Oponentsky posudek diplomové prace Bc. Jitky Bradacové

"Aspekty reprodukéni biologie mechu Helodium blandowii"
pFedklddané k obhajobé& na PFrodovédecké fakulté Jihogeské univerzity v Ceskych Budé&jovicich

Predkladana diplomova prace se zabyvd studiem reprodukcni biologie, populaéni genetiky a okrajové rovnéz populacni
dynamiky ohroZeného druhu mechorostl Helodium blandowii, jenz reprezentuje ze stfedoevropského hlediska vzacny a
ohroZeny biotop raselinist. Ackoli nejsem bryolog, vysledky préce, zejména &ast zabyvajici se genetickou variabilitou druhu, mi
pfijdou zajimavé a s velkym potencidlem pro navazujici vyzkum. Podrobnéjsi posouzeni vyznamu préace pro vyzkum v oblasti
bryologie ale ponecham koleglim bryologtim a zaméfim se spiSe na metodické, stylistické a obecné biologické otazky.

Samotnd prace bohuzel trpi celou fadou formalnich nedostatkd, které svédci o prekotnosti, s jakou vznikala, a kterym
by bylo mozné zabranit, vySetfila-li by si autorka vice ¢asu na zavére¢nou kontrolu. Nejvice je to asi vidét na seznamu citované
literatury, kdy jedna v textu citovana prace zde chybi (Ares et al. 2014 [s. 8, F. 5]) a naopak nékteré prace ze seznamu literatury
nenalezneme v textu (Goldberg & Mogensen 2006, Sabovljevi¢ et al. 2008). Nejednotné je rovnéi psani velkych pismen v
holandskych predponach "van der", chybné je uvedeni citace Albrecht et al. (2003) v seznamu literatury (kde je potfeba vidy
vyjmenovat vSechny autory a ne psat "Autor et al.") a nespravna je citace prace Koressaar et al. (2007), kdy sprdvné ma byt
Koressaar & Remm (2007), jelikoz se jedna jen o dva autory (s. 24, . 11), ¢i zdvojeni citace Parsons et al. (2007) v seznamu
literatury.

Nutno viak podotknout, Ze kvapnost a dopisovani na posledni chvili jsou obvyklymi nesvary vétsiny diplomovych praci,
které nijak neovliviiuji kvalitu vystupd, a jejich vyznam pro hodnoceni predkladané prace by se proto nemél preceriovat. Autorku
je naopak potfeba pochvalit za naprosto minimalni vyskyt preklepl a pravopisnych chyb, coZ je jev u (nejen) diplomovych praci
stale vzacnéjsi...

V Uvodu mi jako celkem zdafilé pfijdou Gvodni kapitola o pfi¢inach ohrozeni raselini$t v Evropé a o stavu poznani
ohrozenych hnédych mecht a prvni kapitola 1.1 (mylné ¢islovana jako 1.2) charakterizujici studovany druh Helodium blandowii.
Ostatni tfi kapitoly Uvodu vdak dobry dojem ponékud kazi. V kazdé z nich je rozebran néjaky obecny problém tykajici se
mechorost(, nikde viak tyto otazky nejsou dany do souvislosti se studovanym druhem &i studovanym biotopem. CtenaF se tak
sice dozvi, Ze vegetativni ¢astice mechorostl mohou prenaset hrabosi a kiecici ¢i Ze povrch tobolky mechorostl Ize snadno
dezinfikovat, ale dlivod, pro¢ zde tato fakta autorka zmiriuje, jiz zUstava Cisté na jeho fantazii. Jedind trochu relevantnéjsi
informace je, Ze hnédé mechy byvaji oproti radelinikim pfi obnové raselinist nepréavem opomijeny. Bystry ¢tendf si sice nejspise
domysli, Ze vSechna tato fakta jsou zde zmifiovana proto, Ze autorka planuje zkoumat nepohlavni rozmnozovani, regeneraci a
genetickou strukturu studovaného druhu Helodium blandowii, ale bylo by dle mého nazoru lepsi na konec kazdé kapitoly zafadit
odstavec, ktery rozebere danou problematiku v kontextu hnédych mech ¢i pfimo studovaného druhu. Zvlastni pozornost by si
pak podle mé zaslouzily posledni dva odstavce kapitoly 1.4 "Genetickd struktura populaci mechorost(", kde se autorka snazi
shrnout molekularni metody pouZivané pro studium populaéni genetiky mechorostl. Stavajici struktura téchto odstavci je
takova, Zze autorka postupné zminuje nékolik malo metod genetickych analyz a k nim vzdy zmini jednu dvé prace a tu a tam
nastini néjaké vyhody ¢i nevyhody té které metody, ovsem vysledek je dosti polovi¢aty. Mnohem pfinosnéjsi by bylo prehled
populacné-genetickych metod pouzivanych u mechorostt rozsifit, pfipadné doplnit vétSim mnozZstvim pfikladovych praci, a
hlavn&jasné formulovat vyhody a nevyhody dané metody pro studium mechorost a nakonec zdGvodnit, pro¢ autorka pro
studium svého druhu zvolila pravé metodu SSR.

