Posudek na diplomovou praci Barbory Chalupové
Haemoproteus u pévcu: prevalence a dynamika infekce

Diplomova préce je zaloZena na Uctyhodném vzorku vice nez tisice krevnich vzork( pévcl. Je
potésitelné, Ze na znacné Casti odbérl vzorkl se autorka sama podilela. Studentka sama detekovala
krevni parazity, coZ pfi tomto poc¢tu vzork(, pouZiti nested PCR a poctivého vyfezavani z gelll musela
byt znaénd rehole. Metodika je peclivé a podrobné sepsdna. Ziskané sekvence byly srovnany s jiz
dostupnymi sekvencemi znamych linii. Ocenuiji, Ze se autorka nespokojila jen s identifikaci do linie,
ale snaii se k liniim pfiradit i znamé morfotypy. Vlastni data pak vhodné kombinuje s Udaji z krevnich
roztérd, ktera ziskala skolitelka. Autorka také skvéle predem uvadi, které charakteristiky hostitelskych
druh@ by mohly mit vliv na pfitomnost parazit(. Tyto charakteristiky pak autorka pékné uplatnila

v diskusi, kde ptikladné probira biologické vlastnosti hostitell a parazit(. V diskusi jsou také zdafilé
uvahy o lokalnich pfenosech konkrétnich linii, coZ povazuji za nejcennéjsi prispévek celé prace.
Obecné Ize na zakladé podrobné a dlouhé diskuse Fici, Ze se autorka v biologii sledovanych druh(i a
jejich parazitl velmi dobre orientuje. Ocenuji také, Ze abstrakt prace je napsan velmi dobre
srozumitelnou anglictinou.

K praci mam vsak i fadu kritickych pfipominek. V nékolika ohledech mé prace prekvapila
ponékud nemilym zplsobem. Napfriklad fakt, Ze v praci neni poufZit jediny statisticky test, mi doslova
vyrazil dech. Ziskana data pfitom pfimo Zadoni o vypocet. Ortogonalni povahu vysvétlujicich
proménnych a jednoduché rozloZeni dat mohou autofi jinych studii jen tiSe zavidét. Jednoduchy
model z prvnich lekci statistiky by to zfejmeé celé vyresil na jediném kratkém radku v R. Na néktera
srovnani by snad stacil prosty chi kvadrat. Data se zdaji byt pfipravena pro test, ktery se vsak ke
znaénému prekvapeni ¢tenare neobjevi. Vysledky tak zlstavaji v podobé jakéhosi podivného
polotovaru. Vlastné nevime, jak to celé dopadlo, co se lisi a co ne. Misto vysledk(l tak vidime jen
hruba data. Je tfeba zdUraznit, Ze vSechny Udaje se proto tykaji jen chyceného vzorku ptak(. Bez
jakékoliv statistiky tézko Fici, co to vlastné vypovida o zkoumanych populacich.

Vzhledem k fascinujicimu potenciadlu vzorkd jsou nemile prekvapivé také cile prace. Z cill
prace se zda, Ze si autorka neklade Zadnou otazku, nechce resit Zadny problém ani vyvracet Ci
podpofit néjakou hypotézu. Cile jsou pohfichu popisné a upfimné fe¢eno strasné nezajimavé a
nudné. S minimalni znalosti literatury by Slo rovnou ze Zidle ve Vini¢né odhadnout dopfredu, Ze
v Milovickém lese budou mit ptdci krevni parazity, asi tam bude par novych linii, ptaci budou ¢asto
pozitivni pfi opakovanych odchytech a Ze pocty infikovanych nebudou presné stejné, pokud se pouziji
rzné metody. Pro¢ tam tedy viibec jezdit? Pfitom na takto pékném datasetu by sSlo otestovat celou
fadu ohromné zajimavych otdzek. Napfiklad v jedné nedavné praci na obdobné velkém datasetu na
stejném modelu bylo najednou otestovano deset riznych hypotéz o parazitech a hostitelich. Bylo by
Uchvatné se podivat, co z toho vyjde stejné. Téch deset navic rozhodné neni néjaky finalni pocet.
Hypotézy se tykaly jen urcitého vybraného typu interakci parazitl a hostitell. Absence otdzek
samoziejmé mizZe byt alespon ¢astecné spiSe chybou zadani prace. | v takovém ptipadé bych ale
¢ekal, Ze si studentka néjakou otazku vymysli, jak i trochu naznacovaly nékteré ¢asti diskuse. Moc
tomu nerozumim. Resit jen ty uvedené cile musela byt stra$nd otrava. Pro jistotu jsem ovéFil zadani
v SIS. Uptimné feceno, neni o mnoho lepsi. Je zde navic jen cosi o ,biodiverzité”. Nevim, co se tim
presné mysli. Kazdopadné by diversita spolecenstva pocitat Sla a bylo by to zajimavé. Metodika pro
vypocet alfa a beta diversity, dominance, ekvitability nebo detekce klicovych hraca ve spolecenstvu je
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vzhledem ke struc¢nosti zaddni nemohu posoudit, co se tou , biodiverzitou” vlastné myslelo. Nejsem si



