Oponentsky posudek na magisterskou diplomovou prici Ondreje Hejny:
“Diverzita ektomykorhiznich hub ve vybranych bu¢inach Blanského lesa”

PredloZena prace se zabyva diverzitou spole¢enstva ektomykorhiznich hub (uréovano

z ektomykorhiznich kofenovych $picek) ve tiech budinach v Blanském lese na podzim

v letech 2012 a 2013, porovnany jsou i dva piidni horizonty. Prace méa 73 stran véetné pfiloh,
autor cituje vice neZ 100 publikaci a formélni ¢lenéni rovnéz splituje pozadavky na
magisterskou praci.

Je nutno poznamenat, Ze studium mykorhizni diversity je &asové i metodologicky
naro¢né — nelze se spoléhat na produkei nadzemnich plodnic hub, p¥itomnost i dominance
jednotlivych druhii hub je v Sase (b&hem roku i mezi lety) i prostoru velmi proménliva (je
tedy nutny sbér velkého mnozstvi materidlu z lokality, co jisté omezuje podet lokalit
moznych prostudovat v jednom &lovéku) a material je nutno ve velmi kratkém &ase zpracovat
kviili zméné vzhledu mykorhiznich $pi¢ek. Autor béhem dvou let zpracoval 52 a 54 pidnich
sond a pod binolupou mu proglo pfes 900 (?) mykorhiznich pitek (tahle informace v textu
chybi, ale 1ze snad odhadnout z po&td stupiifi volnosti v nékterych testech). Autor rovnéz
dokazuje, Ze zvladl rizné p¥istupy k uréovéni identity ECM hub — tedy roz&len&ni do
morfotypt a ur¢eni druht podle morfologickych a anatomickych znak (soucasti prace jsou
fotografie morfotypi, velké &ast v soudasnosti publikovanych praci tuto velmi pracnou ¢ast
bohuzel pfeskakuje) a potvrzeni ptip. preuréeni identity morfotypti pomoci molekuldrnich
metod — PCR, sekvenace a klonovani.

K praci mam nésledujici pfipominky a dotazy:

Uvod — uvod je prehledné ¢lenény a docela &tivy.

- na stran¢ 3 m¢& pfekvapilo tvrzeni, Ze 5 rodii z oddé€leni Glomeromycota tvori
ektomykorhizni symbi6zu. Trv4 autor na tomto tvrzeni?

- str. 3. k druhové bohatosti ECM hub bych rovnéZ (v ptipadg, Ze by se cht&l autor tématem
dale zabyvat) doporucila ¢lanek od L. Tedersoo et al.2010: Ectomycorrhizal lifestyle in
fungi: global diversity, distribution, and evolution of phylogenetic lineages, Mycorrhiza 20:
217-263 a databazi UNITE, kde jsou k nalezeni aktualizované informace o
ektomykorhiznim statusu a novych nalezech ECM hub

- strana 8 ¢i jinde (napt. PCR protokol v p¥iloze) — vyznam zkratek by mé&l byt vysvétlen pii
Jejich prvnim pouZiti, coZ usnadni nezasvécenému &tenafi snazsi porozuméni textu (napf.
PCR cyklus je pochopitelny jen st&zi)

- u obrazki pfevzatych z literatury (Obr. 4 — 6) postradam detailn&j3i popisek, ktery by
objasnil vyznam rtiznych typi &ar &i barev

- str. 11, tvrzent, Ze ,,.. druhova diverzita ECM hub je moZna odhadnout na zakladé druhové
diverzity hostitelskych rostlin a naopak* mi ptijde ptehnané. Pfepokladam, Ze i autofi
citovaného ¢lanku mluvili spise o korelacich?

- V zavéru uvodu by mély byt uvedeny cile prace a nové otazky, které si prace klade,
vyplyvajici z pfedchozi reSerse. Hned tfeti odstavec ivodu sice poskytuje shrnuti préce,
nicméné mohl by autor béhem obhajoby shrnout, na které nové aspekty ECM diverzity se
prace zaméftila?

