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OPONENTSKY POSUDEK

disertaéni prace Ing. Venduly Moravcové
»Studium genetické diverzity kolonii Pectinatella magnifica“

Oponent:

prof. Ing. Miroslav Dumbrovsky, CSc.
VUT v Brné, Fakulta stavebni

Ustav vodniho hospodéfstvi krajiny
602 00 Brno, Zizkova 17

tel.: +420541147771 ;

e-mail: dumbrovsky.m(@fee.vutbr.cz

V lednu 2023 jsem byl dékanem fakulty zem&d&lské a technologické JCU v Ceskych
Budgjovicich, doc. RNDr. Petrem Bartosem, PhD., stanoven oponentem disertatni prace Ing.
Venduly Moravcové na téma: ,,Studium genetické diverzity kolonii Pectinatella magnifica®.

Skolitelé : doc. RNDr. Ing. Josef Rajchard, Ph.D., prof. Ing. Vladislav Curn, Ph.D.

Na zakladé prostudovani disertani prace predkladam jeji posouzeni.

Disertaéni prace ( dale DP), kterd je zpracovana na 186 stranach v 7 Kapitolach, pFinasi
nové informace a poznatky z problematiky, kterou je Studium genetické diverzity kolonii
Pectinatella magnifica“. DP navazuje na feSeny projekt GACR P503/12/0337 Invazni
mechovka Pectinatella magnifica v Ceské republice: jeji biologie a sekundarni metabolity.
Hlavnim cilem prace bylo stanovit genetickou diverzitu kolonii Pectinatella magnifica na
uzemi Ceské republiky. Kromé& hlavniho cile, byly stanoveny cile vedlejsi, a to monitoring
priib&Zného stavu kolonii mechovky na vodnich nadrzich, stanoveni vlivu délky skladovani
odebranych vzorkii na mnoZstvi a kvalitu DNA a stanoveni vlivu mrazu na mnoZstvi a
kvalitu DNA u studovanych vzorkd.

Vybér této problematiky vychazi z aktualni potieby jejich feSeni na zakladé pozadavki praxe
a pfirozené i z vysledki védecko-vyzkumné &innosti doktorandky. Autorka predlozené
disertadni prace plsobila jako doktorandka na katedfe genetiky a biotechnologfi. Nejvy-
znamn&jsi ¢ast svych odbornych poznatkd a vyzkumnych vysledkd ziskanych v prib&hu
doktorského studia aplikovala do své disertani prace.

Aktuilnost tématiky

Zvolené téma DP se zabyva problematikou invazniho druhu mechovky Pectinatella
magnifica, kterd osidluje vyznamné mnozstvi vodnich ploch v CR, zejména v JihoZeském
kraji. Z uvedeného vyplyva piinos piedlozené prace. Obsah price, kterd se vénuje této
problematice lze z tohoto pohledu hodnotit jako aktualni. Re$end problematika odpovida
odbornému zaméfeni a v&decko-vyzkumné orientaci fakulty zemé&délské a technologické
JCU v Ceskych Budgjovicich.

Zpisob zpracovani tématiky

Prace je standardné zpracovéna, text je doplnén potfebnymi tabeldrnimi a grafickymi
vystupy. Prace obsahuje vSechny dal3i potfebné nalezitosti véetng statistického vyhodnoceni
vysledkd ziskanych na vyzkumnych lokalitach vodnich nadrzi. Prace vyuziva jiz existujicich
védeckych poznatkii a praktickych zku3enosti oboril participujicich na feSené problematice.
Teoreticky a metodicky vyklad feSené problematiky, zaloZeny na zpracované reSerSi zejmena



0]

Oponentsky posudek diserta¢ni prace Ing. Venduly Moraveové
Oponent: prof. Ing. M. Dumbrovsky, CSc.

zahrani¢nich autori, zabyvajicich se danou problematikou, by snad mohl byt vice doplnén
poznatky z konkrétnich vyzkumnych tkold, na kterych se doktorandka podilela v priibéhu
svého doktorského studia.

Z formalniho hlediska jsem v praci zaznamenal n&které textové nepiesnosti, napt. Knine¢ské
piehradé spravn& Knini¢ské prehrad® aj. ,Z v&cného hlediska jsem v disertatni praci vedle

vvvvvv

Ptipominkovat ¢i diskutovat je moZno tyto problémy:

-V praci neni uvedeno ( s vyjimkou projektu GACR) , na zaklad¢€ jakych spolufeSenych
vyzkumnych Gkolli a aktivit pfistoupila autorka ke zpracovani tématu této prace.
Prosim o specifikaci t&chto vyzkumnych aktivit s uvedenim, jaky byl podil autorky
na fedeni téchto vyzkumnych akolt?

- Mohla by byt bochnatka americka indikdtorem Eistoty vod?

- Mohla by populace bochnatky pfedstavovat problém pro funkéni objekty vodnich
nadrzi? Jaké invazni riziko bochnatka americka piedstavuje?

- Predstavuje populace bochnatky riziko &i spiSe pfinos pro kvalitu vody, zejména ve
vodérenskych nadrzich ?

- Jak velkym rizikovym faktorem je bochnatka pro dal$i vodni organismy v pfipadé
rozkladu kolonii, kdy dochazi k vysoké spotiebé rozpusténého kysliku.

