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Obecna charakteristika prace:

Predlozend dizertani prace je ¢lenéna ve formé, kterd je pro tento typ praci standardni. To
znamend, ze obsahuje abstrakt, obsah, literarni prehled vcetn€ pouZitych literarnich zdroju,
cile a hypotézy, vysledky, diskusi a zavér. Témto obvyklym kapitolam predchézi bliZsi
predstaveni dizertantky prostfednictvim vyctu jejich dosavadnich vyzkumnych aktivit véetné
realizovanych nebo zamyslenych publikaci a fedenych projekttl. Zde je mozné konstatovat, Ze
hlavni podil dosud realizovanych publika¢nich vystupt je v recenzovanych ¢asopisech mimo
databaze WoS nebo Scopus, 1 x se jednd o spoluautorstvi u ¢lanku v Casopise s IF.
V soucasné dobé jsou odeslany do redakci ¢asopist s IF také 3 dalsi rukopisy. Celkovy rozsah

prace je 87 &islovanych stran, tabulky a obrazky jsou zafazovany na piislu$na mista v textu.

Zhodnoceni dizertaéni prace:

V literarnim prehledu se dizertantka nejdiive detailn€¢ zabyva predstavenim patogenil, na
jejichz detekci je predkladana dizerta¢ni prace zaméfena. Nésleduji pasdze zabyvajici se
obecnymi moznostmi detekce dulezitych fytopatogennich mikroorganismli z okruhu
Xanthomonas spp. a karanténni houby Fusarium circinatum. V posledni ¢4sti je pfedstavena
metoda LAMP zhlediska jejtho principu, moznosti navrhnout vlastni detekéni systém a

zpusobu detekce amplifika¢niho signalu. Celkove je moZné konstatovat, ze literarni piehled je
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zpracovan piehledné a srozumitelng, zahrnuje nejnovéjsi poznatky podloZené Sirokou Skalou
citovanych literarnich zdroji a celkové nabizi kvalifikovany zaklad pro kvalitni zpracovani
feSené problematiky.

Cile a hypotézy prace se podafilo formulovat jasng, jsou aktudlni a sambici rozsifit
Grovefi poznani v oblastech, které byly identifikovany jakozto dileZité pro zlepSeni ochrany
vii¢i vybranym patogenim. Na zaklad¢ pfedstavenych vysledki lze konstatovat, Ze stanoven¢
cile byly splnény. Nasleduje diskuse, kde dizertantka dle mého nézoru vyuzila moZnost
konfrontace nov& ziskanych poznatki s aktudlnim stavem pozndni pouze CasteCné.
V n&kterych pasazich jsou popsany jiz dfive zmifiované nebo vSeobecné zndmé skuteCnosti,
v piipadé kapitoly 6.1.4. by bylo dle mého nézoru vhodngjsi zafazeni do literarniho piehledu.
Pfitom mnoZstvi zcela jist¢ provddénych optimalizaénich experimentii nebo napiiklad
srovnani s jinymi detek&nimi technikami nabizi moznost diskutovat ziskané vysledky
mnohem duikladné&ji. Po formalni strance ma prace dobrou trovedl a ma odpovidajici
grafickou dokumentaci. Mira vyskytu pfeklepti nebo problematickych formulaci dosahuje

urovné bézné pro tento typ praci (nékteré ptiklady viz niZe).