Metodika - metodické postupy, véetn& molekuldrnich analyz, se zdaji byt dobfe zvladnuté.
Vybér lokalit — jaké je ptiblizné stati studovanych porostt? Vi se néco o kontinuité bukového
porostu na studovanych lokalitach? Pfepokladam, Ze kontinuita ve vyskytu dominantni
dfeviny miZe vyznamné ovlivnit druhovou skladbu ECM hub. MiiZe tato ovlivnit nalezené
rozdily mezi lokalitami?




Sbér vzorku — jaky je prumér pidnich sond pouzitych k odbéru pidnich vzorki? Na jaké
plose byly sondy odebirany?

- poéty piidnich sond odebiranych na lokalitach Svelhan, Kluk a Vysoké Béta se lisily:
v roce 2012 bylo odebrano 16, 20 a 16 sond a v roce 2013 20, 14 a 20 sond. Byl né&jaky divod
pro tuto nevyrovnanost sbéru? V roce 2013 byl pocet sond z lokality Kluk téméf o 1/3 nizsi
nez z ostatnich. Nebyl by konzistentni odbér 14 ¢i 16 sond ze vSech lokalit dostate¢ny?
Statistické vyhodnoceni — popis statistického vyhodnoceni povazuji za mélo podrobny — mohl
by autor objasnit, co pfesné znamena ,,Cetnost ECM hub®, tedy proménnd, na které se zaklada
vétSina vysledk? Je sice uveden odkaz na literaturu, ale bylo by spravné uvést, jak se
nakladalo s daty v konkrétnich testech. Co je povaZovano za nezavislé pozorovani vstupujici
do analyzy? ~
Déle by mne zajimal nazor autora na to, jak jsou pouZité indexy a tim i vysledky ovlivnéné
nevyvazenym poctem pldnich sond? Piedpokladam, ze lokality s niz§im po¢tem mohou byt
ochuzeny o vzécné druhy ECM hub. M4 autor né€jaky navrh, jak tuhle nebalancovanost
v analyzach oSetfit?

Vysledky

Tab.2 — co znamenaji dva nepopsané sloupce v tabulce?

str. 32 — véta: ,,Vysledek z testované nulové hypotézy o nerozdilnosti rokd vySel neprikazné
(p<0.05)..” neni moc pochopitelna a méla by asi spise znit: ,,nulova hypotéza o nerozdilnosti
roki byla zamitnuta...

pro¢ byla pouzita ANOVA repeated measurement v napf. analyzach s grafy na strané 33, kde
se na celém datasetu testoval pouze vliv napt. roku ¢&i ptidniho profilu? Co vstupovalo do
analyz jako nezavislé pozorovani?

Tab7 a Tab 9: pouziti hvézdiky ve sloupcich s kombinaci lokalit ¢i exploraénich typt je
velmi matouci a bylo by pro oddéleni faktoru porovnavanych Tukey testem lépe pouzit
poml¢ku. Hvézdicka se obvykle pouziva pro interakce, jak je pouzito v Tab.8)

Diskuze

Diskuze je pfiméfend tématu a podpofend Eetnou literaturou a nemam k ni vétsich vyhrad,

pouze na str. 44 autor uvadi, Ze ,,..nenalezl Zadné druhové preference ECM hub a ptidnich

horizontl.“ Analyzu tohoto typu jsem vSak ve vysledkach nenalezla. Je $koda, Ze pro tento
typ otézek nebyly vyuZity moznosti mnohorozmérné analyzy dat.

Celkové préci hodnotim kladné a nasbirany dataset je jist€¢ hodnotny a kladné¢ hodnotim praci
s literaturou, potencial sebraného datasetu ale nebyl plné vyuzit a zasluhoval peélivéjsi
statistické zpracovani, které v predlozené praci pisobi uspéchané.

Ptes vyse uvedené vyhrady praci doporucuji k obhajobé a v ptipad¢ kvalitni obhajoby
navrhuji hodnotit stupném velmi dobie.

V Ceskych Budg&jovicich Tamara T&itelova
10.1.2014




Posudek oponenta na diplomovou praci

Jméno oponenta: RNDr. Libor Mrnka, Ph.D. /Botanicky ustav AVCR, v.v.i/

Datum: /0.1.2014

Autor: Ing. Ondrej Hejna

Skolitelka: Ing. Miloslava Kavkovd, Ph.D.

