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Antioxidanty u brambor

Souhrn

Jak uz samotny nazev prace napovida, tato literarni reSerSe se vénuje bramboram, a to
predevsim pfitomnosti antioxidantl v jejich slozeni. Prvni ¢ast prace se zaméfuje na brambory
jako takové, pfiCemz je zde kladen daraz na slozeni hliz s ohledem na lidské zdravi. Nasleduje
Cast prace, ktera je vénovana volnym radikalim (VR). Tato kapitola je dulezita k pochopeni
vyznamu antioxidanti. Dale je v této Casti specifikovan pojem volny radikal, je zde popsan
vznik volnych radikalt v organismu a také je zde pozornost vénovana nejvyznamnéj§im VR,
které se vyskytuji v lidském organismu, a maji tak nejvét§i dopad na zdravi jedince. Na konci
této Casti je zminén 1 pojem oxidacni stres, tedy naruseni rovnovahy mezi mnozstvim volnych
radikald a antioxidacni ochranou, které mize vést k naruseni funkce riznych tkani. Posledni a
nejvetsi Cast prace je vénovana antioxidantim v hlizach brambor, pfi¢emz duraz je kladen
predev§im na biochemickou, a tim padem, genetickou podstatu vzniku téchto latek. Konkrétné
je v této praci pozornost vénovana vzniku antokyant, na kterém se podili cela fada genu a
transkripénich faktord, jako naptiklad gen DFR a F'3'5'H a transkripcni faktory StAN2 StAN11
a MYB47415. Dale pak vzniku karotenoidu, kde podle doposud provedenych studii, maji
nejveétsi vyznam geny CHY2 a ZEP. V neposledni fadé je rozebran vznik vitaminu C se
zaméfenim na gen GLDH, u néhoz mnoho studii nedoslo k jasnému zavéru, zda je nezbytny
pro syntézu askorbatu v hlizach brambor ¢i nikoliv. Posledni ¢ast této kapitoly, a tudiz 1 celé
prace, je vénovana ostanim fenolovym slouceninam, a to predev§im kyseliné chlorogenové,

ktera tvoti az 90 % vSech fenolovych slou¢enin v hlizach.

Kli¢ova slova: Solanum tuberosum; antioxidanty; metabolismus; DNA; RNA



Antioxidants in potatoes

Summary

This literature review focuses on potatoes, especially on the presence of antioxidants. The
first part of the thesis deals with potatoes as such, with emphasis on their composition with
respect to human health. The following part of the work is devoted to Free Radicals (FR). This
part is important to understand the importance of antioxidants. Moreover, this section specifies
the term free radical, describes the formation of free radicals in the body and also pays attention
to the most important FR, which occur in the human body and thus have the greatest impact on
the health of the individual. At the end of this section, the term oxidative stress is mentioned,
meaning the imbalance between the amount of free radicals and antioxidant protection, which
can lead to impaired function of various tissues. The last and largest part of the thesis is devoted
to antioxidants in potato tubers, with emphasis on the biochemical, and therefore, genetic nature
of the formation of these substances. Specifically, this thesis pays attention to the formation of
anthocyanins, in which a number of genes and transcription factors are involved, such as the
DFR and F3'5'H genes and the transcription factors StAN2, StAN1I and MYB47415.
Furthermore, the formation of carotenoids, where, according to conducted studies, the CHY2
and ZEP genes are of the greatest importance. Last but not least, the development of vitamin C
with a focus on the GLDH gene is discussed, for which many studies have not clearly concluded
whether it is necessary for the synthesis of ascorbate in potato tubers or not. The last part of this
chapter, as well as the whole thesis, is devoted to other phenolic compounds, especially

chlorogenic acid, which makes up 90 % of all phenolic compounds in tubers.

Keywords: Solanum tuberosum; antioxidants; metabolism; DNA; RNA
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1 Uvod

Celed lilkovité, je velmi obsahla ¢eled rostlin, kam se mimo jiné fadi i nékolik zemédélsky
vyznamnych plodin, jako je lilek rajce, lilek vejcoplody a lilek brambor, kterému je vénovana
tato prace.