Za nejvétsi problém celé prace viak povazuji kapitoly Metodika a Vysledky. Popis metodiky v kazdé odborné préci by
mél byt takovy, aby byl podle néj kdokoli schopen dané analyzy ¢i experimenty zopakovat, coZ zde vSak splnéno neni. Popisy
provadénych experimentd jsou ledabylé a vysvétleni statistickych testl nedostate¢né. Konkrétné:

Kap. 2.2.1 "Regenerace Ulomk( vétvicek v terénu" — Ackoli autorka vcelku srozumitelné vysvétluje, jaké typy linedrnich
modell bylo potfeba pouzit pro vyhodnocovani toho kterého typu dat, srozumitelny popis toho, jaké proménné byly v kterém
modelu poutzity, chybi. Z pfedchoziho textu sice ¢tenaf vytusi, Ze zavislou proménnou byl v jednom pFipadé pocet rostoucich
lodyzek a v druhém pripadé jejich primérna délka, jaké proménné byly ale pouzity jako nezavislé? U prvniho testu je v textu
pouze uvedeno, ze jako kategorialni nezavisla proménna byl pouzit ¢as. U druhého testu je zas pouze uvedeno, Ze Cislo Ctverce
bylo pouZito jako faktorialni nezavisla proménna s nahodnym efektem. Znamend to snad, Ze v prvnim testu nebyl zahrnut vliv
Ctverce a ve druhém testu Ze nebyl testovan vliv ¢asu? JelikoZ v metodice je uvedeno, Ze do jednoho gapu byly umistény vétvicky
o délce 1 cm a do druhého o délce 0,5 cm, Ize pfedpokladat, Zze délka vétvi¢ek v testech rovnéz vystupovala jako testovana
proménna, o tomto viak v metodice neni ani zminka. Cast pravdy ¢tenaF sice odhali pohledem na tabulky s hodnotami
statistickych test( v kapitole Vysledky, ale to uz je pozdé, toto ma byt napsano v metodice. Jako blesk z ¢istého nebe pak plsobi




informace o tom, Ze byl testovan vliv hladiny podzemni vody na rlst tlomku. Pro¢ toto neni zminéno v cilech prace? Naopak

naprosto zbytecné je v metodice rozebirano, kolika jak barevnymi koliky autorka vytycovala pokusné plochy. -

V kap. 2.2.2 "Regenerace v klimaboxu" je ¢tenarova psychickd odolnost zkousena hned ve tfetim odstavci, kde autorka
uvadi, Ze z kazdé lodyzky byl odstfizen "1 cm koncové ¢asti lodyzky zbavené vétvi, 1 cm postranni vétvic¢ky s koncovou €éasti, 0,5
cm koncové ¢asti postranni vétvicky a 0,5 cm postranni vétvicky bez koncové ¢asti". Postaveni jednotlivych ¢asti na lodyzce je
sice zndzornéno na obr. 9, ale pouzivani podobnych komplikovanych vyrazi rozhodné neprospiva Citelnosti textu. Pro pristé
bych doporucoval odkazovat na podobné pojmy pod zkratkami, tedy napf. tak, jak je pouZito u obr. 21. K dokonalosti pak
Ctenarovu zmatenost dovede véta na konci str. 17: "Timto postupem byly porovnany délky vSech typtd ulomkd v prvnich tfech
mérenich, lomkd vétvicek v prvnich tfech méfenich a 0,5 cm dlouhé fragmenty vétviéek ve vsech étyfech méfenich. " Proc byly
délany tfi testy pro jeden typ dat? A proc byly nékteré typy tlomkd sledované po dobu ¢tyf méreni a nékteré jen po dgbu tfi?
To se ctendf nedozvi... RovnéZz by bylo vhodné hodnoty vSech statistickych koeficientl zaokrouhlit na jednotny pocet
desetinnych mist a nesmyslné hodnoty typu p = 7,466 - 1012 pfepsat na p < 0,001.

