Ustav systémové biologie
Q ekologie AKADEMIE VED

CESKE REPUBLIKY

V.V.1.

OPONENTSKY POSUDEK DISERTACNI PRACE Ing. JANA VYDRY
vypracované na téma
,VLIV ELICITORU NA OBSAH UCINNYCH LATEK V ROSTLINE

Echinacea purpurea (L.) Moench*

Diserta¢ni prace Ing. Jana Vydry je vCetné literatury, obrazki, tabulek a seznamu zkratek
prezentovana na 112 stranach. Vyse uvedené téma prace je velmi aktudlni, protoze shrnuje
soucasné poznatky o pusobeni elicitorili na riist a vyvoj rostlin, déle na obsah sekundérnich
metabolitli s dirazem na 1€Civé rostliny, coz je zvlasté dilezité pii zvétSujici se poptavce po
piipravcich z 1é¢ivych rostlin a pti zvySujici se poptavce ze strany farmaceutického priimyslu
po latkach izolovanych z ptirodniho rostlinného materidlu, napf. taxol. Kromé& Givodu, zavéru,
literatury a seznamu zkratek je disertacni prace rozdélena do ¢tyf hlavnich kapitol. Cile jsou
uvedeny na str. 36. Literarni ¢ast, ktera je velmi dobfe zpracovéna, se dotyka vSech aspektii
potiebnych pro pochopeni problematiky, a to jak historie péstovéani tfapatky, tak prislusné
agrotechniky, dale chemickych latek izolovanych a popsanych jak v nadzemnich Castech
rostliny, tak v kofenech riiznych druht tfapatek. RovnéZz kapitola Vysledky a diskuze je velmi
dobfe graficky a piehledné zpracovdna a v jejim zavéru autor vyvozuje, Ze patrné
nejucinnéj$imi latkami v tfapatce by mohly byt nékteré typy polysacharidi, coz je ve shodé
s nejnoveéj$i patentovou literaturou v této oblasti. Snad moznad v Gvodni casti kapitoly
Vysledky a diskuse, kde se srovnévaji literdrni udaje o obsahu cichorové, kaftarové,
chlorogenové a kavové kyseliny, by byla vhodnéjsi piehledna tabulka. Otazkou je, zda se
viubec daji tyto hodnoty exaktné srovnat, protoze se jedna vétSinou o extrakce s rozdilnymi
parametry (Cas, rozpoustédla, teplota atd.)?

Cela prace je velmi p&kné a prehledné sepsdna s minimem gramatickych prohfeskl a chyb,
snad bych upozornil pouze na jednotné psani literarnich odkazi (anglicky a némecky text a
nazvy Casopistl), oznaceni geometrickych izomert v poslednim fadku na str. 6 (E a trans je
totéz), ktabulkdm €.1 na str. 32 a €. 2 na str. 33 by mély byt uvedeny odkazy, Gramova
reakce (str. 34). Déle bych chtél upozornit na drobné nedostatky, a mél bych k uchazeci
nékolik otdzek. Jak se pouziva chemicky Cistych prvkl jako elicitorii (formulace v prvnim

odstavci na str. 26)? V celém textu neni Uplné€ jasny nézev jednoho elicitoru. V seznamu