Solanum tuberosum L., neboli brambor obecny ¢i lilek brambor, je ctvrta
nejpéstovanéjsi plodina na svété, kterd ma plvod v horském pasmu And. Do Evropy se
brambory dostaly diky Spané&ldm v 60. letech 16. stoleti, pficem? do Cech se dostaly
pravdépodobné zasluhou Frantiskand v roce 1632. Co se tyce soucasnosti, tak dnes na svété
existuje kolem 5000 odriid brambor a roéni spotfeba v Ceské republice se pohybuje mezi 65-
70 kg na osobu a rok.

Brambory patfi v fadé zemi k zakladnim potravindm a tim padem jejich role v lidské
vyzivé neni zanedbatelnd. Hliza bramboru obsahuje pfiblizné 80 % vody a 20 % susiny, jejiz
hlavni slozkou jsou sacharidy, dale suSina obsahuje dusikaté latky, vitaminy, mineraly,
antioxidanty a minimalni mnoZstvi tuku. Brambory mohou stejné jako jiné rostliny, také
obsahovat antinutri¢ni latky, které mohou mit negativni vliv na zdravi konzumentu. Pfirozené
se v hlizach nachazeji glykoalkaloidy a kalysteginy, zatimco ostatni antinutri¢ni latky jsou
cizorodé (napftiklad tézké kovy, rezidua pesticid(...) anebo v hlizdch vznikaji tepelnou Upravou
jako napfriklad akrylamid.

Antioxidanty jsou molekuly, které jsou schopné stabilizovat nebo deaktivovat volné
radikdly predtim, nez napadnou buriky a tim chrani organismus pred oxida¢nim stresem, ktery
je povazovan za jednu zhlavnich pfi¢in vzniku nékolika onemocnéni jako napfiklad:
alzheimerova choroba, parkinsonova nemoc, ischemickd choroba srdecni, aterosklerdza,
astma, obezita, diabettes mellitus, rakovina plic, Sedy zakal.

Bramborové hlizy jsou, vzhledem ke konzumovanému mnozstvi, jednim z nejbohatsich
zdroju antioxidant( v lidské vyzivé. Z antioxidantl jsou hlizy bramboru obecného nejbohatsi
na polyfenoly (1226-4405 mg.kg™?), L-askorbovou kyselinu (170-990 mg.kg™) a karotenoidy (aZ
4 mg.kg™!). Modre a ¢ervené zbarvené odridy brambor, které jsou na nasem trhu spi$e raritou
dosahuji, diky velkému mnoZstvi antokyan(, vyssi antioxidacni aktivity. Na biosyntéze
antokyana v hlizach se podili cela fada gen, z nichZ doposud nejvice prozkoumané jsou geny
DFR a F3'5'H. Je také znamo, Ze existuji tfi tfidy transkripcnich regulatoru, které jsou zapojeny
do biosyntézy antokyan(. Jedna se o proteiny R2R3-MYB, basic helix-loop-helix (bHLH)
a WF40-repeat (WDR). Na vzniku karotenoidl v hlizdch brambor se nejvice podili gen pro B-
karoten hydroxylazu 2 (CHY2), ktery je dllezZity zejména pro vznik Zlutych pigment( a gen
pro zeaxantin epoxidazu (ZEP), ktery je zodpovédny za oranZovou barvu duziny hliz. Co se tyce
genetické podstaty vzniku vitaminu C v hlizach brambor, tak dosud bylo provedeno nékolik
studii zamérenych na gen GLDH, av$ak vétSina z nich nedosla k jasnému zavéru, zda je tento
gen pro syntézu askorbatu nezbytny ¢i nikoliv. Kazdopddné je dulezité vzit v potaz,
Ze mnozstvi vitaminu C v rostlinach, neni ddno pouze vlastni syntézou, ale také vnéjSim
stresem, ktery mulzZe zvysit mnoZstvi ROS, coZz nésledné ovliviiuje miru vyuziti a recyklace
kyseliny askorbové.