- Uvnitf kolonii bochnatek v naSich vodach lze nalézt i celou tadu druht
mikroskopickych fas a sinic. Jaky maji tyto organizmy vztah k bochnatce?

- Jestlize je v analyze AFLP mensi klastr reprezentovan vzorky kolonii nalezenych ve
vodach chladné&jSich nez teplotni optimum, co by to mohlo znalit pro populaci
bochnatky americké?

- PovaZuji za vhodné, aby autorka prace stru¢n& charakterizovala, jak své poznatky z
feSeni dané problematiky vyuzZije ve své nasledujici praxi.

Védecky piinos prace a mozZnost vyuziti dosazenych vysledki.

Ptedlozends DP shrnuje ziskané poznatky a vysledky odborné a vyzkumné Cinnosti
doktorandky v oblasti FeSené problematiky. Vychazi z vyzkumnych projektt feSenych Ci
spolufeSenych autorkou disertatni prace. V praci uvadéné vysledky vyzkumu mohou
znamenat novy pohled na invazni druh mechovky Pectinatella magnifica, kterd osidlila
vyznamné mnoZstvi vodnich ploch JihoCeského kraje. Z uvedeného vyplyva piinos
piedlozené prace. Vyzkumné a nasledné publikaéni aktivity s sebou pfinasi nové poznatky,
nové literarni prameny i nové zkuSenosti. Zaroveni vyzkumné aktivity reaguji na aktudlni
spolegensko-v&dni potiebu a nové trendy v dané problematice. Z pohledu uplatnéni obsahu
piedlozené prace v praxi je velice vyznamna moznost pfedavani uvedenych poznatki jejich
budoucim uZivatelim, tj. zejména rozhodujicim organtim vefejné spravy, podnikiim povodi a
dal$im sprdvctim a majitelim vodnich nadrzi.

Nemén& vyznamnym piinosem bude pfedéni informaci studentim na fakult® zemed€lské a
technologické JCU v Ceskych Budgjovicich.
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Zavéreéné stanovisko

Zavérem konstatuji, 7e téma disertadni prace je v souasné dob& aktudlni. Vysledky
Ing. Venduly Moravcové jsou piispévkem k feSeni dané problematiky s novymi poznatky
spolu s dokumentovanymi a v praci interpretovanymi konkrétnimi vysledky v modelovych
lokalitach vodnich nadri. Pii teSeni zvolené multioborové tématiky autorka uplatnila a
skloubila poznatky z nékolika védnich disciplin a dosahla vytéenych cilii. Disertacni prace
spliiuje dané poZzadavky, doporucuji predlozit ji k obhajob&. a po jejim sp&Sném pribehu
navrhuji udélit Ing. Vendule Moravcové védecko-akademickou hodnost "philosophiae doctor"
("Ph.D") ve studijnim oboru ,, Krajinn4 a aplikovand ekologie®.
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V Brné dne 2. Bfezna 2023 -
prof. Ing. Miroslav Dumbrovsky, CSc.
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Nazev prace: Studium genetické diverzity kolonii Pectinatella magnifica (Leidy 1851)
Autor prace: Ing. Vendula Moravcova
Skolitel: prof. Ing. Vladislav Curn, Ph. D.

doc. RNDr. Ing. Josef Rajchard, Ph. D.

Oponent: doc. Dr. Ing. Pavel Vejl

Oponovana doktorska disertaéni prace ing. Venduly Moravcové je zaméfena
hodnoceni variability bochnatky americké (Pectinatella magnifica) pomoci vybranych
molekularnich markeri. Doktorskou praci mohu povaZovat za velice Géeiné a smysluplné
propojeni zoologicko-ekologické studie smetodami soufasné molekularni genetiky
umoznujicimi posoudit diverzitu i u druhu, u kterého existuji pouze strohé informace o
sekvenci a struktufe genomu. Bochnatka americké je povaZovéna v Evropé za nep(vodni druh

s dobrym potencidlem se nekontrolovatelné 3ifit. Z téchto divod( povaZuji genetickou studii
u takovychto druhti za aktualni.

Doktorandka je prvni autorkou jedné IF publikace z roku 2017, ktera se pfimo tyka
tématu doktorské disertacni prace. Ddle je spoluautorkou daldi védecké publikace a dvou
kapitol v knize. Ty se viak tématu disertaéni prace netykaij.

Formalni hledisko

Z formalniho hlediska ma prace o rozsahu 191 stran strukturu standardni védecké
prace. Je standardné ¢lenéna. Prace ma nékolik samostatnych pfiloh. Vlastni price je
tematicky tvofena dvéma samostatnymi celky. Prvni celek je zaméFen na biologii a ekologii
bochnatky americké. Druhy celek je zamé&Fen na metody hodnoceni genetické diverzity vyse
uvedeného druhu. Césti prace zaméiené na biologii a ekologii na mé jednoznacné plsobi
mnohem vice konzistentné, odborné i stylisticky |épe zpracované. Naopak ¢asti disertaéni
prace vénované molekuldrni genetice na mé plsobi mnohdy nepfehledné a7 chaoticky a
rovnéZ pouzity odborny jazyk je na zcela jiné Grovni ve srovnani s prvni &asti prace. Orientace
ve vysledkové Easti prace tvorené velkym poétem obdobné strukturovanych kapitol neni pFilis
snadna. Nékteré terminologické pfipominky uvedu v daldich &istech posudku. Z obecného
pohledu bych doktorandce doporucil Gplny védecky nazev Pectinatella magnifica (Leidy 1851)
pouZit pouze jednou, a to kdyZ o bochnatce hovofite poprvé. Ve védeckém textu je standardni
pfi dal3im zmiflovani pouZivat zkrdceny tvar P. magnifica. Do nazvi kapitol je zbyteéné uvadét
tfidu, do které je bochnatka americkd zafazena. Pfi vybéru grafickych vystup( shlukové
analyzy doporucuji autorce prace se zamyslet nad tim, zdali zvolené zvét$eni ma vypovidajici
schopnost. Obdobné doktorandce doporuéuji se zamyslet nad tim, jakou fotodokumentaci
pouZit pro hodnoceni vysledk( elektroforetickych analyz. Na jednotlivych snimcich se obvykle
uvadi popis elektroforetickych drah nazvy analyzovanych vzorkd. Vseznamu zkratek



