Oponentsky posudek na magisterskou diplomovou préci
Veronika Schaabova: Variabilita Calamagrostis phragmitoides v CR a srovnani s morfologicky
podobnymi druhy

Veronika ve své diplomové praci plynule navazuje na svoji bakaldi'skou praci a vyuZiva z ni ¢ast dat, coZ
je zcela v pofadku. Za pomoci kombinace nékolika riznych metod podavéa prehled morfologické a
genetické variability C. phragmitoides v Ceské republice a pomérné reprezentativné i ve Skandindvii,
doplnény o data z bliZzsiho (Slovensko) i vzdalenéjsiho zahraniéi. Pravé kombinaci metod a evidentné
velké mnozstvi odvedené préce a ziskanych vysledk( hodnotim na této préci velmi kladné. Vysledky
posouvaji nase znalosti o studovaném druhu a mohou byt dobrym zékladem pro publikaci, i kdyZ v
nékterych ohledech (zejména fylogenetické vztahy) jsou zatim jen pfedbé&iné — ale to neni vada
posuzované diplomové prace, nutné dalsi analyzy jsou uz mimo téma prace.

Prace ma standardni strukturu a slusnou jazykovou i grafickou Groveri a je psana s pouze malym
mnoZstvim chyb a preklepl a po formalni strance vyhovuije. | citace literatury jsou celkem sjednoceny,
jakkoliv nejde o zcela standardni format a ro¢nik ¢asopisu psany jakymsi ozdobnym fontem trochu rusi;
chyb je tam minimum, kromé nespravnych nebo neuplnych citaci software. Formalni vyhrady mam tak
pouze k pfiloham I-1ll, kde je v textech lokalit vice chyb, nékdy chybi oznaceni statu (hlavné u lokalit ze
§kandina’vie) a obcas je vidét, Ze to je preklad z anglictiny, ale disledny (,,Seminskii Ridge”, ruskd jména
jsou iv ¢eském textu piepsana podle anglickych pravidel, a ne zcela jednotnym zplsobem,...).

Je Skoda, Ze autorka nékde v predmluvé nebo Gvodu pfimo nenapsala, Ze navazuje na svoji bakalarskou
praci; dokonce mam pocit, Ze se to kostrbatymi formulacemi snaZi trochu utajit. Jde o to, Ze Cast
dilezitych témat (napf. reserSe literatury o apomixii u rodu Calamagrostis) jiz byla zpracovéna v
bakalafské praci, a proto se zde neopakuji — jenZe to se ¢tendr neznaly bakaldrské prace nedozvi.

tivod diplomové préce pfinasi prehled dostupnych tdajé o morfologii, ekologii a rozsifeni studovanych
druhl C. phragmitoides a C. canescens a jejich postaveni v ramci rodu, struéné je zpracovédna i
problematika apomixie, kterd by se méla vyskytovat u C. phragmitoides. BohuZel zejména ¢&ast o
¢lenéni rodu a vymezeni a rozsifeni agregatu C. purpurea je zmatena a ukazuje na povrchni znalost
literatury. V textu jsou rozpory, napfiklad citovand mapa Hultén & Fries 1986 uvadi rozsifeni druhu C.
langsdorfii v Asii i Severni Americe, totéz Mitchell et al. 1968, ale na jinych mistech diplomové prace
se 0 tomto druhu mluvi jako o sibifském. Stejné tak tvrzeni ,,zatimco o apomixii u nékterych skupin je
znamo hodné..., trdvy nejsou tolik prostudované” (str. 8) neni pravdivé, literatura o apomixii u trav
existuje, zejména u vyznamnych picnin, takZe tfeba rod Paspalum lze povaZovat pfimo za modelovy,
studovany jsou i dalsi rody (Poa, Pennisetum,...). K tvodu mam nasledujici dotaz:

e Studovany druh je oznacovan jako C. phragmitoides, ale nékdy taky jako C. purpurea. Z dvodu mi
neni jasné, jaky je vztah mezi témito jmény. Z riznych naznakl Ize nabyt dojem, Ze néktefi autofi je
povaZuji za synonyma (= vSe je jeden taxon), ale nékterine (pfi¢emz vtomto ohledu je celkem jedno,
jestli jde o druhy nebo poddruhy). Na zéakladé jakych rostlin (z jaké oblasti) byly tyto taxony popsany,
jaké maji byt jejich morfologické znaky a rozdily, je zndmo néco o chromosomovych poctech?