2 Cil prace

Cilem prace je shromadZdit, prostudovat a posoudit soucasné literdrné prezentované
poznatky o antioxidantech obsaZenych v hlizdch bramboru (Solanum tuberosum L.) a jejich
metabolismu. Jednim z dilCich cild prace je zaméfit se zejména na aktudlni trendy vyzkumu
této problematiky s vyuzitim modernich molekuldrnich metod analyzy nukleovych kyselin.



3 Literarni resSerse

3.1 Brambory

Brambor hliznaty (Solanum tuberosum L.) nebo také lilek brambor ¢i brambor obecny
(Slavik et al. 2000), je zlepsujici plodina v osevnich postupech, zakladni potravina, dulezita
surovina pro potravinarsky a Skrobdrensky pramysl, ale i nevSedni kvétina nasich poli (Vokal
et al. 2013). Brambor hliznaty, dale jen brambor, je ¢tvrtou nejvyznamnéjsi plodinou na svété
hned po pSenici, ryzi a kukufici (Zaheer & Akhtar 2016).

Brambor patfi do vétve asteridd vysSich dvoudéloznych rostlin, celedi lilkovité
(Solanaceae) kam jsou zarazeny i dalsi hospodarsky vyznamné plodiny jako rajce, lilek, paprika
a tabdk. Brambor je mezi témito rostlinami vyjimecny tvorbou hliz, které vznikaji tloustnutim
podzemnich stonkUl (stolond) (Vokal et al. 2013).

PUvod ma brambor v horském pasmu And v Jizni Americe. Na celém svété existuje asi
5000 odrid brambor. Tfi tisice z nich se nachazi pouze v pohofi And — zejména v Peru, Bolivii,
Ekvadoru, Kolumbii a Chile (Hijmans & Spooner 2001). RozliSujeme dva hlavni poddruhy
brambor, a to Solanum tuberosum subspecies andigena, typicky pro tropické pasmo And
a Solanum tuberosum subspecies tuberosum, ktery se hojné vyskytuje v centrdlnim Chile.
Rozdily mezi jednotlivymi druhy mohou byt veliké, jak v barvé, velikosti hliz, chuti, tak treba
také vobsahu skrobu, coz je velmi dullezity ukazatel kvality u brambor uréenych
pro Skrobarensky primysl (Zaheer & Akhtar 2016). Do Evropy ptivezli brambory jako prvni
Spanélé z Peru pravdépodobné v 60. letech 16. stoleti. O néco pozdé&ji — nejspi’ v 80. letech
16. stoleti se brambory zasluhou anglickych moreplavcl dostaly i na britské ostrovy, v tomto
pripadé se jednalo o poddruh dovezeny z Chile (Vokal et al. 2013). Po jejich dovezeni do Evropy
trvalo pres 200 let, nez se zacaly rozsifovat jako lidska potrava. Ze zacatku byly povazovany
spiSe za okrasnou rostlinu pfipadné za krmivo pro hospodarska zvirata. K jejich rozsireni
prispély valky, hlad a nedroda obili. Vétsi pozornost se zacala bramboram vénovat az v druhé
poloviné 18. stoleti, kdy slouZily jako potrava, kterou se daly levné nakrmit vojaci (Cepl et al.
2012).

Do Cech se brambory dostaly pravdépodobné zasluhou fadu frantigkan(, diky kterym
se objevily roku 1632 na stole Viléma Slatavy z Chlumu, pana z Jindfichova Hradce. Z téhoz
stoleti pochazi i prvni hospodarské instrukce kzahradnimu péstovani brambor, z nichz
vyplyva, ze brambory byly plivodné povaZovany za choulostivou rostlinu (Vokal et al. 2013).