Nizev price (CJ): Diverzita ektomykorhiznich hub ve vybranych bucindch Blanského lesa

Cile prace: Nejsou zietelné definovany. V literdrnim uvodu autor zminuje, Ze ho zajimad
diverzita ECM hub ve stejnovékém bukovém porostu. V zavéru pak uvadi, Ze se snaZil
identifikovat faktory ovlivawjici diverzitu ECM hub.

Struktura (¢lenéni) prace
Rozsah préace (pocet stran): 73
Je uveden anglicky i ¢esky abstrakt a klicova slova? ne, pouze strucnad anotace

Formalni uroven prace (obrazova dokumentace, grafika, text, seznam literatury)
velmi dobrd (text je standardné rozclenény na oddily a odstavce, obrazky a grafy prehledné
uspordadané a oznacené, fotografie kvalitni a seznam literatury prehledny)

Logicka stavba a jazykova urovei prace
DP je standardné clenénd s logicky navazujicimi cdstmi, jazykovd viroven prdce je dobrd

Literarni piehled:

Odpovida tématu a je logicky ¢lenén? ano

Je napsén srozumitelné? ano

Jsou pouzité literarni zdroje dostate¢né, relevantni a aktualni? ano, autor cituje 114 praci a
4 internetové databaze; literarni zdroje jsou relevantni a aktudlni

Jsou literdrni zdroje (v&etné obrazkill) v préci spravné citovany? ano

Material a metody:

Site pouzitych metodik: adekvdtni (mikroskopické techniky hodnoceni kolonizace,
molekuldrni techniky identifikace ECM hub na zdkladé ribozomdlni DNA kazety)

Odpovidaji popsané metody prezentovanym vysledkim?  ano

Jsou metody srozumitelné popsény? ano (drobné vyhrady viz pFipominky oponenta)

Experimentalni ¢ast:
Je vysvétlen cil experiment? ano
Je dokumentace vysledkl adekvatni? ano
Je mnozstvi provedenych experimentl dostacujici? ano, z hlediska bézného rozsahu DP

Diskuze:

Je opravdu diskuzi, nejde jen o konstatovani vlastnich vysledkti? ano, byt autor v diskusi
zbytecné opakuje radu vysledkii

Jsou vysledky porovnévany s literaturou? ano

Jsou uvedeny néjaké hypotézy ¢i navrhy na dal$i feSeni problematiky? ne

Zavéry (Souhrn):
Jsou zavéry podloZené vysledky? Ano
Jsou vystizné formulovany? Cdstecné

Splnéni cili prace a celkové hodnoceni:

PredloZend diplomovd prdce pfispivd k popisu diverzity ECM hub v bukovych porostech
stfedni Evropy. Autor v ni prokdzal schopnost zvlddnout zdkladni i pokrocilé techniky
souvisejici se zpracovdnim vzorki, jejich mikroskopickou a molekuldrni analyzou a
ndslednym vyhodnocenim dat. Ziskané vysledky byl schopen smysluplné diskutovat se
studiemi jinych autori. Zda bylo dosaZeno cilii nelze jednoznacné posoudit, nebot’ cile
nejsou v DP explicitné popsdny. Pokud jde o popis diverzity ECM hub v dospélém bukovém
lese, domnivam se, Ze zde autor uspél; pokud jde o urceni faktori ovlivitujicich komunitu
ECM hub, zde jii tak tispéSny nebyl. Nedispéch pFilitim zejména zvolenému zpiisobu




vzorkovdni a absenci analyz faktorii prostied. Vyhrady ke konkrétnim dstem DP uvddim
niZe v otdzkdch a pFipominkdch. Celkové hodnotim diplomovou prdci Ing. Ondfeje Hejny
Jjako odpovidajici poZadavkiim na DP kladenym a doporucuji ji k prijett.

