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PiedloZena disertacni prace, kterou Ing. Andrea Vlaéihova vypracovala na

téma: ,Studium antimikrobialnich aktivit bilkovin a peptidu hliz vybranych
genotypii brambor (Solanum spp.)“, je z hlediska védeckého p¥inosu tématu a

dalSiho praktického uplatnéni dosaZenych vysledkti velmi zdafilou praci, ktera
se zabyva zpisoby metod identifikace hlizovych bilkovin a to zejména
inhibitori proteas. Zabyva se rovnéz detekci jejich G€inkd na rist mycelia
houbovych fytopatogeni pomoci mikrobiologickych testi in vitro, s vyuZitim
hodnoceni pomoci pocitatového software.

Autorka rozdélila svoji disertacni praci, ktera ma celkovy rozsah 133 stran
textu, celkem do 6 kapitol. V seznamu odborné literatury uvadi celkem 153
domacich 1 zahrani€nich praci, coZz prokazuje jeji zodpovédny pfistup ke
zvolenému tématu prace a rovné€z 1 odborné vedeni Skoliteld. Diserta¢ni prace
pfinasi fadu cennych védeckych vysledki prakticky vyuZitelnych pfi péstovani,
Slechténi a zpracovani zejména primyslovych odrid brambor.

Hlavnim cilem piredloZené disertacni prace bylo studium optimalizace
testovani antimikrobidlnich aktivit u zkoumanych skupin bilkovin, peptidi a

jejich frakci, na vybranych druzich mikrobialnich patogenti. Dale bylo
provedeno hodnoceni zakladnich biochemickych vlastnosti bilkovin a peptidu,
vetné optimalizace metod izolace a purifikace skupin extracelularnich bilkovin
z hliz bramboru. Na zékladé uvedenych udaji v zavérech prace na str. 118 je
mozZno konstatovat, Ze viechny navrzené cile a stanovené hypotézy uvedené na
str. 34 byly splnéné. Prezentované vysledky prace maji Siroky potencial dal§iho
vyuziti uvedenych metod a soubori dat v dalSich védeckych publikacich,
zaméfenych k podrobnéjSimu studiu biochemickych vlastnosti SirSiho spektra
odrid a houbovych patogend. Praktickym vystupem muze byt napfiklad
pfiprava a vyuziti termostabilniho antifungalniho koncentratu vyrobeného z
hlizové vody, pro potieby ochrany polnich i okrasnych rostlin pfed houbovymi
patogeny. Celkov€ je moZno konstatovat, Zze byly dosaZeny velmi cenné
vysledky vyuzitelné pii péstovani, Slechténi novych primyslovych odrid
brambor a jejich zpracovani ve Skrobamach, jakoz i v potravinaiském primyslu
nebo v riznych oblastech veterinarni a humanni mediciny.




V literarni ¢asti prace autorka vécné popisuje jednotlivé faktory, které
ovlivituji sekundémi produkty vznikajici pfi zpracovani brambor pii vyrobé
Skrobu. K této ¢asti prace mam dotaz, jaké jsou vynosotvorné prvky u brambor ?
Déle mam jest€ dotaz, které hlavni abiotické a biotické faktory ovliviiuji
produk¢ni proces v porostech, dosahované vynosy a kvalitu brambor?

K vlastni metodické éasti prace nemam zavazné piipominky. Diserta¢ni
prace je ve vysledkové €asti na str. 35-67 souborem celkem 6 recenzovanych
publikovanych védeckych praci, na kterych se autorka podilela. Uvedené prace
se zabyvaji studiem metod izolace a identifikace hlizovych bilkovin zejména
inhibitord proteas, jakoz i detekci jejich udinki na rist mycelia houbovych
fytopatogenu. Dale je na str.77-92 je uvedena Certifikovana metodika s nazvem:
,Metody izolace vybranych proteind hliz brambor®, jejimz cilem bylo shrnuti
nejCastéji pouzivanych optimalizovanych postupi a principt izolace purifikace
vybranych skupin hlizovych proteint a jejich hlavnich frakci ziskanych z hliz
kulturnich a planych druhli brambor. Na str. 94-99 je s komentafem uvedeny
UzZitny vzor s ndzvem: ,Izolat proteini z brambor s antimikrobialni u¢innosti*,
ktery se zabyva technickym feSenim pfipravy bilkovinného izolatu z hlizové
vody zbrambor, kterd vznika jako sekundami produkt pfi primyslovém
zpracovani smési primyslovych odrid brambor na $krob. V zavéru vysledkové
Casti je na str. 100-120 uvedeny jesté rukopis publikace pfipravené do tisku,
ktera se zabyva zhodnocenim antifugalniho potencidlu termorezistentnich
bilkovin ziskanych ze Sesti odriid bramboru hliznatého s rozdilnym uzitkovym
smérem a délkou vegetacni doby.

