Posudek na diserta¢ni praci Ing. Pavla Berana: ,,Detekce a identifikace
bakterii patogennich pro rajée s pouzitim nékolika molekulirng
biologickych technik*

Disertaéni préce Ing. Pavla Berana Je predloZena ve formé souboru publikaci s komentatem.
Ten je sepsan na 25 strandch textu s pouZitim celkem 55 citaci. Prilohy jsou tvofeny osmi
Clanky, které jiz byly publikovény nebo alespoit zaslany do redakei v&deckych Easopist.
Z praci, které uz vyily, Je jedna v &asopise Journal of Microbiological Methods, t ve
védecké piiloze €asopisu Uroda a jedna v Acta Horticulturae. Dva C¢lanky byly pfedloZeny do
Casopisu Crop Protection a jeden do African Journal of Biotechnology. P&t plisp&vka se tyka
detekce Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, dva jsou o Xanthomonas
vesicatoria a jeden o Pseudomonas Syringae.

Prace se zabyva tématem identifikace fytopatogennich bakterii, coz Je z hlediska potteb praxe
ttma nanejvySe aktudlni. Doktorand vyuzil k ziskéni svych vysledkd nejmoderné&jsich
dostupnych metod. Vysledky samotné byly jiz publikovany nebo alesponi k publikaci
pfedloZeny, prosly uz tedy recenznim fizenim a tim byla prokézéna jejich kvalita. K praci
mam nasledujici pfipominky.

Pfipominky formalniho rizu:

- Viextu se objevuji drobné gramatické chyby a preklepy (napt. str. 29 syrigae,
moleuklarng, str. 30 michiganennsis;  chybgjici Carky v souvétich vztaZznych a
dasledkovych pied spojkami které a a proto (str. 12), diky nimz (str. 13). Obgas v
komentafi chybi i mezery mezi ¢islici a jednotkami, napf. °C.,

- Vseznamu pouZité literatury by mély byt pouzity teCky ve zkratkdch nazva Casopist a
mezery mezi inicidlami autordl, protoZe se Jednd o Cesky text.

- piilohy jsou fazeny podle roku publikace. Z hlediska ptehlednosti by pro G&tenaie asi
bylo vhodné&jsi jejich fazeni podle jednotlivych kapitol 4.1, — 4.5 s tim, Ze by u dané
kapitoly bylo p¥{mo i &islo priloh(y).

- opét zhlediska prehlednosti a potfeby odkazii by pfilohy mély byt strankovany
Vv ndvaznosti na ptedchozi text a nikoliv vlastnim strankovéanim.

Pfipominky odborného razu:

- nevhodné jsou pouzity n&které terminy: str. 12 ...napadenych bakteridini chorobou -
spravné patogenem, str. 22 ...nachylnych k chorobg — spravné k patogenu. Choroba je
urcity stav rostliny, takze Ji nemiZe napadnout; véta na str. 30 »Celkem ze 113 vzorka
rajéat s pfiznaky choroby se u 68 % vzorki rostlin prokazalo onemocnéni“ je z tohoto
divodu logicky zcela nespravna (choroba = onemocnéni, a to Ize prokézat prave podle
pfiznaki a nikoliv podle pouhé pfitomnosti patogena). Str. 30 a jinde ...semena byla
infikovéna — spravngji inokulovéna & kontaminovéna, neprobéhl zde viastni infek&ni
proces.




AY)

- str. 28: soubor bakterii zahrnoval 36 (resp. 45) bakterii patogennich pro rajée - asi
izolatd, kment &i populaci,

- str. 29: nelze tvrdit, Ze Crmm byl izolovén...metodami PCR atd.

- nesouhlasi podet odrid uvedenych v 4.5. (celkem 8) a v pfiloze 8 (celkem 9), ackoliv
doba po inokulaci byla pouZita pravé podle této ptilohy.

- podle mého nazoru nelze souhlasit se zavery v pFilohach 2 a 8 a analogicky na str. 30,
Ze ,bylo ovéfeno, ze C michiganensis subsp. michiganensis miZe na semenech
preZivat mésice aZ roky“. Vzhledem k tomu, Ze analyza probihala pomoci PCR, byla
detekovana pouze piitomnost DNA patogena, kterd tam mohla byt i v jeho mrtvych
burikach. Zivotaschopnost patogena by méla byt zjisténa jeho p¥imou izolaci ze semen
na néjaké médium. Teprve na zaklads kladnych vysledki tohoto testy by byl platny
zaver, Ze ,,pienos patogena z povrchu semen do rostlin nenf pFili§ Casty*.

