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Disertacni prace: Mykotoxikologicka kvalita ovsa
Autorka prace: Ing. Hana Pejsarova
Oponent: Ing. Martin Zabka, Ph.D.

Téma disertadni prace Ing. Hany Pejsarové pod vedenim $kolitelky doc. Jany Pexové je
priméarné zaméfeno na problematiku vyskytu hub rodu Fusarium ve spojitosti s kontaminaci
zrna ovsa trichothecenovymi mykotoxiny. Sledované kvantitativni a kvalitativni pfedskliziové
a poskliziiové parametry jsou s mnohymi faktory, jako je napfiklad odrida, poCasi a spektrum
izolovanych patogenti, davany do logického komplexu, v'ramei néhoz jsou posléze statisticky
analyzovany jednotlivé korelace a zkoumany pri¢inné souvislosti. Z tohoto pohledu si dovolim
praci vyzdvihnout jako pomé&rné ambiciézni a naro¢nou i s pfihlédnutim k nevyzpytatelnosti
zahrnutych externich faktord, coZ se také projevilo v jednom z ro¢nikii ponienim Casti ﬁrody,
jak autorka sama uvadi. Porozuméni fenoménu produkce mykotoxinli povazuji za velmi
dtilezité jak z praktického tak z v&deckého hlediska a proto zaméfeni se autorky na tuto
problematiku ocetiuji.

Samotna disertaéni prace je klasicky pojata a ¢lenéna dle akademickych zvyklosti. Uvod
prace je Siroce pojaty a zasazuje danou problematiku do smysluplného kontextu, pfiCemz
dostateén& hluboce popisuje dosavadni relevantni védecka fakta, ktera jsou Cerpana z pomérné
velkého poctu v&deckych & odbornych publikaénich zdroji. Za vhodné povazuji kompozici
titech hlavnich celkt uvodu, které se vztahuji pfedevsim k agrotechnice a popisu ovsa, dale
k mykologické charakterizaci rodu Fusarium a kone¢n€ k charakterizaci samotnych
mykotoxinti s dtrazem na skupinu trichothecend. Zafazeni pomérné modemiho a
diskutovaného tématu skrytych ¢i maskovanych mykotoxint jako je DON-3-glukosid velmi
ocenuji.

Cile prace jsou jasné formulovany s vyctem sedmi souvisejicich predpokladanych
hypotéz.

Kapitola Material a metody je rovnéZz logicky koncipovéna a poskytuje ucelené
informace charakterizujici podminky experimentu, pouZité odrady a stanovisté. Dale je uveden
popis metod pouiit}’/ch‘ k izolaci a morfologické 1 molekuldrné¢ genetické determinaci
izolovanych druhd, véetné jejich podrobného popisu. Tato kapitola je ukoncena popisem
metody chemicko-analytického stanoveni trichothecenti za pouziti UHPLC-MS/MS.

Kapitola Vysledky shrnuje velmi podrobné a v logicky ¢lenénych kapitolach zjiSténa
fakta, ktera jsou hojné doplnéna pfehlednymi tabulkami s vlastnimi komentafi opirajicimi se o
statistické hodnoty. V celkem 13 kapitolach, z nichz nékteré jsou pro slozitost déleny do
subkapitol, autorka piehledné popisuje zjisténé korelace, vlivy faktorQ a jejich moZnych
interakei. V kapitole Diskuse jsou ziskané vysledky pomérné¢ dobfe srovnavany a komentovany
s dal§imi relevantnimi védeckymi zdroji. Kapitolu Zavér hodnotim jako velice dobfe pojatou
s celkovym a jasnym shrnutim ziskanych vysledki v podobé stru¢nych a vystiznych bodil.



Diserta¢ni prace je dobfe koncipovana. Autorka si poradila s velkym mnoZstvim nékdy
naro¢n€ ziskanych dat, jejichZ ucelenost byla podminéna cennym multidisciplindrnim
pfistupem. Praci hodnotim kladné a souhlasim s tim, aby byla pfijata k obhajobé a aby byl
autorce po jejim uspéS$ném obhajeni udélen titul ,,Doktor Ph.D.

