Oponentsky posudek na magisterskou diplomovou préci

Bc. Petr Drahnik: Geneticka a morfologicka variabilita skupiny Melampyrum nemorosum

Posuzovanad diplomova prace se zabyva taxonomicky sloZitou skupinou ¢éernyse hajniho na trovni
stfedni Evropy a ¢asti Balkdnu. Jde o extrémné sloZité téma — pFestoZe na ernyse jiz byla zaméfena
doktorska disertace 3kolitele, jen ve skupiné M. nemorosum zbylo prace nejméné na jednu az dvé
disertace dal3i. To je tfeba mit na paméti pfi posuzovani této diplomové préace — tGpiné vyfeseni
problematiky této skupiny neni v silach jednoho magisterského studenta. Nicméné pfispévek této
diplomové prdce k poznani ¢erny3l je podstatny a jisté bude dobrym zakladem pro dalsi praci.

Pokud jde o formalni stranku, prace ma standardni strukturu a Gpravu, jazyk je vesmés korektni a i
obrazky jsou vesmés vystizné a zdafilé (vyjimky komentuji niZe). | seznam literatury je celkem
jednotné a standardné zpracovan (podil odchylek a nedGslednosti je snesitelné maly).

Na préaci velmi kladné hodnotim také pokus o komplexni pfistup a integraci vysledkt vice metod
(sekvenovéni DNA, stanoveni velikosti genomu, morfometrika) a pomérné velké mnoZstvi dat.

Tolik chvala. Smutnou Ulohou oponenta je ale hledat i nedostatky a upozornit na nejasnosti. Av
tomto sméru mi student bohuZel nechal dost materidlu. Jiz strukturu Uvodu povazuji za ne zcela
zdarilou. Prvni kapitola se jmenuje ,,Vymezeni rodu“, ale o tom se vlastné nic nedozvime a spise se
popisuje vnitfni struktura rodu. Posledni odstavec pak zmatené kombinuje ¢lenéni rodu a vnitini
¢lenéni skupiny M. nemorosum, coz ma byt az o kapitolu dal. Kapitola o M. nemorosum agg. je
vyslovené odbyta — sice se zmiriuje ¢lenéni na podskupiny a jsou vyjmenovany dlleZité morfologické
znaky, ale ¢tenar se nedozvi, jak se skupina jako celek a jednotlivé podskupiny poznaji a které druhy
patfi do které podskupiny, coZ by bylo vzhledem k dal$imu obsahu préce zcela kli¢ové. Vim, Ze
student toto z&dsti jiz mél v vodu své bakalarské prace, ale kratké zopakovani a podrobnéjsi prehled
taxon by nebyly na $kodu. Naopak dalsi dvé kapitoly (sezénni variabilita a variabilita ovlivnéna
hostitelem) by klidné bylo moZné vypustit, tyto aspekty nejsou v dalsi praci viibec diskutovény a
uvazovany a celd studie je zamérena jinak. Zavér Gvodu popisuje vychozi stav problematiky a letmo
seznamuje ¢tendre s nepublikovanymi (nebo velmi nedavnou publikovanymi) daty skolitele. Abych
jen nekritizoval, musim pochvalit, Ze z vodu logicky vyplyvaji na jeho zdvér uvedené dilci cile prace,
coz bohuzel neni ve studentskych pracich pravidlem.

Metodika je psdna detailné, zejména pokud jde o technické zéleZitosti, coZ je tfeba pochvilit.
Postradam ale podrobnéjsi informace o sekvenovanych usecich DNA, zejména o jadernych — pouze
predpoklddam, Ze jde o nekddujici ¢asti (introny?) v rdmci uvedenych genl. NedotaZené je vymezeni
skupin populaci pro dal$i analyzy a jeho zdlvodnéni. V pfipadé skupin definovanych podle vysledk
molekuldrnich metod to Ize pochopit, i kdyZ i tady by stélo za to pokusit se o ,,objektivni“ definici. V
praci jsou ale pouzivany i geografické skupiny a definice ve vysledcich (str. 26; mélo by to byt v
metodice) je dosti vagni - prosim, uvedte alespor pfi obhajobé, jak a pro¢ (!) byly vymezeny, zejména
mi nenf jasné odliSeni skupin ,Slovensko/Madarsko” a , Karpaty“. V morfometrickych analyzach
prekvapi pouziti pouze rozméri (a jejich poméra) listd, listend, kalicha a koruny — pro¢ nebyly
analyzovany odéni kalicha nebo tfeba zbarveni listend, které jsou pfitom kli¢ové pro vymezeni
druhovych (pod)skupin a které by jisté vyrazné zlepsily rozliSeni téchto analyz?