Metodika je psana pomérné podrobné (chvalim!), i kdyZ popis jednotlivych metod v metodice nebo
Gvodu je misty dost zkratkovity aZ nespravny (napf. tvrzeni, Ze u kodominatnich markerd vidime i
recesivni alely, str. 10 — Zadné takové tam ale nejsou, pravé proto je marker kodominantni). Drobné
technické detaily (viz na konci posudku) jisté budou v pfipadné publikaci opraveny. Dva kratké dotazy
mdam k morfometrice: (a) jak bylo zachdzeno s vicestavovymi kvalitativnimi, ale pfeci jen trochu
uspofadanymi znaky typu chlupy Zadné — kratké — dlouhé? (b) co znamena tvrzeni ,do LDA nebyly
pouZity poméry..., protoZe znak se ukazal jako nevyznamny“ (str. 15) — ureni (ne)vyznamnosti znaku
by prece mélo byt az jednim z cilG a vysledki analyz?




Vysledkovd ¢&dast. Pritokova cytometrie odhalila tfi cytotypy, vSechny vysledky jsou dobfe
dokumentovany grafy i histogramy. Pro pfisté bych navrhoval shrnuti vysledki do jedné tabulky pro
vSechny cytotypy / druhy, Ize je tak Iépe porovndvat (¢ili spojil bych sloupce DAPI z tabulek 8 a 9, totéZ
P1). Cytometrické vysledky nebyly kalibrovany pfimym pocitanim chromosom, takZe nelze zjisténym
cytotyplm rovnou pfifazovat chromosomové pocty — a zvlasté ne v situaci, kdy je na stejném misté
zdUraziiovdna naméfend variabilita ve velikosti genomu; to je pomérné zavaina chyba a v praci se
bohuZel objevuje na mnoha mistech.

Daldi ¢asti vysledkd je morfometrickd analyza, provedena celkem obvyklymi postupy.
Presvédcivé ukazuji na rozdily mezi druhy C. canescens a C. phragmitoides, podobné jako jiZ bakaldfska
prace. Naznacen je i rozdil mezi 8x a 10x cytotypy C. phragmitoides, naopak o 4x cytotypu se nedozvime
nic. Pro¢ nebyly Zadné tetraploidni rostliny zahrnuty do analyz? Ve vysledcich postradam také grafické
vystupy z diskriminacnich analyz; tabulky s hodnotami morfologickych znakl by bylo vhodné usporadat
podobné, jako je zminéno u cytometrie. RovnéZ mi chybi grafické srovnéni (box-and-whisker diagramy)
jednotlivych druhii / cytotyp(, alespori pro nejvyznamnéjsi znaky, to by ¢tenafi umoznilo porovnani
Iépe nez tabulky se spoustou Cisel, zvlast kdyzZ v nich taxony nejsou usporadany vedle sebe.

Isozymova analyza byla zaméfena predevsim na pocet klonl, velmi dobré je i srovnani
podobnosti klond pomoci analyzy hlavnich koordindt. Vysledky presvédcivé ukazuji na relativni
jednotvarnost (i kdyz ne Gplnou uniformitu) C. phragmitoides a urcitou variabilitu C. canescens. Pro¢
vSak v praci chybi podle mé nejzajimavéjsi vysledek — celkova analyza (oba druhy dohromady) zaloZzend
na frekvencich alel? Prosim o néj alespori u obhajoby. Sekvenovéni DNA pak velmi vhodné dopliiuje
Telkovy obraz, viceméné potvrzuje zafazeni rostlin podle cytotypl i morfometrikych analyz a v
neposledni fadé presvédcivé vyvraci jednu z rozsifenych hypotéz o plvodu C. phragmitoides.

Jednoznaéné nejslabsi ¢asti prace je diskuse. Casteéné jsou diskutovdna pouze data ze
sekvenovani DNA, diskuse ostatnich dat bud opakuje vysledky a Uvod prace (morfometrika,
cytometrie) nebo jednoduse neexistuje (isozymy). To je Skoda, ziskanych vysledkd je velké mnozstvi a
je i s ¢im srovndvat. Napfriklad:

e Morfometrickd analyza — byt na malém poctu rostlin — naznaduje, Ze dekaploidi se od oktoploid{

~ li8i prevazné kvantitativnimi znaky, jsou obecné vétsi. To je u trav celkem obvykla situace, pro
porovndni se nabizi napf. nedavno publikovana studie olomouckych kolegl na rodu Molinia.

e Opakované je zmifiovéna variabilita ve velikosti genomu v fadu 5-7%. Cim si tento vysledek
vysvétlujete, jak jej interpretovat, je rozdil doloZen spole¢nymi analyzami odliSnych vzorkd?