Dle CSU (2020) sou¢asna vyméra brambor €ini 23 877 ha. Vyznamny dlouhodoby pokles
vyméry brambor, ktery byl spojen s poklesem jejich produkce, souvisi do znacné miry
se zménou vyuziti. V dasledku zmény technlogie krmeni hospodarskych zvifat, prasat
a dribezZe, se postupné prestaly péstovat krmné brambory, které byly nahrazeny kukufici
a sojou. Tento trend je patrny vcelé vyspélé Evropé. Diky zlepSeni agrotechnologickych
postupll doslo ke zvySovani hektarovych vynosl, coz také vedlo ke snizovani vyméry. DalSim
dlvodem mensi vyméry je snizena spotireba konzumnich brambor, diky zméné stravovacich
navykd Eeskych spotiebitelll. Jesté v 50. letech se vdne$ni CR primérna roéni spotfeba



pohybovala kolem 130 kg na osobu (CSU 2014). V soucasnosti spotfeba brambor kolisa
v rozmezi 65-70 kg na osobu za rok, pficemz roéni spotfeba za rok 2019 byla 69,5 kg brambor
na jednoho obyvatele CR (Zizka 2020).

Pro lepsi orientaci kupujicich bylo zavedeno znaceni konzumnich hliz podle varnych typt
— salatové, prilohové a pro vyrobu kasi a knedlikd (Cepl et al. 2012). Salatové odrddy neboli
varny typ A, AB, maji pevnou, nerozvarivou a lojovitou duZinu a jsou vhodné zejména pro
pripravu saldtu a jako pfiloha. Ptilohové odrady, varny typ B, BC, se stfedné pevnou a slabé az
sttedné moucénatou duZinou, jsou vhodné zejména jako priloha a také pro pfipravu tést.
Posledni skupinou jsou brambory varného typu C, které se vyznacuji kyprou silné moucnatou
duZinou a hodi se zejména pro vyrobu kasi, knedlikd a tést (Vokal et al. 2013).

3.1.1 Slozeni brambor a lidské zdravi

Ve vyzivé C¢lovéka plni brambory tfi funkce, a to objemovou, sytici a ochranou.
Objemovou tim, Ze zajistuji dostatecny objem stravy pro zatéz traviciho Ustroji, sytici vhodnym
obsahem energetickych sloZzek a ochranou obsahem vitamin(, mineralnich latek a jinych
bioaktivnich pozitivné plsobicich latek (Vokal et al. 2013). Brambor je na celém svété pfijiman
jako zakladni potravina, pfesto mnoho spotrebitelli nevi o jeho kladném dopadu na zdravi
a Cast z nich véri Ze, brambory maji vysoky obsah kalorii a tukd ve srovnani s jinymi zdroji
sacharidl, jako je ryZe nebo téstoviny; tento predpoklad je ovSem nespravny, protoze
brambory obsahuji minimalni mnoZstvi tuku a mnozstvi energie je srovnatelné s [usténinami
(Priestley 2006).

Hlizy jsou jedinym vyuzZitelnym organem bramborového trsu. Proto je jejich kvalita — jak
vnitini, tak vnéjsi, rozhodujicim faktorem pro vSechny uzitkové sméry (Vokal et al. 2003). Hliza
bramboru obsahuje pfiblizné 80 % vody a 20 % susiny, jejiz hlavni sloZzkou jsou sacharidy (11-
18 %), dale susina obsahuje dusikaté latky, vitaminy, mineraly a minimalni mnozstvi tuku (0,1
%) (Cepl et al. 2012). Obsah sudiny v hlizach je zavisly zejména na odr(id&, fazi vyvoje hlizy,
prabéhu povétrnostnich podminek pfi péstovani a péstitelské technologii. VySe obsahu susiny
ovliviiuje kvalitu produktu a rentabilitu zpracovani. Z hlediska kvality potravinarskych vyrobka
ovliviiuje obsah susiny predevsim texturu vyrobku (Vokal et al. 2013). Zakladni chemické
slozeni hliz bramboru je uvedeno v nasledujici tabulce (Tab. 1).
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Tabulka 1: Zakladni chemické sloZeni hliz bramboru (Barta et al. 2008; Bradshaw & Ramsay
2009)

