Oponentsky posudek
bakalarské prace

,Kontrola pritomnosti fytoplazem v indikatorovém hostiteli Catharanthus
roseus pomoci polymerazové retézové reakce.*

0 Wt

Autor: Martina Rtzi¢kova
Jiho¢eska univerzita v Ceskych Budg&jovicich
Biologicka fakulta
Katedra genetiky

Skolitel: Dr. Ing. Jana Franova
Biologické centrum AV CR
Ustav molekularni biologie rostlin
Oddgeleni rostlinné virologie

Oponent: Ing. Jaroslava Ptibylova, Ph.D.
Biologické centrum AV CR
Ustav molekularni biologie rostlin
Oddéleni rostlinné virologie

Bakalaiska prace sleCny Martiny RuZickové je zaméfena na kontrolu piitomnosti
fytoplazem v hostiteli Catharanthus roseus, indikatoru vypéstovaném ze semene a drzeném
ve sklenikovych podminkdch na Oddéleni rostlinné virologie. Pii molekularni detekei
fytoplazem pomoci polymerazové fetézové reakce se Casto setkavame s faleSné pozitivnimi
vysledky. Stejné zkuSenosti nam potvrdili i zahrani¢ni kolegové, ktefi pracuji na stejné
problematice. Vzhledem k zévaznosti fytoplazméz v CR, kde celkem 10 pivodei téchto
onemocnéni je zahrnuto do seznamu Skodlivych organismi, povazujeme spolehlivou detekci
fytoplazem za zasadni. Polymerazova fetézova reakce je dostatecné citlivou metodou pro tuto
detekci. Dulezity je ovSem vhodny vybér dostupnych primert a jejich kombinaci, pfipadné
ovéieni spolehlivosti primert nové navrhovanych.

Bakalafska prace obsahuje celkem 50 stran vlastniho textu, ktery je ¢lenén do 9
hlavnich kapitol, logicky koncipovanych.

Metodicka ¢ast prace v rozsahu 8 stran textu pomérné podrobné a piehledné uvadi
pouzité metody a material. Autorce se podatilo splnit dil¢i cile vytycené v bakalaiské praci.
Ze vzorka odebranych z pomérn¢ velkého souboru bezpiiznakovych rostlin Catharanthus
roseus vypestovanych ze semene a uchovavanych ve sklenikovych podminkach byla
vyizolovana DNA standardni chloroform-fenolovou metodou. Fytoplazmova DNA byla
detekovana pomoci direct, nested a seminested PCR s pouzitim univerzalnich primert svétoveé
pouzivanych. Nasledna identifikace PCR produktii byla provedena pomoci restrikéniho
Stépeni nekolika vybranymi enzymy. Jeden vzorek byl vybran pro ovéfeni pritomnosti
fytoplazmy k sekvenovani.

V ¢asti vysledky vrozsahu 5 stran textu spolu s 15 stranami piiloh jsou celkem
podrobné a prehledné uvedeny autorkou dosazené vysledky dokladované pievazné formou
tabulek a fotografii. Pro celkem rozsahly soubor testovanych vzork bylo zvoleno nékolik
kombinaci primert a po otestovani vyhodnoceny nejspolehlivéjsi.
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Bakalaiska prace sle¢ny Martiny RuZickové je zaméfena na kontrolu pfitomnosti
tytoplazem v hostiteli Catharanthus roseus, indikatoru vypéstovaném ze semene a drzeném
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roseus vypeéstovanych ze semene a uchovavanych ve sklenikovych podminkach byla
vyizolovana DNA standardni chloroform-fenolovou metodou. Fytoplazmova DNA byla
detekovana pomoci direct, nested a seminested PCR s pouzitim univerzalnich primert svétove
pouzivanych. Nasledna identifikace PCR produkti byla provedena pomoci restrikéniho
Stépeni nekolika vybranymi enzymy. Jeden vzorek byl vybran pro oveéfeni piitomnosti
fytoplazmy k sekvenovani.

