Zapis z védecké rozpravy — obhajoba diserta¢ni prace Ing. Barbory Kubatové,

ZF JU v C. Bud&jovicich, 10.6.2008

RNDx. J. Vlasdk: Co se udélalo se vzorky Gymnadenia conopsea, jsou uchovéany a je mozné
analyzy zopakovat?
e Vzorky jsou uchované ve formé vyizolované DNA v mrazdku a jsou
uchované i vzorky listh.

RNDr. J. Vlasak: Poznamka k interpretaci dat — prace a vysledky jsou vyborné, dalsi krok
bude prave v dal$im zpracovani a interpretaci dat.

Prof. J. Ehrenbergerova: G. Conopsea je cizospra$na nebo samospra$nd ? a jaka je variabilita
mezi populacemi.

e G. Conopsea je cizospra$na, samospraSeni je ale mozné a i v izolatoru
dochéazi k plnému vyvinu semenikil. Variabilita mezi populacemi je velmi
vysokd, populace ze Sumavy a Bilych Karpat jsou dosti odli$né, dtlezité
ale je, Ze se dafi odlisit sledované taxony.

Prof. J. Ehrenbergerova: Jaky byl pocet stanovist’ u rdkosu?
e 9 stanovi$t’ bylo na Opatovickém rybnice, 7 na Halamkéch.

Doc. J. Divis: Pro¢ ubyva rakosu?
e Pii¢iny ubyvani rakosu v Evropé nejsou uspokojiveé vysvétleny, mozné
pficiny jsou disturbance lokalit, eutrofizace, nedostatek prostoru pro kli¢eni
a rust dsemenack, snizovani genetické variability.
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Odpovédi na komentafe a otizky oponenti

Ing. Hana Simkovi, CSc.

Druhy okruh prdce je zaméfen na studium populaci Phragmites australis za pouZiti morfologickych a
genetickych markerii (RAPD, SSR, AFLP a sekvenovdni DNA). Chtéla bych se zeptat, zda autorka znd jesté
Jiné typy DNA markeris, které jsou pouzivdny ke studiu vnitrodruhové diversity, a miife podat informaci o
Jejich vyhoddch a nevyhoddch.

Existuje jést& celé fada DNA markerd, které je moZné pouzit ve studin genetické diverzity, méng
znich pak Ize aplikovat u modeld planych rostlin vzhledem k tomu, Ze o v&t3ing z nich neni ptili§ znamého o
jejich genomu a nelze pak aplikovat markery, které prvotni znalost studovaného genomu poZaduji. Z téchto
DNA markeri také jiz mén& je vhodnych pro tak nizkou taxonomickou trovéi studia jako je vnitrodruhova
variabilita diky nizkému polymorfismu. Nicméng& krom& technik pouZitych v mé diserta&ni praci vyjmenuji
jesté nekteré znamé metody:

RFLP- restrikéni analyza celkové genomické DNA, dale RFLP markery na jaderné DNA jsou
pouzivany jako kodominantni markery v genetické analyze a pro sestavovani RFLP map. RFLP analyza
chloroplastové DNA (ctDNA) byla provadéna vriznych studiich jeZ se zabyvaly zjist&nim. genetické
diverzity — napf. fylogenetické a populacni studie u andskych planych a kulturnich druhti brambor. Ve
srovnani s metodami postavenymi na amplifika¢ni strategii v§ak vyZaduje velké mnozZstvi ¢isté DNA, maji
poZadavky na znalost studovaného genomu, dostupnost sond (znagenych). RFLP byla prvni svétové
pouZivanou metodou pro studium genetické variability respektive diverzity.Cely postup od izolace pies
restrikci az k hybridizaci je pomé&mé ¢asove naro¢ny.

PCR-RFLP kombinuje jednoduchost PCR srestrikénim 3t€penim amplifikovaného fragmentu.
Uplatiuje se na jadern€ i chloroplastové DNA.

SNPs - Single Nucleotide Polymorphisms
Systém je zaloZeny na polymorfismu jednonukleotidovych mutaci DNA. Jedna se o polymorfni mista vznikla
zaménou & absenci jednotlivych bazi v fetdzci jak kddujicich tak nekoédujicich oblasti-DNA. Frekvence,
stabilita a relativng rovnom&mé rozmisténi SNPs v genomu z nich d&€la vhodny geneticky marker. Tato
metoda se pravddpodobng &ast&ji pouziva u zvifat a v humalni medicing pti odhalovani riiznych chorob. U
rostlin miiZe byt uplatnéna ve $lechténi, populagnich studiich, mapovéani gentl, rekonstrukcich evoluce atd.
SNPs reprezentuji nejéastéj3i typ genetické variability a pfedstavujf asi 90% véskerého polymorfismu. Uvadi
se, Ze na kadou kilobazi ptipadnou 2-3 polymorfni mista vznikla pravé jednoduchou mutaci. Existuje cela
fada metod, kterymi se SNPs detekuji, m& je znamé sekvenovani, DNA micro arrays a Cipové technologie
ptipadné elektroforeticka separace (kapilarni elektroforéza a separace na agarézovych gelech).

