OPONENTSKY POSUDEK
doktorské disertacni prace

»Studium detoxikace nitrosloucenin tkanovymi kulturami rostlin“

Predkladatel disertace: Mgr. Radka Podlipna
Katedra anatomie a fyziologie rostlin, Prirodovédecka fakulta UK Praha

Oponent: RNDr. Miroslav Griga, CSc.
AGRITEC Plant Research s.r.o. Sumperk

Mgr. Radka Podlipnd ptedlozila disertacni préci, kterd se zabyva studiem detoxikace
nitrosloucenin (v praxi pouzivanych piedevsim jako vybuSniny) vys$§imi rostlinami; jedna se o
postupy, které jsou soucasti fytoremediacnich technik, jmenovité tedy o fytodegradaci. Velky
rozvoj fytoremediacnich technik probiha zhruba poslednich 20 let a po ustupu od ponckud
pfehnaného pocatecniho optimismu dochdzi v soucasnosti k uréitému ,,zrealnéni* pohledu na
potencial téchto technologii — kromé Cisté biologickych studii se postupné objevuji 1 studie
technologicko-ekonomické, které stavi na redlny zaklad pouziti té ¢i oné remediacni techniky
ve vztahu k ¢aste¢né / uplné dekontaminaci dané lokality v daném casovém horizontu a za
danych finan¢nich nakladi (véetn¢ ekonomického zhodnoceni kontaminované biomasy).
Takovato komplexni analyza pak miize vést ke kvalifikovanému rozhodnuti, zda pouzit
tradi¢ni ,,inzenyrské“ remediacni pfistupy nebo naopak zvolit nekterou z fytoremediacnich
technik. Z hlediska konecného vysledku je fytodegradace jednou z nejelegantnéjSich
technologii, nebot’ v optimalnim piipad¢ jsou xenobiotika (z pohledu chemického vétSinou
latky organické) piijata rostlinou degradovana az na latky netoxické. Kupi. fytodegradace
v systému umélych mokiadi (constructed wetlands) se tak jevi jako vhodny systém pro
dekontaminaci komundlnich ¢i primyslovych odpadnich vod (fada pilotnich projektd ¢i
realizaci zejména v Evropé¢ a USA). Z vySe uvedenych diavodii povazuji téma prace za
aktudlni - studovand problematika je v souladu se soucasnymi trendy fytoremedi¢niho
vyzkumu a kromé ziskani metodickych a teoretickych poznatkli 1ze v budoucnu ocekavat i
jejich praktické vyuZiti.

Disertace je prezentovdna na 171 str. textu doplnéného 22 tabulkami, 51 grafy a 39 obrazky
(ptevazné fotografie rostlinného materialu, elektroforeogramy aj.). Z hlediska formalniho je
disertace ¢lenéna v zasad€ obvyklym zplsobem, a proto se postupné vyjadiuji k jednotlivym
kapitolam, kde uvadim 1 ptipadné vécné piipominky. Graficka a esteticka uroven prace je
velmi dobra.

Nazev prace ne zcela vystihuje jeji skutecny obsah, nebot’ i kdyZ gros experimenti se tyka in
vitro kultur, nezanedbatelnd Cast prace je realizovana v systému hydroponie, pies testy
kli¢ivosti semen aZ po konstrukci umélych moktadi.

Za velmi uzitecné pro Ctenafe povazuji uvedeni Seznamu zkratek hned na uvod prace
(zejména kvili mnoZstvi riiznych typi degradacnich produkti nitrosloucenin, které nejsou pro
plné€ zasvéceného Ctenare zcela bézné).

