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Odpovédi na dotazy uvedené voponentském posudku
prof. Ing. Miroslava Juzla, CSc.

e Jaké jsou vynosotvorné prvky u brambor?
Odpoveéd:

Vynosotvorné prvky u brambor jsou dany poétem trsii na jednotce plochy, poctem
stonkd na plo3e resp. na jeden trs, poétem hliz na stonek, hmotnosti hliz, primérnou
hmotnosti jedné hlizy.

e Které hlavni abiotické a biotické faktory ovlivriuji produkéni proces v porostech,
dosahované vynosy a kvalitu brambor?

Odpovéd:

Mezi hlavni ovliviiujici abiotické faktory patfi pida (sklonitost pozemku, skeletovitost,
pudni druh, obsah Zivin a jeji zpracovani), zafazeni brambor do osevniho sledu, priibéh roéniku
(teplota, délka slunecniho svitu a mnoistvi a rozloZeni srazek v pribéhu vegetace).

Mezi biotické faktory patfi pocet rostlin na jednotce plochy, vyskyt $ktidct a chorob,
zapleveleni pozemku.

e 1) Jaké jsou u nds hlavni uZitkové sméry péstovani brambor a jak rozdélujeme odridy
brambor podle délky vegetacni doby?

Odpovéd:

Hlavnimi uzitkovymi sméry jsou péstovani konzumnich odrid brambor (ranych pro
pfimy konzum, ostatnich pro pfimy konzum, na vyrobu lupinkt a hranolkl), péstovani
sadbovych brambor a péstovani brambor pro vyrobu skrobu.

Podle délky vegetacni doby se brambory rozdéluji do 4 skupin:

1) velmi rané odrudy, 2) rané odridy, 3) polorané odrady, 4) polopozdni aZ pozdni odridy

e 2) Kolik odrud je v sou¢asné dobé registrovanych v Katalogu odrtd v Ceské republice a
v Evropské unii primyslovych a konzumnich odrid brambor?

Odpovéd:

V soucasné dobé je ve Statni odriidové knize CR zapsano celkem 135 odrid brambor
(Cermak, 2016) z nichZ tvofi 21 odrid uréenych pro vyrobu Skrobu a 114 konzumnich odrid
brambor (véetné 6 odrid s kombinovanym vyuZitim). Ve Spole¢ném katalogu odrid druhd
zemédélskych plodin je to 1681 (Plant variety database — European Commission, 2017).

e 3)Jaky je pfedpokiddany odhad finanéniho efektu ze separace bilkovin z hlizové vody a
jaka je u nds finanéni podpora péstitela primyslovych brambor?

Odpoved:



Dle udaji Ceského Skrobarenského svazu zroku 2016 bylo vroce 2015 v Ceské
republice zpracovano 106 326 t brambor, ze kterych bylo vyrobeno 22 074 t skrobu (Anonym
1, 2016). Z 1 t brambor vznikne asi 750 litrt hlizové vody, ktera obsahuje prGimérné 13,4 g
bilkovin/litr PF). Tzn., ze v Ceské republice by pfi zpracovavani veskeré hlizové vody, ktera
vznikla vroce 2015, bylo moiné ziskat téméf 1,067 milionu kg bilkovin. Trzni cena
denaturovaného proteinového separatu z hlizové vody se pohybuje asi 1 — 1,5 EUR/kg
denaturovanych hlizovych proteint (pro krmné ucely) a predpokladany odhad finanéniho
efektu ze separace bilkovin by mohl byt asi 1,068 mil. — 1,602 mil. EUR.

Vzhledem k tomu, Ze hlizova voda neni v soucasné dobé dale vyuzivana pro separaci
bilkovin v Zddném z podnika zabyvajicim se vyrobou bramborového 3krobu v CR, da se fici, Ze
se jedna o vyuiiti neiadouciho odpadu této vyroby. Diky jejimu dalSimu zpracovani by
producentim S$krobu odpadly naklady spojené s uskladnénim a transportem tohoto
sekundarniho produktu, ktery muiZe byt problematicky z pohledu skladovacich kapacit
vyrobcu, z pohledu tvorby zapachu pfi dlouhodobéjsim skladovani a hlavné kvili transportu a
aplikaci hlizové vody na pozemky, do bioplynovych stanic ¢i jeho likvidaci jako odpadni vody.