* Isozymové analyzy ukdzaly na rozdily v po¢tu klon{ v populacich i na riznou miru podobnosti klont
v ramci druh(. Interpretace vysledk( ale schazi a prosim o ni u obhajoby. Cili — co bylo o¢ekévéno
(,nulova hypotéza“) a pro¢, a co tedy plyne ze zjisténych dat? V Uvodu je zmifiovdna isozymova

- studie MacDonals & Lieffers 1991 na pfibuzném druhu C. canadensis — jakd je podobnost / rozdily
ziskanych vysledki ve srovndni s touto studii, co by pfipadné rozdily mohly znamenat?

e Posledni odstavec zavéru uvadi, Ze stredoevropské rostliny C. purpurea agg. nejsou v rozporu s
ocekavanim obligatné apomiktické. To je aspekt, ktery ve vysledcich a diskusi viibec neni zmirfiovan.
Jak to plyne ze ziskanych dat, na ¢em je toto tvrzeni zaloZzeno?

Zéavér. Diplomova prace Veroniky Schaabové rozsahem i formou zcela vyhovuje a spliiuje naroky
kladené na magisterské diplomové préce, a proto ji doporucuji k obhajobé. Studentka ve své diplomové
praci shromazdila dostate¢né mnoZstvi originalnich dat, bohuZel ale nevyuZila jejich potencial, pokud
jde o interpretaci a diskusi vysledkd. Vzhledem k tomu i vzhledem k ne zcela dobré préci s literaturou
pak navrhuji hodnoceni velmi dobfe.

V Ceskych Budéjovicich, 12.1.2016 M
Petr Kg/ tecky




Drobnéjsi technické pfipominky (pfiloha posudku, u obhajoby neo¢ekdvam odpovéd):

sloZzeni vSech roztokl (isozymy, cytometrie, sekvenovani) je vhodnéjsi uvadét v jednotkach
koncentrace nezavislé na objemu (moldrni nebo hmotnosti ¢i objemova %), nez jako recepty pro
konkrétni objem

nazev ,ExoSap” je laboratorni hantyrka, do odborného textu nepatfi, tfeba néjak rozepsat
(,,purifikace pomoci enzymd...“)

tvrzeni, Ze v minulosti se pro isozymovou analyzu pouzivaly Skrob nebo agarosa a nyni
polyakrylamid neni spravné, Skrobové gely se pouzivaji dodnes a polyakrylamid je trochu specifikum
Ceskych laboratofi

u cytometrie nejsou uvedeny koncentrace latek a doby barveni

uvadéné zastoupeni GC/AT bazi je tfeba brat jen jako orientacni, nebyly dodrieny vsechny
podminky pro pifesné méreni (opakovani méreni, priprava vzorku tak, Ze se pfipravi jeden vzorek
ve vétsim objemu a nasledné rozdéli na dva podvzorky pro méfeni s jednotlivymi barvivy); v
kontextu prace ale tento vysledek neni dllezity

u isozymu chybi vychozi mnoZstvi materidlu pro izolaci

Sgrensenliv koeficient je definovan jako mira podobnosti, jak presné byl pfeveden na distanci
(poutito v analyze hlavnich koordinat isozymovych dat)?

str. 21 ,sekvenovan Usek jaderné DNA (ITS1P-ITS4)“ — spravné by mélo byt uvedeno ,ITS region“ a
ne oznaceni primerd, pfipadné je mozné vyjmenovat jednotlivé ¢asti ITS regionu

v tab. 12 je zmatené oznacovani signifikance (n.s. — i mnohé dalsi vysledky s konkrétnim p jsou
nesignifikantni, p > 0.05)

obréazek 20 s alignmentem ITS sekvenci (printscreen predpokladam z programu BioEdit) je velmi
$patny, tézko Citelny a nezachycuje cely sekvenovany Usek ani vSechny taxony — mnohem lepsi by
bylo vytvofit tabulku, kterd by zahrnovala jednotlivé variabilni pozice aI‘ignmentu a pro kazdy taxon
/ ribotyp / haplotyp pfitomné baze; totéZ pro cpDNA

v pfilohach I-lll jsou rozpory, u mnoha populaci je uvadéna plodie, prestozZe tyto populace podle
pfilohy nebyly zkoumany pritokovou cytometrii (jak tedy ploidie byla zjisténa?) a naopak u
nékterych populaci je uvedeno poutziti cytometrie, ale vysledna ploidie chybi

podle metodiky byly isozymy u vSech rostlin odecitany / kddovany jako u tetraploid(, ale v pfiloze
IV je u dvou ze ¢tyf enzymovych systému pouzito kddovani pro oktoploidy