Pripominky oponenta:

Jak jiz bylo uvedeno, v ptedkladané praci lze nalézt sporadické formalni chyby nebo

preklepy. Mezi zasadnéjsi pfipominky patfi:

s. 28. 38 (napf.) — vramci dizertaéni prace najdeme pro stav, kdy DNA oligonukleotid

hybridizuje s DNA terminy typu ,naseddni primeri“ nebo ,annealing”. Je potieba
terminologii sjednotit a nepouZivat laboratorni slang. Podobné napt. ,,cycler” (str. 32) nebo

Lfltrované Spicky* (str. 42).

s. 38 — Cast tabulky &.2 vramci kapitoly ,,Material a metodika® nespravng obsahuje také

vysledky testovani, které maji byt prezentovany az v piislusné kapitole.

s. 40.43 — obecné je pro ditatele dizertaéni prace obtizné vysledovat, které konkrétni in silico
analyzy byly u jednotlivych patogenii provedeny vramci vybéru cilovych genomovych

oblasti. P¥{kladem budiz naptiklad prvni 2 vé&ty na stranach ¢. 40,43.

s. 43 — nékolikrat je pouzita zkratka INSTA. Pfedpokladam, Ze se ve skuteCnosti jednd o

organizaci ISTA (The International Seed Testing Association; viz napf. stana 43).



s. 50 —legenda k obrazku €. 12 je zmate¢na

s. 62 — legenda k obrazku ¢. 26 chybi

Dotazy oponenta:
- na obrazku &. 23 jsou zachyceny vysledky detekce navrZzenou LAMP metodou v uméle
infikovanych rostlinach. Téch bylo celkem 40, pro¢ vysledky analyzy zobrazuji pouze 3

vzorky?

- v ramci prezentace pro obhajobu dizertaéni prace prosim popiste jak a které in silico analyzy

v jednotlivych krocich pobihaly.

- LAMP je prezentovdna jakoZto velmi citliva metoda. Jaké méate zkuSenosti s faleSn¢
pozitivnimi vzorky? Nenastane problém, pokud bude v jedné laboratofi opakované provadén

test stejného patogenu?

- Vzhledem k charakteru LAMP metody maji tyto analyzy vysoky potencial pro vyuZiti
v praxi. MuzZete odhadnout cenu 1 stanoveni metodou LAMP? Jak vychdzi s jinymi

detekénimi metodami?

Souhrnné hodnoceni prace:

Pies mensi zaznamenané nedostatky je mozné konstatovat, Ze predlozena dizertaCni prace
piinas$i mnohé nové poznatky, které jsou dileZité v oblasti aplikace modernich testovacich
metod jak ve vyzkumu, tak i v praxi. V tomto ohledu byl kladen diiraz na vytvofeni protokold
snizkymi materidlnimi a pfistrojovymi naroky, které umoziuji detekce pfisluSnych
rostlinnych patogenti pfimo v terénu. Z prezentovanych vysledkd je evidentnf, Ze
doktorandka je schopna samostatné védecké prace, velmi dobie se orientuje ve studované
problematice, je schopnad formulovat pracovni hypotézy a zvolit k jejich ovéfeni vhodné
experimentalni nastroje. Ne zcela optimalni diskuse je pravdépodobné odrazem menSich
zkuSenosti dizertantky, které se jisté budou v prib&hu jeji kariéry zvySovat. Dosazené
vysledky jsou dokladem, Ze stanovené cile dizertaéni prace byly splnény v odpovidajicim

rozsahu.



Zavér:
Konstatuji, Ze oponovana dizertaéni prace Ing. Dagmar Stehlikové spliiuje v plném rozsahu
pozadavky kladené na tento typ praci. Proto ji doporucuji k obhajobe a po tisp€Sném obhéjeni

doporucuji udé€leni titulu Ph.D.
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Posudek doktorské disertacni prace Ing. Dagmar Stehlikova

Vypracoval: prof. Mgr. Marek Koutny, Ph.D.

PfedloZena préace je v podstaté monotematickd a vénuje se metodam detekce patogennich agens

pomoci metody LAMP.
Prace ma klasicky format a pfiméfeny rozsah.

Literarni Uvod nejprve popisuje patogenni bakterie rodu Xanthomonas, jejich vlastnosti a zptisob jejich
patogenniho plsobeni a ucinky na hostitele. VSiml jsem si drobné chyby, na strané 14 studentka tvrdi,

Ze zkoumané bakterie ,jsou katalyticky pozitivni”. Dovoluji si poznamenat, Ze xanthan je bezbarvy.

