- Oponentsky posudek na magisterskou diplomovou préci Petry Ebermannové
Vybrané aspekty ekologie Pedicularis sylvatica.

Cilem pifedlozené diplomové prace bylo studium nékterych aspekti biologie poloparazitického druhu
Pedicularis sylvatica. Jedné se obecné o zajimavé téma, které je v soucasnosti atraktivni a slibovalo p&kné a
publikovatelné vysledky. BohuZzel musim hned na zadatku konstatovat, Ze magisterska prace ziistala daleko
za svym potencidlem. Na tficeti stranach textu a Sesti stranach piiloh zpracovava tii diléi témata (spektrum
hostiteld, kli¢eni druhu a uchycovani semenéalu, vliv poloparazitického druhu na spoleenstvo). Oviem
z4dné z nich se autorce nepodafilo pevné uchopit a zpracovat do hloubky.

Obecné povazuji za vazny nedostatek prace Spatnou praci s literaturou a vlastnim textem: neodpovidajici
nazvy kapitol (napf. cely prvni odstavec kapitoly ,,Vliv na spoleenstva“ se vénuje haustoriu), nepromyslena
stavba odstavci, myslenky opakované na nékolika mistech (napf. v ivodu vazba poloparazit na oligotrofni
stanovist€), nejasné formulace, nepfili§ presnd interpretace zdrojl, tvrzeni nepodlozend citacemi (napf.
mortalita semena¢i ve fazi rizice na str. 1/2), pouZzivani nep¥ili§ vhodnych literdrnich prament (pro biotop
citovan Dostal 1989, zatimco Hrouda in Slavik 2000 neni v literatufe viibec). Jako perli¢ku lze zminit citace
Checklistu (Danihelka et al. 2012). V Zadném p¥ipadé to neni literatura dokladajici vyskyt ostfic na Ohrazeni
nebo vyskyt Dactylorhiza majalis na Zubfi. Také formulace ,,VSechny jména rostlin byly upraveny podle
Danihelky (2012)* by se lépe hodila do kulinaiské literatury, oviem kdyby byla gramaticky spravné. Za
Petri, ktera se tématu pied lety na katedfe vénovala a dokonce ani jeji élanek, ktery se po zadani Pedicularis
sylvatica do WOS objevuje na patém misté v pofadi — Petri M. (2005): Year-to-year oscillations in
demography of the strictly biennial Pedicularis sylvatica and effects of experimental disturbances. Plant
Ecology (2005) 181: 289-298. A dalsi ¢lanek ptimo z Ohrazeni: Petri M. et Lep$ J. (2000): Regeneration
dynamics in populations of two hemiparasitic species in wet grasslands. Proceedings IAVS Symposium:
329=333.

Metodicka &ast prace je psana nejasng, fadu informaci o metodice se &tenak dozvi aZ ve vysledcich &i diskusi,
fada dtlezitych informaci zlstava utajena zcela. Proto je mij posudek plny dotazi.

Vyzkum hostitelského spektra

Ma autorka pfedstavu jak daleko a hluboko kotfeny studovaného druhu zasahuji? Neni sonda o
poloméru 5 cm prili§ Gzka? Nelze pfedpokladat, ze ve vétsi vzdalenosti od rostliny bude na ten¢ich kofenech
polgt haustorii vys$§i? Do jaké hloubky byly vzorky odebirany? Urfuje tuto hodnotu rozmér d, ktery je
uveden az v Diskusi nebo je to jen jiné oznaeni pro polomér sondy? Kolik sond bylo nakonec rozebrano?
Z metodiky plyne, Ze odebrano bylo 65 sond, avsak ve vysledcich se pise, Zze ne vSechny byly pouZity pro
zjistovani hostitelského spektra. Kdy byly vzorky odebrany, v jaké vyvojové fazi a jak velké byly rostliny?
Byly zjistény né&jaké rozdily mezi semenaci a dospélymi rostlinami. Jaky byl ptedpoklad?

Molekularni analyza hostiteli

Jakym zptsobem byly vzorky hostitelskych rostlin uchovany pied izolaci DNA i po ni? Byly néjak rychle
vysuseny a uchovany v silikagelu, v mrazdku ¢&i volné za pokojové teploty? Za jak dlouho byla izolace
provedena? V diskusi se do¢teme, Ze doba mezi izolaci a amplifikaci se vyrazné liSila u vzorki z riznych
lokalit, stejné jako uspésnost PCR. Proto jsou viechny tyto informace diilezité a patii do metodiky.
Nezabyval jsem se sekvenovanim takto obtizného materialu a ani timto typem barcodingu. Mé zkuSenosti se
sekvenovanim normalnich rostlinnych vzorkd v$ak budi silné podezieni, ze optimalizaci podminek PCR
nebyla vénovana dostate¢na pozornost. Z metodiky je jasné, Ze se testovaly riizné primerové kombinace.
Testovaly se ale také rtizné reakéni podminky? Skuteéné probihala PCR chloroplastového i jaderného Gseku
za stejnych reakénich podminek? Pro¢ se rovnou zménila metoda izolace i testovany usek? Nezkousela se
purifikace PCR produkti pred sekvenaci?