V ¢asti vysledky v rozsahu 5 stran textu spolu s 15 stranami piiloh jsou celkem
podrobné a prehledné uvedeny autorkou dosazené vysledky dokladované pievazné formou
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Blizsi vysvétleni pozaduji k nize uvedenym otazkam:

1.

Na str. 12 v kapitole 4. Material a metody uvadite méfeni absorbance vyizolované
DNA pii vinovych délkach 260nm a 280nm. Pro¢ se méfi vyizolovana nukleova
kyselina pfi téchto vinovych délkach?

Na str. 19 v kapitole 5. Vysledky a s tim souvisejici piiloha [A, obr. 1D uvadite
vysledek RFLP analyzy pomoci enzymu Rsal . Podotykam, ze uvedené profily
neodpovidaji standardu uvedeném v klasifikaci Lee a kol. (1998), a sice u vzorku ¢. 4
(standardni kontrola 16SrlIll-A pochazi z Itdlie — celosvétové sbirky fytoplazem) a
vzorki &. 5 a 6 (zatazena do 16SrX-A). Cim si to vysvétlujete? Pracovala jste vzdy se
stejnymi pozitivnimi kontrolami?

Na str. 21 a 22 v kapitole 5. Vysledky uvadite v Tabulce ¢. 1 a 2 piehled testovanych
rostlin a kombinace pouzitych primert. Pro¢ nebyly vSechny vzorky testovany stejné?
Soucasné podotykam, ze v Tabulce €. 1 je chybné uvedeno, Ze vzorek €. 3 vykazoval
negativni reakci v pfipadé kombinaci primertu P1/P7 —F2/R2 (v ptiloze Il, obr. 1 je u
tohoto vzorku patrna pozitivni reakce).

Na str. 45 v kapitole 9 Piilohy je na Obr. 11uvedeno §tépeni enzymem Msel. Vz. ¢. 22
uvedeny jako pozitivni kontrola Peanut witches’broom (PnWB) (chybné napsano,
spravné je: Peanut witches-broom PnWB). Stépeni timto enzymem neodpovida
standardnimu profilu (dle klasifikace Lee a kol., 1998), ptestoze tato kontrola byla
jako standard 16SrlI-A dovezena z Italie. Cim si to vysvétlujete?

V Piiloze 1V jsou uvedeny restrikéni profily skupin a podskupin fytoplazem, které
byly v této praci pouzity v porovnani s restrikénim profilem osekvenovaného vzorku
¢. 9, za pomoci enzymi Msel, Alul, Rsal, Hhal, namodelované pomoci Vektor NTI
suite 8. Podotykam, Zze u modelu I. — enzym Msel, neodpovida standardu Stépeni
vzorek ¢. 2 (16Srl-C) a vz. ¢. 8 (16SrXII-A). U modelu II. — enzym Alul, neodpovida
standardu Stépeni vz. ¢. 2 (16Srl-C), vz. ¢. 6 (16SrX-A), vz. ¢. 7 (16SrX-B) a vz. ¢. 8
(16SrXII-A). U modelu IIl. — enzym Rsal, neodpovida standardu $tépeni vz. ¢. 8
(16SrXII-A). U modelu 1V. — enzym Hhal, neodpovidaji standardu $tépeni vz. ¢. 7
(16SrX-B) a vz. ¢. 8 (16SrXII-A). Navic u tohoto modelu neni dobfe zvoleny marker.
(Poznamka: za standardni je povazovano Stépeni uvedené v publikaci Lee a kol.,
1998). Ptam se: odkud pochazeji vybrané izolaty? Pokud se jednd o izolaty
prokazatelné zafazené do skupin, pro¢ u nich nejsou uvedeny kody GenBank. Vhodné
by bylo pouzit izolaty fytoplazem pouzivané v klasifikaci Lee et al. (1998), u nichz
jsou uvedeny kody v GenBank.