Dotazy:
Pro¢ jsou primery dle Drier et al. (1995) oznagovany jako komeré&ni?

Metoda PCR je pro detekci Crum opakované oznadovana jako nejcitlivejsi. Anj v komentari,
ale ani v Z4dné z relevantnich pfiloh (2, 5, 7, ptip. 4) jsem se vak nedozveds] jeji konkrétni
detekéni limit. Jaky je?

Vysledky z odstavce komentate 4.3. a pfiloh 2, 5 a 7 mi nesedi, pokud jde o detekci Crm
z listh. Zatimeo v piilohach 2 a 5 se tvrdi, Ze Cmm byl detekovén v listech pouze PCR a
Zadnou jinou metodou, v ptiloze 7 a v komenta#i najednou PCR vychdzi ve srovnani
s imunologickymi metodami Jjako nejhorsi. P¥itom se zda, Ze se jedn4 o tytéZ vysledky s 10
tyCkovymi odriidami rajéat. I kdyby tomu tak nihodou nebylo, tim spiSe by si tento rozpor
zaslouZil diskusi. Prosim o vysvétleni. Byla vzdy pouZita tataz g4st rostliny ke vSem testm?
Z metodiky pfiloh to jasng nevyplyva.

V ptiloze 7 je vyse uvedens nejhorsi spolehlivost PCR pii detekei Cmm z listii vysvétlovana
Jjako mozny disledek piebytku hostitelské DNA. Pro¢ by toto alespoti do ur&ité miry neplatilo
u fapikl ¢i stonkd? V popisu experimentd se uvadi, Ze okraje listd uz byly nekrotizované.
Neni to spise p¥{tomnosti moznych inhibitord, pfpadng nespravné zvolené metody extrakce
DNA? Méme zkugenosti s kity Qiagen na extrakci RNA. Pro nekteré ucely funguji vyborng,
nekdy viak zcela selhavaji. Pokud PCR byla sou¢asng nejeitlivéjsi, nebylo by feSenim pouZiti
zfedéngjsiho vzorku? Tim by se zfedily i pfipadné inhibitory. Vhodné je také pouziti interni
kontroly.

Jako posledni cil prace Jje uvedeno vytvofeni bakteridlni sbirky z ovéfenych kmen,
V komentafi ani v zavérech (a pravdépodobné ani v pfilohdch — ty jsem v3ak nedet] ay tak
dikladng vzhledem k tomu, Ze uZ byly ¢&i jsou recenzovany) neni o této sbirce ani slovo, Byl
tento cil splnén?

Zavér:

Podle podepsanych prohlaSeni, kterd jsou soucasti disertadni prace, se Ing. Beran podilel
podstatnou mérou na ziskani a publikaci vysledk, které Jsou soucasti ptiloh 1 — 8. Na z4kladé




V Praze 9. 7. 2012 Prof. Ing. Pavel Ryséanek, CSc.
KOR CZU'v Praze
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Oponentsky posudek

na disertani praci

doktoranda Ing. Pavia BERAN A

na téma
»DETEKCE A IDENTIFIKACE BAKTERIf PATOGENNICH PRO RAICE

S POUZITIM NEKOLIKA MOLEKULARNGE: BIOLOGICKYCH TECHNIK

Ing. Pavel Beran zpracoval diserta&ni praci k obhajob& na vySe uvedené téma formou
publikovanych a vefejné doma i v zahranici sdélenych védeckych praci. Tato forma navazuje
na vSeobecny poZadavek nepsat zvlatni spis, ale pokud je doktorand schopen, piedlozit
k obhajobé jiZz publikované védecké prace v recenzovanych védeckych Casopisech, jejich
redak¢ni rady vyZaduji naroéné posouzeni pfispévki svymi lektory. Zde bych si dovolila
upozornit na skutenost, e doktorand nastoupil do prezenéniho studia v fijnu r. 2009, coz
znamena, ze po usp&Sném absolvovani viech potfebnych zkouSek predklada finalni verzi
prace k obhajobg jiz po necelych 3 letech studia, adkoli Je moZné vyuZit pro doktorandské
prezenéni studium celé 4 roky. Sv&déi to o pili studenta i o pfedchozich zkuSenostech
ziskanych v ramci feSeni bakalaiské a diplomové prace v oblasti rostlinné bakteriologie.
Nutno vSak podotknout, Ze kdyby byla prace odevzdana pozdéji, 3 védecka sdéleni, ktera jsou
v soucasné dobé odeslana do Casopisti Crop Protection (2 price) a African Journal of
Biotechnology (1 prace) by mohla byt na seznamu praci pfijatych do tisku & JiZ
opublikovanych.