Presné nechapu, jak usp&$na byla amplifikace vzorki pro vlastni srovnavaci databazi. Kolik potencidlnich
hostiteli v ni bylo spolehlivé osekvenovano? Byly v ni vSichni nebo se ani z listového materidlu nepodafilo
amplifikovat chloroplastovy usek u &eledi Cyperaceae? PiSe se o srovnavaci databazi J. KoSnara. Ta
pochézela z jiného projektu? Pokud v ni byly v§echny hostitelské druhy, nechapu, pro¢ byl pro sezénu 2015
zvolen jaderny Usek, pro ktery byla ziejmé vlastni srovnavaci databaze velmi omezena.




Nechépu jasné, jakym zplisobem byly ziskané sekvence editovany a srovnavany. Nevim, jak byla aplikovana
metoda ,,similarity method Blast“. To, co jsem se dodetl v metodice, v§ak ve mne nebudi divéru. Prace
citované v souvislosti s 97% podobnosti sekvence se vénuji bakteriim a houbam, kde je to pochopitelné. U
cévnatych rostlin je vSak variabilita podstatné nizs$i a shoda by méla byt téméf uplna. Mohla by autorka
vysvétlit, jak redln€ probihalo srovnavani? Nerozumim také formulaci, Ze identifikaci hostitele u malo
kvalitnich sekvenci umoznila kombinace similarity method a hierarchického klastrovani. Jak mize byt
napiiklad na zakladé 90% shody spolehlivé uréena Carex panicea, kdyz se na lokalité vyskytuje nékolik
daldich druht ostfic, které maji pravdépodobné ITS sekvenci velmi podobnou? Pozoruhodné ptisobi také
pouze 80% shoda u Pedicularis sylvatica nebo 86% shoda u Anhoxanthum odoratum.

Srovnani fytocenologickych snimki

Nerozumim srovnani fytocenologickych snimku ziskanych v okoli odebiranych kotfenovych sond se snimky
z Ceské narodni fytocenologické databéze (CNFD). Prog tato &ast neni vitbec uvedena v metodice? Jaky byl
jeji smysl? Lze srovnavat kruhové snimky o poloméru 15 cm s normélnimi fytocenologickymi snimky
z databaze? Jaka stupnice byla pouzita pfi stanoveni pokryvnosti druhi v té€chto kruhovych snimcich? Stejna
jako v dalsich experimentech? Nevétim, Ze lze odhadovat pokryvnost druhti v rozsahu 1-15% s piesnosti na
1%. Ci snad na to byla vyvinuta n&jaké sofistikované metoda? Jak byly snimky z CNFD vybrany? Byly to
vSechny snimky s Pedicularis sylvatica nebo jen snimky uréitého spoleCenstva? Ktera charakteristika
ukézala, Ze je lokalita Zub#i podobné&jsi snimkiim z CNFD?

Usp&nost vysevu

Kdy bylo provedeno odecitani po¢tu semenacku na lokalité Zubfi? I pro lokalitu Ohrazeni by bylo Zadouci
uvést pfesny datum a nikoliv jen mésic. Co jsou hodnoty vynesené do obr. 11 (primér, median)? Jak lze
vysvétlit, Ze na lokalité Zubfii nebyl rozdil priikazny?

Biomasa

Proé pii studiu biomasy nebyl odebran i viivec? V dalsim experimentu byl piimo vyplet, proto nevidim
diivod, pro¢ by nebylo mozno jeho biomasu odebrat i pro tento experiment. Lze né&jak smysluplné
interpretovat vysledek, Ze na plose se vSivcem je biomasy ostatnich druhii méné nez veSkeré biomasy na
plose kde vSivec neroste?

Vliv vSivce na rostlinné spolecenstvo — pleci experiment

Podle mého néazoru je jedinym logickym vysvétlenim nezdafeného experimentu nevhodnéa doba pleti. Kdy
byl tento zésah proveden? V metodice to uvedeno neni. Je tam napsano, Ze experiment byl zahdjen v kvétnu
2014. Ma to snad byt doba pleti? Pak byla zcela nevhodna vzhledem k dobé kliceni a vyvoje semenaci, které
jesté nemohly byt poradng vidét. Usmévné piisobi véty v diskusi, které chtéji vysvétlit netispéch tohoto
experimentu nedostate¢nou konkurenci ,.dalSich poloparaziti“ na opomenuty velmi maly semenacek Ci
snaz§im piehlédnutim semenacku kvili roku s vétsi kohortou.

