Oponentsky posudek magisterské diplomové prace Tomase Zibara “Vliv inokulace
vybranych ektomykorhiznich hub na ristové charakteristiky semenacki dubu a buku”

Oponovana diplomova prace (DP) je standardné ¢lenéna na 7 kapitol, ma 48 stran textu, 10
stran citované literatury a 31 stran ptiloh ve 4 oddilech.

Kapitola 1 (Uvod) je velmi struéna a v poslednim odstavci definuje cil prace. Pracovni
hypotézy nejsou uvedeny. Z kontextu vyplyva, ze poslanim DP bylo piispét k vylepseni
inokula¢nich a evalua¢nich metod, pouZivanych pfi mnoZeni listnatych dievin v lesnich
Skolkach.

Kapitola 2 (Literdrni reerSe) dokazuje, Ze autor je schopen pracovat s cizojazyénou
literaturou a orientuje se v ni. Obsahuje nékolik matoucich slovnich obrati a definic — napt.
nedoporucuji pouzivat definici mykorhizy podle Hawksworth er al. (1996), nebot’ zahrnuje i
jinou symbiotickou interakci, endofytismus, a zcela ignoruje zasadni charakteristiku
mykorhizni symbidzy, vzajemnou prospésnost pro zucastnéné partnery. Je ziejmé, Ze autor
dokaze ziskan¢ informace skladat do logickych celkt a ¢init z nich pfiméfené zavéry.

Kapitola 3 (Metodika) je v ne¢kterych pripadech piili§ stru¢na, lze vsak fici, ze viech 5
pokusti by bylo mozné po dodate¢né konzultaci zopakovat. Jednotlivé pokusy se dopliiuji a
tvofi vzajemné provazany celek, jejich logickd sekvence (a tomu odpovidajici &iselné
oznaceni) vSak spiSe méla byt: pilotni Pokusy 4 a 5 — Pokus 3 — Pokus 2 — Pokus 1. Pouzité
metody jsou pfiméfené a teoreticky je mozné s jejich pomoci dosdhnout vytyéeného cile.
Osobné bych preferoval izolaci mycelia z plodnic namisto spor a minimalné dvojnisobny
pocet houbovych kmenti pouzitych pro inokulaci. Jak sam autor uvadi, velmi vhodna by byla
nasledna detekce introdukovanych hub v mykorhiznich $pickach inokulovanych rostlin.
Videdlnim ptipadé lze detekci omezit na popis jednotlivych dobie odlisnych morfotypi,
chybi vSak zadni vratka pro pfipad neidealni. Vhodna by byla analyza Zivin v pletivech
inokulovanych rostlin. Toto je minéno jako doporuceni do budoucna, které a priori hodnotu
oponované DP nedevalvuje. Nespornym kladem préce je pouziti sofistikovanych statistickych
metod véetné vhodné zvolenych kovariat v Pokusu 4.

Kapitola 4 (Vysledky) je ¢lenéna do 5 oddilt podle provedenych pokust. Pokusy 1, 3,
4 a 5 maji n€kolik spoleCnych ryst: absenci rastové odpovédi inokulovanych rostlin,
kontaminace saprotrofnimi, parazitickymi nebo neinokulovanymi ektomykorhiznimi
houbami, netspéch inokulace R. ochroleuca, vyskyt inokulované L. laccata i ve variantach,
kde nebyla inokulovéna a obecné nizkou miru ektomykorhizni kolonizace. Jedinym pokusem.
ve kterém bylo dosazeno dil¢ich uspéchu, je Pokus 2. Interpretace jeho vysledkii je vsak
obtizna: oproti dvéma inokulovanym druhiim hub bylo nalezeno 8 riznych morfotypi;
inokulovana R. ochroleuca nebyla nalezena; L. laccata byla nalezena i u semenacki, kde
nebyla inokulovéna. Inokulace méla prikazny vliv na nékteré ristové charakteristiky
oSetfrenych semenacki, ztextu je vSak obtizné zjistit, které varianty se lisily, nebot autor
odkazuje na tabulky (TP1.4 a TRI1.5) a obrazek (Obr. P1.2), které nejspi§ s Pokusem 2
nesouvisi. Z Obr. P1.1b (u kterého je odkaz na Pokus 2) je zfejmé, ze napf. sudina kofenti se u
inokulovanych variant neliila od kontroly, pod grafem jsou viak uvedeny jiné hodnoty F a p,
nez v Kapitole 4. Na suSinu kofenti z Pokusu 2 odkazuje také Obr. P1.3a, jedn4 se viak o
ziejmy omyl.

