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Diplomantka pfistoupila k feSeni zadaného ukolu velmi zodpovédné. Pracovala velmi
iniciativné pod dohledem vedouci diplomové prace. Své teoretické poznatky ziskané
z literatury konzultovala po praktické strance i s pracovniky aplikovaného vyzkumu. Zajem o
danou problematiku potvrdila G¢asti na XVIII. Ceské a slovenské konferenci o ochrané rostlin
v zafi 2009, kde vystoupila se svym piispévkem.

Zcela vyuzila shromazdénych literarnich zdrojti i podkladd z konzultaci s vyzkumnymi a
provoznimi pracovniky. Cituje 69 literarnich zdroji, dotykajicich se vécné feSené
problematiky. VSechny poznatky beze zbytku vyuzZila ve své praci.

Diplomantka se osvéd¢ila i pfi praktickych dovednostech. V ramci feSeni diplomové prace
provedla fadu laboratornich testii. NedrZela se pouze jedné testovaci metody, ale pro
porovnani vysledki vyzkousela i dalsi.

Diplomova prace je velmi dobie feSena. Nekteré dosazené vysledky jsou na vysoké
odborné Grovni. V ramci této prace byly objeveny izoldty, které dosud nebyly zafazeny do
genové databaze.

K obsahu mam pouze né€kolik drobnych pfipominek:

- str. 8,31, 32 ... doporucila bych pouzivat formu viz Ptiloha nez vizte

- str. 13 ... Co je mySleno vétou: Pouziti real time PCR pro zjisténi fytoplazem se stale
zlepsuje.

- Str. 15 ... Ozdraveni mnozitelského materidlu termoterapii a meristémovymi
kulturami. V praxi se toto viilbec neprovadi. MnoZitelsky material je odebiran
z roubovych mnozaren, z mate¢nic nebo z izolath, kde jsou rostliny podle schématu
EPPO testovany. Jako hlavni testovaci metoda je bran biologicky indexing, laboratorni
metody jsou pouze dopliiujici. V CR je podle zdkona 326/2004 Sb. a vyhlasky
332/2006 Sb. testovan mnozitelsky material ovocnych dievin na proliferaci jabloné
(AP) a Sarku Svestky (PPV).

- Str. 17 ... ESFY bylo zjisténo na tfe$nich i vi$nich.V cizi literatufe, hlavné némecké,
se pouziva jen jeden vyraz pro tfeSné i visné.

Préace obsahuje v3echny néleZitosti a pies vySe uvedené drobné pfipominky hodnotim praci
jako velmi zdafilou.

Diplomovou praci klasifikuji stupném: vyborny

V Holovousich 20.5. 2011 Ing. Hana Ludvikova
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Oponentsky posudek na diplomovou praci ,,Studium genetické variability fytoplazem*
studentky Prirodovédecké fakulty Jiho€eské univerzity v Ceskych Budéjovicich Be.
Heleny Cermakové

PtedloZena diplomova prace piedstavuje svym tematickym i metodickym zaméienim
znaéné ndrofnou a zaroven aktudlni problematiku. PiestoZe jsou pro detekci fytoplazem
celosvétové rutinné pouzZivany molekularni analyzy jako je PCR v kombinaci s naslednym
RFLP S§tépenim, Casto dochdzi k nespecifickym reakcim, zejména pfi pouziti nékterych
kombinaci primeri. U ovocnych stromi je problémem i nepravidelna distribuce fytoplazem
v jednotlivych ¢astech rostlin v kombinaci s riznou koncentraci té€chto patogent v rostlindch
v zavislosti na ronim obdobi. Neméné vyznamnou ulohu pii molekularni detekci ma i
pfitomnost inhibitord v rostlinnych tkénich zejména u dievin a zaroven podobnost sekvence
chloroplastové ¢i plastidové RNA hostitelskych rostlin s 16S rRNA fytoplazem. Znalost
sekven¢ni variability izolatl zejména karanténnich fytoplazem infikujici rostliny na naSem
uzemi ma proto velky vyznam v souvislosti s pozadavky kontroly zdravotniho stavu
rostlinného materidlu a stim souvisejicimi spolehlivymi detekénimi a identifika¢nimi
metodami.