Kap. 2.2.3 "Rlst predpéstovanych lodyzek v terénu" viceméné opakuje nedvary z kap. 2.2.1. Ctenim téchto kapitol
otrlého Ctenare uz ani neprekvapi, ze kromé konstatovani, ze Cas byl zafazen jako kategorialni proménnd, se o usporadani
statistickych test( nedozvi zhola nic.

Kap. 2.4 "Genetickd struktura populaci" je naproti tomu pséana vcelku pfehledné a ctivé. Jako drobnou vytku bych jen
zminil, Ze v ¢asti vénujici se vyvoji SSR marker( by bylo vhodné metodiku vice rozvést (napt. z jakého vstupniho mnozstvi DNA
byla vytvoFfena obohacena knihovna, jaké sondy byly pro to pouZity, kolik readd se podafilo ziskat apod.). Zmatek rovnéZ panuje
v oznacovani fixacniho indexu, ktery, byl-li pocitan se zahrnutim stepwise mutacniho modelu, mél by byt oznacovan Rsy, nikoli
Fst, v textu jsou viak obé dvé oznaceni ndhodné promichdna. Matice genetickych vzdalenosti pro PCoA pak byla nejspise
pocitana tzv. (6p)? distanci, coZ neni to samé jako Rt statistika, tento pojem ale nikde v textu zminén neni.

Autorku je potfeba naopak vyrazné pochvalit za provedeni kapitoly Diskuze, ktera je opravdu diskuzi, tedy ne pouhym
shrnutim zjisténych faktl, nybrZ rozebranim jednotlivych vysledkd ve svétle jinych studii a pokusem o interpretaci zjisténych
skutecnosti. Toto je jev v mnoha diplomovych pracich nevidany a do zna¢né miry neguje $patny dojem z predchozich kapitol
predklddané prace.

Predklddana préce, dle mého nazoru, spliiuje pozadavky kladené na diplomovou praci, a to véetné publikovatelnych
vysledkd (uz ted zde vidim data na minimalné dva impaktované ¢lénky, co? stale jesté neni u diplomovych praci standardem), a
proto ji rozhodné doporucuji k obhajobé. Vzhledem k vy$e zminénym nedostatkiim vSak doporucuji praci klasifikovat stupném
velmi dobfe, a to pouze v pfipadé Uspésné obhajoby a uspokojivého zodpovézeni nasledujicich konkrétnich otdzek:

1) Mohla by autorka uvést jasny a srozumitelny prehled viech pouzitych statistickych test(i? Ke kazdému testu je nutné uvést
nejen, jakym modelem byl pocitén, ale konkrétné, jaké proménné vystupovaly jako vysvétlované, jaké jako vysvétlujici, jaké
mezi nimi byly interakce, mély-li ndhodny ¢ pevny efekt a jak byly pfipadné transformovany. Osobné bych rovnéz ocenil
uvedeni konkrétnich pfikazd, kterymi byly testy poéitany, ¢i origindlnich vystupl z programu.

2) Autorka uvadi, Ze pro statistické analyzy musely byt vyfazeny plochy, kde zkoumany druh v priibéhu pokusu vymizel. Tento
krok mi pfijde logicky v pfipadé méfeni délky lodyzek, nevidim vsak diivod plochy s nulovymi hodnotami vyradit tam, kde
byly zjistovany zmény poctu lodyZek. V tomto pfipadé mi naopak pfijde, Ze dochazi ke ztraté dat a zkresleni vysledkd. Pro¢
se autorka k tomuto kroku rozhodla? A mohla by uvést vysledky testl spoctené bez vylouceni nulovych hodnot?

3) Fascinuje mé pouziti jednonukleotidové repetice v SSR lokusu AC9. Jelikoz vim, jaké jsou obtiZe se ¢tenim sekvenci s vyskytem
delsich polyN Usek, zajimalo by mé, jak se to dafilo autorce. Mohla by autorka predvést originalni sekvence tohoto useku,
pokud mozno reprezentujici rzné alely?

