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Ptedlozena doktorska dizertacni prace Ing. Adély Brabcové zpracovava rozsahlé a v fadé
oblasti jen velmi origindlni téma zaméfené na charakteristiky patatinovych proteind hliz
vybranych kulturnich odrid a planych druhti (genotypti) brambor. Téma prace bylo dle mého
soudu velmi pe€livé a systematicky navrzeno. Zahrmovalo celkem 7 dil¢ich cila tykajicich se
morfologického popisu vstupnich genotypi, vyhodnoceni zakladniho polymorfismu
patatinového komplexu, metod jeho purifikace a jeho detailni strukturni charakterizace.
Neméné vyznamnou soucasti prace pak bylo i hodnoceni biologickych vlastnosti patatinu,
konkrétné jeho enzymatickych aktivit (antioxida¢ni, lipidacylhydrolasové a fosfolipasové
aktivity).

Clenéni predlozené dizertacni prace a popis dosazenych vysledkii je proveden dolozenim 9
vystupll, znichz 3 jsou impaktované publikace, ve 4 piipadech se jedna o recenzované
publikace, kde je ptredkladatelka prvnim autorem a dale o spolupraci na jedné metodice a
monografii. V ramci téchto vystupli je v praci i kratce uveden podil autorky na daném
vystupu, coz vhodné konkretizuje rozsah jejich aktivit v ramci dosazenych vysledkd daného
autorského kolektivu.

Takovyto pocet praci, ktery navic v podstaté pokryva celou problematiku navrzené
disertacni prace, pfi¢emz zasahuje jak do oblasti zakladniho tak soucasné i do aplikovaného
vyzkumu, je z mého pohledu u studenta doktorského programu velmi nadstandardni. Je
zfejmé, Ze toto by asi nebylo mozné bez vyborného personalniho a technického vybaveni
tymu kolem pana Skolitele a bez ziskani ptisluSnych projekti pro feseni dané problematiky.
To v3ak nijak nesnizuje dosazené vysledky autorky a naopak opakované ziskavani internich
projekth univerzity (celkem 4x), potvrzuje vysokou erudici fesitelky.

Struktura dizertacni prace tak zahrmnuje, vedle souhrnu, vystizny tvod do problematiky,
kratké avodni komentare k jednotlivym dilé¢im cilim resp. vystuptim a stru¢ny zavér véetné
velmi bohatého seznamu pouzité literatury. Metodicka ¢ast je pak plné zahmuta v dolozenych
publikacich.

Drobnou formalni pfipominku bych snad mél k pofadi, jak jsou dosazené vysledky
prezentovany v kapitole ¢. 4., kdy jako prvni dil¢i cil byla zminéna morfologicka
charakteristika hliz, véetné ovéreni ploidity. V kapitole ¢. 4 ,,Dosazené vysledky* vSak tuto
informaci nalézam az nékde uprostied, v ramci doloZzené c¢asti monografie a pak az
v celkovém zavéru prace. Zde je rovnéz zminéno cituji: ,.Jednim z hlavnich cili dizertacni
prdace byl morfologicky popis hliz netradicnich kulturnich a planych druhit hliz a ovéfeni
ploidity”. Pokud to tedy povazujete za kli¢ovou informaci, bylo by vhodné ji asi zduraznit i
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vramci néjakého kratkého komentafe pfed dolozenim vlastnich vysledkd, a to hned na
pocatku této kapitoly.

Vzhledem k vySe uvedenému doloZeni jiz oponovanych vystup (publikaci, metodiky a
recenzované monografie) je v tomto pfipadé ma role jako oponenta jednodusi a zaméFim se
tak v této Casti jen na velmi struény komentar a piipadné dotazy k dosazenym vystuptim.

V kapitole ¢. 4 dokladované certifikované metodiky ocefiuji velmi pékny a nazorné
zpracovany postup dvoustupiiové separace hlizovych proteint. Zajimalo by mne, jaké byly
hlavni optimalizacni kroky pFi navrZeni tohoto findlniho postupu? Pripadné z jaké primdrni
metodiky se vychdzelo? V kap. ¢. 7 jste se pak podilela na vypracovani metodiky méfeni
aktivity inhibitorl protedz. Jaké je priblizna opakovatelnost (chyba méreni) v pFipadé této
spektrometrické metody?