V predkladané praci byla pro detekci vybranych izolati fytoplazem a ureni jejich
genetické variability zvolena taktéZz polymerdzova fetézova reakce s néslednou analyzou
délkového polymorfizmu restrikénich fragmenti a sekvenéni analyzou amplifikovanych
fragmentd DNA. Do testu bylo zatazeno celkem 73 vzorkd. Z toho 40 vzorki predstavovaly
rostliny jetele, 26 vzorkl bylo odebrano ze stromii hrusni, 4 vzorky z jabloni, 2 ze stromi
merunék a 1 z rostliny barvinku rdzového. Pro sekvencovani bylo vybrano celkem 5 izolatd
fytoplazem, znichz 4 jsou fazeny mezi karanténni organizmy. Ziskané sekvence byly
odeslany do celosvétové genové databaze NCBI, z ¢ehoz sekvence genu secA u izolatu
fytoplazmy chiadnuti hru$né je zde timto zvefejnéna viibec poprve.

Prace je zpracovana na velmi dobré urovni a odpovidd svou naplni pozadavkim
kladenym na diplomové prace. Prestoze se jednd o zna¢n€ naro€nou problematiku,
k samotnému zpracovani mam nasledujici pfipominky spiSe formalniho charakteru:

1) U obsahu préace u kapitol 2.1, 2.2. a 2.3. bych doporuc¢il doplnit slovo...fytoplazem. Taktéz
na nasledujici stran€ u popisu pfiloh doporucuji u pfilohy 1, 2 a 3 uvést podrobné&jsi popis
alespon tak, je uvedeno na str. 44 — 48,

2) V textu na str. 16 uvadite jako pfiznak onemocnéni fytoplazmou pouze anglicky ndzev
witches” broom. Jak byste tento termin pielozila do ¢estiny?

3) Na str. 22 uvadite, Ze spole¢né s markerem ¢i vzorky nanasite do jamek agardzového gelu
1,5ul barvy. Lépe je pouzivat termin nanaSeci pufr, jelikoZ obarveni vlastni DNA je
zajisténo prostiednictvim barviva GelRed.

4) Na téZe strané €. 22 jste mezi primery pro amplifikaci 16S rRNA a mezerniku chybng
zafadila 1 dvojice primerd AP13/AP10 a rpAP15f/rpAP15r. Sekvence jakych gent tyto
primery skute¢né amplifikuji?

5) Slabinou studentskych praci byva komplexnost literatury citované v textu a v seznamu
pouzité literatury. I zde je na str. 11 citovana prace Bertaccini 2003, avsak na str. 34
chybi, podobné je na str. 20 uvadén ¢lanek Lee a kol. 1991, ktery v pouzité literatuie
uveden neni. Na str. 11 uvadite praci Lee a Davis 1992, av8ak v seznamu pouZité
literatury na str. 38 je citovana prace Lee a kol. 1992, podobné prace Hogenhout a kol.
(str. 37 x str. 15). V textu i v seznamu literatury uvadite ¢lanek Martini a kol. 2006, ve




skuteCnosti se vSak jedna o €lanek Martini a kol. 2008, kde navic na str. 39 chybi rozmezi
stranek u tohoto literarniho zdroje. Citace praci v seznamu pouZité literatury by mély byt
psany vzdy jednotnym stylem.

6) Ostatni nedostatky povazuji za minoritni &i za prehlédnuti.

Ke studentce mam nasledujici dotazy a zadam o jejich zodpovézeni:

1) Pro¢ jsou fytoplazmy citlivé na antibiotika tetracyklinové fady a né na penicilin?

2) Jaky literarni zdroj z hlediska klasifikace fytoplazem povaZujete za nejvyznamnéjsi?

3) V praci jste sekvencovala dva izolaty fytoplazmy chfadnuti hrusni. Kdy byla tato
fytoplazma poprvé zaznamenana na tizemi Ceské republiky a jak probihal jeji vyzkum
pravé na naSem Uzemi?

Vzhledem k obtiZnosti tématu a rozsahu zpracovavaného materidlu, a to i pfes vy$e uvedené
pfipominky, celkové hodnotim tuto diplomovou praci klasifikaénim stupném

- vyborné-

a po zodpovézeni vySe uvedenych dotazi ji doporucuji k obhajobé pied statni zkusebni
komisi.
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