V Teoretické ¢&asti (54 str.) se autorka zaméfuje zejména na fyzikdlni a chemickou
charakteristiku nitrolatek, jejich vyskyt v Zivotnim prostiedi a toxicitu vaci zivym
organismim. Velkd pozornost je vénovana metabolismu nitroldtek a mechanismim jejich
transformace vcetné zucastnénych enzymovych systémua. V zavéru této Casti autorka uvadi




pfehled a kratkou charakteristiku fytoremediacnich technik. K formalnim chybdm ¢i
piekleptim se vyjadiim souhrnné pozd¢ji; na tomto misté chci jen upozornit na nékteré vécné
nesrovnalosti: na str. 24 autorka piSe: ,,Nitroglycerin patii mezi zna¢né toxické latky a jiz
davky nékolika desitek miligramiit mohou zpiisobit smrt ¢loveéka.” O dvé strany dale (str. 26)
je vsak konstatovano: ,,Estery kyseliny dusi¢né jsou latky pomérné dobie biodegradovatelné,
pro zdravi ¢lovéka malo nebezpecné, a proto o fytotoxicité nitroesteri najdeme v literature
velmi malo informaci.“ Na téze str. by mélo byt souslovi ,.elektronicky par“ nahrazeno
»elektronovy par®. Na str. 29 je asi terminologicky nespravné vyjadrenti ,,...91 kment riznych
ekologickych i taxonomickych skupin. Jedna-li se o houbové kultury, bylo by pfesnéjsi kupft.
»91 izolatli/kultur rGzného taxonomického zarazeni spadajicich do rtiznych ekologickych
skupin®. Na str. 46 se objevuje rostlinny druh Lyctuca scarriola (ve vazané literatufe ani na
Internetu nenalezen), patrné se ma jednat o Lactuca serriola. 1 v dalsi botanické nomenklatute
jsou chyby: str. 48 Chemopodium versus Chenopodium, str. 51 Lepidum versus Lepidium. Na
str. 49 se piSe: ,,...pro rizné druhy trav (Fabaceae, Poaceae, Asteraceae)* — z uvedenych
celedi jsou vsak travami pouze Poaceae, takze by mélo byt uvedeno kupt. pro rizné bylinné
druhy, 1 kdyZ ani toto nemusi byt pfesné (uvedenou praci Spanclskych autori bohuzel
nezndm), nebot’ jak celed’ Fabaceae, tak Asteraceae obsahuji i druhy dievinné (kefe, stromy).
Co chemika az tak netlaci, to — bohuzel - botanika okamzité ,,uhodi* do o¢i. Je samoziejmé,
Ze gros prace spociva ve fyziologicko-biochemickych experimentalnich pfistupech a v tomto
sméru nelze autorce nic vytknout. Pfesto musim jako oponent trvat na spravné terminologii ve
vSech oblastech / aspektech prezentované prace. Celkoveé 1ze nicméné konstatovat, Ze autorka
pfistupovala k experimentalnimu feSeni problematiky vyborné teoreticky ptipravena (16 str.
vétSinou recentni ,,fytoremediac¢ni citované literatury).

Cil diserta¢ni prace je shrnut do ¢tyf problémovych okruhti, které jsou jasné a vystizné
formulovany.