také jist, zda doslo ve shodé mezi studentkou a skolitelkou v pochopeni toho, co ma byt dynamika.
V zadani se objevuje nezavisle dynamika a perzistence. Perzistence se v praci resi (a fika se ji
kupodivu ¢asto dynamika). S dynamikou si nejsem jist. Spise bych si pod tim predstavil treba zmény
infekcni intenzity. To se ale pomoci zvolené metody méfit nedd, coZz muselo byt dopfedu jasné.

Vycet pfipominek k praci timto bohuzel nekonéi. Proberu zde postupné, kde v praci
shleddvam chyby a nedostatky nebo kde bych jen doporucil jiné Feseni.

Nazev prace neodpovida obsahu. Prace celkem spravedlivé resi dva rody parazitli. Druhy se
vSak v ndzvu nevyskytuje. Vzhledem k metodice muselo byt jasné, Ze se budou oba rody detekovat
spole¢né. Nechapu, proc se tedy nazev neupravil. Na strdnce s ndzvem je taky Spatné rok.

Diplomova prace ma mit, stejné jako jiné védecké prace, poradny Uvod. V ivodu se mam
dozvédét, co se na dané uzké problematice délalo a kde jsou mezery naseho poznani. Z dvodu mam
pochopit, proc se to celé vibec délalo, ¢im je to nové a co prekvapivého by se mohlo zjistit. Z tvodu
predlozené diplomové prace se to nedozvim. Uvod je zde na necelou stranku a je zcela obecny. Za
Uvodem nasleduji kapitoly literdrniho prehledu. Smysl sepisovani této ¢asti diplomové prace mi jiz
leta zcela unika. Vétsinou to skonci presné jako zde. Literarni prehled je tak Siroky (v podobném
rozsahu jako je jedna cela tlusta kniha), Ze se pak o problematice diplomky dozvim malo. Rozhodné
to vsak neni vyjimecény problém jen této diplomové prace. Napsat dobry Uvod je tézké a povede se to
v diplomové prdéci ztidka. Konkrétné se zde tfeba pise o ostrovnich efektech (mimochodem Spatné,
protoZe Loiseau et al. zjistili ve skutecnosti néco jiného) nebo o detailech Zivotniho cyklu parazitd. To
se vSak v diplomce vibec nefesi. Na vlastni problematiku diplomky tu pak chybi misto a energie, a¢
autorce nemohu upfit znaénou snahu zde o studované problematice aspofi néco napsat. Casto se zde
vSak cituji vysledky jednotlivych praci, aniz by se pak z toho ucinil néjaky zavér nebo aspon shrnuti.
Obecné presahy zcela chybi. Jakési shrnuti nalezneme snad jen v ¢asti o diagnostickych metodach.
Bohuzel to neni shrnuti Gplné stastné. Autorka tak trochu pozapomnéla, Zze PCR mze byt taky
kvantitativni a proto velmi vhodna pro uréeni intenzity infekce. Rada autord to vyuZila. Chybi mi tu
také uvedeni vyuZziti metod masivniho sekvenovani nebo jemné rozliSeni linii pomoci alternativnich
marker( (tfeba mikrosatelit().