Vysledkova ¢ast zacind popisem variability chloroplastové DNA. Je definovano 6 hlavnich
haplotypovych skupin — bohuZzel klicovy obrdzek 10 (haplotypova sit) ma v tisténé i elektronické verzi
tak malé rozliseni, Ze poCet mutaci na jednotlivych vétvich sité si Ize pouze domyslet, o Citelnosti
popiskl ani nemluveé. JiZ v ¢asti o chloroplastové DNA se setkavame s podle mé nejvétsim problémem
predloZené prace — popisovana variabilita a obrazky si ¢aste¢né neodpovidaji. Kromé 6 hlavnich




skupin (obrazek 10) jsou v textu diskutovany dalsi podskupiny a jednotlivé populace, které ale nejsou
nijak zndzornény, a na obrdzku 11 je najednou vyneseno skupin osm —a téchto osm skupin je zfejmé
rozliSovano i déle ve vétsiné graft (véetné morfometriky), ale ndzvy skupin zase nejsou jednotné.
Podobné pro jaderny tsek agtl je definovano 5 hlavnich skupin alel, ale obrazek 14 a 15 jich zobrazuji
mnohem vice (jakési smésné skupiny, které ale nikde nejsou popsany — jde o populace, kde se
vyskytovalo vice variant?). Prezentace vztahu jadernych a chloroplastovych markert (obr. 12 a 15) je
naprosto neprehlednd, vlastné mi neni jasné, co ma presné ukazovat. Myslim, Ze obecné pro viechny

mapky plati, Ze méné by bylo vice — tedy radsi samostatné mapky pro kazdou haploskupinu vedle
sebe nezZ spojit vSe dohromady.

Déle byla analyzovdna vyznamnd variabilita ve velikosti genomu a morfologie, ale prezentace
vysledk je zase zcela nepfehlednd. Misto vztahu k hlavnim cpDNA nebo agtl skupinam je
analyzovana variabilita v rdmci nejasné definovanych geografickych skupin, uvnitf kterych jsou opét
néjak rozliSovany hlavni haploskupiny. S témi je zachdzeno do jisté miry volné (napf. redukce 4
molekuldrnich skupin do tfi pro diskriminacni analyzu, str. 42) a neni jasné, nakolik si stejné nazvané
skupiny odpovidaji (tj., vypadaji napf. rostliny ,,degenianum” nebo ,,nemorosum® ze skupin
,Cesko/Rakousko” a ,Madarsko/Slovensko” stejné?). | tato ¢ast nékdy trpi pfekombinovanym
obsahem obrézkd, napfiklad ordina¢ni diagram (biplot) na obr. 22 by jisté bylo lépe rozdélit na dva,
pro pozice populaci a znaky zvlast.

Celkové na mé vysledky délaji dojem, jakoby se student snazil sloZitou variabilitu celého agregatu
M. nemorosum uméle , roz8katulkovat” do néjakych skupin, coZ ale nejde a vysledkem je tézko
uchopitelny chaos.

Kapitola Diskuse byla pro mne celkem zklamdanim. Pouhé tfi strany jsou vzhledem k vysledkim
malo, a to (velmi povrchnimu) srovnani s literaturou je vénovdna pouze strana prvni. V diskusi se také
doéteme, Ze vysledky prace jednoznaéné ukazuji na hybridizaci mezi jednotlivymi liniemi a vyskyt
hybridnich zén. Toto je zajimavy a do jisté miry olekavatelny zavér, ale jak se k nému dojde, neni z
ponékud chaotické vysledkova ¢dsti zcela jasné — prosim u obhajoby o shrnuti a vysvétleni jak je to
mysleno, z jakych dat takovy zavér plyne?

Jako téma k obhajobé navrhuji jesté nasledujici zamysleni nad cpDNA coby hlavnim a nejlépe
interpretovatelnym markerem — néco takového mi v praci také chybi. Je zjistény pocet 217 haplotypt
na 2203 bp obvykly, Ize uvést néjaké srovnatelné pripady? Je variabilita viech tfi sekvenovanych
usekl podobnd? Poskytuji vdechny tfi podobnou informaci (podobné geografické rozsifeni hlavnich
skupin, apod.)? Pokud ne, ¢im by to mohlo byt zplsobeno?

Zavér. Diplomova prace Petra Drahnika jednoznacné spliiuje naroky kladené na magisterské
diplomové préce a doporucuji ji k obhajobé. Navrhuji hodnoceni velmi dobre. Prace vynika
mnozstvim dat a kombinaci metodickych pristupd. To, Ze nepfinesla jasné vysledky, je vzhledem ke
sloZitosti tématu pochopitelné. Vyhrady mam spiSe k préaci s literaturou (Uvod, diskuse) a zejména k
neprehledné prezentaci vysledkd a formalni strance prace (neustédleny pocet skupin; komplikované
obrdazky; text a obrazky si neodpovidaji - v obrazcich zndzornény i skupiny, které nejsou v popiscich a

v textu, a naopak).
V Ceskych Budéjovicich, 16.5.2016 ‘ljfa qf
Mgr. Petr Koutecky, Ph.D.