doporuduji zkratku vysvétlit €eskymi terminy, a nikoliv kombinaci éeskych a anglickych vyrazi.
Tato pripominka se tykd mimo jiné i nespravné pouZivanych anglickych nazvi chemickych
slou€enin (Ethidium Bromide) v textové &asti prace. Doktorandka by méla pouZivat spravné
zkratky jednotek (s - sek).

Aktudlnost tématu, védecké hypotézy a cile prace.

Aktualnost tématu prace jasné vyplyva ze skute&nosti, Ze objektem zdjmu je neplivodni
invazni zoologicky druh, ktery se v Evropé §ifi i v souvislosti s klimatickymi zménami. Védeckd
hypotéza ptedpokladd, e u bochnatky americké bude zjisténa nizka geneticka variabilita, a to
z dGvodi pfevaZujiciho klonédlniho rozmnoZovani. Védeckou hypotézu povazuji za vhodné
zvolenou. Rovn&? vlastni cile prace jsou jasné a konkrétni. Jedna se o posouzeni genetické
diverzity a ovéfeni vlivu kvality analyzované genomické DNA na vysledky molekularnich
metod. Vzhledem k tomu, Ze zakladni analytickou metodou je technika AFLP, jsou cile zvoleny
spravné. Technika AFLP si klade ndroky na mnoZstvi extrahované DNA i na teoreticky moZnou

pritomnost riznych kontaminantu ovliviiujicich restrikéni Stépeni i polymerazovou reakci.
Literarni reserse

Pro zpracovani literarniho prehledu doktorandka pouzila celkem 200 literarnich
pramen(. V naprosté vétSiné se jednda o plvodni védecké prace, které maji jasny vztah
k Fesené problematice. Musim vsak konstatovat, Ze pocet novéjsich praci mladsich péti let je
citovdno minimum. Mezi citovanymi pracemi pfevaZuji zdroje zamérené na biologii a ekologii
bochnatky americké. Cast literarniho piehledu vénované pravé této problematice povazuji za
nejzdafrilejsi ¢ast doktorské disertacni prace. Informace jsou podany konzistentni formou, je
pouzivana spravna terminologie a vlastni text je i¢elné dopinén Ffadou schémat a obrazkd.
Doktorandka detailné popisuje morfologii a anatomii bochnatky, jeji rozmnoZovani, plvod,
ekologickou ndro¢nost a invazni Sifeni v Evropé.

Casti literdrni reSerSe zaméfena na genetiku a aplikaci molekuldrnich markeri je
vénovan vyrazné nizsi pocet stran. Dle mého nazoru je tato ¢ast literarni reSerSe zpracovana
na niZsf drovni. Psany text a pouzivana terminologie na mne pasobi dojmem, Ze autorka dané
problematice dost dobfe nerozumi. V Gvodnich paséZich je obecné definovdna geneticka
diverzita a jeji vyznam pro adaptabilitu organismd. Nasledné se autorka pokousi ne zcela
korektné definovat terminy genom, gen a genofor.

e MiZete prosim tyto terminy (gen, genom, genofor) sprdvné definovat? Je zndm
karyotyp (2n) bochnatky americké?

e Je moZné na zdkladé soucasnych dostupnych informaci navrhnout u bochnatky
americké markery urcené k barcodingu respektive k metabarcodingu?

Pokracujici ¢ast literarni reSerse doktorandka zpracovala ve stylu obecného
encyklopedického pfehledu riznych typl molekuldrnich marker(. Postradam zde jakékoliv
propojeni s vlastni praci ¢i sanalyzami, které byly u mechovek provadény a které jsou
publikovéany. | v této ¢asti prace je moZné nalézt nékteré nepfesnosti, Sondy u RFLP metody
nemaji strukturu palindromi. Napftiklad terminy endonukledrni restriktaza ¢i protibéiny
fetézec mi nejsou znamé.



e Vliterdrni resersi pouZivate zkratky SSR a STMS, které nejsou bliZe vysvétleny. Co tyto
zkratky znamenaiji a jaké jsou mezi tdmito markery rozdily? Co je pFi¢inou mnohotného
alelismu, ktery se SSR markert vyskytuje?

e Skute¢né jsou vSechny techniky gelové elektroforézy ndsledné exponovdny pod UV
svétlem a produkt separace je vizualizovén?

e MiZete prosim vysvétlit pro mne nejasné tvrzeni, Ze pouliti specidlné oznaceného
strojové Eitelného primeru, ktery rovnou vyhodnocuje ziskany produkt a prevadi
vysledky elektroforézy do digitdini podoby?