4) Ve vysledcich PCoA zaujme, Ze jedna ze skandindvskych populaci (03) je geneticky blize populacim ¢eskym neZ ostatni
skandindvské populace a zédroven ¢eska populace S se klastruje s populacemi skandinavskymi. Autorka se tyto rozpory v textu
snazi svalit na nedostatecné mnozstvi dat ¢i homoplazii. Mohla by se zamyslet nad tim, neni-li mozné jiné vysvétleni, a
pfipadné ho prezentovat? Bylo by mozné vedle PCoA dviagramu znazorniujiciho 1. a 2. osu rovnéz ukazat 1. a 3. osu a ukdzat
oba dva diagramy rovnéz pro genetické vzdalenosti mezi jedinci?

Kl

Mgr. Pavel Kar
V Praze dne 20. 12. 2014
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Oponentsky posudek na diplomovou praci Bc. Jitky Bradacové (Ceské Budéjovice 2014)

Autorka Jitka Bradacova predlozila diplomovou praci ,,Aspekty reprodukcni biologie mechu
Helodium blandowii“. Prace se na 66 stranach (+ 24 stranach tiSténych pfiloh) vénuje v prvni casti
sledovani regenerace druhu Helodium blandowii z vegetativnich fragmenti v manipulativnich
pokusech ex situ a in vitro a v druhé ¢asti zkoumd populacni genetickou strukturu druhu pomoci
studia mikrosatelitd. Autorka se zaméfila na vSechny recentni populace v CR (5 lokalit), ke kterym
pro ucely studia popula¢ni struktury pripojila vzorky ze severni Evropy. Design a vyvoj vhodnych
mikrosatelitnich primerti je soucasti prace. Primarni data autorka statisticky zpracovala pomoci
zobecnénych linearnich modell, Kruskal-Wallisova testu a standardnich postupli populacni
genetiky (pocCty alel, indexy diverzity, AMOVA, geneticka diferenciace, PcoA, korelace genetické a
geografické vzdélenosti, autokorelacni analyza). Konkrétni typy analyz jsou dobfe zvoleny
vzhledem k charakteru dat.

Struktura prace je prehlednd, obsahuje vSechny standardni cCasti. Autorka byla schopna jasné
formulovat cile prace. Prace je psana spisovnym kultivovanym jazykem, drobné preklepy a chyby
formatovani se vyskytuji vzacné. Praci doprovazeji Cetné grafy a tabulky. Text je srozumitelny, i
kdyZ misty je narocné sledovat autorcinu nit myslenek a orientovat se ve vysledcich, vzhledem
k velkému mnozstvi délanych testa.

Autorka ve své praci ukazala schopnost zpracovavat informace z odborné literatury, pronikla do
problematiky zakladani a vyhodnocovani transplantacnich experimenti a do studia DNA
mechorosti. Studovand literatura je obsahld a zahrnuje prace v Ceském, anglickém, ruském i
némeckém jazyce. Pouzité literarni zdroje jsou vice nez dostatecné. Literarni reSerSe je zpracovana
precizné a srozumitelné vysvétluje pozadi potiebné pro pochopeni studované problematiky, diskuze
je dostatecna, zohlediuje nejnovéjsi studie na souvisejici témata a odpovida standardiim védéckée
prace.

Predkladanou praci povazuji za velice zdafilou, autorka dokazala pomoci zvolené metodiky detailné
prozkoumat témata, ktera si zvolila a vnést nové informace do této problematiky. Autorka prokazala
schopnost samostatné védecké prace a syntézy vysledku.

Praci jednoznacné doporucuji k obhajobé. Navrhuji hodnoceni vyborné.

K praci mam dale tyto dotazy do diskuze:

1. Jak Casto je druh v CR plodny? Miyslite, Ze by bylo vhodné se zabyvat i schopnosti spor
klicit ¢i frekvenci tvorby sporofyti, abychom ziskali celkovou predstavu o schopnostech
druhu se rozmnoZovat? Jaké nové informace bychom tim mobhli ziskat?

2. Podle ceho jste zvolila velikost fragmentG? Rozdil mezi 0,5 cm a 1 cm mi prijde vzhledem
k velikosti rostliny témér zanedbatelny.

3. Vétvicky do pokusné plochy jste vsypala nahodné nebo byly fragmenty poté néjak
rozmistény, aby se neptekryvaly a byl zajiStén jejich dostatecny kontakt se substratem?
Dokaze rostlina regenerovat i z ulomenych samostatnych listeck(i?

Jaky vliv mélo na fragmenty trvalejsi zatopeni na plochach s vysokou hladinou vody?

Prosim vysvétlete 1épe diivod pro zafazeni Casu jako kategorialni proménné.

