Oponentsky posudek na magisterskou diplomovou praci

Bc. Magdalena Hrdinova: Zhodnoceni cytotypové a morfologické variability spolu s mirou hybridizace u
rodu stolistek (Myriophyllum L.) na tizemi CR a sousednich statii

Pfedlozend diplomova prace se zabyva variabilitou rodu stolistek. Literarni prehled na zacatku prace dobfe
uvadi do problematiky rodu a logicky z néj vyplyvd, proc byly studovany vybrané okruhy témat a proc pravé
zvolenymi metodami. Vyzdvihnout musim také velké mnoiZstvi citované a zjevné skutecné prostudované
literatury. Vlastni prace zahrnuje ctyfi hlavni metodické pristupy a typy dat, které jsou vhodné
kombinovany: stanoveni ploidniho stupné / velikosti genomu pomoci pritokové cytometrie, morfometrické
analyzy, odhad stanovistnich narokl a kli¢ici pokusy s cilem odhadnout intenzitu generativniho
rozmnozovani. Sbér v terénu byl provadén Sirsim okruhem spolupracovnikd, ale vlastni cytometrické a
morfologické analyzy, kli¢ici pokusy a analyzu vSech dat provadéla uchazecka; mnozZstvi dat je na
diplomovou praci dostatecné, zejména v cytometrické casti nadprlimérné. Zavérecnd diskuse vhodné
shrnuje vysledky; ocenuji, Ze se nejednd o prosty souhrn nebo opakovani Uvodu, ale vysledky jsou
porovnavany s existujici literaturou a nékdy jsou navrhovdna alternativni vysvétleni, coz do diskuse patfi.

K pouzitym metoddm a vyhodnoceni dat nemam zasadni vyhrady (drobnosti viz na konci posudku), byly
pouzity postupy v oboru obvyklé. Vysledky jsou prezentovany velmi detailné mnoha tabulkami a grafy, coz
by napfiklad v ¢lanku v casopise nebylo mozné, ale v diplomové praci to nevadi. Jedinym mirné
problematickym bodem je cCasté pouzivani neparametrickych metod zddvodnované striktné tim, Zze data
nemaji normalni rozdéleni. Biologickd data tuto podminku malokdy splfiuji a je nutné posoudit a dobie
zdUvodnit, zda je naruseni tak vainé, aby béiné parametrické testy nesly pouZit a zda by nebylo moziné
pouzit nékterou z béznych transformaci (napt. logaritmovani). Automatické pouziti neparametrickych testd
neni nejlepsi cesta, i tyto maji svoje predpoklady, které ne vidy musely byt splnény (tézko fict bez znalosti
primarnich dat).

Pokud jde o formalni stranku, prace ma standardni strukturu i grafickou Upravu. BohuZel je vidét (obvykly)
nedostatek ¢asu pti dokoncovani prace — vétsi mnoizstvi preklepl a nejasnych formulaci, volba barev v
nékterych grafech je vyslovené Spatnd (zejména diskriminacni analyzy — prekryv skupin neni vidét), atd.
Zvlasté neprehledné jsou vysledky klicicich pokustd — podle metodiky mély byt mimo jiné testovany i vliv
zpUsobu uchovavani plodl (na suchu vs. ve vodé) a vliv uvolnéni plod( z plodenstvi, ve vysledcich ale toto
rozdéleni nelze dohledat a zda se, Ze tyto faktory nakonec analyzovany nebyly a vysledky byly seskupeny
podle teplotnich rezimd bez ohledu na zplsob uchovavani. Jazyk by také zaslouZzil korekci; v této souvislosti
si neodpustim poznamku k prejimani anglickych vyrazli do ¢estiny — napfiklad ,distribution” neni vhodné
prekladat jako ,distribuce”, toto slovo ma v ¢estiné prece jen jiny vyznam a zaroven existuje zavedeny vyraz
,rozsiteni”.

PFi obhajobé prosim o odpovéd na ndsledujici otazky a pfipominky:

1) Béhem cytometrickych analyz nebyly potvrzeny nékteré ploidni stupné uddvané v literature, napf. di- a
tetraploidi u M. spicatum. NemUze v téchto pripadech jit o chybné uréeni — jaky je nazor autorky? U
nékterych druh( byla zjisténa variabilita ve velikosti genomu, nékdy dokonce vétsi nez jsou mezidruhové
rozdily. Jsou diskutovany rlizné mozné pficiny, ale zaroven (str. 118) je tato variabilita zmatené ddvana do
souvislosti s vysokymi koeficienty variance pik(l u jednotlivych méné kvalitnich analyz, coZ je néco zcela
jiného. Domniva se tedy autorka, Ze zjiSténa vnitrodruhova variabilita skutecné existuje nebo jde pouze o
artefakt zplsobeny sekundarnimi metabolity apod., které zhorsuji presnost analyz?