V Praze 15.12.2023 Ing. Martin Zabka, Ph.D.
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Dotazy k disertaci:

Vzhledem k zaméfeni autorky a zajimavému tvodu bych mél dotaz, zdali napiiklad
vyskyt snéti ¢i rzi u ovsa muize teoreticky ovlivnit vyskyt fusarioz ¢&i ovliviiovat hladinu
mykotoxini, nebo naopak?

Autorku chvéalim za vybér a vyuZiti metody multiplex PCR pfi ovéfovani determinace
morfologicky uréenych kultur. Zajimal by mne divod pouZiti kultivace na $rotu. Souvisi to
napiiklad s néjakou vyhodou pro ndslednou fenol-chloroformovou extrakci DNA?

Parametry extrakce vzorku a nastaveni metody HPLC-MS/MS jste vyvijeli v ramci
prace? V mnohych piipadech podobného vyzkumu se spiSe jedna o standardn& pouZivany
postup, ktery bylo dle mého nazoru lep$i doplnit i o n&jakou citaci.

Pro€ nebyla pouZita ATB pii pasaZovani a pteéi§tovani kultur? Jaka pak tedy byla zkusenost
autorky s bakteridlni kontaminaci? Byl klasicky purifikaéni proces za uZiti Sava a Tweenu
dostate¢ny?

Cim si autorka vysvétluje znatelné vy$$i hladiny sledovanych trichothecent pravé u
pluchatych odriid? Je fenomén glykosilace DON zndm i mimo interakci houba-rostlina?
Drobné pfipominky:

Drobnou piipominku mam k zavadgjicimu ndzvu u Obr. &.10. kde jsou mezi
trichotheceny zobrazeny i zastupci jinych skupin fusariovych mykotoxind (napf. zearalenon, &i

cyklodepsipeptid beauvericin).

V jinak moc p€kném tivodu bych v kapitole o identifikaci fusarii uvital alespori kratkou
pasaz o molekularné genetickych &i imunochemickych metodach identifikace.



OPONENTSKY POSUDEK DOKTORSKE DISERTACNI PRACE

Téma prace: Mykotoxikologicka kvalita ovsa
Autor: Ing. Hana Pejsarova
Vedouci prace: doc. Ing. Jana Pexova Kalinova, Ph.D.

Piedlozend disertadni prace se zabyva aktualni problematikou. Fuzariézy jsou
celosvétové povazovany za jednu z nejvaZn&jsich chorob obilnin, kterd zpisobuje velké
ekonomické ztraty. Jejich vyskyt je vyznamng ovlivnén klimatickymi podminkami i
agrotechnickymi zasahy. Napadené rostliny se vyznacuji niz§im vynosem. Dal$im rizikem je
produkce sekundéarnich metabolitd - mykotoxind, které negativné ovliviiuji kvalitu zrna a jsou
pro zdravi lidi a zvifat §kodlivé. Toxiny produkované houbami pfedevSim z rodu Fusarium
jsou Castym kontaminantem pSenice, kukufice, je¢mene, zita i ovsa. SniZeni vynosi a
kontaminaci mykotoxiny lze pfedchazet pouzivanim rezistentnich odriid, stfidanim plodin
v osevnim postupu a pouZivanim vhodnych fungicida.

Prace je napsana na 142 strankach a je rozdélena do kapitol béZnych pro prace tohoto
typu: Uvod, Literarni reerse, Cil, Hypotézy, Material a metody, Vysledky, Diskuze, Zavér,
Seznam pouzité literatury a Seznam piiloh.

Literarni ¢4st je zpracovana na 40 stranach a je roz¢lenéna do 8 kapitol. Popisuje vyznam
p&stovani ovsa, pivod a botanickou charakteristiku ovsa, biologické vlastnosti ovsa, Slechténi
ovsa, agrotechniku ovsa, houbové choroby ovsa, kvalitu ovsa a mykotoxiny. Uroveit
zpracovani odborné literatury svédéi o schopnostech doktorandky pracovat s touto literaturou.