Dalsi ¢ast je vénovadna vyvoje detekce nékolika patogen( naleZejicich k rodu Xanthomonas. Podobné
se dalsi kapitola teoretického ivodu vénuje patogenni houbé& Fusarium circinatum, jejimu rozsifeni a

uéinkdim na vybrané rostliny.

Déle se teoreticky Uvod vénuje popisu a hodnoceni jednotlivych molekularnich metod detekce
patogend, zvlasté LAMP. Zaujalo mé€, Ze se metoda LAMP stala, zda se, pomérné perspektivni a Siroce

vyuZivanou a existuje v mnoha aplikacich.

Metodicka ¢ast je pomérné podrobna. Jednotlivé kroky vyvoje metody jsou v nékterych pfipadech
detailné popsany a jsou téz identifikovany kritické body pfi vyvoji a provedeni metod. Tato ¢ast prace
je tedy velmi pfinosna a mize byt také vybornym navodem pro dalsi studenty a védecké pracovniky,
ktefi by chtéli na tuto praci navazat. Naopak nékteré kroky, zvlasté pfi vyvoji primerl a selekci cilovych

sekvenci jsou jen letmo zminény, a jak jsem pozdéji zjistil, nejsou rozebrany ani v asti vysledkd.

Vysledkova ¢ast je na disertacni praci svym rozsahem pomérné stru¢na i s pfihlédnutim k tomu, Ze

obsahuje fadu fotografii, které oviem dokumentuji vysiedky experimentd.

Prvni ¢ast vysledkové Casti se vénuje detekci bakterii rodu Xanthomonas, Jak jsem uvedl, je pomérné
struéna, jsou uvedeny vysledky Gspésnych experimentd, neni pfili§ patrné, zda v pribéhu feSeni
dochdzelo k néjaké optimalizaci metody, Ci byly feSeny néjaké problémy. Urcitd optimalizace je sice
zminéna, ale neni dokumentovéna. Nepovaiuji za pfilis stastné, Ze je diskuze od vysledkl oddélena,
navic je diskuze do znaéné miry rekapitulaci vysledk{. U kapitoly diskuze 6.1.4 neni zcela jasné, kde

autorka piSe o svych vysledcich a kde o vysledcich jinych autorq.
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Oponentsky posudek na disertadni praci Ing. Dagmar Stehiikové

,Metoda loop-mediated isothermal amplification pro detekci
fytopatogennich mikroorganism{”

Oponent: Ing. Miloft Dvorak, Ph.D., Ustav ochrany lestl a myslivosti, Lesnicka a dievarska
fakulta, Mendelova univerzita v Brné

Autorka se ve své praci zabyva mimoradné aktualnim, akutné potfebnym tématem
s velkym potencidlem praktického vyuZiti. Jde o aplikaci molekularné-biologické metody
LAMP v oboru detekce fytopatogennich bakterii a hub. Konkrétné jde o karanténni patogeny
zrodu Xanthomonas zpusobujici bakteridini skvrnitost rajéete a papriky a Fusarium
circinatum, které je plivodcem prysky¥ic¢né rakoviny borovice. Doktorandka vyvinula a riznou
mérou i otestovala nové sady primerd s asimilaénimi sondami. Navic aplikovala metodiku na
platformé& Smart-Dart umoziujici velice citlivou a specifickou detekci patogenti p¥imo v terénu,
bez nutnosti vyuziti nepienosného laboratorniho vybaveni.

Préce je uvedena anglickym souhrnem, ktery ¢tenafe vhodné seznamuje s postupem prace
jazykovou korekturu. Angli¢tina tohoto textu obsahuje Fadu chybnych vyrazti a misty se
bohuzel nedokaze oprostit od ¢eského vétného siovosiedu.