zkratek je to kyselina methylsalicylovéa (chybi th), a tento ndzev by spiSe znamenal kyselinu
se substituci aromatického jadra methylovou skupinou, déle v seznamu chemikélii je to
methylsalicylat, coz je spravny nézev podle IUPAC. Patrné se bude jednat spiSe o
methylsalicylat, coz je methylester kyseliny salicylové. Podle udaji uvedenych
v experimentalni ¢asti byla jak tato latka, tak dale uvedeny askorbét titanu (spravnéji titanium
askorbat podle IUPAC) pripraveny v laboratofi. V tomto ptipadé by experimentélni ¢4st méla
obsahovat kratky popis pfipravy a méla by byt uvedena data dokumentujici autenticitu a
Cistotu prislusné latky, jak je ostatné uvedeno u katalogovych chemikalii. Anebo se jednalo o
aplika¢ni postiiky, ale i tak se vychéazelo z Cistych latek? Déle v seznamu chemikélii chybi
kyselina fosfore¢nd a trifluoroctovd kyselina je navic. Obé Kkyseliny se pouzivaji pro
okyselovani mobilni faze v kapalinové chromatografii. U tohoto typu disertaéni prace, kterd je
cela zaméfena na extrakci u€innych latek a jejich analyzu, postrdddm v praci jeden az dva
typické chromatogramy suvedenim retenénich dat a spekter piisluSnych latek.
Nejpouzivanéjsi zpisob extrakce je extrakce podle némeckého Iékopisu (str. 35 druhy
odstavec), ale v experimentalni ¢asti byl zvolen zptisob, kdy vyslednd koncentrace ethanolu
byla nizsi, patrné kvili lepsi extrakci polarnéjsich latek. Mizete to prosim krétce vysvétlit? U
pouzitého zahradnického substratu (Tab. ¢. 5 na str. 48) je patrné minerdlni slozka velice
nepatrna. Na str. 86 je velmi zajimava diskuse ohledné rozdilu pidnich podminek na obou
stanovistich (Protivin a Dolni Péna). MoZna by byvalo vhodné také stanovit dalSi prvky, napt.
nékteré t€zké kovy, které by mohly pravdépodobné mit rovnéz elicitatni ucinek, kdyz
vezmeme v uvahu dolni koncentra¢ni hranici 10 ppm pro titanium askorbat. Tato koncentrace
mé privadi k dotazu, jak byly stanoveny v praci pouzité nizké koncentrace elicitorli, na
zakladé empirickych zkuSenosti, anebo byla méfena alesponi ¢ast kiivky zévislosti odezvy na
koncentraci, coz je ¢asové velmi naro¢né? Mélo by podle Vaseho nazoru smysl ovéfit vliv

jesté nizsi koncentrace elicitorti?

Zavérem konstatuji, ze ptredloZend disertalni prace pana Ing. Jana Vydry vypracovand na
téma ,,Vliv elicitorii na obsah u¢innych latek v rostliné Echinacea purpurea (L.) Moench*
doklada odbornou troveri jmenovaného s tim, Ze prokazal tvir¢i schopnosti a ovlada védecké
metody. Ing. Jan Vydra je spoluautorem jednoho ¢lanku v impaktovaném casopisu (IF byl
piidélen podle WOSu pouze v roce 2004), 1 publikace ve Sborniku ZF, celé fady prispévki
na mezinarodnich konferencich, pfednasek v zahrani¢i a zavérecnych zprav. Prace spliiuje
pozadavky kladené na disertani praci v oboru a miize byt podkladem pro obhajobu diserta¢ni

prace ve smyslu §72 Sbirky zakont ¢. 111/1998.



Zéavérem konstatuji, ze predloZzenou disertani praci jsem prostudoval a

doporuduji

ji k obhajobg.
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PiedloZena disertaéni prace Ing. Jana Vydry se zabyva mimofadné aktualnim tématem
a to regulaci u¢innych latek v rostling Echinacea purpurea (L.) Moench, ktera je znama jejich

Sirokym spektrem a patif do skupiny nejprodavangjsich 1é¢ivych rostlin ve vyspélych zemich.

Cilem doktorské prace bylo vyhodnotit zmény obsaht vybranych ucinnych latek
vrostlinach Echinacea purpurea (L.) Moench v modelovych 1 redlnych péstebnich

podminkéch s vyuzitim nékolika typt elicitori.

