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Priloha
Konkrétni pfipominky a otazky k obhajobé

1.

Kap. 1 UVOD — str. 9, 2. odst., posl. véta: .....referenéni sbirky fytoplazmovych
kmenti udrzované v barvinku®.

Otazka: Vite, o jaky druh barvinku se jedna? Fytoplazmy maji jako indikator jeden
konkrétni druh.

Kap. 2.2 Nékteré typické choroby zptisobené fytoplazmami, str. 11.

Poznamka: Nevim, co rozumite pod pojmem ,.typické choroby*. Uvedené
fytoplazmové choroby jsou karanténni, jedna se o velmi zdvazna onemocnéni.

Kap. 2.5.2 Elektronova mikroskopie, str. 15

Poznamka: RozliSovaci schopnost elektronového mikroskopu je minimalné1000 x
vétsi neZ u svételného mikroskopu (nikoliv pouze 100 x, zvétSeni se pouziva az

500 000 x, ale je mozné i daleko vyssi). Takovato formulace je ovSem velice nepfesna,
protoze rozliSovaci schopnost elektronového mikroskopu se uvadi v nm: pro
transmisni el. mikroskop je rozliSovaci schopnost 0,1 nm, pro skanovaci jsou to
jednotky nm.

Kap. 2.5.3 Sérologické metody, Enzymova imunosorpéni analyza (ELISA), str. 16,
véta: ,,Mezi nejpouzivanéjsi sérologické metody v detekci fytoplazem patii zejména
rizné modifikace ELISA testu®.

Poznamka: Komeréné jsou vyrabény pouze diagnostické soupravy na fytoplazmu
zlatého Zloutnuti révy vinné (FD), proliferace jabloné (AP), omezené na stolbur a
zloutenku aster (AY). Podminkou je vysoka koncentrace fytoplazmy v rostling,
citlivost ELISA analyzy je nizka.

Tabulka 3: pouzité primery, str. 31

Otazka: Kdo je autorem uvedenych primerti, navrhovala jste si je sama? Podle jakého
programu?

Kap. 4.3 Purifikace DNA z PCR reakce, str. 33

Otazka: Ovéiovala jste si purifikovanou DNA nez jste ji pouzila na sekvenovani, a
vylou¢ila tak moznost, Ze se DNA tzv. ,ztratila™ béhem precisténi?

Kap. 5.3 Amplifikace rpS3 genu, str. 37, tab. 8, obr. 11: Na elektroforetickém snimku,
obr. 11, str. 39 jsou zfejmé PCR produkty u sbirkového vzorku 4 (IX - reakce 11, 12).
V textu na str. 37 a v tab. 8 je ale tento vzorek uveden jako negativni.

Kap. 5.5 Optimalni podminky a primery pro detekci fytoplazem, str. 41, tab. 10: pro
ribozomalni skupinu X-B jsou uvedeny jako optimalni dvojice primert rpS3_Fc0+R1
arpS3 _F1+R1, pfestoZe v textu na str. 37 a v tab. 8 je tento vzorek uveden jako
negativni.

Kap. 5.6 Detekce fytoplazem v pfirodnich vzorcich

U uvedenych pfirodnich vzorki byly vysledky detekce fytoplazem podle o¢ekavani
horsi nez u izolath ziskanych z indikatorovych rostlin.

Otazka: Ovérovala jste si jesté jinym zpusobem piitomnost fytoplazem v téchto
vzorcich, napt. pomoci publikovanych univerzalnich primera amplifikujicich gen 16S?




10. Kap. 5.7 Fylogeneticka analyza, str. 43, véta: ,,Z fylogenetické analyzy vyplyva, ze
nejvhodnéjsim genem pro zafazeni do skupin je gen rpS3*.
Dodatek: Na zakladé nejnovéjsich zjisténi (Lee a kol. 2010. Phylogenetic analysis and
delineation of phytoplasmas based on secY gene sequences. /nt. J. Syst. Evol.
Microbiol. 60(12):2887-97) se ukazuje, Ze timto genem je secY, ktery je variabilngjsi
nez gen 16S rRNA a je vhodnéjsim genetickym markerem pro jemné;jsi diferenciaci
uzce piibuznych fytoplazmovych kmenti.
Poznamka: Divodem, pro¢ se zaveér BP lisi od této publikace, je zfejmé maly pocet
studovanych fytoplazmovych kment (v publikaci uvadi analyzy z 80 a 83
fytoplazmovych kmeni).

11. Kap. 8 Seznam pouzité literatury
Poznamka: Nazvy Casopisu se pisi s velkymi pocate¢nimi pismeny (kromé predlozek),
autofi ¢lankd se v seznamu uvadéji vSichni. V seznamu chybi citace Hull, 2009 (str.
12, 18) a Gal, 1996 (str. 24) uvedené v textu. Naopak jsem nenasla v textu odkaz na
citaci Boss, 1999 a Walkey, 1991.

Vzhledem k obtiZnosti tématu a rozsahu provedené prace hodnotim praci klasifikaénim
stupném
- vyborny -
a doporucuji ji k obhajobé. :
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V Ceskych Bud&jovicich, dne 3.5. 2011
Ing. Jaroslava Piibylova, Ph.D.