SloZeni (latka) Vyjadreni v Cerstvé | Vyjadreni v susiné
hmoté (%) (%)
Voda 68-83 -
SusSina 17-32 100
Skrob 11-26 60-80
Celkovy cukr (glukdza, fruktdza, sachardza) 0,5 2,1
VIdknina 1-2 4-10
Dusikaté latky (N x 6,25) 1-3 6-15
Bilkoviny (koagulovatelné) 0,5-2 3-8
Volné aminokyseliny (Asn, GIn, Pro) 0,1-1 0,5-4
Lipidy (tuk) 0,1 0,4
Popeloviny 11 4,6

3.1.2 Sacharidy

Podstatnou ¢ast susiny bramborovych hliz tvofi Skrob. Jeho obsah v Cerstvé hmoté
u brambor uréenych pro konzumni G&ely je 11-18 %. Skrob je polysacharid, ktery v rostlinném
téle slouZi jako hlavni zasobni latka. V bunkach hliz brambor je ulozen v podobé micel, zvanych
Skrobova zrna (Cepl et al. 2009). Bramborovy $krob se skladd ze dvou polymernich
podjednotek —amylosy a amylopektinu v poméru priblizné 1:3 (Camire et al. 2009). Obé slozky
jsou tvoreny monosacharidem D-glukdzou, pfiemzZ jejich vzajemna odliSnost a velikost
je dana usporadanim Fetézce D-glukdzy (Cepl et al. 2009). Malou ¢ast bramborového $krobu
tvori rezistentni Skrob, ktery je odolny vici enzymatickym procesim vtenkém strevé
a dostdva se témér v neporusené podobé do tlustého streva. V tlustém strevé je tento Skrob
fermentovan strevni mikroflérou za vzniku mastnych kyselin s kratkym retézcem, u nichz bylo
prokazano, Ze snizuji hladinu pH v tlustém stfevé a tim vytvari priznivéjsi prostredi pro rlst
prospésné mikrobioty (Higgins 2004). Zvysena konzumace rezistentniho skrobu muze slouzit
také jako prevence rakoviny tlustého stfeva a zanétlivych onemocnéni strev (Birt et al. 2013).

Dalsimi polysacharidy, které se vyskytuji v bramborovych hlizach jsou celuldza,
hemiceluldza, pentozany a pektin, tyto polysacharidy vytvari bunécné stény a mezibunécné
slozky. Dohromady tyto sacharidy oznac¢ujeme jako vldkninu potravy (Cepl et al. 2009). Kromé
polysacharidd nalezneme v hlizach i jednodussi cukry — sachardzu, coz je nejvice zastoupeny
disacharid a glukdzu s fruktdzou, které patfi mezi hlavni monosacharidy (Camire et al. 2009).
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3.1.3 Bilkoviny

Obsah bilkovin v hlizdch bramboru je nizky, tvofi kolem 2 % cerstvé hmoty hliz
koncentraci bilkovin, kdy 100 g brambor pecenych ve slupce poskytuje organismu
2,1 g bilkovin. Pro srovnani 100 g kukuri¢né mouky ma obsah 8,7 g bilkovin, 100 g pseni¢nych
téstovin obsahuje priimérné 5,8 g bilkovin a stejné mnoistvi ryze pak 2,4 g. Kvalita
bramborového proteinu, ktera odrazi jeho stravitelnost a zastoupeni jednotlivych
aminokyselin, je vSak velmi dobrd (King & Slavin 2013). Brambory jsou zejména cenény
pro vysoké zastoupeni aminokyseliny lyzinu, coZz je u rostlinnych bilkovin velmi ojedinélé.
Za limitujici aminokyseliny (tedy takové esencidlni aminokyseliny, které se v potraviné nachazi
v nejniz§im mnoistvi vzhledem k potrebé lidského organismu, jedna se o AMK, které tedy
urcuji vyzivovou hodnotu dané potraviny) jsou u brambor oznacovany methionin, cystein
a v nékterych pripadech také izoleucin (Cepl et al. 2009). Biologicka hodnota, co? je mnozstvi
dusiku v gramech, které lze v téle obnovit nebo vytvofit ze 100 g dusiku ziskaného z potravy,
je u brambor vysoka. Jako standard pro porovndni hodnot se pouZiva celé slepiéi vejce
s biologickou hodnotou rovnou 100 (Vreugdenhil & Bradshaw 2007). Porovnani biologické
hodnoty brambor a jinych potravinovych zdroja je uvedeno v tabulce 2. V prevaziné mite jsou
bilkoviny v hlizdch bramboru vodorozpustné a déli se na rodinu patatinovych bilkovin, skupinu
inhibitor( protedz a ostatni bilkoviny (Vokal et al. 2013).

