Zemédé&lska jihocteskd univerzita

U4 fakulta v Ceskych Budgjovicich
~ Fagulty University of South Bohemia
of Agriculture  In Ceske Budéiovice

OBHAJOBA DISERTACNI PRACE DSP
PROTOKOL O HLASOVANI

Jméno studenta: Ing. Dagmar STEHLIKOVE
Narozen(a): 25.8. 1989 v Ceském Krumioveé
Studijni program: Biotechnologie

Studijni obor: Zemé&délské biotechnologie
Forma studia: Prezenni

Vysledek hlasovani:
Pocet ¢lenl komise: 40 pocet pfitomnych ¢len komise: 3
pocet platnych hlast: 9 kladnych: 9

zapornych: Z@

pocet neplatnych hlasu: ﬁg

Zkusebni komise: Podpis:
: - A
| Predseda: , - x 4
redseca: | prof. Ing. Radovan Pokorny, Ph.D.; Mendelova univerz. v Brné, AF J.'f
|
| z. | N /—br:___.l—
I Clenove: doc. RNDr. Jana Repkova, CSc.; Masarykova univerzita v Bré, PiF 4
p y
doc. Ing. Frantigek Hnili¢ka, Ph.D.; €ZU v Praze, FAPPZ "’—*’h
S
doc. Dr. Ing. Pavel Vejl; CZU v Praze, FAPPZ /W
" X
doc. Ing. Tomas Vyhnanek, Ph.D.; Mendelova univerz. v Brné, AF _M - “)

doc. Mgr. Miroslav Baranek, Ph.D.; Mendelova univerz. v Brné, ZF :". (— ;
Lednice (oponent) 3N

Ing. Miroslav Klima, Ph.D.; VURV Praha

Ing. Martin Zabka, Ph.D.; VURV Praha

prof. Ing. Jindfich Citek, CSc.; ZF JU v Ceskych Budé&jovicich T e~

x|

doc. Ing. Jan Barta, Ph.D.; ZF JU v C. Budg&jovicich

N
|
I
/

Zemédélska fakulta Vyftizuje: +420 389 032 541

Studijni oddéleni ) www.zf.jcu.cz
Studentska 1668, 370 05 Ceské Budé&jovice Ing. Petra Juraskova WWW.jCu.cz

Ceska republika jurasek@®@zf.jcu.cz



Zemédélska

fakuit

Y

STRILEREERS

Jihoteska univerzita
v Ceskych Budéjovicich
Urniy »f South Bohemia

diovice

3

PROTOKOL O OBHAJOBE DISERTACNI PRACE DSP

Jméno studenta:
Narozen(a):

Studijni program:

Studijni obor:
Forma studia:

Skolici pracovisté:
Datum a misto konani zkousky:

Zkusebni termin

Ing. Dagmar STEHLIKOVA

25. 8. 1989 v Ceském Krumlové
Biotechnologie

Zemédélské biotechnologie

Prezen¢ni

KSPR ZF JU v C. Budé&jovicich

13.11. 2019, ZF JU v Ceskych Budé&jovicich

C.: 1.

Nazev disertaéni prace:

Metoda loop-mediated isothermal amplification pro detekci fytopatogennich mikroorganisma

Vysledek obhajoby:

Zkusebni komise:

(Prospél (a)) Neprospél (a)

Pfedseda: prof. Ing. Radovan Pokorny, Ph.D.; Mendelova univerz. v Brné&, AF
Clenové: doc. RNDr. Jana Repkova, CSc.; Masarykova univerzita v Brng, PiF
doc. Ing. Frantidek Hnilicka, Ph.D.; CZU v Praze, FAPPZ
doc. Dr. Ing. Pavel Veji; CZU v Praze, FAPPZ
doc. Ing. Tomas Vyhnanek, Ph.D.; Mendelova univerz. v Brné&, AF
doc. Mgr. Miroslav Baranek, Ph.D.; Mendelova univerz. v Brng, ZF | .
| Lednice (oponent)
Ing. Miroslav Klima, Ph.D.; VURV Praha 2
Ing. Martin Zabka, Ph.D.; VURV Praha = |
| prof. Ing. Jindfich Citek, CSc.; ZF JU v Ceskych Budé&jovicich i,
doc. Ing. Jan Barta, Ph.D.; ZF JU v C. Budé&jovicich '. ren
Oponent: Ing. Milofi Dvotdk, Ph.D.; Mendelova univerzita v Brné&, LDF Ilzlg::iscéenem
prof. Mgr. Marek Koutny, Ph.D.; Univerzita T. Bati ve Zlin&, FT Ilzlsrr:i;:(leen?[lj T
$kolitel: prof. Ing. Vladislav Curn, Ph.D.; ZF JU v Ceskych Budéjovicich N({.