Vieobecné encyklopedické zpracovani této kapitoly povaZuji za nepfili§ vhodné zvolené:
Uvedeny prehled molekularnich marker( a technik vSak nemohu rovnéZ povaZovat ani za
aktudlni. Nejnové;jsi metodu, kterou autorka zmifiuje je technika AFLP z roku 1995. V piehledu
marker( pak mimo jiné postradam jakékoliv zminky o sekvenovani DNA (Sangerovo,
celogenomické), o makerech typu DNA microarray nebo qRT-PCR. To, Ze i u skupiny Bryozoa
probihd intenzivni geneticky vyzkum, svédci i fakt, Ze doposud bylo publikovano celkem 13
celeogenomickych sekvenci u druht zafazenych do této taxonomické skupiny.

e MuiZete prosim uvést alespori nékteré konkrétni a aktudlni aplikace molekuldrné
genetickych metod, které byly u mechovek u nds a ve svété provedeny?

PouZité metody

PouZité metody lze rovnéZ rozdélit do dvou skupin. Prvni ¢ast metod je zaméfena nejen
na odbér vzork(, ale zejména ekologickou charakteristiku stanovist a na vyvoj €etnosti vyskytu
bochnatky americké na téchto lokalitach. Do téchto analyz je zahrnuto i hodnoceni
meteorologickych tdaju a zpracovani statistické analyzy.

Veétsi prostor dava doktorandka molekularnim analyzdm zamérenych na hodnoceni
genetické diverzity. Jiz v Gvodu posudku jsem zminil, Ze bochnatku americkou neni mozné
povaZovat typicky geneticky model. Jedna se o geneticky malo prozkoumany druh a tento fakt
je pak limitujici pro vybér vhodnych analytickych metod. Musim konstatovat, Ze doktorandka
vhodné zvolila dvé metody (AFLP a ISSR), které je mozné Uspésné pouZit u taxonl s minimem
informaci o sekvenci jejich genom(. Doktorandka v Uvodu ovéfila dvé metody extrakce
genomické DNA a nasledné zrealizovala experimenty zaméfené na posouzeni vlivu stafi a
skladovani biologického materialu na kvalitu a kvantitu DNA. Tyto experimentalni kroky
povazuji vzhledem k metodé AFLP za vhodné zvolené a spravné popsané v metodické asti
prace. Doktorandka ddle uvadi amplifikaci fragmentu jaderného genu pro 28S rRNA.
Doktorandka popisuje sloZzeni PCR reakce. Doktorandce bych doporudil uvadét vysledné
koncentrace jednotlivych komponent misto objemd, které byly do reakce pridavany. Tato
pfipominka se tyka i dalSich PCR analyz.

e Jaky byl divod amplifikace Edsti genu pro 28S rRNA? Jednalo se o marker integrity
respektive vysokomolekularity izolované DNA? Jak byl potom velky amplikon? Proc byl
pro elektroforetickou separaci pouZit 3% agarézovy gel?

e Pro tyto analyzy jste pouZila Vami navrZeny primerovy par? Jak jste pri navrhovdni
primeru postupovala?



Technika AFLP je stéZejni pro disertacni praci. Informace o historii a principu této
metody, které jsou zminény v Uvodu této kapitoly, patfi do literarni reSerSe, nikoliv do
metodiky. Vlastni metodicky postup se doktorandka snaZi charakterizovat zcela nekonkrétnim
odkazem na vlastni diplomovou prééui;‘které viak neni standardné citovana a tudiZ je pro
oponenta i ¢tenare nedohledatelna. Takov{/to popis stéZejni metody povaZuji za nedostateény,
neumoZzhujici reprodukovani vysledkd. Doktorandka se v této Casti prace odkazuje na piilohu
23, kde ma byt prezentovan diagram metody AFLP. Pfiloha 23 viak obsahuje informace o
amplifikovanych fragmentech vzorkii pochazejicich z jedné hodnocené lokality. Kapitoly
popisujici fragmentacni analyzu AFLP markert a nasledné statistické zpracovdni dat jsou zcela
nelogicky zafazeny aZ za kapitolou zabyvajici se zcela jinou metodou — ISSR.

e Doktorandce proto doporucuji, aby do prdce vloZila errata, kde bude fadné citovat
puvodni literarni pramen, kde byla pouZita shodna varianta AFLP. Mém na mysli
informace o sekvencich pouZitych preselektivnich a selektivnich primeri a adapterd.
Ddle doporucuji do errata zahrnout i informace o tom, jakd fluorescenéni barviva byla
pouZita pro oznaleni jednotlivych primer(. Standardné jsou pomoci kapildrni
elektroforézy separovany CtyfFi rlizné produktové smési lisici se pravé fluorescenénim
barvivem. Pokud byl tento postup pouZit i pfi feseni doktorské prédce, je nutné uvést,
jakym zpisobem byly jednotlivé produkty michdny a fedény. Informace, Ze cilové
fragmenty budou nésledné vyhodnoceny pomoci fragmentaéni analyzy, je zcela
nedostatecnd. Do errata je nutné uvést konkrétni typ genetického analyzatoru-a jeho
vyrobce. Soucasné je nezbytné uvést délku kapiléry a pouZity polymer a podminky
ndstriku a vlastni separace.