Péstitelé brambor uréenych pro vyrobu skrobu mohou Zadat o Pfechodnou vnitrostatni
podporu (PVP) jako dopliikovou platbu poskytovanou k Jednotné platbé na plochu (SAPS),
kterd je plné hrazena zrozpoétu CR a je poskytovana jako kompenzace za znevyhodnéni
zemédélcd v CR oproti pavodnim zemim EU. Sazba Pfechodné vnitrostatni podpory v ramci
Jednotné zadosti 2016 &ini 1 621,74 K&/t brambor uréenych na vyrobu Skrobu (Novakova,
2017). Zadatelem mbze byt fyzickd nebo pravnicka osoba, kterd pro hospodaisky rok
2011/2012 uzaviela do 31. bfezna 2011 se zpracovatelem brambor smlouvu o péstovani
brambor pro vyrobu Skrobu.

Dali moznosti je Zddat o podporu na produkci brambor uréenych pro vyrobu 3krobu
(které spadaji do kategorie tzv. citlivych komodit) prostiednictvim Dobrovolné podpory
vazané na produkci (VCS). Podpora se tyka péstitell, ktefi maji uzavienou smlouvu s vyrobcem
bramborového $krobu pro pfislusny hospodafsky rok, péstuji brambory uréené pro vyrobu br.
¢krobu na plose minimalné 1 hektar plochy, pouZivaji uznanou sadbu v mnoistvi nejméné 2 t
sadby/ha a musi mit potvrzeni od vyrobce br. 3krobu o skute¢né nakoupeném mnoZstvi Skrobu
ze sklizné pro pfislusny hospodaisky rok a prokaZi se dodavkou brambor pro vyrobu Skrobu
vyrobci br. Skrobu v mnoistvi odpovidajicimu celkové v priméru nejméné 6 t $krobu/ha
(Anonym 2, 2017). Zemédélci zadaji prostfednictvim Jednotné Zidosti, ve fondu je vyhrazeno
84,78 mil. K¢ a statni dotace ¢ini 16 268 K&/ha péstebni plochy brambor na vyrobu Skrobu
(Jezkova, 2016).

Citované zdroje:

Anonym 1 (2016): Zakladni statistické udaje o komodité ,Brambory, brambory na
¢krob”,eEAGRI — resortni portal Ministerstva zemédélstvi.
http://eagri.cz/public/web/file/465790/Zakladni_statisticke_udaje_komodity_Brambory_a_s
krob_za_2015.pdf [Dostupné online: 9. 4. 2017]
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Anonym 2 (2017): Pfirucka pro Zadatele, SZIF.
https://www.szif.cz/cs/CmDocument?rid=%2Fapa_anon%2ch%2Fdokumenty_ke_stazeni%Z
Fplatby_na_zaklade_jz%2Fjz%2Fjz%2F1491555324222.pdf [Dostupné online: 9. 4. 2017]

Cermak V. (2016): Seznam doporuéenych odriid bramboru 2016, Ustfedni kontrolni a
zkuSebni ustav zemédélsky Brno, 97 S.
http://eagri.cz/public/web/file/473979/Brambor_2016.pdf [Dostupné online: 8. 4. 2017)

Jezkova M. (2016): Tiskova zprava Ministerstva zemédélstvi: Ministr Jurecka schvalil
leto3ni sazby na ciltivé komodity. Ministerstvo zemédélstvi na né poskytne témér 3,5
miliardy korun, SZIF.
https://www.szif.cz/cs/CmDocument?rid=%2Fapa_anon%2Fcs%2Fzpravy%2Fzpravy_o_fond
u%2Ftiskove_zpravy%2F1478759988396.pdf [Dostupné online: 9. 4. 2017]

Novakova V. (2017): Tiskova zprava SZIF zacina vydavat rozhodnuti na Pfechodné
vnitrostatni podpory s predstihem, SZIF.
http://www.szif.cz/cs/CmDocument?rid=%2Fapa_anon%2Fcs%2Fzpravy%2Fzpravy_o_fondu
%2Ftiskove_zpravy%2F1485437433545.pdf [Dostupné online: 9. 4. 2017}

Plant variety database — European Commission (2017): Agricultural plant species —
Varieties (databaze online).
http://ec.europa.eu/food/plant/plant_propagation_material/plant_variety_catalogues_data
bases/search//public/index.cfm?event=SearchVariety&ctl_type=A&species_id=262&variety_
name=&listed_in=0&show_current=on&show_deleted=&numeric_max_index=0
[Dostupné online: 8. 4. 2017]

Odpoveédi na otazky vypracovala

Ing. Andrea Vlacihova
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Odpovédi na dotazy uvedené voponentském posudku Ing.
Vaclava Dvoracka, Ph.D.

e 1) Lze skutecné predpoklddat, Ze antimikrobidini aktivita IP bude vysoce odridové
specifickd a vliv rocniku nebude hrdgt Zdadnou roli?