Jiz jsem zminil, Ze metodika detekce parazit( je fadné popsana. Docela vSak prekvapi, Ze byl
pro sekvenovani pouzit vidy jen jeden primer. Myslim, Ze u novych linii by osekvenovani z obou stran
mélo byt standardem. Upfimné feceno, problémy mam i se samotnou detekci pozitivnich vzork( a
zarazejici je také pocet vzorkd, u kterych nebyla uréena konkrétni linie. Vic jak 20 procent fakt neni
malo. Nested PCR je nesmirné citlivd metoda, coz je vyvazeno rizikem falesné pozitivnich nebo
negativnich signalll. Koneckonct i ,,normalni“ PCR pfi optimalnich podminkach nékdy prosté nevyjde
a napodruhé se zjevi krdsné pruhy na elektroforéze. Byva proto zvykem pfi detekci parazitd PCR
opakovat a také zahrnout do setu vzork( negativni ¢i pozitivni kontroly. Byla detekce zalozena
opravdu na jediné nested PCR reakci a byly pouZity néjaké kontroly? Nékteré linie se mohou lisit
pravé v misté nasedani primeru. S tim se ale da alespon ¢astec¢né bojovat sekvenovanim nebo i
amplifikaci jinymi primery. | vyskyt dvojitych peakl na elektroforetogramech lze resit
bioinformaticky, klonovanim nebo specifickymi primery pro bézné linie (po potvrzeni se bézna linie
,odecte” v misté dvojitych peakl a mizeme precist druhou linii smisené infekce). Bohuzel se nic
z uvedeného zfejmé nestalo. MizZe autorka okomentovat, jaky mohou mit uvedené skutec¢nosti vliv
na zjisténé prevalence? V metodice chybi popis vypoctl. Mnoho se v préci sice vskutku nepoditalo,
ale i vypocet prevalence vlastné neni trividlni. Neni tak viibec jasné, z ¢eho se prevalence pocitala (viz
nize). Z drobnych chyb zminim, Ze u sloZek reakénich smési je tfeba uddvat koncentrace. (Napfiklad
udaj 0,5 ul primeru nerika vibec nic, protoZe nevime, jak koncentrovany byl plivodni roztok primeru.)
Zdznam krokt PCR je ponékud nestastny. Neni upiné jasné, které kroky se cyklicky opakuji.



Mimochodem cyklus tvori jen tfi z vedenych péti krokd. Celé se to jmenuje tfeba program pro PCR
nebo kroky (steps) PCR. Na gelu nevidime dvojpeaky (ty mohou byt a asi i byly na elektroforetogramu)
ale spis vice prouzki (bands). Myslim, Ze lepsi by bylo identifikovat sekvence podle MalAvi neZ pres
genbank. Nékteré linie jsou v genbank spatné. MalAvi je specializovand a pribézné kontrolovand
databdze. Je to tedy daleko spolehlivéjsi zdroj.

Kapitola s vysledky je dost neprehlednd. Vétsina tabulek by pattila do ptiloh diplomové prace.
Zde spis prekazi. Tabulky jsou ¢astecné duplicitni s textem a i v textu se nékteré Udaje opakuiji.
Napfriklad neni potifeba v jednom odstavci nékolikrat opakovat, kolik bylo celkem vysetfeno vzork(
dospélych nebo mladych jedinc(, coZ se v praci mnohokrat déje. Naopak neni jasné, co vlastné
znamenaji Udaje o prevalenci. V abstraktu se piSe 0 1092 vzorcich, v metodice o 1092 jedincich. Kolik
tedy bylo vzorku a kolik jedincti? Byla prevalence pocitana ze vSech vzorka, tedy i z vice vzorki
odebranych stejnému jedinci? Co pak tedy tidaj o prevalenci vlastné ¥ika? Rika se, 7e dobry obrazek
vyda za vic nez tisic slov. Plati to i pro tuto praci. Dohledat v tabulkach a textu interakce hostitell a
parazitl a udélat si tak celkovy obrazek o specificité systému je skoro nadlidsky ukol. Obrazek by to
ale ukazal snadno a nahradil by tak moZna nékolik stran textu. Nejlepsi by byl obrazek sité interakci.
Je vic moznosti, jak takovou sit vytvofit, ale na vse jsou jiz hotové programy nebo skripty. J& mam rad
sité z baliku bipartite v R. Na prvni pohled vidim pocetnost linii a specificitu vztahd hostiteld a
parazit(. Ten balik také rovnou vypocita, nakolik jsou obecné interakce specifické a da se to porovnat
s jinymi pracemi. Neni téZké to vytvofit. Vypada to néjak takhle:

8. melanocephal:
C. teneriffac
I. berthelotii

P canarfensis
E. rubecula
F tevidea
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Ohromné by také porozuméni autorcinych objev( usnadnilo néjak zobrazit podobnost (a tedy
predpokladanou pribuznost) sekvenci parazitl. Hodné by to pomohlo u nové objevenych linii. Jednou
z moznosti by byl néjaky fylogeneticky strom. Vibec bych se nebal pouzit klidné i néjakou
jednoduchou metodu zaloZenou jen na distancich a v né¢em jednoduchém (MEGA treba). Stejné to



bude mit mizerné podpory. Ja bych spis ale preferoval haplotypové sité. Tfeba v programu PopArt se
jednoduse nakresli velmi efektni obrazky v publikacni kvalité. Vypada to néjak takhle:

PARLE1 CRYREQL

CELLFRBL

HIRUS16 HIRLEOS
S pfibuznosti parazitll a bohuZel i hostitell se v praci skoro nic nefesi. To je velka Skoda,
zvlasté kdyz jsou od parazitl ziskany sekvence a o pribuznosti hostitelt celkem dost vime z literatury.