V kapitole Materiadl a metody podavéa autorka na 27 str. informaci o spektru studovanych
rostlinnych druhti (celkem 14) a metodickych pristupech pii studiu toxicity a degradace
nitrosloucenin. Osobné preferuji pifi koncipovani védeckého projektu mensi pocet rostlinnych
modell, zejména kvili moznosti srovnani a interpretace vysledkd — uplné ideélni by bylo
pouziti stejnych modell v kultufe in vitro, v hydroponii 1 experimentech in situ. Nicméné
z hlediska praktického je jasné, ze kupt. formulace protokolu pro optimaln€ rostouci
bunécnou suspenzni kulturu je sama o sobé obtiznym (mnohdy dlouhotrvajicim) tkolem.
Volba rostlinnych druht pro jednotlivé problémové okruhy ma tak svou logiku — bunécéné
suspenze byly odvozeny z mydlice perzistujici na Izemi zamotfeném nitroslouc¢eninami, len a
konopi zase predstavuji primyslové plodiny nevstupujici do potravinového fetézce, a tedy
idedlni kandidaty pro fytoremediacni studie. Dieviny dub letni a topol osika se taktéz bézné
vyskytovaly na zamotenych uzemich, rychle rostouci hybrid topol x osika je osvédCenym
modelem ve fytoremediacnich studiich. Pro studium umélych mokiadi je pak vybér omezen
na typické moktadni rostliny mirného pasma (rékos, sitina, orobinec, kosatec zluty).
Z hlediska exaktnosti a reprodukovatelnosti experimentii by bylo vhodné blize specifikovat
zejména kulturni druhy — odrtda, linie, genotyp, klon (toto uvedeno pouze u Inu a konopi,
nikoliv vSak u slunecnice, kukufice, hoicice, dfevin ¢i mokfadnich rostlin). Z literatury je
znama vyznamna vnitrodruhova variabilita v reakci na xenobiotika obecné (tézké kovy,
organické polutanty), a proto je piesnd charakteristika experimentdlniho materidlu
opodstatnéna. Tuto pfipominku je nutno brat jako doporuceni pifi publikaénim zpracovani
vysledkl. Zacatek kliceni povrchové sterilizovanych semen Inu a konopi (str. 57 a 60) po 10
dnech je zvlastni — kli¢eni zdravého osiva zacina obvykle (samoziejmé¢ v zavislosti na
teploté!!!) po cca 2-3 dnech. Je to i v rozporu s textem na str. 86 a grafem 1, kde se uvadi, ze




klicivost byla hodnocena po 3 dnech (graf zahrnuje i len a konopi). Na obr. 11 je skute¢né
kvetouci in vitro kultura semenacku konopi? Po 10 dnech od zacatku klieni, jak uvadi text na
str. 57 s odkazem na obr. 11, je to asi malo pravdépodobné. Jinak je ale kveteni in vitro ve
stresovych podminkach pomérné bézné (Casto pozorujeme tvorbu kvéti a luskl in vitro
v ,,shoot-tip* kultute hrachu ¢i bobu). K popisu metod nemam vécnych ptipominek.

Vysledky prezentované na 55 str. predstavuji stézejni ¢ast disertace a jsou rozdéleny do Sesti
problémovych okruhti, a to (1) plisobeni nitrolatek na rast rostlin, (2) degradacni studie, (3)
toxicita nitrolatek a jejich degradacnich produktl, (4) enzymové studie, (5) distribuce
radioaktivity v pribéhu degradace a (6) fytoremediace nitrosloucenin in situ. V ramci téchto
problémovych okruhli pak jsou prezentovany experimenty na rtiznych urovnich, tedy na
urovni in vitro, na urovni celistvych rostlin v hydroponii ¢i zeminé, az po pilotni experiment
na zamotené lokalité. Gros vysledki spoc¢iva v kvalitni obrazové (grafy, fotografie) a
tabelarni dokumentaci.