Kapitola 5 diskutuje dosazené vysledky. Autor se zminil o vSech podstatnych
zjisténich a snazil se je vysvétlit a zasadit do kontextu publikovanych praci. Je sympatické, Ze
nezastiral neuspéchy a snazil se je analyzovat. Kapitola by mohla byt zestruénéna.

Kapitola 6 (Zavér) sumarizuje oponovanou diplomovou praci. Vyzdvihuje variabilitu
koloniza¢niho potencidlu L. laccata, nalezenou v Pokusu 2, ktera v8ak neni prili§ prekvapiva.
Autor uzavira, Ze za ucelem zlepSeni rustu Skolkovanych semenacki neni inokulace



pouzitymi kmeny L. laccata ptili§ perspektivni, a Ze druh R. ochroleuca pro aplikaci v praxi
nelze doporucit.

Rozsah citované literatury (Kapitola 7) odpovida pozadavkim béZzné kladenym na DP.

Posledni ¢ast DP (Pfilohy) je misty redundantni a nepiehledna, doklada vsak velké
usili, vlozené do vyhodnocovani experimentalnich dat a popisu pozorovanych morfotypi.

Porovnanim cili a vysledki oponované DP lze konstatovat, Ze se nepodarilo vybrat
vhodné mykorhizni symbionty pro inokulace semendcki dubu a buku, vliv inokulace na
ristové charakteristiky téchto semenacka byl prokazan pouze ¢aste¢né a nebylo zjisténo, ze
by se kompatibilita symbiontii odrazela na anatomii mykorhiz. Toto shrnuti pisobi samo o
sob& negativné, je vSak tfeba si uvédomit, Ze i negativni vysledky jsou cenné, byly-li
dosazeny v peclivé naplanovaném, provedeném a vyhodnoceném experimentu. Radu
vysledkii oponované DP bohuzel nelze vyhodnotit, protoze byly ovlivnény mnoZstvim
nepostizenych nebo nepostizitelnych faktori — jejich interpretace pak zlstala na urovni
nepodlozenych hypotéz. Nebylo také mozné rozhodnout, zda pozorované morfotypy L.
laccata nalezely inokulovanym kmentim. Autor se potykal s celou fadou ne¢ekanych a proto
fatalnich komplikaci. Nekteré (napadeni padlim, odumieni semenacki, sné¢hova boure apod.)
snad nebylo mozné u¢inné ovlivnit. Autor DP by vSak mél uvazit, zda jinym nebylo mozné
pfedchazet (vhodngjsi vybér hub pro inokulaci, pilotni pokusy pro ‘osahani’ rostlinného a
houbového materialu, screening mykorhizni kolonizace neinokulovanych s$kolkovanych
semenackl cilovych rostlin) nebo je pfedvidat (kontaminace jinymi ektomykorhiznimi
houbami, nemoznost spolehlivé zpétné identifikace inokulovanych hub).

Pti hodnoceni DP je tfeba vzit v Givahu, Ze se zabyvala komplexnim vztahem dvou
zcela odlisnych skupin organizmi, rostlin a hub, a Ze v danych experimentalnich podminkach
neni vibec jednoduché tento vztah metodicky uchopit. Nelze viak opomenout vyse uvedené
nedostatky, které jeji kvalitu znac¢né snizuji. Po peclivé tvaze navrhuji oponovanou DP
pfijmout k obhajob¢ a na zakladé posuzovaného textu ji hodnotit stupném “dobie™. V pfipadé,
7e autor pfi obhajobé smysluplné zodpovi niZze uvedené otazky a zasadi tak nedostatky DP do
uspokojivého kontextu, navrhuji toto hodnoceni zménit na “velmi dobie™. \
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RNDr. Martin Vohnik, Ph.D.