Otazky a pFipominky oponenta:

1. Autor zmifiuje obecné pozitivni vliv vy$s§i druhové bohatosti ECM hub na jejich
hostitelské rostliny (str. 10), a doklada to pracemi Jonssonové a kol. (2001) a Baxter
and Dighton (2001). Nicméné prace Jonssonové a kol. jasné ukazuje, Ze tento vliv je
zavisly na kontextu (Zivinové poméry a identita hostitelské rostliny) a miZe byt i
negativni. Ani druh4 citované prace neprokazuje jednozna¢né pozitivni vliv zvysené
druhové diverzity na hostitele (Betula populifolia). Autofi studie sice pozorovali
pozitivni korelaci diverzity ECM hub s biomasou kofent, ale negativni s nadzemni
biomasou. Podobn& ani v piipadé arbuskuldrng mykorhiznich hub a travniho
ekosystému se na produktivité a diverzit& rostlin nepodilela ani tak diversita AMF
sama o sobe, jako identita uréitych AMF, které byly za danych podminek schopné
podpofit produktivitu rostlin (Vogelsang a kol. 2006 v New Phytol. 172:554-)

2. Na stejné strané (10) také autor cituje praci Simardové a kol. (1997) pojednavajici o
mycelidlnich sitich vzdjemn& propojujicich rizné rostliny (CMN) a umoZiujici
transport asimilati a mineralti mezi riiznymi rostlinami v rémci jedné CMN. Toto je
skute¢né¢ pozoruhodny fenomén s mnoha implikacemi pro naSe porozuméni
vzéjemnych interakci rostlin a hub (Selosee a kol. 2006 v TrendsEcol. Evol. 21 :621-),
ale nakolik je mi znamo, dosud jsou doklady o skute¢né funk&nosti takovychto siti in
situ (nikoli v laboratornich podminkach) skromné a na misté je tudiz zdrzenlivost
v dedukcich vyznamu CMN.

3. Na str. 13 cituje autor praci Cullings a kol. (2000) coby doklad o uzsi vazbé listnact
s konkrétnimi ECM houbami a naopak spojeni jehli¢nand s $ir$im spektrem ECM
hub. Nicméné v citované praci se mi oporu pro toto tvrzeni nepodatilo nalézt.

4. Na téZe strané (sekce 1.6.2) autor zmitiuje, Ze ,,Nkteré druhy ECM hub jsou vdzdny
Jjen na semendcky, jiné naopak na dospélé stromy.* A&koli riizna preference hub vici
hostitelskym rostlindm razného stafi (i naopak) je znama, nejsem si védom toho, Ze
by existovaly druhy ECM hub vazané vyhradné na juvenilni stadia rostlin. Prosim o
doplnéni citace.

5. Za zavazny nedostatek DP povaZuji absenci jasn€ definovanych cili, a z toho
plynouci nemoznost posoudit nakolik byly cile splnény. Jak je uvedeno v sekci 2.1.
(Vyber lokalit) na str. 16, vzorky byly odebrany na tfech lokalitich v Blanském lese.
Tyto se vyznafovaly podobné starym porostem bukové monokultury, praktickou
absenci podrostu, podobnou nadmotskou vyskou a mirnym svahem. Domnivam se, Ze
pro zjisténi vlivu riiznych faktorii prostfedi by bylo optimaln&jsi zvolit gradient
jednoho ¢&i vice faktord a ne vybirat co nejpodobnéjsi lokality. I pres vybér
podobnych lokalit mél autor provést analyzu té&ch faktort prosttedi, jejichZz vliv
povaZuje potencidlné za zdvazny (napf. ptdni analyzy, mnoZstvi srazek, teplotu,
diverzitu rostlin apod.) a poté statisticky testovat korelaci téchto faktorti se zmé&nami
komunity ECM hub. Takto byly testovany pouze vliv pidniho horizontu, lokality a
roku sbéru, ¢imZ se autor pfipravil o moZnost zjistit, co p¥tomnou komunitu ECM
hub déle ovliviiuje.

6. Nastr. 17 (sekce 2.2) autor popisuje sbér vzorkd, z néhoZ viak neni ziejmé, jaka byla
velikost pomysIné sité odb&rovych bodt a tudi jak byly tyto vzdaleny. Nenalezl jsem
také udaj kolik ektomykorhiznich $pigek bylo celkem analyzovano a jakd byla
kolonizace kofent buku ECM houbami na jednotlivych lokalitich v jednotlivych
letech. Prosim o doplnéni t&chto tidaj.

7. _Autor zmifiuje dé€leni pidniho horizontu na organicky a mineralni a uvadi, ze vzorky




byly odebirany do hloubky 15 cm (str. 17, sekce 2.2). Byl na zkoumanych lokalitdch
pudni profil shodny? Jaka byla hloubka organického horizontu? Byla pfed odbérem
vzorki odstranéna vrstva opadu? O jaky ptdni typ $lo?