K tab. 16 na str. 84 mam dotaz, co je kukufice A a B a pro¢ je kli¢ivost kukufice A na
kontrolni varianté tak nizka (26.7%)? Nekvalitni osivo? U obdobného pokusu by bylo zajisté
uzitetné pro prukaznost vysledki uvést jeho usporadani (pocet opakovani) a zakladni
statistické veli¢iny (x = S.D ¢i S.E.). Na str. 86 ma byt spravné znéni véty: ,,Fytotoxicky
ucinek TNT byl pozorovan na inhibici ristu semenackll zejména u Inu a hoicice.” - nikoliv
slunec¢nice. V tab. 18 na str. 92 by bylo uZite¢né znat vychozi koncentraci TNT. Grafy 22 a 23
na str. 106 se jevi jako zcela totozné! Na str. 115 by méla byt spravna formulace ,,...a u
vybranych frakci bylo stanoveno spektrum proteind pomoci SDS-elektroforézy* namisto
,obsah enzymi“. U prezentovanych proteinovych spekter (obr. 32) by byl uzitecny né&jaky
popis — spektra na hornim obr. jsou pomémné polymorfni (kupt. vyraznd absence pruht
v oblasti 29-30 kD u frakci 06 az 32), na obr. spodnim naopak vyrazné uniformni — na zakladé
tohoto popisu by $lo spektra jednotlivych frakei 1épe komentovat / interpretovat. Na str. 118 je
z obr. 33 vyvozovan ,,obsah bilkovin“ — na zaklad¢ SDS-elektroforézy lze vSak usuzovat na
obsah bilkovin pouze orienta¢né (kvantitativni rozdily v intenzité pruhl) — hlavnim smyslem
je zde detekce ptitomnosti ¢i absence jednotlivych pruhd (polypeptidi ¢i jejich podjednotek).
Str. 122 - homologie nalezené sekvence (17 terminalnich aminokyselin) mydlice
s husenickem byla 66,7% a s rajéetem 60% - pfitom ob¢ presentované sekvence (husenicek,
raj¢e) jsou totozné; stupent homologie by tedy mél byt shodny? Na grafu 45 str. 129 by mél
byt na ose x patrné¢ Cas vyjadieny ve dnech nikoliv v hodinach (viz text na str. 128
,Koncentrace nitroestert v zdsobnicich klesla pod hranici detekovatelnosti béhem 3 tydnt.*).
Ptes tyto drobné pfipominky konstatuji, Ze autorka ziskala velké mnoZstvi originalnich dat,
ktera by méla byt rozhodné v budoucnu déle publika¢né zhodnocena.

V kapitole Diskuse (10 str.) autorka dle jednotlivych problémovych okruht kriticky hodnoti
pouzité¢ metodické piistupy i1 dosazené vysledky, interpretuje je a konfrontuje s dosazenou
urovni poznéani ve studované oblasti. Misty je vSak diskuse vice rekapitulaci vysledkt (kupf.
cast 5.4 ¢i 5.5), vétsi diiraz by mél byt proto kladen na konfrontaci s literaturou a interpretaci
ziskanych dat, vcetn¢ formulace novych hypotéz ¢i aplikaéniho potencidlu ziskanych
vysledki (toto je mySleno hlavné jako namét pro autorku pii dal§im publikacnim zpracovani
dat).

Hlavni dosazené vysledky jsou stru¢né v bodech shrnuty v Zavérech prace.

Z hlediska formalniho nemohu pominout nékteré nedostatky disertace, kterym by se méla
autorka v budoucnu - kupft. pfi zpracovani vysledkli pro tisk - vyhnout. Tyto tiskové a



jazykové nedostatky jsou vyznaCeny pifimo v textu vytisku disertace, ktery jsem mél
k dispozici. Zde se spise pokusim o jejich urcité zobecnéni €i shrnuti:

e Prace je zatizena pomérné znacnym mnozstvim pieklept a jazykovych / formalnich chyb,
které ponckud snizuji jinak velmi dobry dojem z jeji obsahové, grafické a estetické Girovné
(tyka se rovneéz védeckych nazvi organismu ¢i chemickych nazvi sloucenin).

o Ciselné ¢lenéni kapitoly Vysledky je jak v obsahu (uvod prace), tak ve vlastnim textu
zmatecné.

e Pii citaci literatury je u kolektivni prace logiCtéjsi a uzivanéjsi pouziti pluralu nez
singularu, tedy ,,Nepovim a kol. (2004) zjistili versus zjistil®.

e Rada polozek literatury citované v textu neni zahrnuta v Pouzité literatufe (namatkou
Zeman (2000) str. 19, Stiborova (2002) str. 24, Jing a kol. (2003) str. 45, Robison a Stone
(1992) str. 46, Kuramata (rok neuveden) str. 51, Schenk a Hildebrand (1972) str. 58,
Cihalik a kol. (1989) str. 71, Channon a kol. (1944) str. 73, Laemmli a kol. (1970) str. 75,
Nogura a Freedman (1996) str. 144, Breithaupt a kol. (2001) str. 147).

e Sjednotit format Pouzité literatury - obvykle se neuvadi ¢islo vydani ¢asopisu (pokud ho
autorka hodla uvadét, pak tedy u vSech citaci!), ale pouze ro¢nik; sjednotit zkraceny c¢i
uplny nazev periodik; viceslovné nazvy casopistt — velkd pismena na zacatku slov atd.;
obecné lze akceptovat rtizné formy citace literatury — v ramci jedné prace vSak musi byt
jednotné!