Dalsi molekuldrni nastroj pouZity pfifeSeni doktorskeé prace jsou ISSR markery. V Gvodu
metodické &asti doktorandka obecné popisuje princip této metody. Domnivam se, Ze tyto
informace by mély byt zafazeny do literdrni reder§e. Vlastni metodicky postup ma
dokumentovat pfiloha 24. Ta je vSak v&novana technice AFLP. Metoda ISSR je zndzornéna
v pfiloze 25 v podobé prevzatého schématu s odkazem na www.researchgate.net. Na tomto
odkazu se viak pouZité schéma nenachazi. Vzhledem k tomu, Ze prace je psana v ¢eském
jazyce, doporuéuji i prevzata schéma opattit Ceskymi popisky.

Vlastni metoda ISSR je v praci charakterizovana pouze strohou informaci o ndzvech 4
pouZitych primer(. Popis sloZeni amplifikaéni reakce je rovnéZ nedostateény. Z uvedeného
zapisu neni moiné dohledat, jaka b’y]a vystednd koncentrace primer( a BSA v reakci.
Informace, Ze byly elektroforegramy vyfoceny pomoci specidlniho fotoaparatu, jsou také
nedostateéné. le nutné uvést typ pristroje a jeho vyrobce. Informace o bezpeéné likvidaci
materidlu kontaminovaného ethidium bromidem povaZuji za redundantni.

e Na doktorandku mam zcela stejny poZadavek jako u metody AFLP. Predpokidddam, Ze
pouZité primery nebyly navrieny Vami. Formou errata doplrite prosim informace o
tom, jaké byly sekvence pouZitych primert véetné odkazu na primarni literdrni zdroj,
kde byly tyto markery popsany.

Déle musim konstatovat, Ze v naprostém nesouladu je popis statistického vyhodnoceni
vysledkd ISSR analyzy s realitou, kterd je prezentovana ve vysledkové &asti prace. V metodické



Zasti praci doktorandka uvadi, Ze vstupni ISSR data byla zpracovéna formou binarni matice,
kterd byla nasledné vyhodnocena shodnymi statistickymi metodami jako vystupy AFLP
analyzy. Ve vysledkové &asti doktorandka jednoznatné uvadi, Ze ISSR analyza dopadla
neuspokojivé & negativné. Vysledkova ¢ast prace proto logicky neobsahuje Zddné hodnoceni
diverzity metodou ISSR.

e Z4ddm proto doktorandku o vysvétleni, pro¢ v metodické Casti prace uvedla nepravdivé
informace o statistickych analyzdch ISSR dat, které z divodi nefunkinosti metody
nebyly nikdy realizovdny.

Vysledky a jejich diskuse

Rovné? vysledkova &ast doktorské prace pFedstavuje dvé samostatné Casti. Prvni cast
tvoii vysledky zaméfené na hodnoceni vyskytu bochnatky americké ve vztahu k prib&hu
pocasi v hodnocenych roénicich 2014 — 2021. Doktorandka hodnotila vyskyt kolonii a jejich
velikost. Dle mého nazoru spravné diskutuje zmény vyskytu bochnatky na jednotlivych
vodnich plochdach. Jsou hledany pFitiny téchto zmén. Autorka prace dokazala propojit vyvoj
pribéhu potasi, jeho vztah k teploté vody a k vyskytu bochnatky americké. Sva tvrzeni doklada
regresni analyzou, kdy tésnost zévislosti hodnoti koeficientem determinace. Zmény vyskytu
bochnatky jsou vhodné dokumentovany grafy. Tuto st prace povaZuji za dobfe zpracovanou.

Druhad vysledkova a diskusni ¢ast se tyka molekularnich analyz. Jednotlivé podkapitoly
jsou logicky fazeny tak, jak byly jednotlivé analyzy provadény. Nejprve doktorandka podéva
prehled o ziskanych parametrech kvality a kvantity izolované DNA. Vysledky prezentuje
tabulkovou formou, ve které jsou charakterizovany vsechny ziskané vzorky. Domnivam se, Ze
takto rozsahla tabulka patii do pfiloh prace. Takto prezentované vysledky plisobi neptehledné.
Mnohem vhodnéjsi by bylo vysledky prezentovat napfiklad formou grafu, kde zjisténé
primérné koncentrace a poméry absorbanci budou doplnény napftiklad chybovymi Gse¢kami
dokumentujicimi variabilitu dat. V prezentované tabulce neni vysvétleno, co je minéno stafim
vzorku v dobé izolace. V tabulce se nachazeji i sloupce, které maji u viech vzorkd stejnou
¢iselnou hodnotu (vinova délka a objem méfeného vzorku). Tyto Udaje pak postradaji
informativni charakter. Ndsledujici ¢ast prace prezentuje vysledky amplifikace fragmentu
jaderného genu pro 28S rRNA. Vysledky jsou doloZeny elektroforegramem, kde v3ak
postradam informace o velikosti amplikonu. Pivodné jsem se domnival, Ze cflem tohoto testu
bylo hodnoceni integrity respektive fragmentace izolované DNA. Doktorandka v3ak uvadi, Ze
cilem bylo ovéfeni, zdali izolovand DNA neni kontaminovana cizorodou DNA, napfiklad
sinicemi. Autorka prace uvadi, Ze pfitomnost amplikonu dokazuje, zda je vytéZend DNA
druhové pfislusna organismu Pectinatella magnifica.