Zemédélska fakulta

Studijni oddéleni

Studentska 1668, 370 05 Ceské Budéjovice
Ceska republika

Vyfizuje:

Ing. Petra jurdskova
jurasek@zf.jcu.cz

+420 389 032 541
www.zf.jcu.cz
WWW.jcu.cz



Otazky a odpovédi k doktorské diserta¢ni praci Ing. Dagmar Stehlikové

Oponent: Ing. Milofi Dvorak, Ph.D.

1. Na prikladu vhodng zvoleného obriazku se symptomy infekce xantomonddami ukaZte
spravny zpusob citace internetového obrazového zdroje.

Obrazek 1: Symptomy bakteridlni skvrnitosti na listech papriky infikované bakterii Xanthomonas
vesicatoria

EPPO 2019 (ptevzato z databaze)

V seznamu literatury:
European and Mediterranean Plant Protection Organization (EPPO). [cit. 2019-11-08] Dostupné z:
https://gd.eppo.int/media/data/taxon/X/X ANTVE/pics/1024x0/1768.jpg

2. Vysvétlete, pro¢ je F. circinatum v podminkich ¢eskych lesnich $kolek hrozba pro mod¥in
a smrk, a¢koliv je prysky¥ii¢na rakovina onemocnéni borovic (douglasky).

Minuly rok byla zvefejnéna publikace, kde byl zkouméan vztah mezi semenacky (borovice, smrk,
modfin) a houbou Fusarium circinatum v lesnich $kolkach na uzemi CR. Bylo prokazéano, Ze houba F.
circinatum je schopna infikovat semend¢ky v8ech tfi druhti dfevin. U smrku a modfinu miiZe byt latentni



s

Existuje riziko, Ze p¥i reakci zkricené na 30 minut dojde k nespecifické amplifikaci napf. X.
perforans, pokud bude v reakci 10x vice DNA neZ v uvedeném testovaném piipadé?

X. perforans je nyni fazena do druhu X. euvesicatoria a pfi analyzach nebyla zaznamenana amplifikace
snavrZzenymi primery. P¥ hodinové amplifikaci miZe nastat riziko amplifikace nespecifickych
produktli, coZ miiZze byt riziko u velmi p¥ibuznych druhi. (X. gardneri a X. euvesicatoria).

Z obr. 25 vyplyva, Ze se na platformé Genie I1 amplifikuje vzorek o nejvyssi koncentraci DNA
nejpomaleji. Jaké proto mate vysvétleni?

Velka koncentrace DNA miiZe inhibi¢n& ovlivnit dobu pfesahu fluorescence prahové hodnoty. Udéava
se, 7e vysoka koncentrace templatové DNA se projevuje inhibiénim efektem, coZ je zfejme tento pfipad,
kdy pravdépodobné byla pfekroCena prahova hodnota.

. Detekéni techniky pro xantomonddy jste optimalizovala na real-time PCR termocykleru a
nakonec prevedla na platformu Smart-Dart. Projevil se pievod na ,,primitivnéj$i“ hardware
zvySenim detekéniho limitu metody?

Detekéni limit byl u real-time platforem stejny. Jedind odli$nost byla zaznamendna v intenzité
fluorescence u LAMP s pouzitim asimilaéni sondy. AvSak tato odli$nost je spiSe zplisobena postupnou
degradaci fluorescen¢ni asimila¢ni sondy a ne v pouziti riiznych real-time platforem.