Uvedené pozndmky mohou zavanét ,hnidopiSstvim® oponenta deformovaného praci
v redak¢nich radach védeckych Casopisti — avsSak tak jak existuje fad a exaktni postupy ve
védecké praci, musi tento fad a kultura existovat 1 v jeji formdlni prezentaci. Tyto kritické
poznamky nesnizuji kvalitu vysledkli dosaZenych autorkou, které jako oponent vysoce
ocenuji.

K autorce mam nékolik dotazu:

e [ kdyZ to nebylo pfedmétem disertace, zajimalo by mne, zda dfeviny (osika, dub) ¢i
byliny (mydlice, star¢ek) rostouci na lokalitdch s vyss§i kontaminaci nitroslouc¢eninami
(vybusniny a jejich degradacni produkty) vykazovaly néjaké evidentni ristoveé /
vyvojové deformity ¢i odchylky od standardniho fenotypu.

e S tim je spojena i otazka na potencidlni anatomické zmény v pletivech moktadnich 1
terestrickych druhti rostlin jako reakce na silnou kontaminaci nitroslou¢eninami.

e Ktery ztestovanych rostlinnych druhd by bylo moZné na zakladé¢ dosavadnich
experimentalnich dat doporucit pro dekontaminaci pidy (nikoliv vody) zamotené
nitroslou¢eninami (dle stupné zamofieni, hloubky kontaminace, dosahu kotenového
sytému, uc¢innosti degradace TNT ¢i TNG tim kterym rostlinnym druhem, moZznosti
dalSiho zpracovani biomasy) a dal by se modelové vypocitat Cas potfebny pro
,VyCisténi® takovéto lokality do stavu pouzitelného pro zemédélskou Cinnost? Jaké
jsou navrhované¢ strategie pro dekontaminaci lokalit od vybusnin v zahrani¢i — co ma
byt kone¢nym stadiem — lesni ekosystém ¢i pouZitelnd zemedélska pada?



ZAVER

Mgr. Radka Podlipnd predlozila jako doktorskou disertaci soubor origindlnich vysledki
tykajicich se degradace toxickych nitrosloucenin vys§imi rostlinami, a to od bunécné trovné
in vitro, ptes celistvé rostliny v laboratornich podminkach ¢i modelové Cistirné odpadnich vod
az po pilotni experimenty in situ (na lokalit¢ kontaminované nitroslouceninami). Vysledky
s problematikou degradace / detoxifikace nitrosloucenin vyS$imi rostlinami autorka se
spoluautory publikovala ve 4 impaktovanych casopisech a prezentovala ve 21 konferencnim
pfispévku (pfednaSky a postery). Celkem je Mgr. R. Podlipnd spoluautorkou 10
recenzovanych / impaktovanych publikaci (Ix prvni autor, 3x druhy autor atd.) a 48
konferen¢nich prezentaci (14x prvni autor), vesmes s biotransformacéni / fytoremediacni
tématikou. Autorka piresvédCivé prokazala zplisobilost k tviréi védecké praci, analyze
experimentalnich dat, jejich interpretaci a formulaci zobeciiujicich zavéri a novych
pracovnich hypotéz. Pfedlozend prace spliiuje po formalni i obsahové strance vSechny
predpoklady na doktorské prace kladené, stejn¢ tak dosavadni publikacni aktivita autorky, a
proto doporucuji Komisi doktorského studijniho programu Anatomie a fyziologie rostlin, aby
prace byla pfijata k obhajobé a po jejim splnéni byla Mgr. Radce Podlipné udélena védecka
hodnost Ph.D.

V Sumperku 15. za# 2006 M. Griga



