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Disertacni prace je zpracovana na 163 stranach s 12 pfilohami a je uspotfadana do 7 kapitol.
Seznam pouzité literatury ¢ita 128 polozek, pouze 25 polozek je z let 2006-2011.

Autorka vénovala v, Teoretické ¢asti“ znacnou pozornost ziskani relevantnich odbornych
informaci a dat o charakteristice a identifikaci vlaknitych mikroskopickych hub rodu Fusarium s
vyuzitim klasické mykologie a metody PCR, dale fuzariovym mykotoxinim z hlediska jejich
charakterizace, ovlivnéni jejich produkce, legislativy a metod jejich detekce a stanoveni. Na
zaver teoretické Casti se vénovala charakterizaci hmotnostni spektrometrie.

V ¢asti ,,Materidl a metody” jsou popsany metody, instrumentdlni vybaveni, laboratorni
pomiucky, chemikalie a pouzita kultivatni mykologicka média pouzita v disertaéni praci.

V ¢&asti ,Vysledky a diskuse® jsou prezentovany vysledky stanoveni toxinogenity vlaknitych
mikroskopickych hub rodu Fusarium metodou PCR (stanoveni 7ri5 genu), vysledky sledovani
vyskytu vybranych fuzariovych mykotoxint (deoxynivalenol, zearalenon a T-2 toxin) v krmivech
metodou ELISA s konfirmaci pozitivnich vzorki metodou HPLC. Byla zavedena a validovana
metoda LC-MS/MS pro stanoveni T-2 a HT-2 toxinG ke sledovani vlivu zivného média,
kultivaénich podminek a vybranych mikroorganismii na produkci T-2 a HT-2 toxind.

PRIPOMINKY:
Formalni pFipominky:

Prace po formalni a jazykové strance je napsana peclivé. Prace neobsahuje takové pieklepy a
takové formulace, které by &inily text nejednoznaénym nebo nesrozumitelnym.

V anglické verzi ,Disertation - Annotation® je pieklep na str. 18 v 7. fadku textu, kde ma byt
correspond misto cerrespond.

V textu disertani prace bych preferoval cesky nazev fuzariové mykotoxiny misto fusariové
mykotoxiny a trichoteceny misto trichotheceny.

V seznamu pouzitych zkratek je preklep, spravné ma byt Sabouraud agar misto Sabouraude
agar.

Na str. 25 na predposledni radce je preklep, kde ma byt leukoencephalomalacia misto
leukoencephalomalasia.

V seznamu literatury chybi citace (Simiinek, 2003) ze str. 26.
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V &asti .4 Vysledky a diskuse® je uveden nazev bodu ,,4.1 Detekce plisni rodu Fusarium metodou
PCR*. Nejedna se vSak o detekci plisni rodu Fusarium, ale o sledovani pfitomnost 77i5 genu a
stanoveni toxinogenni potence sbirkovych kment plisni rodu Fusarium!!

Cesky nazev disertacni prace ,.Stanoveni Jusariovych mykotoximi a faktory ovliviwjici jejich
produkci* vyznamové nekoresponduje s anglickym nazvem ,.Effect of factors on Fusarium
mycoltoxins production and its analytical detection™, kde na prvni misto jsou kladeny faktory
ovliviiujici produkci fuzariovych mykotoxint (T-2 a HT-2 toxind) pied analytickym stanovenim.

Disertatni prace a jeji koncepce pfi prvnim seznimeni na mne pisobila nepiehledné a
nekoncizng, vzhledem k tomu, Ze v ni bylo spojeno nékolik ohranienych témat, které by se
mohly stat po vhodném rozsiteni a doplnéni tématem pro samostatnou disertaéni praci. Jedna se
piedevsim o nasledujici témata:

O stanoveni toxinogenni potence sbirkovych kment plisni rodu Fusarium stanovenim
pfitomnosti 7ri5 genu,

sledovani vyskytu vybranych fuzariovych mykotoxint v krmivech metodou ELISA,

zavedeni a validace metody LC-MS/MS pro stanoveni T-2 a HT-2 toxinG ke sledovani
vlivu Zivného média, kultivacnich podminek a vybranych mikroorganismi na produkci
T-2 a HT-2 toxind.

Zde plati okfidlené, ze nékdy méné znamena vice. Autorka se méla, vzhledem ke studijnimu
programu oboru ,,Analytickd chemie®, spiSe vénovat tématu z pohledu analytického stanoveni
vybranych fuzariovych mykotoxint metodou LC-MS/MS se zaméfenim napf. na multirezidualni
analyzu, které se vénuje fada pracovnich tymd v Evropé (napf. tym prof. Krsky z Centra
analytické chemie z IFA-Tullnu v Rakousku).

Na druhou stranu je mozné autorku disertacni prace pochvalit za to, Ze si osvojila jak stanoveni
metodou chromatografickou (LC-MS/MS), tak metodou molekularné biologickou (PCR).

DoTAZY:

Jak je to s vyskytem tri5 genu u producenta makrocyklickych trichotecenii Stachybotrys
chartarum?

MiizZete strucné popsat, jakym zpusobem vznikd ,,maskovany " fuzdariovy mykotoxin DON-3-Glu
v rostlinach?

ZAVER:
I pies odborné vyhrady ke koncepci a obsahu disertaéni prace musim konstatovat, ze autorka

zvladla zéklady a prokdzala zpisobilost k vyzkumné praci, praci sinformaénimi zdroji a
odbornou terminologii.