Otazky z autorovi DP:

1. Pro¢ byla k inokulacim pouzita R. ochroleuca? Jedna se o late-stage stratéga, ktery se
k aplikaéné zaméfenym inokulacim bézné nepouziva.

2. Pro¢ byly k inokulacim pouzity kmeny odvozené ze spor a ne z mycelia plodnic?

3. Lisi se spektrum volné Kolonizujicich ektomykorhiznich hub zjisténé v DP od spektra,
zjisténého v pracich Skolitelky DP? [Kavkova M er al. 2003. Species composition and
significance of mycorrhizas in young oak plantations of Q. petraea and Q. robur.
Conference abstract No.184, ICOM 4, Montreal; Kavkova er al. 2007a Effect of
inoculation of oak seedlings with Paxillus involutus and Laccaria laccata. Comm. Inst.
For. Bohem. 23: 82-95 (citovano v DP)]. Pokud ano, co miize byt pfi¢inou?

4. Podobn¢ zaméfena prace Kavkova er al. 2007a dospé€la v piipadé pouziti inokulaci u
stejnych/podobnych rostlin k odlisnym vysledkim/zavéram. V ¢em vidi autor pFi¢iny?

5. Jaky je vliv infekce padli dubového na fyziologicky stav Skolkovaného dubu? Jsou znamy
(byt nepfimé) interakce s mykorhiznimi houbami?



Posudek na magisterskou praci Tomase Zibara: Vliv
inokulace vybranych ektomykorhiznich hub na
rastové charakteristiky semenackl dubu a buku

Magisterska diplomova prace Tomase Zibara se zabyva odezvou semenacki dubu a
buku na inokulaci dvéma druhy ektomykorhiznich hub — Laccaria laccata a Russula
ochroleuca. V péti experimentech se pokusil o inokulaci obéma druhy, pfi¢emz ho
zajimal vliv oddélené a spoletné inokulace, srovnani ristu semenackui
kolonizovanych zvolenymi druhy izolovanymi ze dvou rGznych hostiteld, kolonizace
zvolenymi druhy ECM hub v podminkch kompetice s pfirozenymi kolonizatory, efekt
mnozstvi inokula, a kone¢n¢ porovnani kolonizace rizné starych semenacki
holubinkou hlinoZlutou jakozZto druhem vyskytujicim se prevazné v pozdéjsich
stadiich mykorhizni kolonizace kofenti dfevin. Cile prace byly: vybrat a izolovat
vhodné mykorrhizni symbionty pro inokulace semenackt dubu a buku, stanovit, jaky
je vliv inokulace na rlstové charakteristiky téchto semenackl, a zjistit, jak se
kompatibilita symbiontd odrazi na anatomii mykorhiz.

Prace ma tradi¢ni ¢lenéni a, bohuzel, také fadu tradi¢nich neduht diplomovych praci,
vyplyvajicich piedevsim z nedostatku Casu pii dokoncovani prace. K témto patii
napiiklad pomérné velké mnozstvi chyb v interpunkci, preklepti a nespravného poradi
slov ve vétach, coz na nékterych mistech textu ztéZuje jeho pochopitelnost. Jako
piiklad mize poslouzit uz nazev prace na titulni stran¢, kde je jeden pieklep a pouziti
Spatného padu (Vliv inokulace vybranymi ...). K formalnim chybam lze pfifadit
i nejednotnou velikost pouzitych fonti (Obsah) a neuvedeni podkapitol vyssich fadu
v Obsahu.

Nasleduji mé poznamky k jednotlivym kapitolam:

Literarni reSerSe je psana se znalosti problematiky, ¢emuz odpovida obdivuhodné
mnozstvi literatury, kterou autor piecetl (ale ne vSechny prace uvedené v textu jsou
v seznamu literatury, chybi napi. Bidartondo et al. 2005).

o nekteré prace z posledni doby ukazuji, Ze i vy3Si rostliny jsou schopné
ptijimat organicky N, coZ je v rozporu s tvrzenim autora na str. 4.

o obsah kapitoly 2.5.2 "Aplikace inokulace mykorhiznich hub" je pouze
vyétem, které druhy stromi a hub se v experimentech prevazné pouzivaly.
Aplikacemi se mnohem vic zabyvéa kapitola 2.4. Diskrepance muize téz
vyplyvat ze §patného ocislovani kapitol.