Doktorand zpracoval svoji praci v obvyklé struktufe, Jasn€ formuloval cile prace,
v literarnim ptehledu se peclivé vénoval studované rostling a to z pohledu historického,
botanického, obsahového, farmaceutického a péstitelského. V této &asti prace se snazil
shrnout diivéjsi i soucasné poznatky z n&kolika oborti, a v n¢kterych podkapitolach se velmi
Siroky zabér kapitoly odrazil na piesnosti predkladaného textu. Na str. 6 neni pfesné
formulovéno, které monosacharidy jsou zakladnimi stavebnimi jednotkami polysacharidi
skupiny 1 a 2. Termin polyacetylénové slouCeniny jiz neodpovidd soucasnému
systematickému chemickému nézvoslovi (str. 7). Jaky ma vztah echinacein k echinacinu B
(str. 9). Na str. 12 je tieba spravné uvadét optimalni ,,davka* misto ,,sloZeni* hnojiva. Jak
souvisi bylinné 1éky (Radix... a Herba thujae) s Echinaceou. V této &sti prace bych piivital
prezentaci mnozstvi obsahovych latek i Zivin v rostlinach stanovenych dal$imi védeckymi
kolektivy. Dalsi ¢ast reSerze se detailné zabyva problematikou elicitace a elicitory autor
vhodn¢ ¢leni do dvou zékladnich skupin, v této &sti bych ocenil vétsi diraz na vyuziti
sloucenin titanu, které byly jiZ dfive testovany u mnoha rostlin s ruznym cilem jejich aplikace.
Do této ¢asti bylo zafazeno i ,inské biologické hnojivo®, které sice neni klasickym
elicitorem, ale autor na jeho piikladu uvadi i dal§i moZnosti regulace obsahu u¢innych latek.
Tuto podkapitolu bych nazval obecnéji a mezi dal§imi latkami s podobnou aplika¢ni strategii
bych uved! i toto hnojivo. V tabulkéch této &asti bych uvital zpfestiujici popis experimentd,
protoZe se jednd o vyznamny narGst vynost dokumentujici chovani testovanych hnojiv,

vhodneé by bylo uvadét vynosy v obvyklych jednotkéch.

V metodické c¢asti se doktorand peclivé vénoval popisu vsech realizovanych
experimentd, jejich zpracovéni, analyzam a vyhodnoceni. Je moZno konstatovat, Ze popis
stanovist, jejich pudni charakteristiky, vlastni schéma pokusu i cela agrotechnika jsou
zpracovany dikladné. Zamyslel bych se nad prezentaci této Casti, myslim si, ze by bylo
vhodn&jsi ji strukturovat na &ast péstitelskou, analytickou a vyhodnocovaci, protoze

experimentti bylo zaloZeno nékolik, ale zpracovani a koncovka byly téméf identické. Mam



zde pouze nékolik poznamek, v tabulkach obsahu Zivin oznacenych Mehlich III neni vhodné
uvadét Ny Zc&eho byla odvozena davka roztoku elicitoru v mnozstvi 1 L.m™. Mirné
zavadgjici je uvadeéni mista realizace pokusu bez dalsiho vysvétleni do nazvu podkapitol. Pro¢
nebyl analyzovan péstebni substrat béZnymi postupy pro analyzy pid, odlisna prezentace jeho
sloZeni je mirné zavadgjici. Je spravné ¢esky uveden termin Cambisol pro pudu pokusného

pozemku?

Vv

soucasn¢ doplnéna diskuzi a shrnuta do celkovych zaveéri. Nekolik realizovanych viceletych
experimenti nebylo jednoduché prehledné zpracovat a vyvodit z nich obecné zavéry. Autor
zvolil metodu postupné prezentace vysledki z Jjednotlivych experimentii predeviim grafickym
zpusobem. Jednotlivé experimenty jsou hodnoceny podle sledovanych G¢innych latek, podle
pouzitych elicitord, podle ¢asti sledované rostliny a podle jednotlivych pokusnych let. Zde
mohu odpovédné konstatovat, Ze jiz mnoZstvi prace vykonané pfi realizaci, skliznich a
zpracovani péstovaného materialu bylo skuteén& znaéné a dasové narodné. Autorovi se ve
VetSin¢ pokusti podafilo ziskat tileté vysledky, které umoznuji zobecnéni studované
problematiky. V prvnim experimentu (Protivin) se pravdépodobné autorovi zatoulaly
vynosové vysledky a nebylo moZno posoudit vliv elicitorii na tyto dulezité parametry.
V druhém experimentu (Dolni Pé&na) se mi zda nepiehledné uvadéni vSech opatieni do
jednoho grafu, jejich rozdéleni do Jednotlivych skupin dle pouZitého elicitoru by bylo
prehledngjsi. V této Casti postradam statistické vyhodnoceni jednotlivych opatteni. Zavére¢na
Cast prezentace tohoto experimentu je znatné zestru¢néna a u grafii prezentovanych v této
Casti postradam konkrétni nazvy a piesné definovany hodnoceny parametr. Tuto ¢ast by bylo
vhodné rozdélit na podkapitoly stejné jako v pfedchazejicim experimentu. Na doktoranda
mam otazku jak by vysvétlil velké rozdily v sesychani kofend v jednotlivych variantach (str.
82). Velmi dobfe je vyhodnoceno chovéni aplikace acetylsalicylové kyseliny na obou

