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Priloha

Konkrétni pfipominky a otazky k obhajob¢ diplomové prace
Detekce fytoplazem pomoci DNA-mikro¢ipu.

Autor: Bc. Jaroslava Markova

1.

Pomoci ribozomalniho proteinového (rp) operonu zahrnujiciho geny rps3, rpi22 a
rp19 lze rozliSovat i podskupiny fytoplazem. Tyto geny se pouzivaji pro detailng&jsi
diferenciaci fytoplazmovych podskupin. Podafilo se Vam ur¢it i podskupinu

v sebranych vzorcich a v izolatech DNA z hmyzich vektor? Podle publikace Lee a
kol. 2004: "Candidatus Phytoplasma asteris’, a novel phytoplasma taxon associated
with aster yellows and related diseases. Int. J. Syst. Evol. Microb. 54, 1037-1048, je
mozno rozliSovat podskupiny v ramci aster yellows skupiny fytoplazem (16Srl).
Tabulka 8 (str. 40): u vzorku &. 11 (16SrXI) a 13 (16SrXII) pochazejicich ze sbirky
izolat prof. Bertaccini uvadite na zdkladé porovnani Vasich sekvenci s databazi
NCBI skupiny I a IIL. Jak si vysvétlujete tuto nesrovnalost?

Tabulka 8 (str. 40): zde uvadite pfehled sekvenénich reakei s pozitivnim vysledkem u
vzorki prof. Bertaccini a ze sebranych vzorki pouze u jetele lu¢niho a fepky olejné,
Zadny tykajici se hmyzich vektora. Na str. 44, tykajici se vysledkt z mikrocipi
uvadite, Ze se Uspésné podafilo hybridizovat navic jesté vzorky z tfapatky nachové a
jabloné domaci. Oba vzorky Vam, jak uvadite v tab. 13, poskytla Dr. Franova, ktera
piitomnost fytoplazem v téchto vzorcich jiz diive publikovala. Ve vzorku tfapatky
nachové byla detekovana skupina 16SrllI-B (Franova a kol. 2013, Eur. J. Plant Pathol.
136:7-12) a ve vzorku jabloné domaci skupina 16SrX-A (Franova a kol. 2013. Eur. J.
Plant Pathol. 136:675-688). Vy uvadite, ze vzorek jablon¢ hybridizoval k probam ze
skupiny I a vzorek trapatky nachové k probam ze skupiny I a III. Jak si tyto rozdily
vysvétlujete?

Ackoliv Zadny vzorek tykajici se hmyzich vektort nebyl pozitivni v PCR (nebyla
ziskéana sekvence), byl ziskan pozitivni vysledek pomoci mikro¢ipu pouze u vzorku
202/6 ze skupiny XII, tiebaze vSechny izolaty DNA hmyzu ze sbirky prof. Navratila
byly dfive otestovany klasickym PCR s publikovanymi primery pro gen 16Sr jako
pozitivni. Pfesto v nich nebyly detekovany fytoplazmy ani pomoci Vaseho PCR, ani
pomoci mikro¢ipt. Doporuc¢ovala bych porovnani Vasi metody s metodou klasického
PCR (nested) amplifikujicim gen 16Sr.

[ pfes vyse uvedené piipominky povazuji diplomovou praci za odborné
naro¢nou a experimentalné velice rozsahlou, jelikoz bylo celkem analyzovano 60
riznych vzorkd pomoci riznych kombinaci 15 primert v 445 PCR reakcich a déle pak
pomoci DNA- mikro¢ipt.

Proto doporucuji diplomovou praci k obhajobé a po zodpovézeni pfipominek
navrhuji klasifikaci stupném - vyborné - .

V Ceskych Bud&jovicich, 9.5. 2014
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