita u fas z PleSného jezera a Hromnického jezirka
byla podobn4, tim se ovétila schopnost aktivovat produkei extracelularnich fosfatdz v prostredi s
limitaci fosforem nezavisle na tom, odkud fasy pochazeji, (i1) kvantifikovat extracelularni
fosfatazovou aktivitu pfi riizné koncentraci fosforu v médiu; fosfatazova aktivita stoupala s klesajici
koncentraci fosforu v médiu, (iii) ovéfit, zda ma forma fosforu vliv na produkei extracelularnich
fosfataz; v médiu s organickou formou fosforu byla extracelularni fosfatazova aktivita vyssi.

K praci mam nasledujici ptipominky:

Abstrakt

* Prvni véta abstraktu, Ze “Fosfor je ¢astym limitujicim prvkem pro fytoplankton ve sladkovodnich
ekosystémech, protoZe fasy a sinice jsou schopné ho piijimat pouze v rozpusténé anorganické forme”,
je neptesna. Fosfor neni limitujicim prvkem, protoZe ho fasy pfijimaji jen v rozpusténé anorganické
form¢, ale protoze je ho v ekosystémech v této formé malo.

* V posledni véte abstraktu “Schopnost kment z rodu Coccomyxa produkovat extracelularni fosfatazy
spolu s toleranci k nizkému pH a toxicité¢ kovi umoziuje jejich dominanci ve fytoplanktonu Plesného
jezera a Hromnického jezirka” bych radéji volila opatrnéjsi formulaci, protoze autorka nezkoumala
extracelularni fosfatazy ostatnich taxonti, které se vyskytuji v Plesném jezete. Produkce fosfataz
napomaha dominanci fas Coccomyxa, ale mohou zde hrat roli i jiné faktory (jak se o tom autorka
zmifuje dale v textu). Rasa Coccomyxa byla dominantni slozkou fytoplanktonu v obou studovanych
lokalitach, ale obé¢ lokality se vyrazné liSily v mnozZstvi Pi.

Uvod

* Bylo by vhodné stru¢né popsat, co je to AMD uz pti prvni zmince v ivodu. AMD neni vysvétlen ani
v kap. 2.2, ale az v kap. 2.2.2.

* Na str. 11 by bylo vhodné uvést riizné varianty DOP.



« Autorka uvadi oblasti acidifikace v Evropé, ale nezmifuje se o lokalitach v CR.

» Chybi citace pro konstatovani, ze “Ve vétsing pripadi k okyselovani lokalit piispivaji jesté
chemolitotrofni bakterie (napt. Acidithiobacillus ferooxidans), které cely proces mnohonasobné
urychluji.”

« V kap. 2.2.2 by bylo vhodné zminit, kde je nejvice lokalit s AMD v CR.

» Zkratku pro rozpusténé ortofosfaty (Pi ) by bylo vhodné&jsi zavést uz v kapitole 2.1, kde se autorka
vénuje formam fosforu.

* Ve 3. odstavci v kap. 2.3 doplnit citace na adaptace fas, které maji pro zvladnuti nedostatku fosforu.
* V kap. 2.3 na stran¢ 17 je nespravné uvedeno: ..., mnozstvi nukleovych kyselin v DNA, RNA a
proteinech, ...

* Autorka uvadi, ze lze zjistit podil fosfatdzovée aktivnich a neaktivnich bun¢k substratem MUFP, jak?
(Strojsova et al., 2003).

Cile a hypotézy

* Autorka uvadi, ze “Extracelularni fosfatazova aktivita mize poskytovat kompeti¢ni vyhodu oproti
jinym acidotolerantnim druhiim fytoplanktonu, které nejsou fosfatdzové aktivni.” Ale extracelularni
fosfatazova aktivita nebyla v této praci u ostatnich druhti studovéna, nelze tedy porovnat, zda ma
Coccomyxa sp. diky produkci extracelularnich fosfatdz oproti ostanim fasdm vyhodu.

Metody

* Bylo by zajimavé provést méfeni SRP i v médiu bez fosforu, jestli se fosfor neuvolioval z
odumfelych fas a nebyl vyuzivan bakteriemi.

» Chybi informace, jestli byl 1 ml vzorku po 3 hodinach inkubace s ELFP odebran po michani. Nebo se
vzorek nemichal?

Vysledky

* Na Obr. 5 a 6 je popis osy y anglicky, ale osa x Cesky.