Oponentsky posudek diplomové prace
Petr Drahnik (2016):

Geneticka a morfologicka variabilita skupiny Melampyrum nemorosum

Hodnotit zdafilost prace by mélo byt moiné posouzenim, do jaké miry byly naplnény cile
stanovené v Uvodu. V pripadé diplomové prace Petra Drahnika je to problém, protoze cile
(na str. 12) vymezil pfevainé ve smyslu pouzit néjakou metodu nebo sampling. To jsou ale jiz
prostfedky vedouci k naplnéni cild. Vlastni cile mély byt definovany ve smyslu ,,co ma byt
zjisténo“ nebo ,jaké hypotézy budou testovany”. Tim, Ze tak autor neucinil (resp. ucinil jen z
mensi Casti), promeskal pfileZitost presvédcit v Uvodu Ctenafe, Ze motivaci k rfeSeni této
prace byly zajimavé myslenky, které stoji za to zkoumat do hloubky. Celkové na mé
predloZend prace plsobi dojmem, Ze autor umi pouZivat rizné metodické pfistupy generujici
data, ale ponékud vazne interpretace a syntéza ziskanych informaci. Néktera tvrzeni se
nezdaji byt pevné podloZena, ani autorovymi vysledky, ani dfivéjsimi poznatky jinych
badatell. K tomu pfistupuje misty méné peclivd formalni Uprava textu, kterd snizuje jeho
srozumitelnost.

Pokusim se svoje dojmy podloZit nékolika konkrétnimi pfipominkami. O¢ekdvam, Ze otazky,
které jsou v téchto pfipominkach obsazeny, autor pfi obhajobé zodpovi.

(1) Vzhledem k tématu prace mize mit jméno Melampyrum nemorosum vice vyznamu — cely
okruh M. nemorosum agg. (zahrnujici kromé druhu M. nemorosum i druhy jako
M. subalpinum, M. hoermannianum, M. velebiticum aj.), nebo jen druh M. nemorosum sensu
stricto. Proto mél autor bud' vSude v textu dlisledné za jménem psat bud' zkratky ,,agg.”“ nebo
,»S. str.”, nebo na zacatku prace napf. definovat, Ze neni-li uvedena zkratka ,agg.“, rozumi se
tim pouze jeden druh (s. str.). CtenaF by pak nebyl nucen dumat nad tim, co se v konkrétni
Casti textu za jménem M. nemorosum vlastné skryva (napf. v 1. vété na str. 25; v posledni
vété na téZe strané je pro zménu ojedinéle pouZito "M. nemorosum sensu lato", pfiemz
neni jasné, zda to ma byt totéZ, co M. nemorosum agg., nebo néco jiného).

(2) Anotace shrnuje predevsim informace z Uvodu a metodiky prace. S vyjimkou sekvenace
chloroplastové DNA neni uvedeno, jaké hlavni vysledky z analyz vysly.

(3) Na str. 7 se pise, ze geograficka vikariance skupin haplotypl Melampyrum nemorosum
agg. ma ziejmé historické dlvody a Ze se dnes plvodné izolované linie dostdvaji do
kontaktu. Ma autor pro toto tvrzeni néjaké zdivodnéni? Jaké historické diivody vedly
k vytvoreni severni a jiZzni linie M. nemorosum a pro¢ se dnes dostavaji do sekundarniho
kontaktu?

(4) Na zacatku str. 9 autor pise, Ze mnoho studii dokazuje, Ze pfitomnost vice genotypU
v populaci je zplUsobena splynutim izolovanych genetickych linii z odliSnych glacidlnich
refugiich. Pro¢ je tedy citovdna pouze jedna zoologickd prace, kdyZ je takovych studii
»mnoho“? Skute¢né si autor mysli, Ze hlavnim diivodem pro ,pfitomnost vice genotypl
v populaci nebo druhu” je splyvani genetickych linii pochazejicich z odliSnych refugii?
Nezaménil autor pojmy ,genotyp” a ,,haplotyp“?

(5) V poslednim odstavci str. 9 je uvedeno, Ze skupiny haplotypl M. nemorosum agg. jsou
odliSeny "pomérné vyrazné". Nevadi tvrzeni o ,vyrazném odliSeni” skute¢nost, Ze
bootstrapové podpory existence téchto linii jsou dosti nizké (jizni linie ma podporu 78,
severni 54 — viz obr. 4)?