2) Vybér znakl pro morfometrické analyzy. Pouzitd sada znak(l obsahuje opakované méreni podobnych
struktur — napf. délka 1., 3., 5. a 7. ukrojku listu, vSechny vzajemné poméry, rozestupy mezi témito Ukrojky
a zaroven pramérny rozestup (délka celého listu / pocdet pard uUkrojkd); podobné to plati pro délky
internodii na lodyze, atd. Vysledkem je sada vzdjemné silné korelovanych znak(, coz podle mého nazoru
zpUsobuje problémy v nékterych analyzach (PCA, knn - viz nize). Jaky byl divod takového vybéru znaka?

3) Findlnim krokem morfometrickych analyz byla kanonicka diskriminacni analyza s cilem odlisit vybrané
skupiny a najit znaky, které je nejlépe definuji. Kromé celkovych testl byly provedeny i dil¢i analyzy —
rozdily mezi cytotypy v ramci druhu, mezi americkymi a evropskymi rostlinami, apod., to velmi ocenuji. Dale



byla provedena klasifikace pomoci metody k-nearest neighbours. Divodem pro pouZiti této metody
namisto parametrické (probability-based) klasifikacni diskriminacni analyzy bylo, Ze znaky vesmés nemaji
normalni rozdéleni — ale viz vySe. Vysledky knn klasifikace jsou extrémné Spatné (nizkd Uspésnost), atoiv
pfipadech, kdy kanonicka diskriminacni analyza skupiny jednoznac¢né oddéluje (napf. obr. 53 a tab. 35 nebo
obr. 61 vs. tab. 46). Na téchto vysledcich jsou potom zaloZzeny ponékud pesimistické zavéry, Ze zejména
druhy M. spicatum a M. sibiricum nelze dobfe morfologicky poznat — prestoze napriklad obr. 59 ukazuje
nékolik znak, v kterych se tyto taxony lisi. Nejde jen o dlsledek mimoradné smolné vybrané sady znaki?
Metoda knn totiz pocita Euklidovské distance, takze pritomnost vétSiho poctu vzajemné korelovanych
znakl, které ale skupiny neodlisuji a jsou variabilni uvnitf kazdé ze skupin, mlze ,prebit” rozdily mezi
skupinami. Bylo by u obhajoby moziné — alespon pro vyse uvedené 2 extrémni pripady — uvést, jak by vysla
,klasickd” diskriminacéni analyza a vysledky srovnat? A jak tyto vysledky odpovidaji zkuSenosti uchazecky se
studovanymi rostlinami? Skutecné neni schopna uvedené taxony rozlisit — tak, jak zkuSeni botanici rostliny
urcuji ,,dle celkového vzhledu“?

4) V diskusi (str. 121-122) nalezneme znepokojujici informaci, Ze jedinci byli do druhl M. spicatum a M.
sibiricum klasifikovani podle jediného znaku (pocet Ukrojki listu), ale Ze tento znak je v rdmci obou taxoni
variabilni a rozmezi variability se mizZe prekryvat. Z toho podle mne vyplyva, Ze cast rostlin mohla byt
uréena chybné, coz mlze velmi ovlivnit vysledky vSech porovnani. Je to tak? Jaky byl podil mérenych
jedincl, pro které bylo k dispozici nezavislé urceni pomoci molekuldrnich metod? (Podotykam, Ze
molekuldrni analyzy nebyly soucasti této diplomové préce a jejich absence neni chybou studentky, jde o
vysledky Sirsiho kolektivu v rdmci grantového projektu.) Jaké dalsi znaky podle literatury odliSuji oba druhy
(v textu se zminuje rozdil ve tvaru listen( v kvétenstvi, ale konkrétni hodnoty chybi)?

5) Diplomova prace ma v nazvu i v cilech (str. 11) mezidruhovou hybridizaci. Informace o kfizencich jsou
ovsem i v literdrnim prehledu kusé, ve vlastnich analyzach se kfiZzenci nezminuji viibec a v diskusi je jim
vénovano pul stranky. Postraddm zejména informace o morfologické variabilité kfizenct — je viibec néco
znamo, jsou kfizenci intermediarni nebo se mohou bliZit jednomu z rodi¢d nebo jsou variabilni a mohou mit
unikatni morfologii? Jak se podle nazoru autorky stalo, Ze kfizenci nebyli zaznamenani ani v americkém
materidlu, prestoze z tohoto Uzemi jsou opakované dolozeni?

Shrnuti. Pfedlozena prace jednoznacné spliiuje naroky kladené na magisterské diplomové prace a pfinasi
zajimavé vysledky, které jisté budou v blizké dobé publikovany. Praci doporucuji k obhajobé, vzhledem ke
zde uvedenym pfipominkam a vétsSimu mnozstvi formalnich nedostatkl navrhuiji klasifikaci velmi dobfe.

V Ceskych Budé&jovicich, 8.9.2015
Mgr. Petr Koutecky, Ph.D.