Tabulka 2: biologicka hodnota rliznych zdroja bilkovin (Haverkort & Struik 2005; Kasper 2004)

Zdroj Biologicka hodnota
Celé vejce a brambory (35 %/ 65 %) 137
Celé vejce a mléko (71 %/ 29 %) 122
Celé slepici vejce 100
Brambory 90-100
Kravské mléko 84-88
Hovézi maso 83-92
Syr eidam 85
Séjové boby 84
Ryze 83
Ryba 83
Kukuftice 72-76
Fazole 73
Zitna mouka 76-83
PSeni¢na mouka 59
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3.1.4 Tuky

Tuky jsou obsazeny v brambordach ve velmi nizké koncentraci, pfiblizné 0,1 % Cerstvé
hmoty, nejvétsi ¢ast z nich se nachazi ve slupce (Cepl et al. 2009). Takovéto mnoistvi tuku
je prilis nizké na to, aby mélo z hlediska nutriéni hodnoty néjaky vétsi vyznam, nicméné
prispiva k chutnosti brambor, zvySuje odolnost vici otlaklim a pomaha snizovat enzymatické
ztmavnuti hliz (Woolfe & Poats 1987). Nejvétsi ¢ast mastnych kyselin (90 %) v bramborach
tvori kyselina palmitova, linolova a linolenova (Galliard 1973).

3.1.5 Mineralni latky a vitaminy

Kromé energie, kvalitnich bilkovin a vlakniny poskytuji brambory organismu také znaéné
mnozstvi nékolika druht minerdld a vitamina (King & Slavin 2013).

Minerdlni latky maji velky vyznam a jsou v hlizdch zastoupeny v priiméru kolem 1,1 %
Cerstvé hmoty (Vokal et al. 2013). Obsah mineralnich latek se mlze u jednotlivych kultivara
velmi lisit, v zavislosti na genetice a prostredi, ve kterém byly brambory péstovany (White et
al. 2009). Podobné jako ostatni latky jsou i latky mineralni rozlozeny v hlize nerovhomérné.
Nékteré mineralni latky jsou esencialnimi katalyzatory metabolismu v rostliné, jiné jsou
v hlizdch ptitomny jen proto, Ze se nachdazely v pudnim roztoku spolu s esencidlnimi prvky
(Cepl 2009). Nejvétsi zastoupeni a vyznam ze viech minerélnich latek obsazenych v hlizdch
ma draslik, ktery predstavuje 30-50 % téchto latek (Vokal et al. 2013). Draslik je z hlediska
fyziologie ¢lovéka vyznamny prvek, je dlleZity pro spravnou funkci srdce, ledvin, kosti, nervové
a svalové tkané (Weaver 2013) a také z brambor vytvafi zasaditou stravu a tim vyvaZuje kyselé
slozky potravy, jako jsou tuky, maso atd. (Cepl 2009). Kromé& brambor jsou dobrym zdrojem
drasliku také bandny, susené merunky, ¢erny ¢aj ¢i kdva (Brdickova 2020). Brambory jsou také
zdrojem mnoha dalSich, pro ¢lovéka zivotné dllezitych, mineralnich latek, jako médi (Cu), jédu
(1), Zeleza (Fe), Fosforu (P), manganu (Mn), Hof¢iku (Mg), zinku (Zn) a vapniku (Ca) (Karenlampi
&White 2009). V zavislosti na pudnich a péstebnich podminkach mohou byt brambory také
zdrojem stopovych prvkd, jako je selen (Se) (Furrer et al. 2018), ktery puUsobi spolecné
s vitaminem E v buné¢ném antioxidacnim obranném systému tak, Ze zastavuje reakce volnych
radikaltd (Cepl et al. 2009). Selen jakoito jeden zantioxidantd bude vice probran
v ndsledujicich kapitolach prace.