Do védecké diskuse mam nasledujici dotazy :

1.) Jaké jsou u nas hlavni uzitkové sméry péstovani brambor a jak rozd€lujeme
odridy brambor podle délky vegetacni doby ?

2.) Kolik je v souéasné dobé registrovanych v Katalogu odriid v Ceské republice
a v Evropské unii primyslovych a konzumnich odrid brambor ?

3.)Jaky je predpokladany odhad finan¢niho efektu ze separace bilkovin z hlizové
vody a jaka je u nas finan¢ni podpora péstiteli primyslovych brambor ?



Zavérem je mozZno konstatovat, Ze Ing. Andrea Vlacihova vypracovala
doktorskou disertacni praci samostatné a na vysoké védecké i odborné urovni.
Po formalni strance je napsand velmi srozumitelné, piehledné a vécné. Prace
pfinasi fadu novych cennych teoretickych poznatki, prakticky vyuZitelnych
zejména pi péstovani, Slechténi a zpracovani primyslovych odrid brambor v
podminkach Ceské republiky. Literarni ¢ast prace, jakoz i vlastni dosaZené
vyzkumné vysledky, jsou velmi cennym zdrojem novych informaci, které budou
Jist€ nachazet dalsi uplatnéni v zemédélské praxi.

Na zakladé uvedenych skutecnosti proto doporuduji oponentni radé
Zemédélské fakulty JihoCeské univerzity v Ceskych Budéjovicich, ptijmout

pfedloZenou disertacni praci k vlastni obhajobé a udélit jmenované akademicky
titul ,,Doktor*.

V Brmné dne: 3.4. 2017 Vypracoval:
Prof. Ing. iroslaMSc.

Ustav pé&stovani, $lechténi rostlin a
rostlinolékarstvi
Agronomicka fakulta
Mendelova univerzita v Brmé
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Doktorska disertacni price: ,,Studium antimikrobidlnich aktivit bilkovin a peptidii hliz
vybranych genotypii brambor (Solanum spp.)

Autor disertaéni prace: Ing. Andrea Vlaéihova

Oponent: Ing. Viclav Dvotacek, Ph.D.

Pfedlozena disertalni prace Ing. Andrey Vla¢ihové se zabyva problematikou izolace a
biochemické charakterizace hlizovych bilkovin a peptidi rodu Solanum s posouzenim jejich
antimikrobialni aktivity. Dizertatni prace tak narazi na vyznamné a aktualni téma s budoucim
Sirokym dopadem napf. v oblasti rezistentniho $lechténi odrid brambor nebo problematiky
vyuZivani odpadni hlizové vody ze $krobaren. Vyznamnou &ast prace pak tvofila pfedev§im
optimalizace $iroké Skaly separagnich resp. preparativnich metod zahrnujici 1D a 2D
elektroforetické techniky, rychld proteinova chromatografie (FPLC) sfadou podplirnych
separacnich kroki (preciptace, filtrace, dialyza ad.).

Predlozena prace je po formalni strance zpracovana formou kratkého, nicméné vystizného
literamiho prehledu seznamujici &tenafe se zakladni problematikou v oblasti produkce a
spotfeby brambor, jejich 3krobarenskym zpracovanim a detailngjsi charakterizaci bilkovin
hliz bramboru s moznymi analytickymi postupy jejich separace. Prace dale obsahuje zakladni
cile a hypotézy a dosazené vysledky jsou prezentovany ve formé 6 recenzovanych publikaci,
Jjedné certifikované metodiky a jednoho uzitného vzoru, a také jednoho rukopisu pfipraveného
do tisku, coz se mi jevi jako vice nez standardni doklad asp&iné Cinnosti doktorandky na
pracovisti.

Na druhé strané nejsem velkym pfiznivcem této formy zpracovani dizertatni prace, byt je
moZna toto zpracovani pro autora jednodussi. V této souvislosti si tak neodpustim nékteré
vice ¢i méné€ formalni pfipominky. U n&kterych pfedlozenych praci mi na prvni pohled nebylo
ziejmé, zda se jednd o celou originalni verzi pfispévku, &i jen finalni rukopis (chybi
strankovani prispévku, nazev Casopisu v zdhlavi &i zapati viz kap. 4.1.3., 4.1.4. a 4.1.5.).
V oblasti formulovani hypotéz bych mozna v jednom &i dvou ptipadech doporucil nebyt az
tak obecny resp. neutrdlni pfi jejich formulacich. Tzn. napf. Vase hypotéza: ,Jednotlivé
skupiny bilkovin a jejich frakce vyzaduji optimalizaci izolainich postupl v zavislosti na
biochemickych vlastnostech jednotlivych skupin bilkovin peptidd“ by také mohla znit:
»S vyuzitim optimalizace vhodnych kombinaci extrakénich technik, separaénich (napf. FLPC)
a precipitatnich postupli lze ziskat skupiny hlizovych proteind se specifickymi
biochemickymi a antimikrobialnimi vlastnostmi*.