Dalsi pfipominky technického razu, drobnosti, ndvrhy do budoucna:

Obecné:

Cislovani obrazkd a tabulek je trochu chaotické, ¢asto jsou za sebou jdouci obrazky citovany v textu v
jiném poradi, nez jsou Cislovany a vytistény v praci.

Krabicové diagramy (box & whisker plots) — neni uvedeno, jaké hodnoty jsou vynaseny, predpokladam,
Ze jde o median, kvartily a rozsah (bez odlehlych hodnot)

U nékterych vysledkl (napf. primérné velikosti genomu pro jednotlivé druhy / cytotypy) by bylo
vhodnéjsi uvadét stfedni chybu priméru (tj. pfesnost odhadu) spis neZz smérodatnou odchylku (tj.
charakteristiku variability).

Literarni pfehled:

Poradi kapitol v literarnim prehledu je trochu nelogické, zejména kapitola 2.4 (karyologie) logicky patfi
hned za morfologickou charakteristiku (2.2).

Mezi literaturou, kterad byla pouZita pfi vybéru znak( pro morfometrickou analyzu, postradam nékteré
moderni a velmi kvalitni urcovaci klice, napfiklad pro Rakousko a Némecko.

Tabulka 1 ma podle textu obsahovat publikované chromosomové Udaje pro 13 taxond, ale ve
skutecnosti obsahuje i nepublikované Udaje, takZe taxond tam je 18. Nékteré udajné ploidni Urovné
nebyly cytometrii potvrzeny, ty by stdlo za to néjak oznadit — coz by mélo byt nékde v praci vyslovné
diskutovano (chyby v uréeni?)

U map rozéiteni v CR z databaze Florabase.cz (obr. 5, 8, 11) postradam informaci, nakolik jsou uvedené
Udaje ovérené, resp. jaky mulze byt podil chybnych urceni. Zejména u druhu M. verticillatum bude
skutecné rozsiteni ziejmé mnohem omezenéjsi nez to, co ukazuje mapa.

Cytometrie:

PFi cytometrickych analyzach ploidniho stupné byly pouZity smésné vzorky az 10 rostlin, pficemz bylo
analyzovano 3000 castic. Do budoucna bych u smésnych vzork(l doporudoval tuto hodnotu navysit —
vzhledem k tomu, Ze v analyzach je nékdy zietelné pozadi a pomérné velky podil jader (odhaduiji, Ze
treba i 50%) pfipada na standard, zbyva na kazdého jedince ve smésném vzorku 100-150 jader, coZ je na
hranici viditelnosti (pokud by byla jedna rostlina z deseti jind nez zbytek).

Porovnani velikosti genomu Evropa vs. Sev. Amerika (obr. 37 a tab. 11) je zbytec¢né komplikované; to
nejzajimaveé;jsi (rozdily mezi kontinenty v ramci jednotlivych druhi) je ve vysledcich ponékud skryto —
misto celkového Kruskal-Wallisova testu s naslednymi mnohondsobnymi porovnanimi by byly lepsi 3
samostatné testy Evropa vs. Amerika pro kazdy druh zvlast.

Morfometrika:

Pro morfometrické analyzy byly chybéjici hodnoty nékterych znakl nahrazovany populac¢nimi priméry.
To je diskutabilni pfistup (vnasi do dat redIné neexistujici hodnoty), akceptovatelny jen pti malém podilu
chybéjicich — informace, jaky podil hodnot schazel, ale v praci chybi.

Tabulka 18 a ji podobné. Skutecné jde o hodnoty kanonickych korelacnich koeficient(? Spis jde o
koeficienty diskriminacni funkce nebo biplot scores.

Je skoda, Ze vysledky morfometriky nejsou shrnuty do podoby urcovaciho klice. Nalezeni rozdilG mezi
taxony bylo jednim z cild prace a kli¢ obsahujici pfesné hodnoty znakl zalozené na docela velkém
souboru dat by jisté v blizké budoucnosti nasel vyuziti.

Kliceni:

Ve vysledcich kli¢icich pokust jsou ndpadné mezipopulacni rozdily — nékteré populace prakticky ve vsech
teplotnich rezimech klici 1épe neZ jiné. Tento fakt neni v praci diskutovan, ale pro interpretaci vysledk i
podobné pokusy v budoucnu je zdsadni. Pokud je velkd variabilita mezi populacemi, vybér populaci
muze vysledky zcela ndhodné ovlivnit a miZe zpUsobit aZz zcela protichGdné zavéry mezi rlznymi
studiemi nebo opakovanimi (at uz je variabilita dana ¢imkoliv — néjakymi ,vnitfnimi“ pfi¢inami jako
geneticka variabilita nebo ,,vnéjsimi“ jako jsou pfihodnéjsi podminky prostredi pro Uplné dozrani semen
nebo Uplné ndhodou, napfiklad mirné riznou dobou sbéru semen)