o Skutecné se domnivdte, Ze pouhou pfitomnosti amplikonu jednoznacné detekujete
druhovou pfFislusnost? Jakym zplsobem jste ovéfila, Ze pouZity primerovy par
amplifikuje pouze u bochnatky americké? Geny pro rRNA jsou relativné konzervativni a
je teoreticky moZné, Ze primery mohou nasedat na templdtovou DNA pFibuznych druhd.
Této skutecnosti je vyuZivéno pri navrhovdni univerzélnich primerovych pdri pro
amplifikaci ITS regiont. Byla ovéfena druhova specifita amplikon sekvenovanim?



eV praci uvddite, Ze timto testem vyloucite kontaminaci izolované DNA napriklad DNA
sinic nebo DNA pochdzejici ze zbytk( potravy. PouZité primery by tudiZ musely nasedat
i na DNA sinic (prokaryota). Je to mozné? Nachdzi se u prokaryot gen pro 28S rRNA?

V dalich kapitolach se doktorandka pokousi prokazat vliv stari vzorku a mrazu na
kvantitu a kvalitu extrahované DNA. Terminem mraz je zifejmé minéno uchovani vzorkd
v mrazicim boxu pfi -20°C. Vysledky jsou dolozeny sloupcovymi grafy, které absentuji jakékoliv
prvky zakladni deskriptivni §tatistiky. Proto ziskané vysledky nemohu povaZovat za relevantni
s nulovou vypovidaci hodnotou.

Vysledky AFLP metody doktorandka dokumentuje snimky elektroforegrami
separovanych fragmentl v agar6zovém gelu. Tyto vysledky chapu jako orientacni ovéreni,
zdali doslo k preselektivni ¢i selektivni amplifikaci. V metodice v3ak autorka uvadi, Zze AFLP
analyza byla provedena s pouZitim fluorescenéné znaéeného selektivniho primeru a amplikony
byly separovany pomoci kapilarni elektroforézy genetického analyzatoru s naslednym
zpracovanim chromatogram(l programem GeneMapper 5.0. O&ekaval bych, Ze AFLP analyzy
budou dokumentovany pravé chromatogramy, ze kterych je mimo jiné patrna kvalita AFLP
dat.

e MuZete prosim vysvétlit nékterg Vase tvrzeni publikované ve vysledkové &dsti? Na
obrdzku 4.19 a v textu pod nim prezentuje vysledek agarézové elektroforézy produktii
selektivni  amplifikace.  Jsou vyznaleny polymorfni  produkty.  Obdobny
‘elektroforeogram je prezentovdn i v pfiloze prdce. V metodice uvddite, 7e agarézovd
elektroforéza byla pouZita pouze pro kontrolu amplifikace. Piekvapil mé viak Vas
nasledujici komentdr, kde hovofite o ruénim odeéitani pfitomnosti ,bandi”, o
pfeexponovani snimk( v pfipadé nejasné viditelnosti a o pouZiti polyakrylamidového
gelu s lepsi separacni schopnosti. Tyto postupy vsak viitbec nekoresponduji s metodikou
disertacni prace. Nechdpu, pro¢ odecitate polymorfni AFLP ,bandy” z agarézovych
gelii, které jsou pro detekci AFLP polymorfismi zcela nevhodné. Metoda PAGE neni
v metodice viibec zminéna. MdZete prosim vysvétlit, jaky je skutecny plvod AFLP dat,
kterd jste ndsledné hodnotila?

V nasledujicich kapitoldch doktorandka dokumentuje vysledky AFLP analyz u viech
ziskanych vzork( a déle u jednotlivych subpopulaci. Jednd se 15 samostatnych kapitol, které
maji identickou strukturu. V kazdé kapitole je prezentovan vyfez letecké ortofotomapy dané
vodni plochy, grafické vyjadieni vyskytu polymorfnich AFLP fragmentd, jejich Eetnosti a strom
vytvofeny shlukovou UPGMA. Udaje prezentované graficky jsou jeité jednou slovné
popisovany. Mohu konstatovat, Ze orientace vtakto prezentovanych vysledcich je velice
obtizna. Ctenaf se ve vysledcich ztraci a vzhledem k poctu kapitol — lokalit md nesmirny
problém zaznamenat jakékoliv obecné zavéry. Kapitola hodnotici viechna data je pak
doplnéna grafickymi vystupy, které jsou vzhledem k poétu dat ve velice $patné kvalité —
vysledky shiukové analyzy a kompletni DNA fingerprinting. Vysledky prace a jejich diskuse by
meély dat jasny dikaz, ktery povede k pfijeti & zamitnuti védecké hypotézy, kterou je tvrzeni,
Ze u bochnatky americké bude zjisténa nizka genetickd variabilita, a to z dGvodii prevazujiciho
klondlniho rozmnoZovani. Domnivdm se, %e takto prezentované vysledky nepredstavuji
adekvatni ddkazy. Shlukova analyza sice podava informace o variabilitd AFLP profild