Predkladana prace spliiuje pozadavky kladené na disertaéni praci.

Predlozenou disertacni prici doporuéuji prijmout k obhajobé.

o

V Brné dne 30. 11. 2011 Doc. MVDr. Viadimir Ostry, Csc.
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Posudek disertacni prace

Ing. Lucie Svobodové - Hlavackové

Stanoveni fusariovych mykotoxinu a faktory ovliviiujici jejich produkci

Diserta¢ni prace Ing. L. Svobodové - Hlavackové se zabyva analytikou mykotoxint a
testovanim faktori, které mohou ovliviiovat jejich produkei. V praci jsou pouzity metody
biologické, molekularné biologicke ale také postupy jako vysokotlaka kapalinova
chromatografie (HPLC) ve spojeni s hmotnostnim detektorem a ionizaci elektrosprejem.
Sledovanou skupinou mykotoxint jsou toxiny produkované mikromycetou Fusarium,

v riznych typech krmiv. Z tohoto hlediska je ptfedlozena disertaéni prace velmi potiebna,
nebot’ ukazuje moderni analytické postupy a hleda alternativni moZnosti kontroly ristu
mikromycet a potlatovani tvorby mykotoxinil.

Autorka své vysledky zpracovala do 114 stran textu, doplnénych velmi obsaznymi
pfilohami. Prace ma standardni ¢lenéni, i kdyz klicova ¢ast prace, totiz diskuse/ je spojena
s vysledky. Tento fakt je prvnim nedostatkem ptedlozené disertace. Vzhledem ke
komplexnimu zadani, které spojuje jak biologické, tak analytické aspekty, je literarni piehled
velmi struény a nevyvazeny. Napf. ¢ast vénovana charakteristice a identifikaci pfislusnik
rodu Fusarium, véetné zminky o technice polymerasové fetézové reakce (na té nejzakladnéjsi,
ucebnicové urovni) je piedstavena na Ctyfech strankach. Rovnéz kapitola 2.3 Mykotoxiny
plisni rodu Fusarium je vénovana pievazné metodice ¢isténi vzorku (popis funkce
komer¢nich precistovacich kolonek) a nasledujicim analytickym postupiim. Vzhledem
k faktu, ze hlavnim mottem préce je analyza T 2 a HT-2 toxinu, by bylo vhodné na tomto
misté zafadit strukturni vzorce a popis téchto latek. Tedy, T-2 toxin je trivialni oznaceni pro
4p,15-diacetoxy-3a, dihydroxy-8 a-[3-methylbutyryl-oxy]-12,13-epoxytrichothec-9-en,
C24H340o, relativni molekulova hmotnost je 466,5 g/mol. Pro HT-2 toxin byl navrzen vzorec
15-acetoxy-3 a .4 p -dihydroxy-8 o -[3-methylbutyryloxy]-12,13-epoxytrichothec-9-en,
¢emuz odpovida sumarni vzorec CyH3:0s, a relativni molekulova hmotnost je 424,5 g/mol.
Struktura T-2 a HT-2 toxinu se li8f pouze v jedné funkéni skupiné na C-4 pozici.

Cést 3 vénovana materidlu a metoddm je piimé&fené obsaznd, pipominku mam pouze k &ésti
3.7 Polymerasova fetézova reakce, kde neni uveden ptivod (citace) primerd HA Tri/R a HA
Tri/F. V této Casti se také uvadi, ze pro ovéfeni schopnosti tvorby sledovanych mykotoxini
byl vybran gen 77i5, coZ je vhodné, ale v celé praci neni dokumentovana biosynteticka draha

pro fusariové trichotheceny, ktera méla byt zafazena do ¢asti 2.3.



Autorka nashromazdila celou fadu kvalitnich vysledkl, které kvantifikuji pomoci
optimalizované techniky HPLC/MS/MS vyskyt fusariovych mykotoxint v celé fadé krmiv a
krmnych surovin, dale pak ovéfovala vliv media na toxinogenni kapacitu jednotlivych druht
rodu Fusarium. Tézisté prace je v optimalizaci podminek HPLC/MS/MS od pfipravy vzorku
extrakei az po validaci této metody, coz je presentovano na schématu na obr. 36. Experimenty
na modelovych zivnych pudach, kde byl také sledovan vliv riznych typt doprovodné
mikroflory na tvorbu obou sledovanych mykotoxint, je dosti obtizné hodnotit, nebot’
v piirodnim prostfedi, kde pifi kultivaci obilnin k infekei houbou Fusarium dochazi, je
relevantnich vlivi mnohem vice.

V této souvislosti se chei zeptat, zda je vyskyt bakterie Pantoea agglomerans v pidé bézny.

Zavér: Piedlozena disertacni prace Ing. Ing. Lucie Svobodové — Hlavackové: ,,Stanoveni
tfusariovych mykotoxini a faktory ovliviwjici jejich produkci™ piedstavuje exaktni analytické
postupy, kterymi 1ze objektivné kvantifikovat mnozstvi dvou vyznamnych trichothecenovych
mykotoxinl. Autorka prokazala schopnost a pfipravenost k samostatné ¢innosti v oblasti
vyzkumu nebo vyvoje, podle § 47, odst.4, zakona ¢.111/1998 Sb., o vysokych $kolach a proto

navrhuji piislusné komisi piijmout jeji praci jako podklad k udéleni titulu PhD.

V Praze dne 8.12.2011 )
A [l bry—

Doc RNDr. Jarmila Pazlafova, CSc