Kopie védeckych publikaci jsou doplnény uvodnim Souhrnem vysledkd, kapitolou Prohlageni
o impaktovanych a recenzovanych publikacich, kde doktorand specifikuje sviij podil FeSeni na
jednotlivych publikacich; v &sti Ostatni Cinnost je souhrn pfisp&vkd na konferencich a
doktorandem fe3ené granty. Zkoumanou problematiku shrnul v kapitolach Uvod, Hypotézy a
cile prace, Literarni piehled, Vysledky a Zavér.

Ocetiuji, Ze disertadni prace vznikla za vydatné finanéni podpory zejména GAJU, kde Ing.
Pavel Beran byl hlavnim feSitelem 3 projektit ziskanych vr. 2010, 2011 i 2012 a dale byl
spolufesitelem dalsich 3 grantovych projektii agentur GAJU, NAZV a GACR.

Béhem svého studia Pavel Beran pripravil nebo pfispél k publikaci celkem 14-cti védeckych
sdéleni, z nich u 5-ti figuruje jako prvni autor. Jedna se o 5 praci jiZ publikovanych nebo pro
publikaci v renomovanych zahraninich Casopisech odeslanych sdéleni, dale o tii prace
Vv recenzovanem Ceském &asopise Uroda a Sest plispévkil prezentovanych na mezinirodnich
setkanich véetng tak prestiznich jakymi byly XII. Mezinarodni konference o rostlinnych
patogennich bakteriich na Ile de la Réunion, XVII. konference Eucarpia ve Spanélsku a 111,
Mezinarodni symposium o onemocnénich rajCat v Italii.

Vzhledem k tomu, Ye vétSina v€deckych sdgleni, ktera jsou podstatou disertace JiZ prosla
oponentnim fizenim redak&nich rad Casopisti resp. sbornikd, Jje moje tloha jako oponenta
znacné€ usnadnéna.

V ramci dotazii zadam o bliz objasnéni & zaujeti stanoviska k nasledujicim bodim:

- Kterou ze studovanych bakterialnich chorob povaZujete za nejzavaZngjsi a pro&? Jakeé jiné
bakterialni patogeny se mohou na rostlinach rajéete vyskytnout?




o

- Pro€ byla v publikaci ,,A microarray for screening the variability of 16S-23S rRNA
internal transcribed spacer in Pseudomonas syringae” pouZita metoda DNA mikro&ipt?

- Pro€ byla vybrana pravé bakterie Xanthomonas vesicatoria pro navrzeni specifickych
primert?

- Je znamo, jaké pfiznaky & Skody zpiisobuje bakterie Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis na jinych rostlinach ne? na rajCeti? Napf. na dalSich rostlinach rodu
Lycopersicum a Solanum, dale napi. u fazolu, hrachu, kukufice, pSenice, jemene, Zita,
ovsa, slunecnice, okurky?

- Na str. 29, kap. 4.3. "Spolehlivost detekce Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis"  doktorand uvadi: "Metodami PTA-ELISA, DAS-ELISA a IIF byl
patogen detekovan jen ve 30-70% piipadi a pomoci PCR byl patogen detekovan pouze
ve 20% piipadl.” Zde je prekvapivé, ¥e detekce pomoci PCR ma vyrazné niZ§i citlivost
nez metody sérologické. Je tato situace u bakterii b&¥na? Jak si i vysvétlujete? Je b&zné
nebo nebylo by vhodné napt. pouZiti nested PCR pro zvySeni citlivosti detekce této
karanténni bakterie?

