POSUDEK NA MAGISTERSKOU DIPLOMOVOU PRACI
J. CHLUMSKY: SROVNANI MELAMPYRUM BOHEMICUM S PRIBUZNYMI TAXONY A
REVIZE AKTUALNIHO ROZSIRENI

Prace Jana Chlumského je pokusem o moderni taxonomickou syntézu rtiznych postupti, vedoucich
k bliz§imu poznani taxonomicky relevantni variability studované skupiny rostlin, jiZ je v tomto
ptipadé tzv. ,,Melampyrum subalpinum agg.“. Prace navazuje na piedbéZné morfometrické studie
komplexu 3kolitele M. Stecha a dopliluje je o vysledky hybridiza¢nich experimentti mezi druhy
Melampyrum nemorosum a M. bohemicum, analyzou obsahu DNA pomoci pritokové cytometrie
(dale FCM) a isoenzymovou analyzou 4 systému. Déle pfinasi revizi aktualniho rozsifeni druhu
M. bohemicum na tizemi CR v&etn& cennych informaci o velikosti a stavu nalezenych populaci. Jde
tedy o pomérné ambicidzni studii, kterd méla ve svém zadani potencial vyznamné pfispét k vyfeseni
taxonomické problematiky studovaného komplexu.

Préce je psana formou klasického rukopisu v rozsahu 50 stran s 5 pfilohami, obsahujicimi
lokalizaci studovanych populaci, vegetacni fytocenologické snimky na lokalitich M. bohemicum
a ilustrativni fotografickou dokumentaci. Formalni graficka uprava prace je na velmi dobré Girovni,
mnozstvi pieklept je vcelku nizké, vyjadieni jsou aZ na vyjimky dobfe srozumitelna. Seznamu
citované literatury se bohuzel né€které nepfesnosti nevyhnuly, napi. rukopisy a knizni publikace jsou
citovany nejednotné, zkracovani jmen Casopist neni zcela konzistentni, citace Otto 1991 je netplna,
v nékterych piipadech je poruSeno abecedni potadi, jednotliva €isla roénikli by se nemeéla uvadét.

Autor v podstat¢ dosahl cild, jez si v uvodu své prace vytkl a vysledky FCM
i isoenzymovych analyz, hybridiza¢nich experimentl i praktické revize naSich lokalit 1ze oznacit za
zajimavé, slibné a — co je jist€ pro autora i ¢tenafe zejména potéSujici — podporujici znalnou &ast
z logicky postulovanych apriornich hypotéz, at’ jiz byl autorem téchto hypotéz skolitel ¢i autor sam.
Pfesto musim konstatovat, ze uplatnény postup a metodika feSeni, spolu s mému mysleni ponékud
vzdalenéjsi logikou uspofadani a obsahu jednotlivych kapitol podle mého ndzoru neni zcela idedlni
a bude patrné branit pfinejmensim snadné transformaci rukopisného textu na publikovatelny vystup.

Ukazkou ne zcela konzistentné promysleného postupu najdeme jizZ v ndzvu a tvodnich
kapitolach pii definici vychozich studovanych taxonomickych jednotek. Autor, jak 1ze vydedukovat
z textu, v podstaté pfijima jako vychodisko své price nézor Stecha, Ze tzkolisty taxon studovaného
komplexu ¢ernyst, znamy z Rakouska pod jménem M. angustissimum a od nas a ze Slovenska jako
M. bohemicum, jsou totozné, a jsou varietou Sirokolistého, morfologicky variabilniho
a pravdépodobné hybridogenniho taxonu M. subalpinum, zndmého z oblasti Videniského lesa.
Piesto podle nazvu jde v praci o srovnani M. bohemicum (tedy M. subalpinum, at' uz je spravné
jméno druhu to ¢i ono) s piibuznymi taxony (jimiz je oviem ve studovaném uzemi nanejvys
M. nemorosum, které je praci pojednano spiSe okrajove). V praci je vétSinou oznaCovan ,,rakousky*
uzkolisty taxon jako ,M. angustissimum® a Cesky a slovensky jako ,M. bohemicum®, ptestoze nikde
neni prezentovan jediny diivod (snad kromé statni pfisluSnosti rostlin a botanické tradice) pro
oddélovani ¢eskych a slovenskych od rakouskych populaci. Pokud by jiz autor svou praci chtél jesté
jednou prokazat nemoznost geografické definice ,tradi¢nich taxont, mél patrné piinejmensim
slovenské populace rovnéz nazyvat zvlastnim jménem. PouZivani jména ,M. subalpinum s.str.* pro
Sirokolisté populace z Videriského lesa je navic v tuto chvili nejisté, jak autor sdm na zakladé
Reinerovy prace (str. 6) pfiznava.