Vyzkumné cile a védecké hypotézy disertaéni prace jsou jasné€ stanoveny. Hlavnim cilem
prace bylo ziskat poznatky o vlivu odridy, ro¢niku a pfedplodiny na mykotoxikologickou
kvalitu ovsa. Prace testovala 7 hypotéz.

V kapitole “Material a metody” uvadi doktorandka informace o pokusném stanovisti,
pouzitych odrtidach, zaloZeni polniho pokusu, hodnoceni pokusit béhem vegetace, hodnoceni
po sklizni, analyzach hub na obilkéch ovsa pomoci morfologickych znakt, identifikovanych
zastupcich rodu Fusarium, ovéfeni p¥itomnosti hub rodu Fusarium pomoci PCR, stanoveni
fuzariovych mykotoxinti metodou HPLC/MS/MS a statistickém hodnoceni dat. Pouzité
metody a postupy jsou srozumitelné popsany a vzbuzuji davéru v ziskané vysledky.

Zvolenymi metodami a postupy ziskala doktorandka znaéné mnoZstvi hodnotnych
vysledki. Vysledky lze shrnout do nasledujicich poznatki: nejéetnéji se na povrchu obilek
ovsa vyskytovaly houby rodt Alternaria a Fusarium, nejéetn&j$im druhem bylo F. poae,
napadeni ovsa houbami rodu Fusarium bylo ovlivnéno prib&hem pocasi zviast€¢ v dobe
kveteni, vizualni pfiznaky napadeni houbami rodu Fusarium byly na rostlindich ovsa
zaznamenany jen ojedinéle, odriady nahého ovsa byly prokazatelné mén€ napadany houbami
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zrodu Fusarium a byly také méné kontaminovany vSemi sledovanymi mykotoxiny
nez odriddy pluchatého ovsa, mezi odridami ovsa byl rozdil v intenzité napadeni houbami
rodu Fusarium, nejéastéjvi infikovana byla odriida nahého ovsa Izak, u odriid pluchatého ovsa
byly nej¢ast&ji kontaminovany odridy Salo a Veli, zakladni morfologické parametry rostlin
ovsa byly v korelaci s vyskytem fuzarioz, vynos zrna ovsa koreloval s vyskytem fuzariéz
na obilkach ovsa, napadené odriidy reagovaly na napadeni fuzariézami rGznym zplsobem,
sledované parametry technologické kvality byly negativné ovlivnény napadenim houbami
rodu Fusarium, pfedplodiny mé&ly rozhodujici vliv na vyskyt fuzarii na ovsu a produkci
mykotoxinti a byl prokazan vliv pfedplodiny na pocet zrn v lat€, hmotnost zrn v lat€¢ a HTZ.

Ziskané vysledky jsou v kapitole “Diskuze” dany do kontextu se souCasnym stavem
vyzkumu v oboru.

K praci mam nasledujici pfipominky a otdzky:

e U centrifugaci vzorki pfi extrakci DNA -z mycelia hub nejsou uvedeny otacky nebo
relativni odstiediva sila (g) (str. 64).

e U chemikalii pouZivanych k pfipravé reakéni smési pro PCR nejsou uvedeny koncentrace
(str. 64).

e V praci chybi sekvence oligonukleotidovych primeri, které byly pouzivany k ovéfeni
pfitomnosti hub rodu Fusarium pomoci PCR, nebo literdrni odkaz na tyto primery
(str. 64).

e Pfekvapuje mé malé napadeni ovsa houbovymi chorobami po piedplodiné kukufici
(str. 67 a 68).

e Misto “citlivost jednotlivych odriid ovsa k napadeni houbami® by méla byt pouZivana
“nachylnost jednotlivych odrid ovsa k napadeni houbami* (napf. str. 4).

e V praci jsou Casto nespravné pouZivany a zaménovany vyrazy Fusarium sp. a Fusarium
Spp.-

e V podkapitolach diskuze 6.5.1. az 6.5.8., krom& 6.5.4. a 6.5.7., neni diskutovano
s literaturou, pouze jsou tam uvadény vysledky.

e Nekteré statistické analyzy mohou mit mensi spolehlivost z divodu malého poctu
pozorovani (nevyvazenosti dat).

e Ma3 odriida ovsa vliv na HTZ?

e Jak Casté byly smésné infekce zrn ovsa Fusarium spp. a sm&sné kontaminace zrn ovsa
mykotoxiny? '

e Pro¢ byly pfi stanovovani obsahu mykotoxind pouZity rizné detekéni limity?

