Oponentsky posudek na diplomovou praci Evy Krkavcové

»Funkce antimikrobialnich proteini v bilku u prekocialnich ptaka“

Oponovani diplomové prace Evy Krkavcové pro mne bylo velmi prijemnym ukolem. Prace je
psana Zivym, kultivovanym a i ve slozitéjSich pasazich srozumitelnym jazykem, obsahuje jen
minimum preklept ¢i jinych formalnich nedostatkl. Po vyborné napsaném Gvodu jsou
popsany prakopnické experimenty snazici se poodhalit funkci tfi proteinl s antimikrobialni
funkci (avidinu, lysozymu a ovotransferinu) v bilku dvou druht prekocialnich ptdk(. Objem
experimentalni prace je uctyhodny, kazdy protein byl vyhodnocovan jinou metodou, navic
byl proveden odhad intenzity bakterialni infekce pomoci RT-PCR a antimikrobialni aktivity
komplementu krevni plazmy mladat, o praci s vejci a ptaky zahrnujici opakovana méreni ani
nemluveé. Experimenty jsou peclivé pfipraveny, vzorné statisticky vyhodnoceny a velmi
rozumneé a opatrné interpretovany. Cely monumentalni dojem z prace kazi jen ponékud
nedotazenad diskuse — ne Ze by obsahovala néco, s ¢im bych zdsadné nesouhlasil a je psana
také zajimavé, presto vsak by si takovy objem experimentalni prace a vysledk(l vybizejici

k mnozZstvi Uvah zaslouzZil podrobnéjsi rozbor nez pouhych necelych 7 stran. Chapu, ze
pionyfi to maji tézké a jen tézko se diskutuje se z vétsi ¢asti neexistujicimi pracemi. Presto
tato jista nedotazenost diskuse kontrastuje s vymazlenymi jinymi ¢astmi prace. Praci celkové
hodnotim jednoznacné velmi vysoce a nepochybuji o jejim kladném pfijeti.

Mdam nékolik podnét(i k usporadani experimentu a k intepretacim:

1) Byla zjistovana opakovatelnost analyz koncentraci antimikrobidlnich protein(, coz je
skvélé, korela¢ni koeficient pro ovotransferin je sice prikazny, ale prekvapivé maly (0.28, str.
22). Pokud se nejedna o preklep, ¢im si to mGZeme vysvétlit a mame tedy vysledkim u
ovotransferinu véfrit?

2) Imunitni funkce komplementu byla mérena na jediné bakterii, kterou mizeme s trochou
dobré vile povaZovat za nespecifického patogena. Tento zplsob odhadu imunitni funkce
mné prijde velmi artificialni a zajimalo by mné, nakolik mzZe odrazZet opravdovou odolnost
vuci infekci. Co si o tom autorka mysli?

3) Z grafa zobrazujici rastové krivky kirepelek je jasné, Ze jsou docela pohlavné dimorfni.
Proto mne prekvapuje, Ze faktor ,pohlavi mladete” nebyl zafazen do ani jedné z analyz.
Pritom muUZe znacné zkreslit snad vSechny sledované a vyhodnocované parametry.
Manipulace navic midzZe mit pohlavné specificky vliv.

4) Pro¢ nebyl v designu experimenttl odetfen vliv matky? Slo napfiklad rozdélit vejce jedné
samice do vice treatmentd (to bych vidél rad&ji neZ pozdéjsi statistické oetfeni). Ci
pochdzelo kazdé vejce od jedné samice?



5) Do manipulaénich experimentl by méla byt idedlné zavedena i Cista kontrola (tj. vejce bez
pridani PBS), umoznila by odhadnout vliv otevieni vejce a vpraveni roztoku.