V uvodnich pasazich (kap. 1.2.2) autor rovnou popisuje variabilitu ,,skupiny Melampyrum
subalpinum agg.”“, aniz by predtim tuto skupinu a jeji taxony definoval. Pro pochopeni dalsiho textu
odliovali, resp. jestli bylo odlisné od pojeti autorii Flora Europaea. Neni vlastné jasné, zda
autorovo pojeti M. bohemicum (kap. 1.2.3) odpovida naSemu starSimu, uz§imu pojeti nebo uz
zahrnuje nové poznatky — totéZ se tyka mapky na obr. 1 — zahrnuje jiZ v préci provedenou revizi
nebo ne? Kapitola 1.2.5 o velikost jaderného genomu je poté znacné neorganicky zatfazena.

Dotazy k metodice:

—  Meélo pouziti konkrétnich 4 enzymatickych systémi v analyze jiny nez pragmaticky vyznam?

—  Nerozumim pouziti terminu subpopulace v kap. 2.2 (str. 14) ,,souvisly vyskyt rostliny na
veétsim tzemi“? Jak byly vybirany lokality pro pofizeni snimka?



—  Jak byly vybirany rostlin pro FCM a isoenzymové analyzy 2.3 (15), jak byl jejich vybér
korelovan a jak se vtahoval k vytéenym cilim? Zejména se mi zda, Ze spiSe neZ
deklarovanym pokusem o prokazani hybridogenniho pivodu Sirolistych populaci
M. subalpinum vybér sméfoval k postizeni genetické variability M. subalpinum s.l.
v populacich z riiznych arel vyskytu. Byly né&jak korelovany populaéni odbéry pro tyto
analyzy s difv€j8imi populanimi odbéry vzorkii na morfometrii? Pro¢ vlastng nebyly
analyzované populace morfometricky proméfeny — takto lze o vztahu zjisténé genetické
variability a morfologie rostlin pouze spekulovat (napiiklad nékolikrat opakované tvrzeni
o morfologické identité¢ geneticky izolovanych populaci ze Slovenska s na$imi populacemi
M. bohemicum muze byt pravdivé, ale rozumny diikaz v textu chybi, tyto populace nebyly
analyzovany ani v praci Stecha (2006)).

—  Metodika pfipravy vzorku pro FCM odpovidala nebo neodpovidala uvedenému postupu
(pfedposledni odstavec 2.3 (str. 16))?

K hybridizaénimu experimentu:

—  V kapitole 3.1 se pfipousti nevyrovnany pocet zasaht vzhledem ke znigeni n&kterych kvéti,
ale kolik jich vlastné bylo zni¢eno? K potvrzeni neblahého tuseni ¢tenafe o proniknuti
opylovace do zakrytého kvétu, vyplyvajici z vysledkli prezentovanych na Obr. 4, ma autor
odvahu se pfiznat az v diskusi na str. 36.

—  Negativni vysledek pokusu o vykli¢eni hybridnich semen nema vypovédni hodnotu, pokud
nebyla provedena tspé$na kontrola s vysevem semen nehybridnich.