Z formdlniho pohledu tento zpiisob prezentace price sice na jedné strané velmi
racionalizuje vystupy, coZ je dano redakénimi pravidly pro jednotlivé typy vystupl na druhé
stran€ se logicky v fadé takto navazujicich pfispévki (jak v jejich reSersni tak metodické
¢asti) opakuji obdobné pasaze. V o¢ich oponenta pak mizZe také trochu zaniknout naro¢nost
prace napi. v oblasti optimalizace jednotlivych izola¢nich technik.

V ramci jiz recenzovanych vystupi prace by si dovolil vyzdvihnout pravé metodické
pfistupy napf. pfi izolaci inhibitorii proteas (IP). Metody pravdépodobné principialné
vychazely jiz z publikovanych postupd, na druhé strané jejich zavedeni bylo kli¢ové pro
dosazeni fady unikatnich a origindlnich vysledkd antimikrobidlnich aktivit IP vybranych
odrid resp. druhti rodu Solanum. Jako neméné vyznamné lze ocenit i metodické prispévky
doktorandky v publikacich smé&tujicich do zemédélské praxe (certifikovand metodika a uzitny



vzor). V ramci datovani jednotlivych vysledki byla fada v&deckych publikaci v€etné uzitného
vzoru a certifikované metodiky prezentovana jiz v obdobi let 2011 — 2013. Ocekaval bych
intenzivni publikaéni vysledky i vramci daldiho obdobi. Rovné€Zz ptedlozeny rukopis
nejnovejSiho pfispévku vychazi z p&stovaného materidlu z obdobi let 2012 (pozn. nicméné
nezndm presny termin studia doktorandky ¢&i pfipadna jeji  pferuseni). Studovana
antimikrobiélni aktivita IP je i zde prezentovana v ramci jednoletého vystupu. Lze skutecné
predpokladat, Ze antimikrobidlni aktivita IP bude vysoce odridové specifickd a vliv rocniku
nebude hrat Zddnou roli? Z rukopisu publikace nevyplyvd, zda byla jiz prace nékam zasldna
&i niko-li. Souc¢asné mne v ramci dosazenych vysledkii v tomto rukopisu napada otdazka, jsou-li
v soucasnosti na pracovisti néjaké dalsi detailnéjsi moZnosti nedestruktivni separace
(analyzy) izolovanych skupin proteinu IP pro posouzeni jejich specifické antimikrobidlni
aktivity?

Celkov€ nemam k praci zadnych zavazné&jsich pfipominek a doktorandka jednozna¢ng
prohloubila studovanou problematiku na pracoviti. Pfedlozend disertadni prace spliiuje
pozadovanou odbornou troveii a pfipravenost doktorandky pro samostatnou védeckou praci.
Po uspésné obhajob€ disertatni prace tak doporuduji V&decké radé ZF Jiho&eské univerzity
v Ceskych Budgjovicich diserta&ni praci schvalit a Ing. Andrey Vlagihové udélit titul Ph.D.

V Praze 5.4.2017 Ing. Véaglav Dyoracek, Ph.D
o <



Oponentsky posudek

Disertaéni prace: Studium antimikrobialnich aktivit bilkovin a peptidii hliz vybranych
genotypti brambor (Solanum spp.)

Autor diserta€ni prace: Ing. Andrea Vla¢ihovi

Oponent: Ing. Martin Zabka, Ph.D.

Diserta¢ni prace, kterou predklada Ing. Andrea Vlacihova je zaméfena na prakticky i
teoreticky velmi zajimavé a slibné téma antimikrobialni aktivity bilkovin a peptidi
obsazenych v hlizach brambor (Solanum tuberosum). Pro oblast zemédé€lstvi a zpracovani
rostlinnych produktd, brambor pii zpracovani Skrobu, je toto téma velmi Zadouci, nebot
sméfuje k vyuzivani odpadniho produktu, hlizové s§tavy. Toto aktudlni téma s velkym
potencidlem, zjevné piesahuje, a to vyznamné, i do oblasti mimo zemédélstvi, jako je
potravinafstvi kosmetika nebo medicina. Tento fakt povazuji do budoucna za velice
osvicenecky a ekonomicky strategicky. Kladné bych se rovnéz chtél vyjadrit k aktivité
autorky v oblasti grantového vykryti.