¢ Byl naplnén vyzkumny cil disertacni prace?

e Byly védecké hypotézy disertacni prace potvrzeny?

Predlozena disertaéni prace Ing. Hany Pejsarové ukazuje jeji dobrou orientaci v dané
problematice. Naro¢nost pouzitych metod jako i zpracovani dosazenych vysledkl potvrzuje
dobry potencial kandidatky pro tvofivou védeckou praci v budoucnosti. Prace spliluje viechny
poZadavky kladené na disertaéni prace, a proto navrhuji po uspé€$né obhajob¢ udglit autorce
akademicky titul “Philosophiae Doctor“ (Ph.D.).



V Praze dne 10. prosince 2023

/
doc, Dr. Ing. Jaroslav Salava
Vyzkumny tstav rostlinné vyroby, v.v.i.

Drnowska 507/73
161 06 Prah 6 - Ruzyné
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Posudek disertacni prace Ing. Hany Pejsarové
»Mykotoxikologicka kvalita ovsa“

Problematice vyskytu fuzariéz u obilnin byla a je, vzhledem k jejich negativnim
dopadiim jak na ekonomiku p&stovéni obilnin, tak na jejich technologickou jakost a zdravotni
nezavadnost, vénovana v poslednich letech pomérmné velkd pozornost; oves vak byl z tohoto
pohledu opomijeny a o to vice je téma disertaéni prace Ing. Hany Pejsarové piinosné a
aktudlni.

Diserta¢ni prace ma tradiéni ¢lenéni. Literarni reSerSe je pojata velmi komplexné a
predklada uceleny piehled o vyznamu, pavodu, biologické charakteristice, $lechténi i
agrotechnice ovsa; nejcennéjsi je oviem ¢&ast tykajici se fuzarioz — ptehledné jsou uvedeny
faktory ovlivilujici jejich vyskyt, identifikace fuzarii a jejich dopad na kvalitu ovsa. Nasledné
je vénovéana pozornost mykotoxinim, jejich vyznamu a faktorim ovliviiujicim jejich
produkei. V literarni reSersi autorka zmifiuje i konjugaty mykotoxinti, Casto oznacované jako
,»,maskované mykotoxiny“, a stanoveni D3G toxinu je i sou¢asti jeji prace. Zde mam dotaz,
zda je zndmo, co konkrétné vede rostlinu k tvorb& t&chto konjugatt a za jakych podminek se
dé ptipadné ocekavat jejich vy3si vyskyt. Jedna se o n&jakou obrannou reakci rostliny ?

Cil prace je formulovan struéné, ale vystizng; navazuje na n&j sedm hypotéz, kieré se
autorka snaZi v dalSich &astech prace ovéfit. Hypotézy jsou formulovany logicky a ve
vzdjemnych souvislostech.

Cést ,Metody a material* zahrnuje kromé nezbytnych informaci o charakteristice
pokusného stanovisté, pouZitych odridach ovsa, zaloZeni polniho pokusu a hodnocenych
parametrech ovsa podrobné a vystiZzné informace o charakteristice identifikovanych zastupcti
rodu Fusarium, ovéfeni jejich pfitomnosti pomoci PCR a analytickém stanoveni fuzariovych
mykotoxin. Autorka v Metodice uvadi, Z¢ v pokusech nebylo provedeno Z4dné fungicidni
oSetfeni. PfestoZe z vysledkid jejich pokusti vyplynulo, Ze napadeni ovsa houbami rodu
Fusarium nebylo vysoké, mam dotaz, zda by pfipadné nebylo na mist& uvazovat i o cileném
fungicidnim oSetfeni proti fuzariézam; zda jsou k dispozici n&jaké zkuSenosti s jeho u¢innosti,
v jaké ristové fazi ovsa by bylo ofetfeni nejvhodngjsi a zda by byl k dispozici vhodny
fungicid.