Odpovéd:

Vzhledem k dostupnym informacim si myslim, Ze vliv roéniku bude hrat urcitou roli na
antimikrobialni aktivitu inhibitord proteas v souvislosti s odpovédi organismu (hlizy bramboru)
na prubéh rocniku, tzn. napf. kumulace ¢i uréity pomér IP v hlizach, jako pfima odpovéd na
pribéh pocasi vdaném roce. Osobné si viak nemyslim, Ze by vliv roéniku hral dilezité;si roli,
neZ je pravé zminéna odridova specifita, coZ by bylo samoziejmé vhodné potvrdit roénikovym
opakovanim testl s novym materidlem a na SirSim spektru odrad, pfipadné genotypu.

e 2) Jsou v soucasnosti na pracovisti néjaké dalsi detailnéjsi moZnosti nedestruktivni
separace (analyzy) izolovanych skupin proteini IP pro posouzeni jejich specifické
antimikrobidlni aktivity?

Odpovéd:

V soucasné dobé jsou na pracovisti pouzivany i dalSi chromatografické separacni
metody, které se fadi k nedestruktivnim metodam. Konkrétné iontovyménna chromatografie
na anexu (pouZivano je celulosové medium s ligandem DEAE). Inhibitory proteas se nachazi ve
frakci, ktera neni timto mediem zachycena (pfevaha basickych IP). Dalsi separace
nenavazanych proteint v této frakci je dale provadéna na katexovém iontovyménném médiu
s vyuZitim keramické katexové kolony UNO S6 (sulfonylovy ligand) a gradientové eluce
(pomoci systému FPLC) a je ziskano v zavislosti na genotypu 10 - 14 diléich frakci, které se
vzajemné lidi ve sloZeni (dle provedené MS identifikace). Detailné;jsi déleni téchto dilich frakci
je pak provadéno pomoci hydroxyapatitové chromatografie nebo chromatografie na principu
hydrofobnich interakci.

Odpovédi na otazky vypracovala

Ing. Andrea Vlacihova
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Odpovédi na dotazy uvedené voponentském posudku Ing.
Martina Zabky, Ph.D.

e 1) Povaiuje autorka nékteré publikacni vystupy (nehledé na impakt faktor, nebo pfinos
v RIV) jako méné nebo vice vyznamné pro celek samotné disertacni prdace? Které? V
nejvétsi strunosti prosim o subjektivni ¢i objektivni dojem.

Odpovéd:

Za vice vyznamné povaiuji prace, ve kterych je dana problematika tykajici se disertacni
prace (studium inhibitori proteas, antimikrobidlni ucinky, metody, atd.) pojata v SirSim a
hlub$im kontextu skutecnosti, tzn., Ze je v nich pouzito maximum informaci, které byly o
materidlu samotném dosaZeny/ziskany (biochemické sloZeni zkouSenych vzorkl, velikost
souboru testovanych odrid a mikroorganismu atp.).

Obecné jsou jako vice vyznamné publikacni vystupy z mé strany vnimany ty publikace, na
kterych se podilelo vétsi mnoZstvi autori a pracovist a praktické vystupy prezentovanych
vysledk.

e 2) V rémci provedenych antifungdlnich testd byly pozorovdny mnohé rozdily mezi
jednotlivymi frakcemi proteind. Byla nalezena néjakd korelace mezi Mw frakce a
ucinnosti? Nékteré mohou interagovat s bunécnou sténou. Byl pozorovdn alespori
_ndznakem takovy trend?

Odpovéd:

Interakce proteini o urcité MW frakci v hlizaich bramboru je znama, napf. kumulace
proteinG o molekulové hmotnosti 21-23 kDa po infekci hliz brambor patogenem Phytophtora
infestans (Valueva et al., 1998). Na zakladé dosazenych vysledki v antifungalnich testech a LC-
MS/MS analyzy byla v jedné z praci, ktera je soucasti predlozené disertacni prace, vyslovena
domnénka, Ze u odrady Sibu maZe byt jeji nejvétsi antifungdlni ucinek ze viech testovanych
odriid dén jednak specifickym zastoupenim (pomérem) antifungainich forem inhibitord PI-1
(Protease Inhibitor 1) a Pi-2 (Protease Inhibitor 2) obsazenych v testovaném vzorku a jednak
muize byt dan zjisténou nejvétsi intenzitou spota identifikovanych jako PI-1, které se od PI-2
li$i mimo jiné pravé i molekulovou hmotnosti (PI-1 MW 7,7-7,9 kDa a PI-2 20,7 kDa).



o 3)Jakd byla teoretickd vytéZnost termostabilni antifungdlni proteinové frakce z hlizové
vody po provedeni tepelné koagulace a findlIni purifikace pres filtr?