Jaky diivod mate pro rozsiteni zkoumanych typt fragmentt kultivovanych v klimaboxech?

Nestacilo by vzhledem k cili (porovnat jejich rist s terénnim pokusem) pouZit pouze

fragmenty 0,5 cm a 1 cm z lodyZek? Pfineslo zkoumani dalSich typt fragmentl néjaké

rozSifujici  informace? Shriite nejdileZitéjsi rozdily mezi regeneraci fragmentd

v klimaboxech a terénnich plochach.

8. Proc jste zvolila velikost ¢tverce pro sledovani dynamiky porostu velikost 2x2 m? Nebylo
by lepsi vybrat jednotlivé trsy, které se vejdou napf. na A3, coz by umoZnilo presnéjsi
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zakresleni a udélat vice opakovani?

9. Ve vysledcich je méfeni 100 rostlin pritokovou cytometrii, avSak v metodice o tom
nenachazim ani zminku.

10. PcoA — oddéleni severskych populaci versus ceské na prvni ose mi neprfijde prilis
presvédcivé, napada Vas jiny diivod rozdéleni? Pokud by ¢lovék vynesl do grafu jednotlivé
vzorky — tvorily by oddélené shluky pro jednotlivé lokality?

11. Které druhy jsou hlavnimi konkurenty druhu Helodium blandowii?

12. Priloha 2 — ,Pocet“ znamena mnozstvi Zijicich ¢i pocet rostoucich fragmenti? Jde mi
o pochopeni, kdyZ v jednom méfeni je pocet 0 a v dalSim 5, zda se objevily nové fragmenty,
které tam dosud nebyly nebo to jsou ty ze zaloZeni pokusu, které zacaly rist.

13. Jaky madte nazor na spontanni schopnost druhu regenerovat v pfirozenych podminkach —
uvadite, Ze rast druhu je zavisly na kompetici s ostatnimi druhy, avSak volnych gapt se
v dobfe zavodnéném raSelinisti vyskytuje minimum, zvlasté pokud je v inicidlnich stadiich
ristu ostatnimi druhy prertstdn. Ma tedy Sanci se néjak samovolné §ifit a rozristat?

14. Jak si dokézete predstavit praktickou aplikaci zjisténych vysledki? Bylo by moZno na
zakladeé téchto pokust vytvorit metodiku pro navrat druhu do naSich raSelinist?

Minoritni poznamky, na které neni potfeba reagovat:

15. Definice terminu ,,gap“ se vyskytuje aZ po nékolikerém pouZiti tohoto terminu — vhodné dat
hned k prvnimu vyskytu.

16. BéZnéjsi zptisob odkazovani na tabulky a obrazky je (Obr. XX) (Tab. XX) bez ,,viz*.

17. Identifikaci lokalit do popisku bych pfidala tam, kde je tato informace zasadni pro
pochopeni obrazku ¢i tabulky (napf. Obr. 34, 35, 37, ¢i alespon prvni z nich), aby Ctenar
nemusel sloZitym listovanim nékam na zacatek hledat pfisluSnou tabulku s popisky.

18. Diskuze obsahuje velice obsdhlé mnoZstvi studovanych zdroji. Nemyslim, Ze je nutné
vSechny — zmiftovat, napf. nenachdzim diivod podrobnéji Tesit tropicky druh
Acanthorrhynchium papillatum, ktery patii do jiné taxonomické i ekologické skupiny.

19. V nékterych pasazich diskuze bych volila spiSe kratkou syntézu vysledki citovanych praci
nez detailni rozbor co kdo zjistil (napr. p. 48 ods.1).

20. V seznamu literatury je 2x uveden Parsons et al. (2007).

21. Informaci o pfitomnosti detailn&jsi piilohy je mozZné vlozit i do textu (Pfiloha XX) — Ctenar
se miZe rovnou podivat do rozsifujicich dat (napf. na jednotlivé obrazky u sledovani
dynamiky porostu).

22. Pfiloha 5 a 6 nepiehledna — chybi vysvétlivky co je délka 1-4, kédy clovék musi zpatky
dohleddvat a pokud si to nepamatuje tak ani nevi kde, .. — doporucuji tvofit spise
,samovysvétlujici“ tabulky, kde v popiscich ¢lovék nalezne vSe potfebné pro pochopeni
obsahu tabulky.

9.1.2015 Mgr. Eva MikulaSkova. Ph.D.
Ustav botaniky a zoologie
PfF, MU Brno
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