Z hlediska doloZené monografie, kterou jsem s velkym potésenim mél mozZnost recenzovat,
a aniZz bych vté dob& védél, na jakych ¢astech se Ing. Brabcova podilela (viz kap. 3.2.
Bilkoviny v hlizach vybranych druhti rodu Solanum), jsem v ramci své recenze uved! i toto
nasledujici hodnoceni: ,Jako védecky pracovnik zabyvajici se dlouhodobé genetickymi zdroji
rostlin nemohu nezminit nesmirné zajimavou kapitolu o charakteristice bilkovin genetickych
zdroji rodu Solanum, kterd se mi z mého (moznd subjektivaiho) pohledu jevi i vzhledem
k Fadé vlastnich detailnich analyz jako jedna z nejorigindlnéjsich kapitol této knihy“. Velmi
mé rovné€Z zaujala v této kapitole i metoda purifikace lektinu s naslednym provedenim
hemaglutina¢niho testu, jez pfineslo dle mého soudu zcela unikatni vysledky v kontrastnich
vlastnostech hemaglutina¢ni aktivity u testovanych genotypi.

Za nesmirn¢ zajimavy povazuji rovnéz vystup ve védeckém Casopise “Agricultural and
Food Chemistry” zaméfeny na mapovani glykanovych profilG patatinu a to z hlediska
objeveni zcela novych u brambor je§té nepopsanych glykanovych struktur. V této souvislosti
m¢ napada otdzka, zda se jiz nyni vi néco konkréinéjsiho o vztahu mezi trovni alergicity
a spektru glykosilaci v patatinu?

Podobnym dojmem z hlediska vysoké originality vystupu na mne pasobil i prispévek o
nutricni  skladbé izolovanych patatinii v publikaci ,Journal of Food and Composition
Analysis“. Nalezeny donor vysoké nutriéni hodnoty patatinu druhu S. goniocalyx ziejmé
skute¢n€ miiZe nabizet ur¢ity Slechtitelsky potencial pro dalsi zvyseni nutriéni kvality hliz.
K tomuto pfispévku mne napada otazka, jak obecné funguji urcité agrotechnické zdsahy
(napr. uroven hnojeni) na kvantitativni zastoupeni patatinu? Lze ocekdvat nejen jeho
absolutni, ale i relativni ndriist v hlize pFi zvyseni davek dusiku? Lze povaZovat signifikantni
rozdily v hodnotdch EAAI u patatinu mezi testovanymi genotypy jako jejich jednoznacny
nulricni fingerprint jen s velmi malym vlivem externich faktorii?

Vyznamna ¢ast vysledkd resp. publika¢nich vystupl je v praci vénovana enzymové a
antioxidacni aktivité patatini vybranych u kulturnich i planych druhii. Jako velmi cenny zdroj
informaci pro sméry vyzkumu této prace jisté poslouzilo vypracovani ptispévku uvedeného
v ¢asopise Chemické listy: ,,Charakteristika a potencial vyuziti antimikrobialnich proteina a
peptidd bramboru®. Navazné vysledky poté sméfovaly ke konkrétnim mapovacim studiim na
variabilitu lipidacylhydrolasové aktivity (LAH) a aktivity fosoflipasy A, (PLA,)
s vyznamnym zjiSténim vysoké variability téchto vlastnosti u jednotlivych druht. Pficemz
vysokeé aktivity dosahly ptedevsim netradi¢ni kulturni a plané druhy rodu Solanum. Je mozné
vtomto sméru nalézt ¢i ocekdvat néjakou souvislost mezi strukturou glykosilace patatinu a
sledovanou enzymatickou aktivitou, jejiz potencidlni efekt autorka zminuje u antioxidacni
aktivity patatinu?

Studium antioxida¢ni aktivity patatinu zahrnovalo nejen aktivitu izolovaného patatinu, ale
i jeho jednotlivych slozek ziskanych enzymatickym $tépenim. Pravé po enzymatickém
rozstépeni patatinu jeho antioxida¢ni aktivita vyznamné narostla véetné vyrazného narfistu
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mezidruhové variability tohoto parametru. Zajimavé zde byl vyznamny meziodridovy rozdil
dvou kulturnich odrid (Desireé vs. Kuras).
Lze néjak porovnat (okomentovat) uroven (prispévek) této antioxidacni aktivity patatinu
(jeho Stépi) ve srovndni s uvadénymi hlavnimi komponenty ovliviwjici antioxidacni aktivitu
celé hlizy (polyfenoly, vitamin C, karotenoidy, tokoferoly aj.) ?