Mohla by autorka alespon u obhajoby okomentovat vzajemnou pfibuznost nejbéznéjsich hostitelti
a zvatzit, jaky vliv by mohly mit pfibuzenské vztahy na vyskyt parazita?

Hlavni problém vysledk( jsem jiz zminil. Vlastné tu nejsou. Autorka sice slibuje rtizna
porovnani, nikdy viak na né nedojde. Cisla v tabulce nebo sloupcové grafy nejsou 7adné porovnani.
Rikaji totiZ néco jen o nasem vzorku (tedy tfeba o konkrétnich odchycenych dlascich nebo
modfinkach). Zda to plati pro celé populace (tedy tfeba vsechny dlasky a modrinky v Milovickém lese)
odhali aZ statisticky test, na ktery ale nikdy nedoslo. Bez statistického testu se o rozdilech, shodé,
zméné Ci trendu prosté vibec neda mluvit. Abychom mohli néco spocitat, musime si navic byt jisti, Ze
mame nahodny vzorek z populace. U nékterych druhl hostitell by to asi Slo ovérit. Mohla by autorka
fici dlivody, proc jeji vzorek nemusi byt nahodnym vzorkem populace a jak by to mohla na svych
datech otestovat?

Jiz jsem zminil, Ze autorka diskusi zjevné vénovala mnoho casu, Usili a péce. Problém vsak je,
Ze bez korektné vypocitanych vysledku je tézké néco diskutovat nebo dokonce vyvozoval néco
obecné platného. Také vime, Ze i vypocty prevalenci jsou zatizeny chybou. Sama autorka se navic
snazi ukazat, Ze se prevalence mizZe hodné zménit z roku na rok. Srovnani prevalenci s jinymi
pracemi, kde navic byla pouZita jina metoda detekce, mi tedy pfijde ponékud problematické. Se
zménami prevalence je to jesté horsi. Usuzovat ze tfi let na néjaky dlouhodoby trend zmén
prevalenci, navic bez statistického testu, je mirné receno ponékud nestastné. | pokud by tu néjaky
trend byl, nema asi valného smyslu ho srovnavat se studiemi Uplné jinde, jinak a jindy. Pfes zminéné
limitace vSak v diskusi autorka odvadi obdivuhodny vykon. Ukazuje tu dokonalou znalost systému i
prima biologicky Usudek a pro sva tvrzeni se peclivé snaZi najit podporu v literature. Bohuzel se ale
désivé zaméruje jen na svij studovany systém. Nijak se nesnaZi z vlastnich vysledkd vytahnout néco
obecnéjsiho (ano, vim, Slo by to tézko) a konfrontovat to s jinymi modely. Naprostd vétsina citaci se
tak tyka jen modelu autorky.



Celkové se mi diplomova prace hodnoti strasné Spatné. Autorka odvedla ohromné mnoizstvi prace
v laboratof¥i i pti zakladni praci se sekvencemi a zfejmé i v terénu. Je jasné, Ze se v problematice
vyborné orientuje, dokaze pracovat s literaturou a konfrontovat ji se svymi vysledky. Z diskuse
usuzuji, Ze ji diplomka snad i musela bavit. Sepsani diskuse a metodiky jisté autorka vénovala
mnoho casu a pFikladné pilného Usili. V praci je Fada mensich nedostatkd, ale to se tyka skoro
kazdé diplomové prace. Pofadné sepsany uvod se v diplomkach také vyskytuje spiSe sporadicky.
Nejsem schopen rozlisit, zda absence smysluplnych otazek a hypotéz je problém studentky nebo
zadani prace. Nejsem si vsak jist, zda maji nasi fakultu uspésné absolvovat studenti, ktefi nejsou
schopni provést jediny, byt tfeba trivialni, statisticky test a neumi pfehledné a smysluplné ukazat
své vysledky. Obavam se, Ze Uroven zpracovani dat zde neodpovida nejen poslednim trendiim ale
snad ani tomuto tisicileti. Nevim skoro nic o struktufe povinnych a doporucenych pfedmétti na
parazitologii. Pokud vSak studentku minuly vSechny predndasky ze statistiky, mohla si zakladni
znalosti osvojit z ucebnic. Existuji dobré ucebnice statistiky i v estiné. Ani dostupnost statistického
programu dnes neni limitaci. Stejné se skoro vsechno nejlépe spocita v R, coz je zadarmo.
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