- Vkapitole 7 - "Obrazky" jsou demonstrovany ukazkové piiznaky, které sledované
bakterie na rostlinach rajéete vyvolavaji. Je zde presné uveden i odkaz, odkud jednotlivé
originaly fotografii pochazeji. Zajimalo by mne, zda ma doktorand i fotodokumentaci
studovanych bakterialnich onemocnéni pochézejicich z dzemi Ceské republiky. Pokud
ano, prosim o ukazku t&chto ptiznakovych rostlin pii obhajobé prace.

- PfestoZe jsou vkapitole Ostatni &innost vyjmenovany piispdvky na konferencich,
doporucuji do disertace dodatetns priloZit kopie jednotlivych abstraktii ze sborniki
konferenci. Zde by mne zajimalo, kters sddleni byla prezentovana formou ustniho
vystoupeni a kterd jako plakatova sdéleni, popf. zda vSechny & které piispévky
prezentoval na konferencich doktorand osobng.

- Vvodnich, Cesky psanych kapitolach doporutuji pii citaci pavodnich literarich zdroji
pouZivat zkratku... "a kol", nikoli "et al.", dale misto anglické zkratky "bp" (base pairs)
pouZivat zkratku &eskou "pb" (pard bazi) a v celé praci se vyhnout drobnym preklepim.
Prosim o objasnéni: Na str. 29 je pouZivana zkratka IIF i IF, ziejmé se viak jedna o jednu
a tutéZ zkratku pro imunofluorescenéni metodu pro detekci bakterii, ktera je viak na str.
24 popisovana a oznadena jako IFA (Immunofluorescence Assay). Kterd zkratka je
spravna a pro¢ doktorand nepouziva spravnou zkratku jednotn& v celé praci, nebo se
Jedna o rozdilné metody?

Celkové hodnotim disertaéni praci pana Ing. Pavla Berana a jeho dosavadni piisp&vek
rostlinné bakteriologii jako velmi kvalitni a doporuuji komisi jeho disertatni praci
k obhajob&. Po usp&iném obhajeni diserta&ni prace doporuuji autoru Ing. Pavlu Beranovi
udélit akademicky titul Ph.D..

A% (vieskach Budéjovicich dne 10. &ervence 2012.

" Dr. Ing. Jana Franova
BC AVCR, v.v.i. UMBR
odd. Rostl. virologie
BraniSovska 31
37005 Ceské Budgjovice




Oponentsky posudek disertaéni prace
Autor: Ing. Pavel Beran

Nazev prace: Detekee a identifikace bakterii patogennich pro rajée s pouZitim nékolika
molekulirné biologickych technik

Rozsah disertace: 40 stran textu ve &len&nf na Gvod, hypotézy a cile prace, literarni prehled,
vysledky, diskuse, zavér, seznam pouzité literatury a prilohy, které zahruji kopie

Jednotlivych publikaci autora.

Oponent: Ing. Jan Fousek, Ph.D.
Ustav molekul4rni genetiky AV CR, Praha

Hlavni téma ptedklidané disertaéni prace se vénuje vyvoji a testovani molekuldrng
biologickych technik pro diagnostiku t¥ hospodatsky vyznamnych bakteridlnich patogenti
rajCete - Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, Pseudomonas syringae pv. tomato
a Xanthomonas vesicatoria - spole¢né s mapovanim jejich vyskytu v rdmei nagi republiky.
Diléi cile jsou zaméteny na piipravu konkrétnich detekénich postupil pro kazdého patogena a
Jejich srovnani s dal§imi v praxi pouzivanymi metodami. V praci je pozornost rovné
vénovéna distribuci patogena v hostiteli a moznosti jeho dlouhodobého preziti. Jako nedilnou
soucasti podobného vyzkumu je i vytvoreni sbirky bakteridlnich kment.

Vprvni zuvedenych praci se sleduje variabilita ITS1 oblasti vyskytujici se
v ribozomalnim operonu, ktery je &asto pouZivan pro identifikaci. Za timto dcelem byl
vytvofen oligonukleotidovy DNA mikro€ip, ktery mél za vkol odligit Jednotlivé patovary
bakterie Pseudomonas syringae. Cip v testovanych vzorcich odhalil mozaicismus a poukdzal
na mozné nepiesnosti, které se pii analyze rRNA na takto nizké taxonomické urovni mohou
vyskytnout.