Nasleduje seznam recenzovanych a impaktovanych publikaci, které autorka b&hem svého
studia (spolu)publikovala, nebo alespori odeslala k publikovani. Obsahuje $est publikaci typu
Jrec, jednu publikovanou impaktovanou publikaci (Jimp) a ti publikace odeslané k publikovani
do periodik prvniho, druhého a &tvrtého kvartilu. Pravé tyto tfi posledné zminéné tituly
prokazuji schopnost autorky aktivné a velmi intenzivné spolupracovat s mezinarodnimi
vyzkumnymi tymy Spickové kvality, jako je naptiklad Italskd akademie véd a jeji Institut pro
ochranu rostlin v Sesto Fiorentino. Autorka také mj. zmifuje aktivni i¢ast na zahraniCnich
konferencich v Brazilii a Italii, coZ vypovida nejen o jejim aktivnim pFistupu k védecké praci,
ale i o dobrém zazem{ na Zemédélské fakulté. Pro podporu své prace ziskala nékolik internich
i externich grantd.

Dalsi text se odviji podle standardniho schématu; k dispozici je dostateéné zevrubna
literarni reSersSe, ve které autorka shromdzdila maximum poznatkl o zminénych fytopatogenech
a metodach jejich detekce, nasleduje popis pouzité metodiky, prehled vysledk, diskuze, zavér
a seznam pouzité literatury.

Po formalni strance se da praci leccos vytknout, i kdyz celkové je formalni uprava
(Clenéni kapitol, formatovani textu) odpovidajici a logické. Pieklepy se neobjevuji zfidka a



nékteré formulace jsou natolik nestastné, Ze vedou bud'to k nepochopitelnosti sdélované
informace, nebo pfinejmensim k pousmani, jako napfiklad véta: ,Inokulaéni metoda byla
zvolena pomoci paratek. Ne§varem je také nedostatedné citovani obrazki; autorka vzdy pfimo
pod obrazkem uvadi jen internetovy odkaz. U vSech fotografii chybi standardni informace o
jejich autorovi, misté a Casu snimku. Vysvétlivky obrazkh jsou né€kdy nahofe, nékdy dole,
nékdy chybi iplné a zejména v kapitole Vysledky, napf. obr. 12, jsou diky tomu pomérné t&€zko
pochopitelné. Véfim, Ze beéhem prezentace pii obhajobé priace autorka snimky
elektroforetickych geld dostateéné okomentuje. Naopak formalné spravné autorka psala
latinské ndzvy, ackoliv Casto za prvn€ uvadénym nazvem chybi autorské zkratky.

Literarni piehled je vhodné koncipovan a pomérné piehledné uvadi Ctenafe do
problematiky. Mezi hlife Ctivé pasaze patii doslovny vycet vSech statll s vyskytem xantomonéd,
ktery by bylo vhodné nahradit mapkou, tak, jak to autorka udélala v p¥ipadé F. circinatum.
Vycet hostitelskych rostlin by zaslouzil vice citaci. Obrazek 1 je ziejmé chybny; ukazuje
symptomy houbového patogenu Septoria sp.

L Na prikladu vhodné zvoleného obrdzku se symptomy infekce xantomonddami
ukaite sprdavny zpisob citace internetového obrazového zdroje.

Kapitola tykajici se biologie, obrany a ochrany pfed xantomonadami nepiisobi pfilis
uspofadanym dojmem. Strohé véty tématicky nenavazuji a napf. u zminky o existenci
rezistentnich odriid postradam citaci. Kapitolka o obrannych opattenich u fuséria ma obdobny
problém.

2. Vysvétlete, proc je F. circinatum v podminkdch Ceskych lesnich Skolek hrozb~
pro modiin a smrk, ackoliv je pryskyFicnd rakovina onemocnéni borovic (douglasky).
3. V souvislosti s genomem F. circinatum zmiriujete ,,neortologické oblasti ITS

2% Co tento pojem znamend a proC¢ miiZe tato vlastnost vést k nesprdvné interpretaci
Jylogenetickych dat?