stanoviStich. Timto zptisobem mohlo byt hodnoceno vice sledovanych parametrt.

Vysledky prace jsou shrnuty v zavérech, které jsou pomérn¢ obsahlé a na konci jsou
zestruénény a jesté jednou zopakovéany. Pravé zavéreéné shrnuti jen mirné€ rozpracované by

bylo jednozna¢nym vyjadienim vysledkii celé prace.

Z vysledki prace se ukazuje, Ze jednotliva opatfeni vedla nejen ke zméné obsahil
sledovanych a¢innych latek, ale i vynosovych parametrii prezentovanych v nékterych
pokusech. Bylo by velice zajimavé se pokusit vyhodnotit i exrahovatelné mnoZstvi

sledovanych latek zavislé na obsahu a mnoZstvi latky vyjadfené na jednotku sklizené plochy.



Dale bych se chtél doktoranda zeptat zda sledoval i obsahy makro popiipadé i

mikrozivin ze kterych by bylo mozné odvodit naroky rostlin na vyzivu.

I pres uvedené piipominky mohu s potéSenim konstatovat, ze predlozené diserta¢ni
prace splnila néleZitosti na ni kladené. Doporucuji predloZenou praci pfijmout k obhajobé a

po jejim tspésném pribéhu

udelit doktorandovi titul PhD

V Praze 10. inora 2008
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(L.) Moench
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Diserta¢ni prace se zabyvé problémem zajimavym z hlediska vé&dniho, ktery je zaroven
hospodaisky vyznamny s ohledem na mozné aplikace ve farmaceutickém prumyslu. Téma
poskytuje disertantovi Siroky prostor pro prokdzani nabytych teoretickych znalosti, ziskanych
pokusnickych a laboratornich dovednosti a odpovidajici prezentaci na oSekavané védecké
urovni. Vybér tématu proto povazuji za zdafily pocin.

Prace obsahuje 112 stran textu pevné spojenych v celoplaténé vazbé. Graficka znazorneni
namétenych hodnot s vyznacenim statistického vyhodnoceni, a také tabulky s Ciselnymi
podklady, jsou viazeny na p¥islusnych mistech do textu. Price se pridrzela struktury ¢lenéni
obvyklé u védeckych publikaci. Jeji celkovy rozsah vzhledem k obsahu i formé prezentace
povazuji za pfiméteny, pficem? vlastni préce predstavuje % celkového rozsahu. Vyjadtrovani
1ze oznacit adjektivem vystizné a srozumitelné, po gramatické strance bez vétsich
pfipominek. Formalni stranka prezentace je pfijatelna.

Zpracovani disertacni prace je zaméfeno vyhradn€ na okruh otdzek vymezeny nazvem. Po
stru¢ném uvodu je predloZen Literarni prehled k problematice botaniky a obsahovych latek
v rostlin€ Echinacea purpurea, péstovéni, sklizné a zpracovani rostlinné hmoty, néstinu
farmaceutického vyuziti. Kone¢né je pfipojen i tsek, vénovany problematice elicitort. Tuto
kapitolu hodnotim jako jednu z nejzdatilejsich v celé praci.