—  Co mysli autor tvrzenim (str. 36), ze ,hybrid se za tu dobu sta¢il vyvinout ve stabilni
jednotku™ — v celé préci je preci dokazovana znaéna morfologickd i geneticka variabilita
potencialné hybridogennich populaci!

K vegetaéni charakteristice:

—  Jaky vlastné byl smysl mnohorozmérnych analyz snimkového materidlu — ocekéval autor
néjakou strukturovanou variabilitu vegetace v zavislosti na ekologii, geografické polohy,
pfisludnosti k morfo- ¢i cytotyptim apod.? Mezi cili prace toto nebylo.

—  TWINSPAN rozdélil snimky na 2 hlavni skupiny podle 2. osy variability zjisténé DCA — maji
gradienty 1. a 2. osy néjakou ekologickou interpretaci?

— 'V diskusi této kapitoly (4.2.1, str. 28) autor piSe o jednotnosti vegetace na lokalitach
Melampyrum bohemicum, dolozené vysledky DCA, ale zaroven piSe (odst. 2), Ze ,dle
druhového sloZeni stromového patra a indikatorovych druhti ... 1ze jednu ¢ést charakterizovat
jako bory a jednu jako porosty se smrkem™ — to se zda byt pro nezasvéceného preci jen
ponékud odlisny vegetacni typ?

K vysledkiim isoenzymovych analyz:

— je zajimavé, ze PCoA ukazuje genetickou vzdalenost nékterych populaci (Puchberg
a Gumpoldskirchen) jako zna¢nou, leZici na opa¢ném konci gradientu hlavni osy variability,
v UPGMA vychazi jako téméf nejpodobnéj§i (Obr. 14 vs. 13); autor si tohoto rozdilu
povsimnul, komentér jsem v8ak nenaSel — I1ze to n&jak vysvétlit?

V prvnich dvou ptilohach (oboji seznamy lokalit) neni vysvétleno, k ¢emu se tyto lokality vztahuji,

lokality snimkovanych ploch byly pak nepochopitelné zafazeny jako tabulka do textu. U seznamu

»nenalezenych® (mélo jisté byt spiSe neovetenych) lokalit postradam blizsi identifikaci

prohledavaného mista a vyjadieni autora o pravdépodobnosti znovunalezeni druhu.

V zavéru bych ponékud protestoval proti tvrzeni, Ze nebyla prokazdna moznost hybridizace.
PiestoZze hybridnich semen madlo, coz ukazuje na existenci prezygotickych nebo ¢asné
postzygotickych reproduk¢nich bariér a semena nevzesla, coz naznaCuje (ale vzhledem k designu
pokusu nepotvrzuje) existenci dalSich postzygotickych bariér, o jednoznaCny dikaz se nejedna;
zobecnéni pro rakouské populace je pak zcela hypotetické. Lesnici budou bezpochyby protestovat
proti tomu, Ze myceni stromu a vysadba stromti novych jsou ,,neSetrnymi lesnickymi zasahy*.

Pfes vétsi mnozstvi vySe uvedenych piipominek prace celkové bezesporu spliiuje naroky kladené na
magisterské diplomové prace a jednozna¢né ji doporucuji k obhajobé s hodnocenim yvelmi dobfe.