Kapitola Metodika ptisobi ponékud neucesané€, preskakuje mezi obecnym popisem
pouzitych metod a popisem jednotlivych pokust a zdaleka ne vSechny dilezité detaily
jsou v ni uvedeny (na nékteré Ctenar narazi dale v této kapitole, na nékteré v Diskuzi
nebo ho napadnou az pii prohlizeni Ptiloh).

o autor uvadi, ze osivo buku bylo dosbirdvano na jafe a na rozdil od
podzimniho sbéru nepochédzelo z jednoho rodi¢ovského stromu. Ani
u podzimniho, ani u jarniho sbéru se neuvadi, zda se sbiralo piimo ze stromu
nebo ze zemé. V druhém piipadé hrozi kontaminace osiva piirozenymi
mykorhiznimi druhy hub, coz by bylo asi jesté kriti¢téjsi v piipadé, Ze by
bylo osivo jiz mirné nakli¢ené, s popraskanym osemenim (podobna obava se
objevuje v Diskuzi na str. 42, druhy odstavec).
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pii pouziti osiva pouze z jediného stromu se sice snizi jeho geneticka
variabilita (jak uvadi autor), ale zaroven se dost omezi vypovédni hodnota
vysledka.

"suSeni listd, kofent a kminkt semenacku pii 75°C po dobu 24 hodin do
konstantni hmotnosti ... s dosuSenim dalSich 12 hodin pii 75°C pied
vazenim" je zjevné nesmysl. Jak tedy autor vi, Ze byly usuSeny do konstantni
hmotnosti? Zaroven si nejsem jista, ze uvedena doba byla, alespon v piipade
kmink, dostacujici.

u piipravy preparati na anatomicky popis typu mykorhiz je nepiesnd
formulace, které kotinky byly pouzity. Autor uvadi "kofinky primarni osy",
ma asi na mysli lateralni koteny prvniho fadu. U vyhodnocovani mykorhizni
infekce pod binokularni lupou neni uvedeno pouzité zvétseni.

v pokusu 1 je uvedena vysadba do dvoulitrovych ("21") kontejnerti po Sesti
bunikach. Neslo spi§ o kontejnery se Sesti dvoulitrovymi burikami?

co mini autor formulaci "inokuloval jsem semenacky 15 ml mycelialni
suspenze po deset dni po vysazeni" (str. 22)? Byla inokulace provadéna
opakované (kolikrat)? Pokazdé bylo pouzito 15 ml suspenze nebo bylo toto
mnozstvi rozdéléno mezi jednotlivé inokulace? Nebo probéhla inokulace
kazdého semenacku jen jednou, ale cela procedura vysadby se protdhla na 10
dnti?

co mini autor vétou "dal$i zpracovani semenackt bylo stejné jako
u predchoziho experimentu"”, kdyz §lo o prvni experiment (str. 22)?

krasna je formulace "Pokus jsem navrhnul za cilem zjisténi ..."©

v pokuse ¢ S s Russula ochroleuca byly pro inokulaci pouZity
nekolonizované semenacky z pokusu ¢. 3. Z toho vyplyvaji dveé rizika: 1.
moznost prenosu hub pouzitych pro inokulaci v pokuse ¢. 3, 2. pokud byly
vybrany jen semenacky, u kterych si byl autor jisty absenci mykorhiz, mohl
tim pro pokus vybrat genotypy, které byly vii¢i kolonizaci "odolInéjsi", ¢imz
mohl ovlivnit vysledky celého experimentu.

pokud mohu soudit, pouzil autor spravné statistické metody

Orientaci ve Vysledcich znaéné ztézuje zatazeni nekterych grafl a tabulek piimo do
textu a jinych do Pfiloh.

O

v textu jsem nenalezla odkaz na tabulky Tab. TR3 a TR6, ani vysvétleni
indext LL a TT.