ISSR — Inter Simple Sequence Repeat
Jsou modifikaci klasické analyzy mikrosateliti vyhodou je pouZiti pouze jednoho jednoduchého primeru.
Jedna aZ tti baze na konci primeru ho ukotvi na 3’ nebo 5° konci k cilové sekvenci mikrosatelitu. Detekujf se
na agar6zovych nebo polyakrylamidovych gelech. Reprodukce je vy$3f nez u RAPD diky delSimu primeru.

Dal$i moZnosti jsou analyzy retrotransposonii. Byly pouZity pro identifikaci odriid, hodnoceni
diverzity genovych zdrojit a popula¢ni studie (porovnani planych a kulturnich druht). Metody nejsou zcela
propracované vyZzaduji nutnost ziskéni specifickych primerd, ale dobfe fungujici napf. u je¢mene, Inu,
brambor.

V souhrnu préce autorka zmifuje sekvenovdni ribosomdini DNA jako jeden z moZnych typii nespecifickych
DNA markeri. Je mozné odvodit nespecifickp DNA marker z oblasti ribozomdlni DNA bez nutnosti
sekvenovdni? Byl by takovyto marker vhodny pro analyzu diverzity na vnitrodruhové urovni?

Napt. technika CAPS markerd — tj. PCR-RFLP napf. ITS, nebo riiznych domén LSU nebo SSU nebo St€peni
cp DNA. Existuje celéd fada primerd pro riizné useky cpDNA a byla publikovana prace zabyvajici se
variabilitou jednotlivych tsekdl a také vhodnosti jejich pouziti (Shaw et al. 2005). Tato technika je ale
vhodngj$i pro hodnoceni diverzity mezi taxony, podle vlastnich zku3enosti se nejevi jako vhodna pro
populaéni studie a analyzu diverzity na druhové tirovni.

V prdci autorka mimo jiné zjistila, %e hexaploidni rostliny vykazovaly intenzitu fluorescence o 2,4% niZ3i, neZ
by se ocekdvalo. Jako mozné vysvétleni uvddi snifeni velikosti monoploidniho genomu v disledku
polyploidizace (tzv. downsizing). Byl tento jev popsdn i u jinych rostlinnych druhii a jakd mize byt jeho
molekuldrné-biologickd podstata?



Jedna se o pomé&rng Casty jev u polyploidii a byl podrobng studovén v pracich Leitch a Bennett. Je zndm u
fady druhii napf. u pienice, kotfav, fepky, tulipand, chrysantém, b¥iz, pryskyinik{ a kone&n& tento fenomén
se objevil také u Gymnadenii zahrnutych do mé disertaéni prace. Pokud nebudu uvaZovat artefakty a chyby
cytometrickych analyz, miiZe dojit ke sniZeni intenzity flourescence v diisledku zmenseni genomu polyploida
pfi jeho vzniku. Zmen3eni neni na ukor kodujicich sekvenci, které jsou vétdinou single copy gend, ale na
ukor repetic a balastnich ¢4sti genomu, heterochromatinovych struktur a podobng.

Nesplnilo se pouze mé ocekdvdni, Ze autorka komplexnéji propoji vechny tFi metodické pFistupy alespori u
Jednoho ze studovanych rostlinnych objekiit.

S oponentkou v podstaté souhlasim a ptiznadvam, Ze sama bych byla rad&ji, kdyby kazda ze studii zahrnutych
v disertaCni praci kombinovala n&kolik piistupd, ale z &asovych a finan¢nich diivodii nebyla tato véc v mych
silach. Nicmén¢ posledni studie vénovana rdkosu obecnému skuteén& je kompilaci ne jen fady DNA
markerd, ale také morfologickych markerii a v neposledni fad& zde byla pouZita také priitokova cytometrie,
byt jen okrajov€. V soucasné dobé jiZ pracuji na dalich studiich, které stavajici prace na Gymnadeniich a L.
salicaria doplni o dal3i techniky.



prof. Steven Travis, Ph.D.

If G. conopsea conopsea and G. conopsea densiflora are the only subspecies in the complex, as implied by
the species description, why is G. c. borealis included in the taxonomy section?

Tento fakt jen dokumentuje sloZitou taxonomickou a nomenklatorickou problematiku komplexu a nejednost
pohledu rtiznych autordi na chapani druhii. G.c.borealis je udavéana ze sev. Casti Britskych ostrovii, otdzkou je
vymezeni tohoto taxonu a i to, zda tento taxon nemd paralelu v kontinetalni Evrop&. Tento taxon je zminén
zejména kvilli podani vy&erpavajiho piehledu o taxonomické. problematice komplexu a také proto, aby
nedo3lo k opomenuti prace skupiny z Kew Garden, kde je problematika evropskych orchideji (byt’ n&kdy
s kontroverznimi vysledky) dlouhodobé feSena.

The last sentence of the first paragraph of section 1.2.3 is a bit confusing. Is the conclusion that four coDNA
haplotypes of G. conopsea also differed in terms of one or more microsatellite loci? If so, how many
microsat loci were used? Did allelic variation perfectly align with coDNA variation or was it only partially
consistent?