(6) Pochopil jsem na str. 10 spravné, Ze z jiznich populaci M. nemorosum s. str. maji vétsi
genom jen ty, které rostou ve stejné oblasti jako M. subalpinum? Pokud ano, nemélo by se




v pfedchozi vété psat, Ze velikost genomu je korelovana s rozliSenim na severni a jizni linii
haplotypu.

(7) Obr. 5 na str. 11 ma nesrozumitelnou popisku. Neni ani uvedeno, ktery taxon byl méfen
a pro¢ byly méreny pravé populace ,Nitra“ a ,Bukovad”. Mélo byt také napsano, Ze jde
o relativni velikost genomu (ne absolutni).

(8) V praci je uvadén pouze pocet studovanych populaci (str. 14, 18, 20). Nikde neni uveden
konkrétni pocet studovanych rostlin zjednotlivych populaci, tato informace mohla byt
soucasti PFilohy 1.

(9) Obr. 7 na str. 21 je neprehledny. Casto neni mozné rozlidit, kde na sebe 2 rGizné usecky
navazuji a kde se pouze protinaji. Ciselné kédy znak(l jsou nejednotné umisténé (nékdy nad
stfedem uUsecky, nékdy u okraje), takZe nékdy neni jasné, kterému rozméru patfi.

(10) V obr. 10 na str. 27 nejsou kvlli malému pismu poznat populace nebo haplotypy,
o kterych se v textu na str. 25-26 piSe. Nedostatecny je popisek obrazku. Mélo zde byt
napsano, kterd barva oznacuje kterou skupinu haplotypl. Bylo by to vhodnéjsi, nei
popisovat barevné oznaceni skupin pfimo v hlavnim textu, jak autor udinil.

(11) Obr. 14 na str. 30 ma nedostate¢ny popis. Ani v textu prace neni uvedeno, co znamenaji
dvoupismenna oznaceni ,SN“, ,SW*, ,CS“, ,CN“. TotéZ u obr. 15.

(12) Obvykle je pfi studiu blizce pfibuznych taxonl problém spi$ s nizkou (nebo nulovou)
variabilitou sekvenovaného Useku DNA. Cemu tedy vadi vysokd variabilita Gseku At103
jaderné DNA (str. 31, posledni véta)?

(13) V popisu Tab. 8 na str. 33 neni vysvétleno, co znamenaji pracovni terminy ,sample CV
mean”, ,pomér max”, ,pomér primér” atd. a co vyjadfuje fadek ,variabilita®.

(14) Posledni tfi véty na str. 38 patfi do metodiky, ne do vysledka.

(15) Jaky smysl ma pro morfologické odliSeni haplotypti provadét ,separatni analyzy na
urovni jednotlivych geografickych skupin (str. 42-44, a také prvni ¢tyri véty posledniho
odstavce na str. 46)? Nebude vysledkem takovych analyz morfologicka definice haplotypt
platna jen v urcitém geografickém regionu? V jiném regionu se pak pro odliSovani téch
samych haplotypli budou muset pouZivat jiné morfologické znaky?

(16) Na str. 45 se piSe, Ze predpokladané oblasti glacidlnich refugii se vyznacuji vyskytem
specifickych haplotypl a alel M. nemorosum agg. Mohl by autor pfehledné zrekapitulovat,
které konkrétni oblasti refugii jsou charakteristické vyskytem kterych konkrétnich
specifickych genetickych skupin?

(17) Pro€¢ (na str. 46) autor povaiuje vokruhu M. nemorosum agg. hybridizaci za
pravdépodobnéjsi zdroj sekvencni diverzity neZ incomplete lineage sorting? Jakou oporu
ve svych datech pro tuto domnénku ma?

(18) Pro¢ je podle autora pomald migrace druhu podminkou, aby byl ,vhodny pro
rekonstrukci evoluéni historie” (posledni odstavec na str. 47)?

Je tfeba ocenit, Ze autor se ujal feSeni narocného tématu, poctivé se mu vénoval a udélal
spoustu tézké prace pfi sbéru materidlu vterénu, pfi morfologickych méfenich,
v molekuldrni a cytometrické laboratofi i pfi statistickém vyhodnocovani dat. Odevzdana
prace bezpochyby splfiuje pozadavky kladené na magisterskou diplomovou préci. Jeji slabsi
strdnkou je urcité nedotaZeni textu po obsahové i formdlni strdnce. Doporucuji proto
diplomovou praci Petra Drahnika hodnotit stupném velmi dobfe.

Hradec Kralové, 16.5.2016 :
do. EB2n

RNDr. Jan Kosnar, Ph.D.