Zavérem lze pouze s potésenim konstatovat, Zze vzhledem k vySe uvedenym faktim
a celkové vysoké odborné trovni predlozené dizertaéni prace resp. pfedloZzenym publika¢nim

vystupiim jednozna¢né doporucuji, aby oponovana prace Ing. Adély Brabcové byla pfijata
k obhajobé a po jejim Gspésném obhajeni byl udélen jmenované akademicky titul ,,Ph.D.*

V Praze dne 27.1. 2016 Ing. Vaclav Dvoiacek, Ph.D.
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Oponentsky posudek doktorské disertaéni prace Ing. Adély Brabcové:

Charakteristika patatinovych proteini z hliz vybranych genotypii
kulturnich a planych druhua brambor

Ve své disertacni praci se Ing. Adéla Brabcova zabyvala systematickym popisem vlastnosti
vybrané skupiny genotypl brambor a to jak kulturnich, tak netradi¢nich kulturnich i planych
druhd. Zakladnim cilem prace byl vyvoj metodiky pro izolaci patatinovych bilkovin a studium
variability jejich vlastnosti u jednotlivych genotypd. Vysledkem je soubor novych znalosti o
téchto druzich brambor, zejména pak o vlastnostech patatinovych bilkovin netradiénich a
planych druhil brambor, které se mohou nasledng uplatnit pfi Slechténi brambor &i v novych
biotechnologickych aplikacich.

Vysledky prace publikovala Ing. Brabcova ve 4 recenzovanych publikacich jako prvni
autorka a ve tfech €lancich v odbornych ¢asopisech s impaktnim faktorem jako spoluautorka,
dale pak je spoluautorkou certifikované metodiky a monografie. V ramci své diserta&ni prace
se také aktivné podilela na plnéni cili n&kolika vyzkumnych projektli zabyvajicich se
problematikou patatinovych bilkovin.

Vlastni préce je vypracovéana jako kombinace psaného uvodu do problematiky a vlastnich
publikanich vystupli opatfenych kratkymi komentafi. Vysledky jsou pak shrnuty v zavéru.
Takto i pfes znatny rozsah je price piehledna. Psané &asti jsou peélivé zpracované jen
sdrobnymi nedostatky (n€které viz niZe). N&kdy se autorka nevyhnula drobnym
nepiesnostem ¢i ,Jaboratornimu slengu®.

Na zéklad€ prostudovani disertaéni prace mam tyto poznamky:

¢ Neuplny seznam zkratek, napf. DEAE, velmi &asto v textu pouzivana zkratka neni nikde
vysvétlena.

e Text nékterych piiloh je pomé&érné maly, téZko &itelny, napf. str. 123.

e Summary —,, ...properties of the patatins and the isolated patatins ‘. Neodpovida &eské verzi

o str. 27 — véta neni spravné formulovana — ,, ... bilkovin, patfi mezi serinové inhibitory. “ —
spravngji dle mého nazoru je — ...patFi mezi inhibitory serinovych proteas...

e str. 29/30 - rozpor v citaci Sonenwald et al (1989) — na str. 29 je zmin&no —,, ... patatin
exprimovany v listech transgenniho tabdku je glykosylovany na dvou mistech (asparagin 60 a
asparagin 90)... “, zatimco na str. 30 u stejné citace je — ,, ... po izolaci patatinu z transgenniho
tabdku (odriida Berolina) 3 glykosylacni mista v polypeptidovém Fetézci v pozicich 37, 67 a
181... * — prosim vysvétlete.

o str. 30 — nespravna formulace — ,, ... s ndriistem acetylace histonu H4 lysinem. * — lysinem se
histon neacetyluje



¢ str. 36 — nespravna formulace — ,, ...se zhdSeci aktivitou radikdlu peptidi...

e str. 122 —,...typickym... glykanim....(m/z 1301)* — Iépe uvést m/z 1169 nebo uvést, Ze to je
m/z derivatizovaného produktu

Dale pak mam tyto otazky, u kterych pfedpokladam jejich zodpovézeni &i komentaf v ramci
obhajoby:

* Vysvétlete prosim, co znamena tvrzeni ,, patatiny jsou glykoproteiny, ..., kterou tato
homogenni skupina izoforem md. “ (str.15). Z jakého pohledu je tato skupina homogenni?

e Uved'te prosim vyhody a pfipadné nevyhody Vaseho postupu pro izolaci patatinovych
bilkovin oproti stavajicim postupim.

o Jakou ze zjiSténych vlastnosti u netradi¢nich &i planych brambor povazujete za
nejperspektivnéjsi pro uplatnéni v praxi (biotechnologické aplikace)?

Zivérem mohu prohlaisit, Ze i pies dil¢i pfipominky, prace spliiuje kritéria doktorské disertaéni
prace k ziskani védecké hodnosti Ph.D. a doporuduji ji k obhajobg.

v Brng, dne 22.1. 2016

Zbynék Zdrahal
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PiedloZena disertaéni prace doktorandky Ing. Adély Brabcové s nazvem
,,Charakteristika patatinovych proteini z hliz vybranych genotypl kulturnich a planych druhi
brambor* pfedstavuje nesporny pfinos pro modernizaci Slechtitelskeho procesu bramboru a to
predevsim pfi tvorb& vychozich Slechtitelskych materialt se zvy$enym zastoupenim
patatinovych bilkovin v hlizich a pro zpfistupnéni a vyu21telnost genetickych zdrojt
bramboru pro Slechtitele.

