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Príloha
Konkrétní pripomínky a otázky k obhajobe

1. Kap. 1ÚVOD- str. 9, 2. odst.,posl.veta: ".. .referencnísbírkyfytoplazmových
kmenu udržované v barvínku".
Otázka: Víte, o jaký druh barvínku se jedná? Fytoplazmy mají jako indikátor jeden
konkrétní druh.

2. Kap. 2.2 Nekteré typické choroby zpusobené fytoplazmami, str. 11.
Poznámka: Nevím, co rozumíte pod pojmem "typické choroby". Uvedené
fytoplazmové choroby jsou karanténní, jedná se o velmi závažná onemocnení.

3. Kap. 2.5.2 Elektronová mikroskopie, str. 15
Poznámka: Rozlišovací schopnost elektronového mikroskopu je minimálne 1000 x
vetší než u svetelného mikroskopu (nikoliv pouze 100 x, zvetšení se používá až
500 000 x, ale je možné i daleko vyšší). Takováto formulace je ovšem velice nepresná,
protože rozlišovací schopnost elektronového mikroskopu se uvádí v nm: pro
transmisní el. mikroskop je rozlišovací schopnost 0,1 nm, pro skanovací jsou to
jednotky nm.

4. Kap. 2.5.3 Sérologické metody, Enzymová imunosorpcní analýza (ELlSA), str. 16,
veta: "Mezi nejpoužívanejší sérologické metody v detekci fytoplazem patrí zejména
ruzné modifikace ELlSA testu".
Poznámka: Komercne jsou vyrábeny pouze diagnostické soupravy na fytoplazmu
zlatého žloutnutí révy vinné (FD), proliferace jablone (AP), omezene na stolbur a
žloutenku aster (AY). Podmínkou je vysoká koncentrace fytoplazmy v rostline,
citlivost ELlSA analýzy je nízká.

5. Tabulka 3: použité primery, str. 31
Otázka: Kdo je autorem uvedených primeru, navrhovala jste si je sama? Podle jakého
programu?

6. Kap. 4.3 Purifikace DNA z PCR reakce, str. 33
Otázka: Overovala jste si purifikovanou DNA než jste ji použila na sekvenování, a
vyloucila tak možnost, že se DNA tzv. "ztratila" behem precištení?

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

8. Kap. 5.5 Optimální podmínky a primery pro detekci fytoplazem, str. 41, tab. 10:pro
ribozomální skupinu X-B jsou uvedeny jako optimální dvojice primeru rpS3_FcO+RI
a rpS3_FI +RI, prestože v textu na str. 37 a v tab. 8je tento vzorek uveden jako
negativní.

9. Kap. 5.6 Detekce fytoplazem v prírodních vzorcích
U uvedených prírodních vzorku byly výsledky detekce fytoplazem podle ocekávání
horší než u izolátu získaných z indikátorových rostlin.
Otázka: Overovala jste si ješte jiným zpusobem prítomnost fytoplazem v techto
vzorcích, napr. pomocí publikovaných univerzálních primeru amplifikujících gen 16S?
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10. Kap. 5.7 Fylogenetická analýza, str. 43, veta: "Z fylogenetické analýzy vyplývá, že
nejvhodnejším genem pro zarazení do skupin je gen rpS3".
Dodatek: Na základe nejnovejších zjištení (Lee a kol. 2010. Phylogenetic analysis and
delineation of phytoplasmas based on secY gene sequences. lnt. J Syst. Evo/.
Microbio/. 60(12):2887-97) se ukazuje, že tímto genem je secY, který je variabilnejší
než gen 16S rRNA aje vhodnejším genetickým markerem pro jemnejší diferenciaci
úzce príbuzných fytoplazmových kmenu.
Poznámka: Duvodem, proc se záver BP liší od této publikace, je zrejme malý pocet
studovaných fytoplazmových kmenu (v publikaci uvádí analýzy z 80 a 83
fytoplazmových kmenu).

11. Kap. 8 Seznam použité literatury
Poznámka: Názvy casopisu se píší s velkými pocátecními písmeny (krome predložek),
autori clánku se v seznamu uvádejí všichni. V seznamu chybí citace Hull, 2009 (str.
12, 18) a Gal, 1996 (str. 24) uvedené v textu. Naopak jsem nenašla v textu odkaz na
citaci Boss, 1999 a Walkey, 1991.

Vzhledem k obtížnosti tématu a rozsahu provedené práce hodnotím práci klasifikacním
stupnem

- výborný -
a doporucuji ji k obhajobe.

l~tJ~
Ing. Jaroslava Pribylová, Ph.D.

V Ceských Budejovicích, dne 3.5. 2011
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