Diskuzi by velmi prospélo, kdyby byla ¢lenéna do podkapitol, takto je jejich 12
stranek velmi neptehlednych a neni naprosto jasné, podle ¢eho se autor rozhodoval pfi
fazeni jednotlivych odstavet. Celkové Diskuze vyvolava dojem, Ze autor shromazdil
své poznamKy z literatury a nékteré ndpady tykajici se prob&éhnuvsich experimentt,
ale uz nemél ¢as je kriticky porovnat (jak mezi sebou, tak na strankach).

O

prvni zminka tykajici se prvniho pokusu se objevuje az na 9. stran¢, celd
diskuze za¢ina dost neekané zminkou miry kolonizace jednoho pouzitého
kmenu ve druhém pokuse.



o co myslel autor vétou "biomasa kofenti pii pouziti stejného kmene Laccaria
laccata vykazovala rychlejsi riist susiny nadzemnich &asti oproti podzemnim
(strany 44-45)?

V Ziavérech mé piekvapila véta, ze "semenacky kolonizované Russula ochroleuca
byly v n€kterych pripadech i mensi nez semenacky kontrolni". Celou dobu jsem totiz
Zila v domnéni, Ze u zadného semenacku nebyla kolonizace touto houbou pozorovana
(rezaménovat inokulace a kolonizace!).

Prilohy:

o pofadi grafia v Piilohach nejde vzestupné od 1. po 5. pokus, navic
neodpovida Cislo obrazku, na které se odkazuje v textu Vysledki, &islu
obrazku v piiloze (napf. u pokusu 2 je na strané 30 odkaz na Obr. P1.2a, ten
se ale tykd pokusu 1, atd.). Pon¢kud matouci je i promichani obrazki a
tabulek.

o pro¢ jsou u n€kterych grafii uvadény hodnoty statistik a u jinych ne (zda se,
ze s prukaznosti zjisténych rozdilt to nesouvisi)?

o pro¢ jsou v box-and-whisker grafech uvedeny i vSechny naméiené hodnoty?
MEI k tomu autor n€jaky diivod (neni to moc obvyklé)? Chtél tim ukazat, jak
nevyrovnané jsou pocty opakovani v jednotlivych kategoriich?

o pro¢ je v Priloze 4 pod vyCtem méfenych charakteristik jesté tabulka
uvadejici prakticky totéz?

Na zavér bych méla jesté ti1 dotazy:

L. Pro¢€ si autor zvolil druh Russula ochroleuca jako jeden ze dvou testovanych druht,
kdyz se pro inokulaci nepouziva a od pocétku se inokulace semenacki timto druhem
bez vyjimky nedarila?

2. V prab¢hu vSech pokust byly semenacky kontaminovany "vSudypiitomnymi"
mykorhiznimi houbami, takZe neni ani mozné fici, zda kolonizujici kmeny vybranych
hub byly opravdu ty pouzité nebo kontaminujici (at’ uz ze vzduchu, z pidy, na které
kontejnery staly, z osiva, nebo z pfidavaného nesterilniho substratu). Vzhledem
k tomu, Ze jde o védecké experimenty a nikoli o (polo)provozni podminky lesnickych
Skolek, mély by byt zajistény takové podminky, aby byla moZnost kontaminace
minimalizovana. Mohl by alespon pii obhajobé nastinit, jak by zalozil "idealni"
pokus, ktery by umoznil porovnat chovani testovanych kmend bez tak masové
kontaminace?

3. Zvazuje autor alespon do budoucna pouziti molekuldrnich metod, které by pomohlo
nekteré nejasnosti ohledné identifikace hub (kolonizujicich nebo fruktifikujicich)
vyresit?

Po dvojim duikladném procteni predlozené prace jsem na rozpacich, pokud se tyce
doporu¢en¢ho hodnoceni. Je zjevné, ze autor prostudoval velké mnozZstvi literatury
ama na ni a vysledky svych experimentii pomérné vyspély nazor. Na druhé strané
prace piimo kii¢i po dikladném utiidéni, dokonceni. Pokud tak autor nechce ucinit,
navrhuji praci hodnotit, v pfipadé dobré obhajoby, jako velmi dobrou.

V Ceskych Budg&jovicich, 21. ledna 2008 %{ /ch

Majka Smilauerova