Posuzovana disertaéni prace je uvedena na 188 stranéch. Po struéném dvodu nasleduje
pomé&mé obsahla literarni reserse, sestavend na zaklade studia 141 citovanych literarnich
pramenti. Obsah, zpiisob a forma jejiho zpracovani svédti o velmi dobré orientaci
doktorandky ve sledované problematice a schopnostech prace s pfislusnou pfevazné
cizojazy&nou odbornou a védeckou literaturou.

Z4kladni cil prace — studium variability vlastnosti a struktury pataninovych bilkovin u
vybranych genotypi netradi¢nich kulturnich a planych druhti brambor, je jasné a vystizné
formulovan. Doktorandka si velice dobte a logicky naplanovala dilgi cile nezbytné k splnéni
zakladniho cile préace a to jednak morfologicky popis hliz netradi¢nich a planych druha
brambor a ovéfeni ploidie z listd téchto druhi pomoci priitokové cytometrie, studium
proteinovych spekter pomoci elektroforetickych technik (SDS-PAGE, PAGE, ¢ipova
elektroforéza), purifikaci patatini z hliz pomoci chromatografickych technik, detailni popis
strukturnich a biochemickych vlastnosti patatini pomoci modernich proteomeckych technik
(2D PAGE, IEF, MS), detekci lipidacylhydrolasové aktivity purifikovanych patatint z hliz
kvalitativné (na polyakrylamidovém gelu) a kvantitativné (spektrofotometricky) a detekci
rozdild pH pouZiti substratl s mastnymi kyselinami o rozdilném poctu uhlikt
v uhlovodikovém fetézci, ovéfeni dalSich vybranych enzymovych aktivit patatinu, zejména
fosfolipasové aktivity A, a ovéfeni antioxida¢ni aktivity patatinu a patatinovych $tépi
ziskanych enzymaticky.

Tradiéni kapitoly — metodika, vysledky a diskuse, doktorandka nahradila kapitolou 4
Prehled o dosazenych vysledcich. Tato kapitola je €len€na do ctyf samostatnych ¢asti —



. Purifukace patatind z hliz netradi¢nich kulturnich a planych druhti brambor®, .Zakladni
strukturni a biochemické vlastnosti patatini®, ,,Enzymova a antioxidaéni aktivita patatini“ a
,Nutri¢ni hodnota hlizovych bilkovin“. Ziskané vysledky vietné jejich statistického
zhodnoceni jsou prezentovany odpovidajicim zpisobem, umoziujicim jejich doloZeni
prostfednictvim certifikované metodiky, monografie, tfi impaktovych publikaci a &tyf
recenzovanych publikaci. U viech téchto praci je dokorandka autorkou ¢&i spoluautorkou. Svijj
konkrétni a vyznamny podil pfi experimentalni préci a zpracovani publikaci pak uvadi

v tivodu diserta¢ni prace.

V piedlozené disertadni praci v kapitole 5 Zavér je uveden souhrn vysledki studia
majoritni skupiny hlizovych bilkovin brambor — patinu, které byly izovlany z vybranych
netradi¢nich kulturnich a planych druhti brambor. Vysledky o biochemickych vlastnostech,
enzymovych aktivitich a nutri¢ni hodnot& patatind, které spoleén& s morfologickym popisem
hliz a dal$imi informacemi o hlizach t&chto druhii tvoti, tak jak konstatuje autorka, uceleny
soubor informaci o téchto v Evropé netradiénich druzich. Z pohledu genofondu bramboru
uchovavaného ve Vyzkumném tstavu bramborafském v Havli¢kové Brodé se podatilo ziskat
a shromazdit velice cennd popisna data.

Chci se zeptat doktorandky jakou ma pfedstavu o vyuZiti netradi¢nich a planych druht
v procesu novoslechténi bramboru. Jakym zpisobem by mohly byt jednotlivé druhy vyuzity?
Jak ovlivni jejich vyuZitelnost troveri ploidie?

Problematika charakteristiky patatinovych proteinti z hliz byla doktorandkou
zvladnuta na vysoké irovni. Doktorandka se podilela na tvorbé metodiky ,,Metody izolace
vybranych protein brambor*. Ziskané poznatky byly doktorandkou publikovany ve
védeckych publikacich.

Posuzovana disertaéni prace Ing. Adély Brabcové na téma: ,,Charakteristika
patatinovych proteind z hliz vybranych genotypti kulturnich a planych druhti brambor* je
svym obsahem, odbornosti i zpiisobem zpracovani na velmi vysoké drovni a doporuduji ji
piijmout k obhajobé a po jejim GspéSném obhajeni udélit jmenované akademicky titul
,,Doktor®.

V Havli¢kové Brodeé 18. 1. 2016 Jaroslava Domkafova
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