Tyto zavéry jsou citovéany z prace Soliva and Widmer (1999): Levels of cpDNA variation were generally low,
even between G. conopsea s.l. and Gymnadenia odoratissima, chosen as an outgroup. Four cpDNA
haplotypes were found, which differed only in the number of microsatellite repeats. Their distribution among
subspecies of G. conopsea s.l. and G. odoratissima indicates that microsatellite haplotypes have evolved
repeatedly, and their occurrence in different taxa thus represents a homoplasy. Floral characters were
variable within and among populations and subspecies but did not consistently separate early- from late-
flowering populations. -A weak separation between subspecies was found in vegetative characters that
presumably reflected habitat and competitive differences experienced by earlyand late-flowering
populations. Citovani autofi provedli sekvenacni analyzu useku cpDNA a ve studovaném chloroplastovém
intronu nalezli mononukleotidovy mikrosatelit, jehoZ délka byla rozdilng u &tyfech nalezenych cpDNA
haplotypti. Tyto &tyFi haplotypy se tedy liSily jen vdaném mikrosatelitu, navic bylo zjiit€no, Ze tyto
haplotypy neodpovidaji rozdilnym taxoniim, pravdépodobn& do3lo k nezavislému a opakovanému vzniku
daného haplotypu u riiznych taxonil. Gene flow pak byl hodnocen ne na arovni téchto cpDNA haplotypti , ale
na tGrovni analyzovanych isoenzymovych lokusi.

Did the work of Dworschak include genetic markers, as is implied by its mention in the genetics section?

Ne, tato studie je pongkud obskurni a taxony jsou definovany jen na zéklade subjektivnich morfologickych a
ne zcela spravné chapanych fenotypovych charakteristik. Tato studie je ale zmin&na jako ptiklad praci, které
jen do dané problematiky vnasejf dalsi nejasnosti.

The description of Gustafsson and Lonn’s work at the top of page 17 is confusing in the sense that early- and
late- flowering variants of G. conopsea are apparently being compared to G. densiflora and G. odoratissima,
whereas the only discussion of variation in flowering times prior to this has been between the subspecies G. ¢
conopsea and G. c. densiflora rather than within one of the subspecies.

Gustafsson a Lonn hodnoti celkem 4 skupiny — G. densiflora, G. odoratissima (jako outgroup), a ¢asné€ a
pozdng kvetouci formy G. conopsea. Citované vysledky pak jsou v poradku. Diskuse vedené kolen ¢asné a
pozdné kvetoucich typi se tykaji jen G. conopsea (€asn& kvetouci typy pak odpovidaji G. conopsea a pozdn&
kvetouci typy pak G. montana, v ptipadé, kdy akceptujeme toto pojeti a nomeklatorické vymezeni
studovanych taxoni).

It’s not clear why G. c. alpina is being mentioned in the midst of a description of karyology when there is no
mention of its chromosome number.

Pocet chromozomt ma G.c. alpina stejny jako G.c.conopsea, v citové litaratufe je pak uvadéno, Ze se nelisi
po&tém chromozomd, ale jejich velikosti. Je pravda, Ze tento odstavec mohl byt uveden jak v této kapitole,
tak i v kapitole pojednavajici o charakteristice druhu.

It would seem appropriate to mention in the Introduction how different ploidy numbers have tended to
correlate with taxonomic distinctions in the species complex prior to undertaking the current investigation.
Tato problematika pravé neni zcela jasna. V soulasné dobg probihd masivni studie za felem zjisténi
cytotypové struktury populaci komplexu pétiprstky. Na zdkladé této studie, molekularnich a
morfometrickych analyz bude zodpovézeno i na poloZeny dotaz. Zatim je zcela jasné, Ze G. densiflora ma
2n=40 (v tadé studii a flor neni tento udaj spravny a toto vede k dal¥imu komplikovani stavu u popisu a
rozlideni taxonil agregatu).



Some justification should be given for restricting the geographic extent of the study mostly to the Czech
Republic and Slovakia. What portion of the overall range of G. conopsea does this region represent? What
range of the cytotypic variation? What range of the ecological variation? What range of the morphological
variation?

G. conopsea se vyskytuje krom& Islandu v celé Evropg. Zjist&né cytotypy pravd&podobné predstavuji cely
rozsah cytotypové variability, fada cytotypi nebyla doposud publikovana. Stejn€ tak studované populace
predstavuji (snad krom& populaci na pfimofskych pise¢nych dunéch) cely rozsah ekologické variability
(vzhledem k tomu, Ze do studie byly zahmuty i populace z rakouskych Alp, byla postizena i G.c. alpina a
stanovisté subalpinskych luk) a byl detekovan i zna¢ny rozsah morfologické variability. Tato problematika —
cytologicka, genetické a morfologicka variabilita je naplni probihajici grantu a dalsi ptipravované publikace.

Was sampling within sites strictly randomized or simply haphazard? Was there any minimum or maximum
spacing between samples?