Cast ,,Vysledky“ shrnuje veskera zjiSténi autorky. Vysledky jsou pfehledné rozdélené
do jednotlivych podkapitol, poéinaje vizudlnim hodnocenim napadeni lat a obilek ovsa
houbami rodu Fusarium a pfehledem identifikovanych druhtd fuzarii, pfes hodnoceni vynosu
ovsa, vynosotvornych prvki a stupné polehnuti porosttl, aZ po stanoveni obsahu jednotlivych
mykotoxind. Autorka hodnoti u stanovenych parametrii rozdily mezi ro¢niky, mezi druhy a
odridami ovsa a mezi predplodinami, a uvadi i korelace mezi obsahem jednotlivych
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mykotoxintl a kvantitativnimi parametry odrd nahého a pluchatého ovsa. Zjisténa data jsou
prehledné zpracovéna v tabulkach. Pozitivni je zji§téni, Ze stanovené obsahy mykotoxint byly
pomérn¢ nizké a v zZadném piipadé nepfesahly limity povolené pro obsah jednotlivych
mykotoxintl v zrnu ovsa. V kapitole 5.4 autorka na zakladé piehledu identifikovanych druhfi
hub z rodu Fusarium uvadi, Ze nejvice hodnocenych vzorkt bylo pozitivni na pfitomnost F.
poae; pomérne Casty byl i vyskyt F. avenaceum. Z vyzkumi na pienici, realizovanych pted
cca 10 lety si vybavuji, Ze tehdy pattilo k nejdastsji detekovanym druhiim F. graminearum,
které se v pokusech autorky disertadni prace vyskytovalo pouze sporadicky a F. culmorum,
které zde nebylo identifikovano viibec. Mém dotaz, zda jsou k dispozici n&jaké informace o
tom, jestli existuji rozdily ve vyskytu jednotlivych druht fuzérii u raznych druhd obilnin,
nebo je vyskyt jednotlivych druhd fuzarii vazan predeviim na klimatické podminky ?

V kapitole ,,Diskuse”, ¢&lenéné na podkapitoly zahrnujici hodnoceni zastoupeni
fytopatogennich hub na ovsu, vlivu ro¢niku, druhu a odridy ovsa a pfedplodiny na napadeni
houbami rodu Fusarium a produkei mykotoxini a vztah napadeni a obsahu mykotoxind ke
sledovanym morfologickym, kvalitativnim a kvantitativnim parametrim ovsa autorka
diskutuje vlastni vysledky se zji§ténimi jinych autorti. Celkové piisobi Diskuse piehledng a
vyvazene.

V ,.Zavérech* autorka vystiZzné shrnuje nejvyznamnéjsi ziskané poznatky a konstatuje,
Ze k ochrané rostlin pfi p&stovani v polnich podminkach sehrava vyznamnou roli vyzkum
odolnosti odriid k napadeni fuzérii a nasledné produkci mykotoxind.

P zpracovani zavéreéného ,,Seznamu pouzité literatury* autorka vychazela
pfedevsim z literarnich zdrojii publikovanych v renomovanych védeckych a odbornych
publikacich, kterych bylo na 240.

Disertacni prace je komplexng a erudovan zpracovana a lze z ni vyvodit fadu cennych
informaci, které, zejména v piipadé ovsa, vyznamn& rozsifuji poznani v dané oblasti a jsou
vyuZitelné 1 zemédélskou praxi. Na zikladé toho doporucuji, aby byla prace pfijata
k obhajob€ a po jejim Gsp&sném obhajeni byl Ing. Hané Pejsarové udélen akademicky titul
,,doktor®.
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