8. Autor v metodice (sekce 2.4. a 2.5, str. 19-23) zmitiuje, Ze na zéklad€ morfologickych
kritérii mykorhiz a jejich srovnanim s dostupnymi databdzemi a ¢&lanky rozlisil
jednotlivé rody piipadn¢ druhy ECM hub. Pozd&ji zastupce mikroskopicky
rozliSenych morfotypi charakterizoval molekuldrné (sekce 2.6.1., str. 23). Chybi
informace o poétu sekvenovanych $picek z kazdého morfotypu. Jak autor fesil situaci,
pokud v rdmeci stejného morfotypu nalezl na zdkladé molekularni analyzy vice druhti?

9. Graf 15 (str. 31) predstavuje grafické vyjadfeni ¢asti dat zminénych v tab. 1 a jako
takovy je redundantni.

10. Autor zminuje (str. 32), Ze pfed vlastnim testovanim faktord s pomoci ,,ANOVA
repeated measures® testoval, zda data spliiuji podminku normality. Testoval také, zda
data spliiuji podminku homogenity rozptylt?

11. Pod obr. 16 a 17 (str. 33) uvadi autor podrobné hodnoty. Oviem rozdily jsou patrné
z grafu a jsou doloZeny statistické signifikance. Nevidim tedy divod uvadét piesné
hodnoty pod grafem a neni to obvyklé. Pokud autor povaZuje piesné hodnoty za
dalezité, doporucuji je vlozit do grafu nebo prezentovat data formou tabulky, coz je
nicméné méné ilustrativni pro ¢tenafe.

12. Autor se vyjadiuje k druhové bohatosti ECM hub a srovnava své vysledky s dalsimi
studiemi v ekosystémech budin (str. 42, sekce 4.1) Dochazi k zavéru, Ze nizsi podet
jim nalezenych druhtt ECM hub souvisi s odbéry vzorkd provedenymi pouze na
podzim. Aby bylo moZné posoudit, nakolik pouZité vzorkovani pokryvéa pfitomnou
komunitu ECM hub, vidél bych jako vhodné doplnit vysledky akumuladnimi
druhovymi kfivkami (rarefaction curves) pro viechny lokality a zaroven pro kazdou
zvladt. S tim souvisi autorova poznamka na str. 3, kde tvrdi, Ze "neni v podstaté
mozné podchytit ani kvalitativné a ani kvantitativné diverzitu ECM hub u vzrostlych
stromii" S timto tvrzenim se neztotoZiiuji, protoZe diverzitou ECM hub u dospélych
stromi (porostil) se zabyva obrovské mnoZstvi praci. Autor se patrné snazil poukdazat
na obtiZnost charakterizace ECM spolegenstva na kofenech vzrostlych stromd, které
zahrnuji miliony kofenovych 3pi¢ek a celou fadu mikroprostfedi okupovanych
odliSnymi houbami. Velmi siln€¢ to podtrhuje potfebu dostatetné rozsihlého
vzorkovéni a také vhodnych statistickych metod pro hodnoceni vybérii populaci.
Nicméné€ prace (napf. Stefani a kol. 2009 v Appl. Environ. Microbiol. 75:7527-),
jejichZ extenzivni vzorkovéani vedlo téméF k saturaci akumulagnich druhovych kiivek
dokladaji, Ze zachytit diverzitu ECM hub u dospélych stromi (porostit) mozné je.

13. S ohledem na autorem pozorované odlisnosti v komunité hub mezi roky 2012/2013 a
dominanci houby Cenococcum geophilum s deklarovanou odolnosti vi&i stresu
suchem v druhém ze sledovanych let, jsou k dispozici n&jaka sraZkova data ze
zkoumanych lokalit popt. z blizké stanice CHMU? Miize autor diskutovat (napf. ve
svétle jim uvadéné publikace di Marino a kol. 2008) nakolik se na odli¥né komunité
ECM hub mezi lokalitami mohla projevit riizna svétova orientace odb&rové plochy?

14. publikace Klopatek a spol. neni spravné abecedné fazena (str. 50)

Navrh hodnoceni oponenta:
[ ] vyborné [X] velmi dobfe [ ]dobfe [ ] nevyhovél(a)

Podpis oponenta:
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