Populace orchideji na fadé lokalit nejsou pfilid pocetné. Nekteré populace byly vzorkovany celé a ziskané
vysledky kompletn& pokryvaji variabilitu v populaci. Vicepotetné populace byly vzorkovany na principu
nahodného vybéru. Minimalni a maximalni vzdalenosti mezi rostlinami se lisily podle plochy lokality a
podetnosti populace. V soucasné dob& probiha studie — zamé&fend na mikrostanoviStni cytotypovou
variariabilitu, kdy na vybranych lokalitach budou analyzovany viechny nalezené rostliny.

On what basis were taxa distinguished in the field?

Tato studie probiha jiz del¥{ dobu, na ¥ad& lokalit byl vyskyt jednotlivych druhfi ov&ien, v fadg pfipadi byly
ale zjist&né a ziskané vysledky prekvapivé a kromé cytotypové struktury populaci je jeden ze zaveril prace
moznost kalsifikace taxond na zaklad® specifickych flow-cytometrickych profili. V terénu byly taxony
identifikovany na zakladé morfologie a fenologie a pfedchozich znalosti vyskytu taxonti na lokalitach.

Were plants mixed for flow cytometry based on their proximity in the field? This would seem to be the most
efficient strategy, but it could use some clarification.

De facto ano. Probihaly analyzy smé&snych vzorki (po 5) a dana pétice vzorkli ptestavovala rostliny, které
rostly nejblize. Na druhou stranu v ptipadé nejasnych vysledki byly analyzy provadény po individualnich
rostlinach. Cilem studie nebylo zjistit v jaké vzdalenosti rostou jednotlivé cytotypy, ale jaka je vibec
cytotypova struktura populaci. Podrobna mikrostanovistni struktura populace je cilem nyni probihajici studie.

Some clarification of the method by which ratios were used in the PCA analysis seems warranted. Was it the
ratio of each peak to the smallest peak observed within the corresponding histogram, or the smallest peak
observed for all samples of the corresponding species?

Byl pouZit prvni oponentem zminény zplisob — jako vychozi byl pouZit pik ,,i“ z analyzy dané rostliny.

It completely escapes me why multiple peaks were observed for most samples. Is this because the nuclei from
multiple samples were bulked? Or were multiple peaks observed even when only a single plant was
analyzed? Why would this occur?

Tato problematika je zcela unikatni a byla zjist&na pravé u terestrickych orchideji. Vyskyt pikii odpovidajici
hyporeduplikovyym jadrtim, zmény ve F CM histogramech b&hem diferenciace a starnuti pletiv jsou zcela
pravidelné a navic specifické pro kazdy taxon. Tento jev neni v ¥adném piipadé zplsoben tim, Ze byly
analyzovany smésné vzorky, tyto vysledky odpovidaji analyze individudlni rostliny. Ke smésnym analyzam
bylo pistoupeno aZ poté, co byla ovéfena stabilita histogram® a a navic v ptipadé netypického vysledku byly
smésné vzorky reanalyzovany a analytzovany po individualnich rostlinach.

Peaks i, I I, and I1I should be identified in Fig. 1. Also, it might be better to label C as G. conopsea, rather
than G. montana, since there’s little mention of G. montana elsewhere in the manuscript.
Souhlasim s ptipominkou oponenta. Tato pfipominka byla zodpovézena pii prezentaci disertacni prace.

Without knowing how Cx values are calculated, I have no frame of reference for interpreting them, but is
seems like the different ploidy levels characteristic of G. conopsea would either exhibit identical Cx values or
values that increase incrementally. Neither seems to be the case judging from Fig. 3.

Cx hodnota je po¢itana jako pocil C-value a ploidie. J ednotlivé taxony v&etnd mén& b&Znych cytotypd maji
specifické a odligné hodnoty Cx. Hodnoty Cx jsou popisnym ukazatelem a udavaji velikost monoploidniho



genomu, svij vyznam maji zejména pii hodnoceni velikosti genomu v diploidnich-polyploidnich
komplexech.

There needs to be some explanation of what the stippled polygons represent in Fig. 4.
Tyto plochy ptedstavuji plochy kiovité a stromové vegetace, ktera se vyskytuje na loukach s pétiprstkami.

Note that there is a researcher at the University of Rhode Island who has been developing microsatellites for
Phragmites, and who claims to have observed hybrids between North American and European strains.

Témito studiemi se zabyvala Kristin Saltonstall, jeji prace jsou v mé disertaéni préci citované, zavedla jak
techniky na principu RFLP analyzy, tak i odvodila specifické mikrosatelitové markery pro rozlideni
ptivodnich americkych a introdukovanych evropskych genotypi. Rada americkych autor@i, pouzivala ji

zavedené metody a piistupy, napf. Lambert a Casagrande (Distribution of Native and Exotic Phragmites
australis in Rhode Island, 2006).

I am a little uncomfortable with the use of the phrase “phenotypic plasticity” at the bottom of page 25, since
the more important issue from the standpoint of population persistence would be that adaptive genetic
variation would be lacking in a population consisting of a small number of clones.