6) Chapu ndrocnost manipulativnich experimentu, presto je Skoda, Ze byla aplikovdna jen
jedna davka proteinl. Otestovani dalSich davek (tfeba i nefyziologickych) by mohlo pfinést
dalsi vhled do funkci studovanych protein(i a mohlo by snaze odhalit jejich potencidlni efekty
na fenotyp (ty vétsSinou v experimentech nebyly nalezeny, coz mlzZe byt zplisobeno pravé
relativné nizkymi aplikovanymi davkami).

7) Prekvapila mné relativné nizka celkova lihnivost vajec (str. 31) — ta mohla mit také vyznam
pro malou pravdépodobnost nalezeni efektl na fenotyp mladat.

8) V korelacni studii u kachen vyslo statisticky prikazné spolec¢né plsobeni antimikrobialnich
proteinll (nedokazu posoudit, zda je pouZiti Z-skorl naprosto spravné, ale pripada mné
rozumné) na uspésnost lihnuti a na snizeni rizika bakterialni infekce, ale vliv mikrobialni
infekce na Uspésnost lihnuti byl neprikazny, co hif¥, takrka nulovy. Autorka to interpretuje
tak, Zze studované proteiny maji tedy pravdépodobné i jinou nez antimikrobidlni funkci. Je to
mozné, spis se ale obavam, Ze tento vysledek pfilis nenasvédcuje robustnosti vysledka.

9) V diskusi (str. 42) mne prekvapuje dost odvazné tvrzeni, Zze vysledky nepotvrzuji zavéry
studii, Ze rychlost rlstu mladat mudze byt ovlivnéna maternalni depozici biologicky aktivnich
latek — jsou uvedeny priklady androgenu. Ty ale zcela jisté vliv maji.

10) Autorka se zabyvala maternalné alokovanymi steroidy do vajec uz v bakalarské praci,
proto bych od ni necekal tak zjednodusujici tvrzeni, Ze androgeny maji vliv na imunitu
mladat kvili pozitivnimu vlivu na rlist a rychlost metabolismu.

11) V diskusi autorka uvadi svou hypotézu, Ze experimentalné zvyseny obsah
antimikrobidlnich proteind by mohl vést ke zpomalenému vyvinu kvali potlaceni travicich
bakterii v pozdni fazi embryogeneze ptaka. Myslim, Ze je velmi pravdépodobné, Ze stievni
mikroflora se do velké miry ustanovuje az po vylihnuti a Ze travici trakt ma pro pfijem Zivin
béhem embryogeneze minimalni roli.

12) Vlilbec mné pfijde divné, Ze by antimikrobialni proteiny zpomalovaly ontogeneticky vyvin.
Jak si autorka takovy ucinek predstavuje? Jaké morfogenetické procesy by mély byt takto
zpomaleny? Z prace a statistického vyhodnoceni se ¢tenar nema Sanci dozvédét, jaké je
skutecné zdrzeni velkych vajec s experimentalné zvySenym obsahem protein( a Ize tedy
nesnadno posoudit, o jak velky efekt se jedna (z obrazk( soudim, ze nevelky). Myslim, Ze
delsi doba inkubace by mohla spiS byt pfisouzena delSim pobytem mladat ve vejci. Mladata
ptaku i plazli se rozhoduiji, kdy se maji zacit lihnout, a lze predpokladat, Zze mladatim se

z kvalitnéjsiho vejce nebude chtit ven (maji zde napt. dostatek Zivin, zahtiva je matka...).
Zdrzeni mGZe odrdzet pozitivni, ne automaticky pfedpokladany negativni vliv na zdatnost.



13) U kachen i kiepelek je jisté tlak na synchronni lihnuti. Lihnuti bude synchronizovano
vokalizaci matky, ale jisté i mladaty mezi sebou. Je mozné, ze tento efekt v inkubatoru
ovlivnil vysledky o nacasovani lihnuti?

Na zavér opakuji, Ze diplomova prace je velmi kvalitni, popisuje znacné mnozstvi vyborné
odvedené prace, je celkové dobfe napsand a bez vahani ji doporucuji k obhajobé a ke
klasifikaci vyborné.
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