Forma diserta¢ni prace je zvolena spiSe jako kompozicni, kde podstatnou ¢ast vytvari
publikaéni vystupy védeckého i praktického charakteru, jimiz se autorka mize finainé
prezentovat. Tato forma je v souladu s moznostmi souc¢asného pfistupu k publikaci disertacni
prace a chapu vyhody a divody, které autorku k volbé této formy vedly. Nicmén¢, dle mého
nazoru, uvital bych v tomto pfipadé spise formu klasickou, kde se miize vice projevit tvirci a
literarni talent vyzkumnika. Na druhou stranu, hlavni, publikainé kompozi¢ni &ast, je
dostatecné uvedena krat$§im a vystiznym uvodem s cilené smérovanym literarnim pfehledem
s dostate¢nym informativnim charakterem. Nasleduje kapitola uvadéjici seznam cild prace a
navrzenych hypotéz, jejichz splnéni a potvrzeni je vhodné uzavieno vystiznym zavérem, coz
autorka komentuje na zakladé jednotlivych publikacnich vystupt.

Jednotlivé publika¢ni vystupy, jsou tvofeny nejen klasickymi védeckymi pracemi,
piicemz je jedna s impakt faktorem, ale i certifikovanou metodikou a uzitnym vzorem. To
reprezentuje dobrou védeckou aktivitu autorky, coz je podtrzeno i vlozenim dal3ihn
pfipraveného rukopisu. Pfi feSeni doktorské priace se autorka zabyvala testovanim a
optimalizaci celé fady purifikatnich a preparativnich postupi a metod jako jsou
jednorozmémé a dvourozmémé elektroforetické techniky nebo fast protein liquid
chromatography (FPLC). Druhou podstatnou ¢asti bylo testovani antifungalni ucinnosti proti
dobfe vyznamnym a vhodné zvolenym fungalnim patogentim. Pfesto, Ze téma, postupy prace i
zvolenou formu disertaéni prace schvaluji, v nékterych bodech si dovolim prednést nékolik
kritickych poznamek a vyplyvajicich dotazil.

V préci jsem zaznamenal nékolik formalnich a béznych pfehmatti, jako je matouci vyskyt
tabulky 4 na str. 15 a jiné tabulky 4. na str 16. Nebo chybéjici citace Hraska et al. 2006, ktera



je pouzita v literarnim prehledu, a presto neni soulasti hlavniho seznamu literatury. Je
uvedena jen v nékteré z publikaci. Subjektivné jsem shledal jako méné& piehledné i velikost
pisma v hierarchii kapitol a subkapitol, kdy subkapitoly 4. fadu jsou vyrazné&jsi nez kapitoly 3.
nadfazeného fadu. U nékterych implementovanych publikaénich vystupti bych uvital
v zahlavi alespoii zminku, o jaky Casopis nebo pfispévek se citatné jedna, aby oponent
nemusel listovat a dohledavat. V posledni fadé bych mozna uvital kapitolu souhrnné diskuse
mezi pracemi samotnymi.

Jiz v kapitole souhrn/summary jsem nabyl pocitu nevyvazeného pohledu autorky na
implementované publikace, které by mély tvofit v podstat€ rovnocenné celky s dopliujicimi
se informacemi o pokroku v praci samotné. Nicméné autorka se v souhrnu nejvice zaméfuje
ra podrobnéjSi popis pouze prvni publikované prace, ale prekvapivé ostatni publikace tak
podrobné nezmifiuje, nebo o nich nehovofi vibec. Podrobnéji se vyjadfuje az k uzitnému
VZOru.

Povazuje autorka nékteré publikaéni vystupy (nehledé na impakt faktor, nebo pfinos v RIV)
jako méné nebo vice vyznamné pro celek samotné disertacni prace? Které? V nejvétsi
strucnosti prosim o subjektivni ¢i objektivni dojem.

V rdmci provedenych antifungalnich testi byly pozorovany mnohé rozdily mezi jednotlivymi
frakcemi proteini. Byla nalezena néjaka korelace mezi Mw frakce a uginnosti? Neékteré
mohou interagovat s bunécnou sténou. Byl pozorovan alespoii ndznakem takovy trend?

Jaka byla teoretickd vyt€znost termostabilni antifungélni proteinové frakce z hlizové vody po
provedeni tepelné koagulace a finalni purifikace pfes filtr?

Pfedlozend prace Ing. Andrey VlaCihové spliiuje vSechny formdélni ptedpoklady. Se
zpracovanim a formulovanim vysledki si poradila v souladu se zavedenymi zvyklostmi.
Pozitivné musim hodnotit pfinos pro zvolenou oblast vyzkumu i implementaci vysledki
cilenych pro praktické vyuziti. Celkové mohu praci hodnotit pozitivné, stejné tak odbornou
troven, kterou doktorandka béhem svého studia ziskala. Souhlasim timto, aby byla prace
pfijata k obhajobé a aby byl autorce po usp&sné obhajobé udélen titul ,,Doktor Ph.D.

V Praze 6.4.2017 Ing. Martin Zabka, Ph.D.
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