Ano tuto otizku lze chéapat a vysvétlit ze dvou pohledii — pohled ryze geneticky, kdy populace s malym
pottem klondi nemé dostatenou genetickou variabilitu a nenf ,,adaptivni“. Druhy pohled je pak pohledem
_klasické* ekologie (a odpovida i citované praci) , kdy nizka geneticka variabilita se projevi v nedostatetné
fenotypové plasticit® potfebné pro tisp&nou adaptaci na ménici s podminky prostfedi. Oba tyto pohledy ale
maji stejny zéklad — populace s tizkou genetickou zékladnou neni schopna rychle reagovat na podminky
prostiedi a na rychl¢ zm&ny.

There seems to be something of a contradiction in the first full paragraph on page 27 where first it is stated
that multiple clones distributed along a shoreline may be associated with declining reed populations, but
then it is later stated that where multiple clones exist, only clonal diversity will decline, while the overall
population is relatively unaffected.

Tento zdéanlivy nesoulad miiZe byt zpiisoben nejednotnym pohledem na pti€iny ubyvéani rakosu v Evropé,
resp. neznalosti t&chto pfi¢in. Existuje fada hypotéz, v poslednich letech byly provedeny i studie odhalujici
miru realné genetické diverzity v populacich rékosu, ale svoji roli bude hrét i riiznorodost stanovistnich
podminek, historie stanovisté a interakce stanovité a populace rakosu (genotyové strukrury dané populace).

Because the field sampling protocol is such a critical element in the design of this study, some detail should
be given in the methods beyond merely citing an earlier paper.

Tato piipominka miZe byt v&ci diskuse, k citaci predchozi studie nés vedly zkugenosti s publikovani prace
Kiivackova et al. 2007.

The amount of detail used in describing the molecular protocols seems excessive. Unless there were specific
details of each protocol that were modified from the references cited, it should be sufficient to simply cite
these references and give a list of the specific primers used (Note that Travis and Whester (1995) should be
Travis and Hester (2005)).

Dekuji za opravu citované prace, mira podrobnosti metodiky je rovn&z véci diskuse, oponentem
doporutovana prace Douhovnikoff & Dodd ma obdobny rozsah metodickeé asti.

In the second paragraph of the Results section on SSR Analyses, as well as in Table 1 (and portions of Table
2), use of the phrase “possible band positions” is confusing — better to simply use “alleles.” Also, it’s not
clear what the MAX and MIN rows represent in Table 1 (although they are defined by a footnote in Table 2).
Finally, it might be beneficial to note somewhere in Table 1 that the clones were tetraploid, thus explaining
why more than 2 alleles were observed in some individuals.

MAX a MIN hodnoty jsou uvedeny u tabulky 2, d€kuji za ptipominku a tuto vysvétlivku do rukopisu
doplnim.

I am particularly concerned about the validity of the AFLP results, having run (and published — Howard et
al. 2008) AFLP’s on P. australis using some of the very same primer combinations reported here. 1 have
found there to be no more than 50-60 scorable markers per primer combination in P. australis, and have
rarely seen more than about 100 scorable AFLP markers per primer combination for any of the numerous
plant and animal species with which I have used the AFLP technique. Certainly there are more fragments



observable per individual than I actually score — I take a conservative approach and do not score any loci
that are difficult to resolve — but given that resolvable AFLP fragments only range over 350-400 bp’s, the
numbers of markers you have reported would seem to indicate a fragment at virtually every possible position,
and this brings into question the potential for loci to exhibit substantial overlap in size, which would tend to
result in frequent scoring errors. Also, if you are trying to discriminate among clones using AFLP’s, there is
a real drawback to using a large number of AFLP markers because they mulate so rapidly. The more
markers you use, the more likely you are to encounter a somatic mutation that might mislead you into
thinking one clone is actually two (for a detailed discussion of this issue, see Douhovnikoff, V., & Dodd, R. S.
2003. Intra-clonal variation and a similarity threshold for identification of clones: application to Salix
exigua using AFLP molecular markers. Theoretical and Applied Genetics 106:1307-1315). Your PcoA
results seems to indicate that virtually every sample represents a distinct clone, but I doubt this is the case,
and would conclude, rather, that you are either including too many markers in your analysis or that you are
including a number of unreliable markers. Including such markers would not necessarily detract from your
ability to discriminate among sites if they are sufficiently genetically differentiated, but it will certainly
mislead you in terms of the numbers of clones within sites.