Cile préce jsou formulovany v souladu s nazvem disertacni prace, a sice ve dvou bodech (str.
36). Pracovni hypotéza neni uvedena. Autor predpokladd, Ze disertadni prace prinese tyto
nove védecké vysledky: (1) ovéfeni nové analytick¢ metody stanoven ...latek, (2) prokazani
pozitivniho vlivu elicitorii na obsah ... latek.

Kapitola Material a Metodika je zpracovana piehledné, veelku vystizné a vyhovuje obecné
premise, aby podle ni bylo lze pokus véetné méfeni pfipadné zopakovat.

Sdruzena kapitola Vysledky a Diskuse za&ina opét literarnim pfehledem. To piece patii
jinam! Podkapitoly jsou uz vénovany vysledkim, bohuzel prvniho &iselného primérniho udaje
se Ize dobrat aZ za polovinou kapitoly ( ), jinak se pojednava vyhradné o procentickych
zménach a o hladinach statistické vyznamnosti. Kapitola je zpracovana takovym zptsobem,
aby bylo ziejmé, Ze naplnéni stanovenych ¢ilt bylo dosaZeno. Lze potvrdit, Ze se to
disertantovi ramcové podatilo. Musim viak konstatovat, ze charakter kapitoly je prevazné
popisny, bez cilen&jsiho hledani souvislosti, vétsi snahy o vysvétleni jevii a trend{i zmén
naméfenych hodnot pod vlivem sirsiho spektra abiotickych elicitort, které v polnich



podminkéch piisobilo na rostliny, neZ jsou ony 4 pouZité chemikalie. Nenasel jsem tu Zadnou
zminku o ovéfovani nové analytické metody.. (viz str. 36).

Kapitola Zavér mohla byt stru¢n&jsi a prehledngjsi, ale budiz. Konedné jeji lapidarni shrnuti
~Zavérem...“ v bodech dostate¢né vystihuje, k cemu disertant dospél, ¢eho dosahl. Jak uz
jsem v pfedchozim odstavei zminil, cili prace bylo rdmcové dosazeno, nemohu vsak souhlasit
s autorem, ze ,,..pFedpokldadané védecké vysledky jsou také splnény*. V této kapitole se sice
objevuje nesméld zminka o tfech vétach, kde bez jediného ¢iselného udaje a statistického
srovnani se na samy konec doslovné pravi ,,...nedochdzi k Zddné zméné ve vyplavovani.. ani
ke zhorSeni separacni schopnosti*. 1 kdyz Je disertant citovan v nékolika publikacich jako
spoluautor nové metody, takto si ,,ovéfeni“, pokud mélo byt konano specialné v ramci
disertaCni prace, nepfedstavuji!

Ke kladiim diserta¢ni prace patfi konstatovani (podle literarnich idajt), (1) m4 se za to, Ze
Zadna Cast rostliny neni jedovata, hlavné vak vlastni zjisténi, Ze (2) distribuce vybranych 4
fenolickych slougenin v rostling vykazuje zietelné odlisnosti mezi organy, resp. ¢astmi
rostliny a (3) na obsah t&chto latek maji vyznamny vliv jak faktory spojené s rostlinou (napf.
vegetalni faze), tak i podminky prostedi (zde souborngé vyjadiené terminem ,,lokalita®,
~ro¢nik® atd.) véetné ucinku elicitort (na piikladu 4 vybranych latek ze 2 chemicky odlignych
skupin).

Pripominky: 1. Absenci vysledki o ovéfovani nové metody je tfeba napravit bud’ doplnénim
zpracované podkapitoly (a vsitim do vSech paré diserta¢ni prace) nebo vypusténim prislusné
formulace na str. 36 (ve vSech paré). Provést pied terminem obhajoby.
2. Technické: - Co autor rozumi pod jeho terminem ,,suchd hmota (tab. 7) a
w--hmoty ususené.. “ (str. 81). Jakou mély tyto produkty susinu?
- drobnd seminka* (str. 11) je pojem z lidové mluvy, pfi
obhajobé chci slyset odborny termin
3. Formalni: - ¢eské nazvy rostlin se pisi malym pocate&nim pismenem (viz
str. 3), od str. 16 jsou uZ napsény spravné
- v celé préci se Ceské nazvy pro Echinacea sttidaji, proc se
nedrZi jeden, napf. ten, ktery se uvadi v ndzvu prace? Jednou se mluvi o trapatce, podruhé o
Echinacea, jinde o po¢estélém echinacea. Jazykové je nepripustné k latinskému zékladu
pridavat ¢eské koncovky (str. 17).