9. Bylo by mozné doladit techniku LAMP detekce na platformé pouZitelné v terénu v triplexu
(tj. pro X. vesicatoria, X. gardneri a X. euvesicatoria)?

Ano, v piipadé optimalizace tfi fluorescenénich sond s riznou vlnovou délkou a pii pouZiti pfenosného
piistroje, ktery je schopny detekovat téi vinové délky. Tetraplex LAMP byl jiz optimalizovan na
pfenosném piistroji ESEQuant, ktery je schopen detekovat 6 vinovych délek (Nathan a Tanner, 2012).

Oponent: doc. Mgr. Miroslav Baranek, Ph.D.

. na obrizku ¢ 23 jsou zachyceny vysledky detekce navrienou LAMP metodou v uméle
infikovanych rostlinach. Téch bylo celkem 40, pro¢ vysledky analyzy zobrazuji pouze 3 vzorky?
Analyza byla provedena pro viech 40 vzorki. Na obrazku jsou t#i a to z dtivodu lepsi piehlednosti. Do
grafu byly vybrany 3 vzorky snejrychlej$im, nejpomalej§im a primérnym piesdhnutim prahové
hodnoty (20-30 min).

. vramci prezentace pro obhajobu dizerta¢ni price prosim popiSte jak a které in silico analyzy
v jednotlivych krocich pobihaly.
Tato otdzka byla zodpovézena behem prezentace.

. -LAMP je prezentovina jakoZzto velmi citlivi metoda. Jaké médte zkuSenosti s faleSné pozitivnimi
vzorky? Nenastane problém, pokud bude v jedné laboratoii opakované provadén test stejného
patogenu?



lepsi citlivost real-time LAMP, coZ naznacuje, Ze latky obsaZené v piidé mohou inhibovat aktivitu DNA
polymerazy v real-time PCR.

5. Vzhledem k pomé&rné malému rozsahu vysledkové ¢asti se nabizi testovat vyvinuté metody
na vzorcich v terénu, tak jak je navrhovano. Nebylo moZné se o to pokusit?

Hlavnim cilem byla optimalizace metod. Testovani na vzorcich probihalo jak u rodu Xanthomonas tak
u houby F. circinatum. Rozséhlejsi testovani dalSich rajéat, paprik a borovic je pfedmétem planovanych
projektli. Screening a typizace lokalit vzorki je naro¢nd jak ¢asové tak finan¢né.



Zapis obhajoba DSP

Ing. Dagmar Stehlikova
13.11.2019

Zahajeni — prof. Pokorny, pFedstaveni komise a studentky, predstavil CV, publikacni aktivitu, feSené
projekty

D. Stehlikova - pfedstaveni tématu DSP a pribéhu FeSeni DSP, dosaZené vysledky

Oponenti — doc. Baranek, Ing. Dvofdk, prof. Koutny — prednesli posudky, vyzdvihli aktuédlnost tématu,
nové metody pouZité v praci, vyznam pro praxi, védecky vyznam prace, pfednesli pfipominky
a dotazy a doporucili praci k obhajobé

D. Stehlikova — odpovédéla na dotazy a pfipominky oponentt, odpovédi byly vyerpévajici

Rozprava k DDP:

prof. Pokorny — jak funguje metoda LAMP v terénu, poZadavky na izolaci DNA, kvalitu a Cistotu DNA,
jaké techniky izolace DNA se pouZivaji

doc. Vejl — kolik vzorkd Ize zéroveii analyzovat na mobilni, terénni, platformé, citlivost metody, jaky je
pozadavek na templatovou DNA, kolik sad primerd se musi navrhnout a jakd je Uspésnost
vybéru vhodné primerové sady, moZnosti detekce ZivociSnych parazitd

doc. Vyhnanek — jak probihala detekce patogenti v terénu

Ing Zabka — vyskyt F. circinatum v CR

doktorandka zodpovédéla na véechny poloZené dotazy, komise konstatovala, Ze byla schopna
reagovat na dotazy a odpovédi byly v pofadku