Tato otazka je miZe byt dana citlivosti softwaru pouZitého pro analyzu dat a skorovani piki (AFLP
markeril). PouZity software GeneMapper je velmi citlivy, vyrazné citlivéjdi neZ Geographer a umoZiiuje
zobrazeni profilu zaznamu z kapilarni elektroforézy a velmi pfesnou a jednoznaénou identifikaci pozice
AFLP markeru. Toto je ziejm¢& pfifina, pro¢ byl detekovan v&t$i pocet pikd/alel. Podet primerovych
kombinaci nebyl neobvykle vysoky, obdobné vysledky uvadi v ptipad€ L. salicaria i Houghton-Thompson.
Vysledky jednotlivych primerovych kombinaci navic byly obdobné a trend seskupeni jednotlivych vzorkt
byl stejny. V piipadg, Ze vysledky byly piepoditany pomoci algoritnii doporuc¢enych oponentem, ziskala jsem
vysledky srovnatelné s témi, které uvadim v disertaéni praci. Poplace na Haldmkéch byla velmi diverzni,
s vysokou odlinosti mezi jednotlivymi vzorky (jednotlivé vzorky byly zobrazeny jako individualni klony),
populace na Opatovickém rybnice byla op&t seskupena do 5 skupin/klonii. Jsem si v€doma té€chto omezeni a
v praci jsem neuvadgla poéty klond v populacich po AFLP analyze. Poéty klonil byly uvadény po RAPD a
SSR analyze, resp. po kombinaci t&chto dvou technik. Vysledky po AFLP analyze byly hodnoceny z pohledu
vnitini struktury populace a seskupeni do skupin v ramci populace.

There may be an error in the final sentence of the AFLP analysis results. This sentence states that the
Opatovicky site appeared genetically more compact than Haldmky, but given that the green circles in Fig 3B
are indicated as Opatovicky, it appears that Haldmky is definitely more compact.

Je konstatovano, ¢ populace na Haldmkach nema vnitfni strukturu a v rdmci daného shluku predstavujici
tuto populaci jsou rostliny rosmistény nepravidelng. Na Opatovickém rybnice je celkova variabilita populace
v&tsi, ale jsou vytvoreny kompaktni shluky rostlin/kloni (8asto odpovidajici geografické lokalizaci porost).
Tyto shluky rostlin se pak jevi mnohem vice kompaktni.

Your SSR markers were clearly weaker than your RAPD markers at distinguishing among clones, yet you
seem at times to be drawing the opposite conclusion in your results. For example, based on Fig. 1, it looks
as though RAPD’s actually revealed about twice the clonal diversity as SSR’s, and at Haldmky the SSR’s
only distinguished 7 clones whereas your RAPD markers distinguished 18. Thus, the primary utility of the
SSR’s would seem to be in identifying a few additional clones that the RAPD’s missed, such as the two
additional clones identified at Opatovicky. This point should be stressed, rather than making too much of the
SSR results by themselves. Also, some of the numbers in Table 3 do not seem to make sense. For example,
how could the combined RAPD and SSR markers indicate that 3 monoclonal stands existed at Opatovicky
when the RAPD markers alone had already indicated that only 2 monoclonal stands existed?

Dekuji za ptipominku ohlednd hodnoceni mikrosateliti. V piipadé pottu klonii byly na zakladé RAPD
analyzy identifikovany 3 monoklonalni stanovists, v piivodni praci byly klony hodnoceny jako velmi
ptibuzné a dalsi analyzy je identifikovaly jako shodné a tuto skute&nost prehlédla.

1t’s not clear how morphology could have been used to further distinguish among clones beyond the level of
discrimination already provided by the molecular markers. Does the use of morphology mean that two stems
that were genetically identical but that looked different were actually concluded to be representative of two
different clones?

Morfologie nebyla pouZivana pro dalsi hodnoceni a rozli§ovani mezi geneticky identickymi klony. Naopak
morfologicky homogenni stanovi§t¥ byla pvodnd povaZovina za monoklondlni. Morfologické
charakteristiky byly pouZity spoleng s genetickymi daty pro komplexnf hodnoceni daného souboru rostlin.



1t’s not clear what the two mechanisms for the spread of invasive species mentioned at the beginning the first
Jull paragraph of page 31 are. Are they? 1) the evolution of invasive properties in situ, or 2) the acquisition
of invasive properties through genetic mixing as a consequence of multiple introductions.

Ano byly minény tyto dva mechanismy. Mechanismy invasibility a ffeni invaznich druhi Jsou popsény
v tvodni literarni paséZi, kde jsou diskutovany i jednotlivé hypotézy tykajici se $ifeni invaznich rostlin.

On page 48, it’s not clear in the statement about the assumption of equilibrium in estimating of population
parameters using AFLP’s, exactly what sort of equilibrium is being referred to. This should be clarified.
Tato problematika je pfevzata z citované prace Coates and Byrne (2005) - autofi popisuji vyhody AFLP
markeri oproti RAPD technice a porovnavaji je s kodominantnimi markery (mikrosatelity a isoenzymy).
AFLP a SSR povaZuji za nejvhodngjsi DNA techniky pro studium genetické struktury populaci,
reprodukenich systémil a studia toku gend v populaci. Jako nevyhodu uvadgji prave jejich dominantni
charakter — a potiZe pfi odhadu populaéng genetickych parametrii. Na druhou stranu jejich vysoka rozliovaci
schopnost a moZnost generovat velké mnoZstvi markerd je p¥i¢inou stdle East&jstho pouziti techniky AFLP
v analyze rostlinnych populaci.