vC. Budéjovicich, 23.1.2007, Jan Kucera



Oponentsky posudek na diplomovou praci
pana JANA CHLUMSKEHO

Srovnani Melampyrum bohemicum s pribuznymi taxony a revize
aktualniho rozSireni

Metodicky svoji studii zalozil Jan Chlumsky pfedevS$im na (i) hybridiza¢nich
experimentech, (ii) analyze velikosti genomu a (iii) rozboru genetické diverzity pomoci
studia isozymu na vybranych populacich tii geograficky a morfologicky vymezenych typt z
piibuzenského okruhu Melampyrum subalpinum s. 1.. Experimentalni jadro prace dopliiuji
(iv) terénni zdznamy o pocetnosti, stavu, pfirodnich podminkach a cenologické pfislusnosti
Ceskych a slovenskych lokalit Melampyrum bohemicum. Praci dopliuje kvalitni rozbor stavu
taxonomickych pfistupti k danému piibuzenskému okruhu. Celkovy objem zpracovanych dat
spiSe prekracuje obvykly ramec diplomovych praci. Zvolené metody jsou standardné
vyuzivany pii biosystematickém a taxonomickém studiu a jejich zafazeni do prace bylo
nesporné krokem spravnym smeérem. Pracnost a technicka naro¢nost zvolenych metod byla
diplomantem uspésné zvladnuta. Vysledky, kterych bylo analyzou dosazeno, jsou stiizlivé
interpretovany a diskutovany s potfebnou invenci a kriti¢nosti. Rozsah prace, mnoZstvi
uzitych prament a typografické zpracovani jsou na urovni obvyklé u diplomnich praci
taxonomického zaméfeni.

Recenzni pripominky poznimKky a naméty:

1. Za mySslenkové jadro prace povazuji potenciilné hybridogenni puvod
Sirokolistych populaci Melampyrum subalpinum, ktery vola po dikazu na jinych nez pouze
vedouciho price Milana Stecha. Experimentélni hybridizace, kterd dokazuje kiiZitelnost
recentnich populaci a mohla by dokonce pfipravit materidl, pro morfometrické ztotoZnéni
aktualnich hybridi s hybridogennimi populacemi je v taxonomii vyuzivana od 30. let 20.
stoleti (Galeopsis, Gilia). Je $koda, Ze negativni vysledek velmi pracnych a jisté poctivé
v tomto sméru diplomant nastinil (1.1.) davody, které jej vedly k zafazeni této metody;
(1.2.) jaké zakladni typy vysledki ocekaval a jak by je interpretoval, (1.3.) z jakych
zkusenosti experimentalni hybridizace v rodu Melampyrum vychézel; (1.4.) v Cem spocivaji
nevyhody ¢i vyhody rodu Melampyrum, pokud by mél byt pouzit jako model pro studium
experimentalni hybridizace, (1.5.) zda se bylo mozné opfit o zkuSenosti z analogickych studii
v blizce pfibuznych rodech, napt. Rhinanthus, a kone¢né (1.6.) jak hodnoti frekvenci
pfirozené mezidruhové hybridizace v ramci (stfedo)evropskych zastupci celedi
Orobanchaceae (sensu Agiosperm Phylogeny Group), kam je v soucasnosti rod Melampyrum
fazen.

2. Isozymové patterns poslouzily v minulosti vicekrat jako efektivni dikaz jak
aktudlni prirozené hybridizace, tak hybridogennich druhii v mnoha rodech angiosperm,
pteridofyt ¢i mechorostl (napt. Iris, Plagiomnium, Asclepias, Gymnocarpium, Phlomis,
Polystichum, Ulmus, Polytrichastrum, Lycoris), Gspé$né byla v tomto sméru tato metoda
aplikovana taky ceskymi botaniky na hybridogenezi v rodech Pilosella, Tragopogon,
Potamogeton a Luzula. (2.1.) Podafilo se ve spektru alel v jednotlivych testovanych
enzymatickych systémech nalézt néjaké druhové specifické alely, zejména v sympatrickych
populacich, kterézto alely by mohly slouzit jako markery pfi dikazu hybridizace, nebo byly
vysledky hodnotitelné pouze statisticky? (2.2.) Které dalsi molekularni metody povazuje



diplomant za efektivni pfi dikazu hybridogeneze (staci uvést 2 nejcastéjsi s vysvétlenim
podstaty metody a divodu pro¢ jsou pii diikazu hybridogeneze pfinadeji uspéch).