hodnocenych vzork(, ale detailngj$i ndhled do struktury a variability hodnocenych
subpopulaci v8ak neposkytuje. Ocenuji, Ze doktorandka ziskala velké mnoZstvi vstupnich dat.
Zcela dobte nechdpu, pro¢ v disertacni praci nebyla data vyhodnocena adekvatnim zplisobem.
Moje prekvapeni vyplyva zfaktu, 7e Ing. Vendula Moravcova je prvni autorkou védecké
publikace (Moravcova, V., Moravcova, J., Curn, V., Balounova, Z., Rajchard, J., a Havlickova, L.
(2017). AFLP reveals low genetic diversity of the bryozoan Pectinatella magnifica (Leidy, 1851)
in the Czech Republic. Journal of Biological Research-Thessaloniki, 24(1), 1-6.), kterd je
zaméfena na identické téma a ktera je prosta veskerych mnou zmifiovanych pfipominek.
V publikaci doktorandka podala jasny dikaz, 7e dokaZe védecky pracovat a Ze dokaze AFLP
data adekvatné zpracovat a vyhodnotit. V prvoautorské praci doktorandka pouZiva program
STRUCTURE pro hodnoceni populaci a subpopulaci, data dale vyhodnocuje PCA analyzou. Toto
jsou zcela jisté relevantni metody, které napfiklad s hodnoceni Ho a He mohou poskytnout
odpovéd' na vyslovenou védeckou hypotézu.

* Doktorandky bych se rad zeptal, proc zjistuji tak velky nesoulad mezi kvalitni védeckou
publikaci a vlastni doktorskou disertacni praci? Proc jste ziskané data neanalyzovala
obdobnym zplisobem? Publikace byla jisté podrobena ndrocnému oponentnimu Fizeni
a jeji akceptovani casopisem muselo byt pro Vds jasnym signdlem, Ze pouZité analyza
dat je zcela korektni.

Daldim tématem, které je prezentovano ve vysledcich a diskusi doktorské prace jsou
ISSR markery, které jak jsem jiZ dfive zminil, nebyly ispésné optimalizovany a neposkytly tudiz
vysledky pouzitelné pro analyzu genetické diverzity bochnatky. To, Ze metodické postupy
optimalizované v jinych laboratofich nebo pro jiné organismy nemusi bezchybné fungovat pro
Vami hodnoceny druh, je realitou, kterd pfi planovani experimenti mnohdy nastava.
Negativni vysledek je také vysledkem a i v doktorské disertacni praci ma své misto.

e Od mladého védce se vsak ocekdvd, Ze se bude pokouset hledat vhodné Feseni formou
optimalizaénich experimenti a pokusi se tak o fungovdni dané metody. ISSR markery
nepatii mezi nejnakladnéjsi metody analyzy a nabizi se zde Fada faktort, u kterych by
se dal ovérit jejich efekt na funkénost metody — napfiklad ovéFit variabilni koncentrace
komponent PCR, zvolit jiny amplifikacni kit &i polymerdzu, pokusit se pfidat rizné
enhancery do reakce, oveérit viit teplotni a éasového profilu & pouZit nové syntetizované
primery. Pokusila jste se néjakym zplisobem ,rozchodit” metodu ISSR nebo jste ji po
prvnich nezdarech zavrhla?

Celkové hodnoceni doktorské disertaéni priace

Musim pfiznat, Ze celkové hodnoceni doktorské disertaéni prace Ing. Venduly
Moravcové a jeji doporuceni k obhajobé pro mne nebylo zcela jednoduché. K praci mam celou
fadu kritickych pfipominek, a to z jednoho divodu. Molekularni analyzy zde nejsou v pozici
marginalni metody pouZité jako doplnék jinych sloZitych a naro¢nych experiment. Geneticka
diverzita je pfimo v nazvu prace a je rovné; soucasti védeckd hypotézy. Z tohoto diivodu se
domnivam, Ze prace musi byt z molekularné genetického pohledu korektni. V zavéru jsem se
rozhodl praci k obhajobé doporudit a to z nasledujicich dvod:



1. Doktorandka je prvni autorkou kvalitni védecké publikace, ve které prokazala, Ze
dokaZe samostatné védecky pracovat a spravné analyzovat ziskané vysledky.

2. Vdisertaéni praci doktorandka kvalitné zpracovala kapitoly zaméfené na biologii a
ekologii bochnatky americké v&etné vyhodnoceni experimentl biologicko-
ekologického charakteru.

3. Vdisertatni praci byl hodnocen zoologicky druh, u kterého je k dispozici minimum
genomickych dat, nejedna se o modelovy druh, a tudiZ zde existuje zna¢né omezena
mozZnost volby pouZitelnych genetickych marker(.

Celkovou uroven zpracovani doktorské disertaéni prace vsak musim oznacit jako velice slabou.
Proto mam na doktorandku Fadu vysvétlujicich dotaz(, a proto poZaduji do prace vioZit nékolik
oprav formou errata.

Oponovana disertacni prace a zejména publikaéni vystup Ing. Venduly Moravcové lze
povaZovat za materialy dokumentujici védecké aktivity doktorandky v oblasti hydrobiologie a
molekuldrni genetiky. Predpokladam, Ze bé&hem obhajoby bude doktorandka spravné
reagovat na fadu dotazl a pfipominek a Ze zasadni nedostatky prace dopini formou errata.

Za téchto predpoklad( doporuéuji pfijmout tuto praci k obhajobé a na zakladé tispésné
obhajoby doporucuji udélit Ing. Vendule Moravcové akademicky titul

»Philosophiae Doctor” (Ph.D.).