Metodika dostatecné a detailn€ popisuje pouZité metody a materidl. Mezi feSenim
detekénich technik jednotlivych druhli xantomonad jsou ale rozdily, a to jak ve strukturovani
textu, tak pfedevsim v preciznost pfistupu k navrhu primert a jejich testovani. Zd4 se, Ze nartista
postupné podle jednotlivych druhii; v pfipadé X. euvesicatoria zahrnuje testovani dokonce in
planta inokulagni test.

4. Pro¢ se metodika ndvrhu a testovdni primeri druh od druhu Cdsteéné lisi?
Nap¥. pro¢ neni spektrum druhii pouZitych pro testovdni specifity primeri obdobné? Proc€ se
vybiralo k zacileni detekce v pripadé X. vesicatoria mezi 24 geny a u dalSich druhii se riizné
genové oblasti neporovndvaly; byl vybrdn jeden a u X. euvesicatoria navic neni zminéno
Jjaky.

5. Specifita primeriit LAMP byla prvné testovdna pomoci PCR s pouZitim pouze
paru vnéjSich LAMP primeri. V literdrnim p¥ehledu uvddite, Ze LAMP md ve srovndni
s PCR lepsi ucinnost a niZSi detekéni limit. Proto by mohla zistat urcitd Cdst nespecifity
reakce neodhalena. Zopakovala jste test specifity primeri také s kompletni sadou primeri
metodou LAMP?

Vysledky jsou podany odpovidajicim zpisobem a doloZeny vhodnymi obrazovymi
vystupy sjiz zminénymi formalnimi nedostatky. Uchvatna je fotografie vystupu



kolorimetrického LAMP, kde je patrny pozitivni vzorek podle jasného zabarveni zkumavky.
Trochu nadbyteéné autorka uvadi vysledky opakovanim paséazi z kapitoly o metodice.

6. Na str. 48 u ndvrhu primeru pro X. vesicatoria se pise: ,,Vzhledem k velkému
mnoZstvi DNA amplifikované metodou LAMP byl postupné sniZovdn Cas reakce 7 1 hodiny
na 30 min pri dodrZeni stejné teploty, ¢imZ bylo docileno pozitivniho detekéniho signdlu
pouze u X. vesicatoria.“ Znamend tedy tato formulace, Ze p¥i hodinové reakci byly detekoviny
i nespecifické druhy? Existuje riziko, Ze p¥i reakci zkrdcené na 30 minut dojde k nespecifické
amplifikaci napfr. X. perforans, pokud bude v reakci 10x vice DNA nef v uvedeném
testovaném pripade?

7. Z obr. 25 vyplyvd, Ze se na platformé Genie I1I amplifikuje vzorek o nejvyss?
koncentraci DNA nejpomaleji. Jaké proto mite vysvétleni?

Diskuze neni $patnd. Pouze u X. vesicatoria jde spi§ o shrnuti vysledkt; chybi konkrétni
srovnani s ostatnimi publikovanymi metodami. Obecné bych v diskuzi uvital detailn€j$i
srovnani s existujicimi detekénimi technikami, zejména co se tyka detekéniho limitu.

8. Detekéni techniky pro xantomonddy jste optimalizovala na real-time PCR
termocykleru a nakonec pievedla na platformu Smart-Dart. Projevil se prevod na
»primitivnéjsi“ hardware zvySenim detekcniho limitu metody?

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

Diserta¢ni praci Ing. Dagmar Stehlikové hodnotim kladné a doporuduji k obhajobé. Pies
nékteré formalni nedostatky odpovidajicim zpisobem dokumentuje komplexni experiment
tykajici se &tyf vyznamnych karanténnich fytopatogend a prokazuje mimofadnou erudici
autorky.

V Brné, dne 4. 11. 2019

Ing. Miloti Dvofak, Ph.D.