On page 55, it seems that the emphasis is on qualitative rather than quantitative characters at this point, yet
most systematics studies based on morphology have certainly focused on quantitative characters.
Ano.



prof. RNDr. FrantiSek Marec, CSc

(1) K podkapitole 2.2.2. o0 odhadu velikosti genomu (str. 40-41): autorka uvddi, Ze velikost genomu u rostlin
koreluje s Fadou morfologickych, fenologickych i ekologickych znaki. Z klasickych studii u Zivocichii je
zndma korelace s Zivotnimi strategiemi, konkrétné tzv. r-stratégové maji zpravidla malé genomy, k-stratégové
velké genomy. Je tomu tak i u rostlin? A jak je tomu u rostlin s variabilitou ve velikosti genome mezi i
dokonce uvnit populaci? Lez i tam najit podobné korelace?

Podobna teorie existuje i u rostlin. L. salicaria patti mezi r-stratégy. V souvislosti s velikosti genomu se také
uvaZuje o teorii, Ze invazni rostliny mohou mit mensi velikost genomu ne? rostliny ’fstejne’ho druhu, ale
neinvazni, €oZ by mé&lo u invaznich genotypli napomoci odstranit nedileité napf. repetitivni useky DNA a
podpotit jejich rychlou adaptaci na nové prostiedi, rychlost generativniho cyklu a vytvofit tak podminky pro
masivni invazi. Tato teorie byla také zakladem pro studii vénovanou cytogenetice v populacich L. salicaria,
ale vzhledem k tomu, Ze jednak nebylo moZné méfit velikost genomu v absolutnich jednotkach a navic nic

nenasvédcovalo rozdilim ve velikosti genomu u invaznich a neinvaznich rostlin L. salicaria, byly cile studie
zménény.

(2) K podkapitole 2.3.2.2. 0 dominantnich DNA markerech (str. 47-48): jaké je vyuziti AFLP marker pro
populacni genetiku rostlin? U hmyzu se ukazuje, Ze sice AFLP poskytuji rychle velké mnozstvi spolehlivych
markeri, jejich interpretace pro potFeby populacni genetiky je vsak komplikovand. Proto se v soucasné dobé
vyuzivaji pFedevsim ke konstrukci vazebnych/chromosomdlnich map.

AFLP stile naléza Siroké uplatnéni v populatni genetice rostlin nejen diky vyhodam nespecifity toho
markeru a stim souvisejici jednoduchosti pouziti, ale také proto, ¥ se uvadi jako spolehlivé a
reprodukovatelné DNA markery.

(3) K podkapitole 2.3.2.1. o kodominantnich_markerech (str. 49-51): zarazila mé informace, Ze nizkd
variabilita sekvenci chloroplastové DNA je kromé jindho p¥icitana nizsi mutacni rychlosti (u mtDNA se
naopak uvddi vys§i mutacni rychlost diky nizsi efektivité reparacnich mechanismii). Cim si autorka vysvétluje
niZsi mutacni rychlost u chloroplastové DNA?

V této Casti obecného textu jsem ziejme udglala chybu a 3patné interpretovala citovanou publikaci. Nechtéla
jsem tvrdit, Ze cpDNA je pfi€itana nizka mutaéni rychlost, pravé naopak diky tomu, Ze je relativng vysoka4, je
mozné ji dobfe pouZivat v genetickych studiich. Z vlastnich zkuSenosti se ale domnivam, %e neni piilis
vhodné, pfedeviim pfi aplikaci PCR-RFLP, pouZivat tuto metodu na vnitrodruhové Urovni.

(4) Zajimalo by mé, jak si autorka vysvétluje nizké zastoupeni hexapolyploidit v populacich pétiprstky
Zezulniku (pouze 1,3%) ve srovndni s vysokym podilem oktopolyploidii (37,8%)?

Nizky podil hexaploidii si vysvétluji piftomnosti mechanismi, které in situ zabrafiuji k¥iZeni poskytujici
vznik hexaploidi. Nicmén€ bylo zji§téno, Ze hexaploidni rostliny jsou fertilni, maji pIné nasazené semeniky a
kli¢iva semena. Nizky podil hexaploidii pak miZe mit pfiGinu v zabran&ni klieni semen v pfirodnich
podminkach (zmifiovana vysoka kli¢ivost 6x rostlin byla zji§t€na in vitro), dali zdbrany pak mohou byt na
urovni vyvoje protokormi &i rostlin. Tato problematika je i naplni daliiho grantového projektu.

K publikaci 2. Curn, Kubdtovd, Vaviovd, Suchd, Cizkovd (2007) Aquatic Botany 86: 321-330.