Odpoveéd:

Teoreticka vytéznost proteinové frakce z hlizové vody se pohybuje v zavislosti na obsahu
susiny v hlizach brambor zpracovavanych na skrob kolem 0,12 — 0,63 %. Skute¢na finalni vytéZnost
proteinového izolatu pfi pouziti ruznych teplot zpracovani hlizové vody (40-60-80-100°C) je
uvedena v tabulce 1:

Tabulka 1: Primérna vytéZnost proteinového izolatu z hlizové vody zpracované pfi danych

teplotach a obsah bilkovin v jednotlivych variantach (nepublikované vysledky).

Teplotni varianta PFJ Pramérna vytéinost po filtraci Obsah proteint
a dialyze BCA
Varianta 40°C 1,18 % 33%
Varianta 60°C 0,62 % 39,2 %
Varianta 80°C 0,40 % 79,2 %
Varianta 100°C 0,40 % 72,8 %

Hodnoty skutecné finalni vytéZnosti u proteinového izolatu variant 60°C - 100°C se pohybuiji
pfi vy3si hranici-teoretické vytéinosti, kdy nejvyssi vytéinosti bylo dosaZeno u proteinového izolatu
zpracovaného pfi 60°C. U varianty 40°C byla vytéZnost nadprumérna, nebot vzhledem k nizké teploté
zpracovani vzorku byly ve vzorku obsaZeny nejen inhibitory proteas, ale i dalsi skupiny ve vodé
rozpustnych proteini (oblast 40 kDa, 26 kDa, 17 kDa), u kterych je3té nebylo teplotou 40°C dosazeno
kritického bodu denaturace (viz obr. 1) a dalSi nebilkovinné latky (viz. sloupec tabulky obsah bilkovin;
Pierce™ BCA Protein Assay Kit, Thermo Scientific™). Denaturaci ztratily tyto skupiny proteini
vlastnost rozpustnosti ve vodé a byly odstranény pfi centrifugaci a filtraci spolu s ostatnimi balastnimi
a ve vodé nerozpustnymi slozkami.

Obrazek 1 Zména bllkovmneho spektra po termokoagulaci (nepublikované vysledky).
=~ SDS-PAGE 16% peptidovy gel (JUDD, 2002),
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Pfi testovani antifungalni aktivity takto ziskanych variant proteinového izolatu pfi 40°C a 60°C
byl zéroved zjistén minimalni nebo nulovy antifungdlni vliv na rist mycelia testovanych hub
v porovnani s variantami 80°C a 100°C. U teplotnich variant 80°C a 100°C byl zjidtén nejvy33i obsah
proteinti (vice nez 72 %), a proto bylo vzhledem k ziskanym vysledkiim dale pracovéno pouze s teplotni
variantou 80°C, kterd pfi niZii energetické narocnosti ziskani této frakce, totozné vytéZnostiaso 6 %
vy$§im obsahem proteini ve vzorku (oproti varianté 100°C) dosahovala lepsich vysledki
v provadénych antifungalnich testech.



Pfed samotnou aplikaci proteinového izoldtu v antifungdlnich testech byly jesté vzorky
sterilizovany pomoci antibakteridlnich filtrd (Millex-GP Syringe Filter Unit, 0,22 um), které jsou
vyrobcem doporuéeny pro sterilizaci proteinovych izolat( a které diky svému materidlovému sloZeni a
konstrukénim vlastnostem minimalizuji ztraty protein(.

Citované zdroje:

Judd R. C. (2002) SDS-Polyacrylamide gel electrophoresis of peptides. From. WALKER J. M. (ed.) The
Protein Protocols Handbook, 2™ Edition. Humana Press Inc., Totowa New Jersey, 1146p.

Valueva T. A,, Revina T: A,, Kladnitskaya G. V., Molosov V. V. (1998): Kunitz-type proteinase inhibitors
from intact and Phytophthora infected potato tuber. FEBS Letters, 426: 131-134.