Co je na obrazku 13 na ose y? Je to skuteéné logaritmus pokryvnosti+1? V jakych jednotkdch pak byla
pokryvnost uvedena?

Zavérem konstatuji, ze pfedloZena prace ptinasi fadu naméti pro studium druhu Pedicularis sylvatica.
Oceiiuji jisté pracnou piipravu preparati haustorii, jejiz vysledky jsou podle mne nejpfinosnéjsi €asti prace.
Aviak vzhledem k v&tsimu mnoZstvi nedostatkii a metodickym nejasnostem navrhuji praci hodnotit stupném
dobre. Pouze za pfedpokladu excelentni obhajoby bych uvazoval o lepSim hodnoceni. 27/
i 14/
ing. Milan Stech, Ph.B-—
Kftenovice, 10.1.2016
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Oponentsky posudek na magisterskou diplomovou praci Petry Ebermannové
»Vybrané aspekty ekologie Pedicularis sylvatica“

Predlozend prdace se zabyva ekologii poloparazitického druhu Pedicularis sylvatica. Autorka v ni

identifikuje hostitelské spektrum cilového druhu, zkouma, jak druh reaguje na naruseni porostu a jak
ovliviiuje hostitelské spolecenstvo. Problematika je studovana komplexné a inovativnimi metodami.
€ennd a metodicky ndro¢na je zejména identifikace hostitell, ktera kombinuje molekularni metody a
analyzu anatomie haustoria. Préce je psand, aZ na nékteré vyjimky, jasnym a srozumitelnym jazykem.

Uvod vhodné a struéné zasazuje préci do problematiky a vysvétluje motivaci pro provedeny vyzkum.
Autorka v ném jasné definuje cile prace. Popis pouZitych metod je povétSinou jasny, ale nékteré
nesrovnalosti se najdou. Napfiklad v kapitole 3.2.6 (str. 12) neni jasné jaké pozorovani ma autorka

v prvni vété na mysli a v kapitole 4.2 (str. 15) neni jasny vyznam prvni véty druhého odstavce
(»Nékolik sekvenci...“). V nékterych pripadech jsou informace pfilis podrobné. Napfiklad v kapitole
3.2.5 neni tfeba uvadét, Ze zatky pouZzité ke znaceni ploch byly pivni. Pro ¢tenare je podstatné, ze
byly kovové a proto dohledatelné detektorem kovu. Ziskana data autorka vyhodnotila vhodnymi
statistickymi metodami.

Kapitole vysledky bych vycetl predevsim to, Ze zacind metodickymi vécmi, které mély byt uvedeny
v kapitole pfedchozi. Prace s Ceskou narodni fytocenologickou databazi neni dfive zminéna.

V obrézku 8 neni jasné, co znamend pocet sekvenaci a jak vypovida o ¢etnosti haustorii. Tabulka 7
neni pfili§ informativni a zavér z ni je vhodnéjsi uvést v textu prace.

Za nejslabsi ¢ast prace povazuju kapitolu 6 Diskuse. Autorka se zde zabyva predevsim metodickymi
problémy vyzkumu. Tyto informace jsou cenné, ale neodpovidaji vySe definovanym cilim préce,
které jsou teoreti¢téjsiho charakteru. Odborna ekologicka problematika se resi az ve Ctvrtém
odstavci. Za obzvlasté nestastny povazuju prvni odstavec. Ten se obvykle povazuje za jakousi vystavni
skfiri celé prace. V praci vidim zajimavéjsi vysledky, nez popis metodiky, jak odebrat pidni sondu

V podmacené pldé (jakkoliv je to komplikované).

Co autorka povaZuje za hlavni (odborné ekologicky) zavér své prace?

Autorce bych taky na zakladé osobnich zkuSenosti s pfibuznym poloparazitickym druhem Rhinanthus
minor potvrdil, jeji zavéry, Ze jednorazové protrhéni k odstranéni poloparazita z porostu nestaci.
Lokalitu je potfeba navstivit opakované. Dale bych doporucil, pokud autorka bude i v budoucnu
sledovat vliv odstranéni poloparazita na spole¢enstvo, aby se zaméfila i na biomasu jednotlivych
druh( a ne jen na jejich pokryvnost.

Celkové si ale myslim, Ze autorka odvedla velky kus prace a zvladla fadu velmi odliSnych metod. Préci
jednoznacné doporucuji k obhajobé a navrhuju ji hodnotit (zejména kvili nezdafilé diskuzi) stupném
velmi dobfe, v pfipadé dobré obhajoby vyborné.

V Treboni 11. 1. 2016,

Ondrej Mudrak @\/‘