(5) Vzorky pro analyzu populaci rdkosu z Opatovického rybnika (star$i populace) a piskovny u Haldmek
(mladsi populace) byly odebirdny jen v jednom roce, 2003. Domnivim se, Ze piskovna nent ziejmé nijak
udrzovand, avSak Opatovicky rybnik podléhd pravidelnému rybdiskému managementu, ktery miize
PpFedstavovat relativné velky zdsah do populace rdkosu. Nemohou byt vysledky tzv. starsi populace v rybntku
zkresleny témito zdsahy? A existuji néjakd srovndvaci data populaci rédkosu u rybnikit pfed a po vypusténi?
Srovnévaci studie byly provadény jen na drovni morfologickych a produké&né-ekologickych charakteristik.
Dle managementu na Opatovickém rybniku bylo kaZzdé dva az tfi roky provedeno jeho vypousténi, coZ mohlo
zpisobit optimalni podminky pro klien{ semen rakosu a umoZnit generativni rozmnoZovani, ale generativni
rozmnoZovani pravdépodobn& neni velmi &asté vzhledem k tomu, Ze semenacky nejsou v regionu nalézani.
Kli¢ivost semen je moZznd nizkd diky infenci houbami, ktera je v regionu Castd. Smyslem studie nebylo
porovnani_stavu pied a po vypusténi (navic rybnik neni dlouhodobg letn&n a Sance, Ze na kritkodobg
obnazeném dn¢ dojde k vykli€eni a uchyceni rdkosu je minimalnf), ale hodnoceni dobfe vyvinutych
dlouhodobg sledovanych porostl rakosu. Z dlouhodobého (fenotypového) sledovani lze usoudit, Ze porosty
jsou stabilni, bez disturbanci, beze zmén jejich charakteru. O to prekvapiv&jsi byly mé vysledky, které
poukazaly na neofekavané vysokou genetickou diverzitu t&chto porosti.



K publikaci 3. Suchd, Viavovd Cizkovd, Curn, Kubdtovd (2007) Aquatic Botany 86: 361-368.

(6) V diskusi autoFi zmiruji nepublikované udaje, dle kterych byly viechny morfotypy rdkosu z wie
uvedenych lokalit tetraploidni. Z této krdthé zminky mi neni Jasnd motivace ovéfovani ploidie. Je rdkos
PFirozeny tetraploid nebo je v literature popsdna variabilita v ploidii?

V ¢lanku je zmingno, Ze ovéfovani ploidni trovng robustnich morfotypli bylo provédé&no, aby bylo moZné
vylougit, Ze jejich mohutny rést byl zpiisoben zménou v ploidni drovni. Dalsi analyzy byly provadény,
abychom v&deli s jakou ploidni urovni pracujeme. V CR jsou doposud znami jen tetraploidi a prevladaji i
celosvetove. Vyskyt oktoploidii je udavan napt. z dunajské delty. U rakosu je popséana polyploidni série od
triploidni po oktoplodni urpveii. Pivodni diploidni forma ale neni znama. Ve stresovych (experimentalnich)
podminkach byly ziskdny sterilni diploidni rostliny a vznik této diplodni formy byl vysvétlovan jako
vysledek cytogenetické reakce na ekologicky stres.

K publikaci 4. Kubdtovd, Curn (2008) Mol. Ecol. (subm.).

(7) Tato studie je evidentné jakymsi metodickym vrcholem predloZené disertacni prdce, nebot pro srovndni
vySe uvedenych populaci rdkosu kombinuje viechny metody uvedené v ivodu disertace. Zaujal mé jeden ze
zavéri, konkrétmé absence korelace mezi morfologickou variabilitou a variabilitou zjiSténou pomoci nékolika
typii DNA markeri. Co je tedy hlavni pFicinou morfologické variability? Stanoviste?

Je nutn¢ si uv&domit, Ze doposud byly fenotypové homogenni porosty rakosu povaZovany za monoklonalni
na zaklad¢ subjektivniho stanoveni. P¥iginou morfologické variability individudlniho stanovists =
homogenniho porostu rakosu budou 2 faktory: 1/ neznalost genetické struktury porostu, kdy polyklonalni
porost pak samozfejm& vykazuje vy33i morfologickou variabilitu v okamziku, kdy nehodnotime porost jako
celek, ale sledujeme parametry u jednotlivych rostlin. 2/ Oponentem uvaZovany vliv stanovistnich podminek,
kdy i monoklondlni porost miiZe vykazovat ur¢itou miru nehomogenity. V porostu rakosu pak mezi
jednotlivymi rostlinami a jednotlivymi stébly téZe rostliny existuje fada konkurengnich a kompeti¢nich
vztahi, které utvateni kone¢ny charakter porostu.

K publikaci 5. Kubdtovd, Trdvnicek, Bastlovd, Curn, Jarolimovd, Suda (2008) J. Biogeography 35: 167-176.
(8) U vysledkii méreni obsahu DNA kypreje vrbice, Ze hodnoty pro 3n a 4n rostliny odpovidaji témér presné
odpovidajicim ndsobkem hodnoty pro 2n rostliny, cof mimochodem ukazuje na velkou preciznost p¥i
provddéni méfent, u hexaploidnich rostlin je v§ak patrnd odchylka. Cim si tuto odchylku vysvétlujete? A byly
podobné odchylky pozorovény i u jinych ,,viceploidnich rostlin*?

Tato otazka byla ve stejném rozsahu jiz polozena a zoodpovézena v odpovédich na otdzky Ing. Hany
Simkové, CSc.
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