Piipominky:
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dle klasifikace (Lee a kol., 1998) se piSe 16S rDNA nebo 16S rRNA — tyka se celé
prace

str. 2 — ... s mnoha onemocnénimi. Dale nerozumim posledni vété na strance

str. 5 - ... opravit na: Ekonomické ztraty ... se pohybuji v rozmezi od ¢astecnych ...
str. 6 - pokud se pouziva citovana klasifikace (Lee a kol., 1998), pak by se mély nazvy
skupin psat s velkym pismenem: Apple proliferation group, Aster yellows group,
apod.

dle klasifikace (Lee a kol., 1998) se piSe 16Srl-A, 16Srl-B, atd. - tyka se celé prace

str. 11 — neuziva se slovo ... rozsuspendovan, ale resuspendovan

str. 13 a dalsi str. — oznaceni primerd M1, M2 je podle literatury jiné:
16R758F/16R1232R (Gibb et al., 1995).



8. str. 14: MM (master mix) — pokud neuvadite slozeni, pak bych doporucovala alespon
uvést vyrobni firmu. U komponenti Primer A, Primer B — 0,5ul by mél byt dodatek:
z 20 pmol zasobniho roztoku.

. str. 14 — chybné oznaceni barviva: spravné je SYBR Green

10. str. 15 — pro centrifugaci uvadite rpm, na str. 11 uvadite pro centrifugaci otacky.
Nejvhodnéjsi by bylo uvést hodnoty v g

1 1. str. 19 v kapitole 5. Vysledky chybi v zavorce uvedeni podskupiny 16Srill-A.

12. str. 29 — v bodé 2: ... z bezpiiznakovych rostlin C. roseus Ctyfi reagovaly...(tedy ¢tyfi
nebo pét, jak je uvadéno jinde v praci?)

13. str. 30 — Seznam pouzité literatury: nikde v praci jsem nenasla odkaz na citaci Bonnet
F, Saillard C, .....1990.

14. str. 31 — Seznam pouzité literatury: uvadite dvé prace Franova a kol., 2006, kt eré
nejsou rozliSeny a, b, a v textu prace je citovana pouze jedna (na str. 29). Nenasla jsem
v praci odkaz na citaci Chang F, C Chen, C Lin. 1995. Navic citace nemaji jednotné
zapisy., coz se v Seznamu pouzité literatury objevuje jesté nékolikrat.

15. str. 32 — nenasla jsem v praci odkaz na citaci Lee I-M, Davis RE. 1988. Jsou uvedeny
dvé prace Lee a kol. 1998 — bez rozliseni a, b.

16. str. 33 — uvedeno Nelson MW. 1979 — v praci uvadite na str. 1 a 4 Nielson, 1979.
Jedna se o stejn¢ho autora?

17. str. 33 — u autora Schneider B a kol. 1997 je uvedena pouze jedna citace. Na str. 8 ale
uvadite Schneider a kol., 1997a. Chybi tedy jesté jedna citace? Déle jsem nikde v praci
nenasla odkaz na citaci Srinivasulu B, P Narayanasamy. 1995 (odlisny zapis citace)
ani odkaz na citaci Thomas S, M Balasunaaran. 2001.

Pfes uvedené piipominky hodnotim praci klasifikaénim stupném
- vyborny -

a doporucuji ji k obhajobé.

Vzhledem k tomu, Ze se jedna o bakalafskou praci s obtiznym tématem a kde pouhé
nastudovani literatury feSené¢ho problému, zvladnuti cCetnych laboratornich metod a
pocitacového zpracovani a vyhodnoceni vysledki je ¢asové velmi naro¢né, se domnivam, Ze
vytéené cile prace byly splnény. Pokusy byly mnohokrate opakovany a diky precisnimu
provedeni Stépeni enzymem Msel byly zjistény odliSnosti mezi podskupinami 16SrX-A,
16SrX-B a 16SrX-C, coz neni uvedeno ani ve vzorové klasifikaci Lee a kol. (1998). Byla
vybrana nejspolehlivéjsi kombinace primeru pro minimalizaci nespecifickych reakci a diky
sekvenovani byla demonstrovana piitomnost neznamé sekvence, ¢imz byla vyloucena
nahodna kontaminace fytoplazmou. Diky témto novym zjisténim byly nékteré vysledky
prezentovany na mezinarodni konferenci a nasledné budou publikovany v Acta Horticulturae.

V Ceskych Budgjovicich, 8.2
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