Dal3i price je zaméfena na navrseni specifickych PCR primert pro detekei karanténni
bakterie Xanthomonas vesicatoria. Oligonukleotidy byly navrzeny do oblasti genu arpD.
Primery byly testovany na souboru vice & méné vzdalenych bakterialnich druhd s moznym
vyskytem na rajéeti. Po optimalizaci PCR programu umoznily tyto primery specificky

detekovat pouze kmeny bakterie Xanthomonas vesicatoria.




Nasledujici prace se zabyvala spolehlivosti PCR detekce bakterie Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis (ddle Cmm) z rliznych &sti infikované rostliny a jeji
srovnani se sérologickymi metodami PTA-ELISA, DAS-ELISA a IIF. Se srovnatelnymi
vysledky zde byly pouzity dva pary PCR primeri - pfevzaty z Jiné studie a nové navrzeny.
Bylo zjisténo, Ze spolehlivost detekce Je v bazi rostliny, stonku a fapiku rostlin v ramci
Jednotlivych metod srovnatelna, s vyjimkou listé, kde byla vyrazné nizi.

V dalsi préci se autor zaméfil na zjiSténi vyskytu bakteridlniho vadnuti zpusobeného
Cmm v ramci Ceské republiky. Prizkum probihal v 22 lokalitich, celkové bylo odebrano 113
vzorkli z rostlin vykazujicich pfislusné symptomy. V 68% pfipadii a 6 lokalitich byla
prokdzana pFitomnost bakterie Crm. Vyskyt nebyl ovlivnén geografickou polohou lokality
ani zpisobem péstovani — sklenik, pole.

V posledni z ptiloZenych studii se sledovala moznost ptenosu bakterie Crmm zumgéle
infikovanych semen. Za pomoci né&kolika molekuldrnich technik byla zjisténa pfitomnost
Cmm i po 26 mésicich. Naslednou kultivaci rostlin z takto infikovanych semen a jejich PCR

testovanim nebyl prenos bakterie do rostliny potvrzen.

Dle mého nazoru je zpracovavana tématika vyuZivani molekuldrnich metod pii
diagnostice bakteridlnich onemocnéni hospodatskych plodin velmi vyznamna. Jeji vysledky
Ize ptimo prakticky aplikovat v rostlinolékatskych laboratofich a v kombinaci s dal§imi
technikami tak docilit jeste vty spolehlivosti pii detekci vyznamnych patogent.

Samotna price je velmi detailng a ptehledné zpracovana. K prehlednosti nemalou
mérou pfispivaji zejména grafické vystupy vysledkii z Jednotlivych testd. K osvojeni
potiebnych teoretickych zaklad feSenych problémi prostudoval autor mnoZstvi védeckych
publikaci z dané oblasti. Téma je zpracovavano za pomoci %irokého spektra modernich
védeckych postupti a metod.

VSechny stanovené cile byly splnény. Jejich Felenim se ziskalo mnoZstvi

experimentélnich dat, kter4 mohou byt déle vyuZita pro rozsiteni poznatki v tomto oboru.

PtedloZen4 prace je po formalni strénce velmi dobfe zpracovani a v textu se vyskytlo

pouze n€kolik drobngjsich pieklepi, které oviem kvalitu texty nijak nesnizuji.




Dotazy:

UvaZovali jste vzhledem ke zmitiované vysoké homologii genu atpD u Xanthomonsd pri
vybéru vhodné oblasti pro specifickou detekci o jiném genu?

Co bylo podle V4s nejéastsjsi pri€inou vzniku infekce bakterialniho vadnuti rajcete u
postiZenych porosti ?

Ovéfovala se schopnost preziti bakterie Cnm na semenech kultivaénim testem, mySlena

kultivace bakterii?

Prace Ing. Pavla Berana splfiuje podminky kladené na disertagni praci. Autor
v ptedloZeném pojednani prokézal dostatednou schopnost orientovat se v rozsihlé svétové
literatufe, kriticky t¥idit ziskané informace a Vyuzivat je pro vlastni fedeni.

Na zaklad& vyse popsanych skutenosti souhlasim, aby prace byla pfijata k obhajobé a

po jejim Usp&Sném obhajeni byl udélen titul ,,Doktor*.

V Praze 12.7. 2012
[ Ing. Jan Fousek, Ph.D.
 UMG AV CR Praha