* Do ¢lanku by bylo vhodné sloucit Obr. 6 a 7, aby bylo nazorné&;jsi, jak se hodnoty fosfatdzové aktivity
v médiich s anorganickou a organickou formou fosforu lisi.

Diskuze

* Posledni odstavec kap. 6.1 patii spiSe az do nasledujici kapitoly 6.2.

» Autorka vysvétluje maly rozdil ve fosfatazové aktivité kultur péstovanych v médiich AM2 a AM3
nedostateCnym opakovanim (vice variant médii s riznou koncentraci fosforu), ja bych se spise
ptiklanéla k vysvétleni nesignifikantniho rozdilu malym rozdilem v koncentraci fosforu u téchto
variant.

*V kap. 6.3 autorka piSe, ze “fosfomonoesterazy jsou nejvice studovanymi enzymy ve vodnim
prostfedi a dosud jsou jedinymi enzymy, které 1ze méfit” - pokud je mi zndmo, 1ze pomoci metody
FLEA mimo fosfomonoesteraz méfit 1 aktivity B-N-acetylhexosaminidaz a lipaz.

» Doporucuji sjednotit vyjadieni jednotek; nékdy autorka pouziva pro litr malé a nékdy velké pismeno 1
(viz str. 48). V seznamu literatury chybi citace Strojsové a Vrba, 2005.

* Bylo by zajimavé zméfit extracelularni fosfatazovou aktivitu s FLEA metodou 1 v pfirodnich vzorcich
odebranych ze studovanych lokalit.

Dotazy:
1) Jak tasy prospivaly v médiu bez fosforu béhem tfitydenni inkubace?
2) Pii méfeni Casového pribéhu extracelularni fosfatazové aktivity pii inkubaci s ELFP u



vzorkl z Hromnického jezirka byla fosfatazové aktivita v médiu AM2 vyssi nez v médiu AM3. Jak si
to autorka vysvétluje?

3) V diskuzi se autorka zabyva otazkou, zda je spoustétem fosfatazové aktivity vnitrobunééna
koncentrace fosforu nebo je zavisla na mnozstvi fosforu v okolnim prosttedi. Autorka v zavéru prace
piSe, ze koncentrace fosforu v prostfedi mé na extracelularni fosfatazovou aktivitu prokazatelny vliv.
Jak by tedy vysvétlila, ze v médiu s nulovou koncentraci fosforu nemély fasy extracelularni
fosfatazovou aktivitu?

4) Zda se, ze na Obr. 4 a 8 sviti nejvice ELFA na buiikach s nizkou autofluorescenci chlorofylu-
a. Pokud je to pravda, jak je to mozné interpretovat? Nenaznacuje to, ze pozorovana fosfatazova
aktivita by mohla byt bakterialniho ptivodu (na odumirajicich buiikach)? Dale na Obr. 8a,b,c v médiu s
anorganickou formou fosforu je umisténi ELFA jiné (teCky mimo autofluorescenci chlorofylu-a) nez v
médiu s organickou formou fosforu (ELFA kolem celého povrchu bun¢k). Divala se autorka na fasy i
pod svételnym mikroskopem, aby dourcila lokaci ELFA na fase nebo v jejim okoli?

5) Autorka piSe, Ze ,,Pfi nizkych koncentracich Pi je fosfatdzova aktivita zvySend, ale nedochézi
k déleni bunek.” Jestlize pii nizkych koncentracich Pi nedochazi k déleni bunék, mély by byt bunky
vétsi, ale autorka pozorovala, Ze fasy byly v médiich s anorganickou formou fosforu vétsi nez v
médiich s organickou formou fosforu. Anorganicka forma fosforu je pro fasy vyhodnéjsi, neméla by
proto byt velikost fas v tomto médiu spiSe mensi diky vétsi ristové rychlosti (d€leni fas)? Jak si to
autorka vysvétluje?

ZAVER

Prace se dotyka antropogenni acidifikace sladkovodnich ekosystéml. Tato problematika je stale
aktualni a vyzkum zaméfeny na pochopeni, jaké druhy organizmii a pro¢ se na acidifikovanych
lokalitach udrzely, je velice pfinosny. Prace pfinasi originalni vysledky, text je vhodné ¢lenén, autorka
se vyjadiuje strucné, ale vystizné. Prace je jen s malym poctem pieklepti. Dosazené vysledky jsou
vhodné k publikaci v ¢asopise s IF.

PtredloZena prace spliuje pozadavky na kvalitu a rozsah magisterské prace a doporucuji ji proto

k obhajobé. Navrhuji hodnoceni vyborné.

V Liberci, 24. kvétna 2016