V Praze dne 7. bfezna 2023

doc. Dr. Ing. Pavel Vejl

Katedra genetiky a Slechténi

FAPPZ CZU v Praze



Oponentsky posudek
doktorské disertaéni prace Ing. Venduly Moravcové ,Studium genetické diverzity kolonii
Pectinatella magnifica (Leidy 1851)“

Severoamericka mechovka Pectinatella magnifica, z kmene mechovci (Bryozoa), je
druhem, ktery je nutno povaiovat v nadich podminkéch za invazni. 1 kdyZ nejsou znamy
vyznamné negativni dusledky jeji kolonizace nasich biotop, diky unikdtnimu a ponékud
nezvyklému vzhledu neunika pozornosti laické vefejnosti, kterad opravnéné vznasi dotazy, co
vlastné Ize od jejiho rostouciho vyskytu u nas olekavat. Predloiena doktorska disertacni
prace pokratuje ve vyzkumu tohoto unikdtniho Zivocicha, probihajicim na oboru krajinné a
aplikované ekologie Zemédéliské a technologické fakulty Jihoéeské univerzity jiz fadu let a
navazuje na ziskané vystedky unikatnim studiem jeji genetické diverzity. Z tohoto pohledu se
tedy jednd o velmi pfinosnou aktivitu, ktera dosavadni poznatky vhodné dopliiuje.

Reseni zadaného tématu si vyzadalo velké usili, zaloZené na analyzach stovek vzorki a
t&3ko docenitelnou naroénost pfi jejich vyhodnoceni a intepretaci. Ty prokazaly, Ze geneticka
diverzita kolonii Pectinatella magnifica je na izemi jiznich Cech velice nizka. | kdyZ byly tyto
zavéry predvidatelné vzhledem kinvaznimu charakteru Sifeni z omezené moiného poftu
propaguli, pfesto je toto zjisténi nesmirné duleZité a predstavuje dilezity pfinos pro dalsi
studium. Shlukovacimi analyzami byly vzorky rozélenény do dvou klastrd, pficemZ podobnost
vzork( v prvnim vétsim klastru se pohybovala pfiblizné mezi 60 — 90 %. V této souvislosti je
pak zvlasté cenné zjisténi, Ze spolegnou vlastnosti vzorkd, tvoricich druhy mensi kiastr, je rast
ve vodach, které nedosahuji 20°C, uvadénych tuto mechovku jako kriticka teplota pro jeji
prosperitu. Tento poznatek je nepochybné inspiraci pro dalsi rozpracovani tématu.

Pfedlofend prace se neorientuje vyluéné na genetickou diverzitu kolonii
v podminkach (prevding) jihoteskych akvatickych ekosystém(, jak je avizovano v jejim
nazvu, ale pfinasi i nové poznatky souvisejici s ekologii tohoto druhu, predeviim teplotnimi a
klimatickymi aspekty a naroky na kvalitu vody a substratu pro uchyceni zooidl. To dokladuje,
spolu s rozsahlou a vy&erpavajici literarni reSersi, velice dobrou pfipravenost doktorandky na
Fedeni tématu. Velice podobné, snad s jesté vétsim ddrazem na metodickou narocnost, lze
hodnotit | hodnoceni viech duleZitych aspektd zpracovani vzorki DNA mechovky, at uZ se
jedna o vyhodnoceni vlivu stafi vzorku &i teploty zamrazeni na mnoistvi a kvalitu DNA,

Cast prace sice jiZ byla publikovana, nicméné fada prezentovanych poznatku a zavérd
by si patfiénou prezentaci zaslouZila rovnéz.

K praci mam nékolik poznamek spide upfesiiujiciho nebo opravného charakteru, Ci
dotaz(, které v3ak nijak nesniZuji jeji kvalitu:

o VUvodu (str. 10) je, byt pouze jednou, nespravné pouiit termin invazivni namisto
invazni organismus

o kdiskusi — jak rozumét obrazkim statoblasti na Obr. 1.4? Jsou to pfeci jen velmi
rozdilné utvary, pficemi ten levy pfipomina spiSe statoblast mechovky Plumatella



repens. Nebo existuji dvé morfologicky odlisné formy uvadéné autory Barnes et al.
{2009)? K obrazku je v textu uveden i chybny odkaz na obr. 1.5 a 1.6.
e chybné nazvy
- str. 19 ,larev rodu Chyronomidae” — ma byt ,larev Celedi Chironomidae” a
nikoliv kurzivou, tu lze pouiit pouze pro rody a druhy, nikoliv vy$si
taxonomické jednotky (v praci vicekrat myingé)
- larvy rodu Cryptobironomus, ma byt Cryptochironomus

PfedloZena doktorska dizertaéni prace pfindsi fadu novych poznatki dileiitych pro
daldi praci na této problematice a jeji zavéry budou nepochybné vtomto sméru velmi
dilezité. Mnou uvedené poznamky jsou vedeny predevsim snahou o diskuzi ke studované
problematice a zpfesnéni interpretaci, nikoliv zpochybnénim kvality odvedeného védeckého
dila. Konstatuji, Ze prdce spliuje poZadavky kladené na dizertatni praci doktorského
studijniho programu Jihofeské univerzity v Ceskych Budé&jovicich a doporuéuji proto
pfisludné komisi jeji kladné pfijeti jako doktorské disertaéni prace.

;
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V Brné dne 21. 2. 2023 doc. RNDr. Zdenék Adamek, CSc.
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