- co disertant minil tvrzenim ,,mnoZstvi kyseliny chlorogenové
se pFili§ neshodovalo s publikovanymi hodnotami “, aniz by tu uvedl jeden &iselny tdaj i
odvolavku na tabulku nebo graf. P¥i obhajobg pozaduji vysvétleni.

4. Oteviené otazky a jiné naméty:

- v Literarnim prehledu je Siroce pojednano o agrotechnice
polniho péstovéni rostliny Echinacea purpurea pro farmaceutické vyuziti, dokonce véetné
schematu stroje na sklizefi kofenti. Nikde viak ani zminka o moZnosti péstovani ve vodnich
kulturéch, v kontextu produkee snadno &istitelnych kofentl. P¥itom Jje obecné znamé, ze
produkce kofent v nich ve srovnani s p&stovanim v polnich kulturach byva vice nez
dvojnéasobna, kofeny doristaji do ,,skliziiové faze* jiz za 6 — 8 mésicti, zatimco na poli aZ za
cca 36 mésict. K tomu pii sklizni na poli pfistupuji mechanické ztraty na jemnych kofenech
a pfi zdlouhavém vypirani a ¢isténi ztraty na obsahovych latkach (podle literarnich udaji) -
vztazené k mnozstvi ziskanych biologicky aktivnich latek — v celkovém objemu vétsim nez 20
%. Pfitom disertant na str. 7 poukazuje na vysokou hodnotu kofend, kde uvadi, Ze pouze 4 ze
13 latek detekovanych v kofenech se vyskytuji také v nati.




Na zavér posudku je tfeba pfipomenout, Ze téma disertaéni prace sméfuje dél, neZ je pouhé
pokusniceni, disertantovi skyta vskutku $iroké moznosti pro rozvinuti nabytych teoretickych
poznatkli v podobé novych piistupd, hlubokého rozpracovéni problematiky elicitord na
prikladu perspektivni 16¢ivé rostliny v pohledu komer&niho pestovani pro rychle se rozvijejici
farmaceuticky priimysl. Skoda, Ze se tu disertant nepokusil o srovnani u¢innosti 2 skupin
testovanych elicitord na obsah vybranych fenolickych kyselin. Nebo si ve své préci
povSimnout téZ moZnosti standardizace a stabilizace obsahu vybranych latek ve farmaceutické
surovin€. Zcela stranou uz ponechavam aspekty biochemické a fyziologické.

K dispozici byl pfedloZen i autoreferat. RovnéZ i ten ma vSechny ndlezitosti, pfedepsané pro
tento typ praci. Stru¢nou formou jsou v ném zachyceny vsechny podstatné nalezy a vyvody
z disertaCni prace. V zavérené pasazi autoreferatu se dokladuje pozoruhodné bohata
publikaéni aktivita disertanta: V soupisu publikovanych védeckych praci (2), zavére¢nych
zprav (3), ptispeévkl na mezinarodnich konferencich (7) a ptednasek prednesenych

v zahrani¢{ tématicky blizkych nazvu disertaéni prace (7) vystupuje jeho jméno - s jednou
vyjimkou - vzdy jako spoluautor. Tuto aktivitu hodnotim velice kladné.

I pfes uvedené ptipominky prohlasuji, Ze diserta¢ni prace vyhovuje pozadavkim kladenym na
tento typ praci danym zdkonnou normou. Proto komisi pro obhajobu pii JU ZF v Ceskych
Budgjovicich doperuéuji praci pfijmout jako podklad k obhajobg.
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Ing. Vaclav Mika, DrSc. \
VURYV Praha, v.v.i.