Oponentsky posudek diplomové prace VERONIKY SCHAABOVE
Variabilita Calamagrostis phragmitoides v CR a srovnani s morfologicky
podobnymi druhy

Diplomova prace VeronikySchaabové navazuje na svou bakalafskou préci, v niz fesila
morfologickou problematiku a rozsiteni druhu Calamagrostis phragmitoides v CR.
V predlozené praci piidava vysledky zcytometrického studia, vysledki molekularne-
biologickych metod a studia izoenzymu.

V reSer$ni Casti prace autorka shrnuje nejdulezitéj$i informace o rodu a postaveni
studovaného druhu v ném, jakoz i dosavadni znalosti o breeding systémech a hypotézy o
vzniku studovaného druhu. Cile prace jsou stanoveny stru¢né a jasn€. Metodicka kapitola je
dle mého soudu napsdna adekvatn€. Vysledky jsou srozumitelné¢ strukturovany a
dokumentovany vlozenymi tabulkami a obrazky, privodni text je dobfe osvétluje. V diskuzni
Casti se autorka uspé$né zhostila porovnani svych vysledkt s vysledky pifedchazejicich
badateli a s hypotézami, které se vztahuji k problému. V zavérecné kapitole srozumitelné
odpovida na otazky formulované v cilech studia

Prace ma celkem 51 ¢islovanych stran, dale prehled pouzité literatury, ktery se sestava
z 74 titul, a pfilohy, které tvoii 29 stran tabulek s lokalitami a 2 fotografie.

Recenzni pfipominky, poznamky a naméty:

1) Zesdéleni o celkovém arealu rodu Calamagrostis nepiimo vyplyva, ze chybi
v temperatni zoné jizni polokoule: takto sdélena informace nepostihuje vyskyt druht
rodu pfinejmensSim v nejjizné€jsi ¢asti Jizni Ameriky, na Tasmanii a na JiZznim ostroveé
Nového Zélandu (cf. http://www.gbif.org/, resp. http://www.darwin.edu.ar/).

2) K jinak peclivé upravé textu piipominam, Ze je tfeba vénovat pozornost rozdélovani
slov v ¢estin€. Nastaveni v pouzitém editoru to zjevné nezvlada a chybné rozdélena
¢eska slova Ize najit na vice mistech v textu (napf. na str. 11, 24, 46, 47).

3) Vyhradu lze mit k upravé pii psani sklofiovanych ¢islovek psanych ¢islici — ¢eStina
nepotiebuje ve sklofiovaném vyrazu pfidavat k Cislici koncovku ani s pouzitim
spojovniku (short tiret), jako napf. na str. 11 nebo 27 (10-ti, 18-ti, 30-ti), ani bez n¢;.
Timto ne$varem je v sou¢asné dob€ zaplevelen tisk béZnych i odbornych texti. Navic
je v této zalezitosti autorka nedusledna (cf. str. 11).

4) Neni zadny divod psat odkazy na obrazky a tabulky velkymi pismeny, napf. na str.
27:,,C. canescens (aZ 7 %, Tab 8).“

5) Na str. 47 jsou zbyte¢né pouzita velka pismena v sentenci ,,neodliSovat Evropské
rostliny od Sibirskych®.

6) Zbytecné je zkracovan nazev kapitoly 6.2 (OdliSeni taxoni C. purp. agg. a morf.
podob. typa).

7) Zridka se v textu objevuji slangové vyrazy (napi. eppendorfka na str. 16).




Zavér:

Predlozena prace Veroniky Schaabové povazuji za dobrou studii, v niZ jsem nenasel
zavazn€jsi nedostatky. Pfinasi cenné a seridzni vysledky, které umozni revidovat nazory na
hybridogenni plivod studovaného druhu, které se dosud v literatuie ¢asto objevovaly. Oceriuji
prehlednou stavbu, zajimavé vysledky i srozumitelny jazyk a nevelké mnozstvi
typografickych chyb, coz pfispiva k dobrému dojmu z elaboratu. Vytknuté nedostatky
nepostihuji podstatu. Praci rad doporucuji k obhajobé.
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V Bmé 12. 1. 2016 < ] r. Vit Gralich, CSe.