Odpovédi na otazky vypracovala

Ing. Andrea Vlacihova
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V Ceskych Budéjovicich 13. 4. 2017

Véc: Zdpis z obhajoby disertaéni prace Ing. Andrei Vlagihové

Vramci obhajoby disertacni prace Ing. Andrei Vlalihové byla pfedstavena komise pro
obhajobu disertacni prace a bylo konstatovano, Ze kandidatka splnila veskeré naleitosti nutné pro
zahdjeni obhajoby disertacni prace. Nasledovalo pFedneseni stanoviska Skolitele a $koliciho
pracovisté studentky. Vzhledem k tomu, Ze obé tato stanoviska byla pozitivni, bylo pfistoupeno
k prezentaci vysledkl disertaéni prace zpracované na téma ,Studium antimikrobidlnich aktivit
bilkovin a peptid{ hliz vybranych genotypd brambor (Solanum spp.)“. Po probéhlé prezentaci byly
¢teny posudky oponentu (prof. ing. Miroslav Jizl, CSc., Ing. Vaclav Dvofacek, Ph.D., Ing. Martin Zabka,
Ph.D.), ve kterych bylo shodné konstatovdno, Ze prezentované vysledky jsou pfinosem pro ualsi
védecké i praktické zaméfeni prace v této oblasti a Ze price byla zpracovana kvalitnim zpGsobem
s odpovidajicimi vystupy v podobé publikaci. Po pfeéteni otdzek jednotlivych oponentl, které Ing.
Vlacihova v rdmci své prezentace zodpovédéla, bylo pfistoupeno k vieobecné diskuzi. V rdmci této
diskuze prof. Ing. Miroslav Jbzl, CSc. vznesl dotaz tykajici se moinosti praktického vyuZiti
antimikrobidlnich latek izolovanych a popsanych vramci feeni prace a ekonomické narocnosti
primyslové ndrocnosti také izolace a finalizace ziskanych antimikrobialnich latek. Na tuto otazku bylo
zodpovézeno, Ze moinosti vyuiiti téchto latek jsou velmi §iroké zahrnuijici specifické aplikace v ramci
farmakologie, medicinské vyuZiti, potencial vyuiiti ve veterinarnim lékafstvi a velky vyznam v pfipadé
aplikace vramci ochrany rostlin ¢i ve specifickych potravinarskych aplikacich, jakymi jsou napf.
vyroba obalovych materidli s moZnosti inkorporace termostabilnich latek s antimikrobidlni aktivitou.
Pokud se tykd ekonomické narocnosti, bude bezesporu zéleiet na zvolené technologii, ale Ize
predpokladat zvySené ndklady na izolaci této specifické frakce s ohledem na nizkou koncentraci
proteint v odpadni hlizové vodé po tepelné koagulaci hlavni proteinové slozky. Ing. Dvofacek se
zajimal o moZnosti aplikace vysledk( izolacnich postupdi pfimo ve skrobarenském pramyslu pfi izolaci
bilkovin — byly nasledné diskutovany rGzné moinosti izolace bilkovin s ohledem na jejich vyuiiti
vprumyslu a ziskani bilkovin v nativnim stavu. Jednalo se nejriznéjsi systémy chromatografické
separace bilkovin (zejména iontovyménna a afinitni chromatografie) ¢i membranové systémy izolace
bilkovin pfi jejich nizké koncentraci v roztoku. Ing. Zabka se zajimal o mozny vztah mezi molekulovou
hmotnosti bilkovinné frakce a mirou zjisténé antifungalni aktivity — na zakladé tohoto dotazu bylo
konstatovano, Ze opravdu je znam vztah mezi molekulovou hmotnosti proteinu a jeho
antimikrobialni aktivitou; obecné plati, Ze protein s nizkou molekulovou hmotnosti vykazuje vyssi a
obdobny efekt byl zjistén i v pfipadé vysledk( Ing. Vladihové — nejvyznamné;jsi mira antimikrobialni
aktivity byla zjisténa u frakce proteind s hmotnosti v rozsahu 5-10 kDa po odstranéni termolabilni
frakce proteind s vy$si molekulovou hmotnosti. Na zavér bylo konstatovano, Ze Ing. Vlagihova splnila
veskeré ndleZitosti pro udéleni titulu Ph.D., a na zdkladé hlasovani bylo komisi doporuéeno tento titul
kandidatce udélit.