3. Obsah DNA muzZe za uritych okolnosti také pfinést dikaz o hybridogenezi.
Vychazejic z toho, Ze Melampyrum se nelidi poCtem chromosomi, méla byt nejprve
provedena pilotni studie jak se velkost genomu chova v rodu Melampyrum a jaké adaptivni
vlastnosti lze v ramei tohoto rodu u velikosti genomu oc¢ekavat a teprve potom volit design
studia tohoto znaku pfi FeSeni mikroevolu¢nich otdzek. Pokud se ale mylim, necht’ prosim
diplomant vysvétli (3.1.) pro¢ takto nepostupoval. 3 + 10 méfenych rostlin z populace je
ur¢ité dost, ale pouhych Sest analyzovanych populaci nemohlo prakticky nic pfinést. Flow
cytometrie je v Cechach neobvykle oblibenad metoda a pres nejvysii koncentraci botanicky
vyuzivanych flow-cytometrii na jednoho obyvatele na$i republiky, jsou cytometrické
laboratofe ve vegetatni sezon¢ beznad€jné mnoho tydni dopredu obsazeny, takze tu$im
diivody pro¢ bylo analyzovano jen Sest populaci (Sest bylo i enzymatickych systému a Sest
bylo i fazi kveteni v hybndlzacmch pokusech 666=d’dbelska kombinace, takZe v tom mohl
byt i né&jaky numerologlcky ¢i ritudlni zamér, ktery miZe naznacovat i spojeni Melampyrum
bohemicum s kultem uctivani zemtelych viz foto J. Svobodové v pfiloze - toto prosim nedist
u obhajob nahlas!!!). (3.2.) Pro¢ nebylo cytometricky analyzovano radgji vice populaci s
mensim poctem opakovani, namisto replikace 3+10 méfeni z kazdé populace? V metodice je
o trochu mlhavé nastinéno pouZiti PI a DAPI, coz mohlo byt napraveno doplnénim udaji o
fluorochromech v legendach grafli a tabulek, coz se ale nestalo. (3.3.) Kdy a pro¢ byl jako
fluorochrom pouzit propidiumiodid a kdy DAPI? (Tj. v ¢em se tyto barvicky liSi, co maji
spoleéného a v ¢em jsou jejich vyhody nebo slabiny ve vztahu k interpretacim velikosti
genomu?).

4. Cenologicka data z lokalit ur¢itého druhu jsou nesmirné komplexni vypovédi o
jeho ekologii. ProtoZe prace, jak nazev napovida, by méla byt hlavné srovnanim taxond,
nechapu pro¢ az filatelistickd snaha navStivit vSechny Ceské a slovenské vyskyty
Melampyrum bohemicum s cilem zafazeni snimkovanych porostii do syntaxonomického
systému nebyla radéji z&asti nahrazena nebo doplnéna pofizenim dostate¢ného mnoZstvi
snimkl z lokalit Melampyrum angustissimum a M. subalpinum s. str., kteréZto snimky by
nasledné byly spole¢né analyzovany v podstaté bez jakéhokoli syntaxonomického zafazeni.
(4.1.) Mohl by diplomant vysvétlit pro¢ takto nepostupoval? (zminit piipadné vyhody ¢i
naopak uskali takové analyzy).

Hlavnimi vysledky prace jsou:
(i) v roviné analytickych dat o geografickeé distribuci a souasném stavu populaci
Melampyrum bohemicum v CR a na Slovensku
(i1) v roviné didaktické, tj. v dobrém osvojeni si metod, jejich peclivém provedeni a
kritickém zhodnoceni vysledka
(iii) v pilotni analyze vyuZitelnosti experimentalni hybridizace, isozymovych spekter
a flow cytometrie pro mikroevoluci v komplexu Melampyrum subalpinum

Prace splituje viechny pozadavky a pfedpisy kladené na magisterské diplomové prace. Pokud

by Jan Chlumsky nenasel uplatnéni v doktorském studiu na Jiho ¢i jiné Geské univerzité,
necht zkusi §t&sti v tomto sméru také v Bmé, jeho nadéje uréité nebudou malé.

Dne 23. ledna 2007  Petr Bure§, Ustav botaniky a zoologie, Masarykova univerzita v Brn&