Brambory jsou také vyznamnym zdrojem vitaminQ, zejména vitaminu C a vitaminQ
skupiny B (Vokal et al. 2013). Pfevladajicim vitaminem v hlizdch je vitamin C (kyselina
askorbova), jehoz obsah se pohybuje mezi 84 az 145 mg na 100 g suSiny v zavislosti
na kultivaru, péstebnich a skladovacich podminkach (Augustin 1975). Vitamin C je zcela
nezbytny pro spravnou funkci imunitniho systému, cév, svali, Slach, kosti a pro vstifebavani
Zeleza zrostlinnych zdroji. Je to také vyznamny antioxidant, ktery chrani burky
pred posSkozenim volnymi radikdly. Jeho doporucena denni davka je 80-100 mg pro dospélé
osoby a jeho potieba stoupd napriklad u kurakl, v téhotenstvi anebo pfi bojich s infekcemi
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(Hordkova 2020). Ovoce a zelenina jsou obecné dobrym zdrojem vitaminu C a zhruba 90 %
denniho pfijmu v béZné populaci pochazi z téchto zdrojl. Obsah se mezi druhy lisi, ale obecné
kromé brambor jsou dobrym zdrojem citrusové plody, kiwi, mango, brokolice, raj¢ata, papriky.
Pfi odhadu denniho pfijmu musime brat v potaz, Ze pfi zahtivani a dlouhodobém skladovani
dochdzi k degradaci kyseliny askorbové. Vitamin C se také pouzivd jako konzervaéni latka
do potravin (Lykkesfeldt et al. 2014). Stredni porce varfenych brambor (180 g) obsahuje
mnozstvi vitamin( B1, B6 a kyseliny listové, predstavujici vice nez jednu Sestinu doporucené
denni davky pro dospélé osoby. Skupina vitaminl B md v téle mnoho funkci véetné ucasti
na metabolismu sacharidl pro ziskani energie, udrZovani zdravé pokozky a nervového
systému. Kyselina listova se podili na podpore vyvoje a rlistu bunék, proto je nezbytny jeji
adekvatni prijem v téhotenstvi (Vokal et al. 2013). Obsah vitaminG a minerdld v bramborach
a jejich podil na denni spotfebé je uveden v nasledujici tabulce 3.

Tabulka 3: Obsah vitamind a minerald v bramboréach a jejich podil na denni spotfebé (Cepl
2008.)

Vitamin / mineralni latka | Obsah mg.100 g-1 | % denni potieby
Vitamin C 20,0 33
B1 thiamin 0,1 5
B2 riboflavin 0,03 2
B3 niacin 1,1 6
B6 pyridoxin 0,2 9
Kyselina listova 0,018 5
Kyselina pantotenova 0,3 3
Vitamin K 0,0029 4
Vapnik 10,0 1
Méd’ 0,1 7
Zelezo 0,5 4
Horcik 22,0 5
Mangan 0,1 7
Fosfor 78,0 6
Draslik 450,0 15
Selen 0,5 1
Zinek 0,5 2

3.1.6 Rizikové latky

V brambordch se nachazeji také latky, které mohou negativné ovlivnit zdravi
konzumentl, jednd se o takzvané antinutri¢ni latky. Pfirozené se v hlizdch nachdzeji
glykoalkaloidy a kalysteginy, zatimco ostatni antinutri¢ni latky jsou cizorodé (napfiklad tézké
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kovy, rezidua pesticidd...). Nebo se v hlizdch nachazeji latky vznikajici tepelnou Upravou jako
je napfiklad akrylamid (Cepl et al. 2009).

V dubnu roku 2002 Svédsky Narodni Ufad pro potraviny upozornil na vyskyt akrylamidu
v potravindach, coz je latka, u niz je podezreni, ze je karcinogenni. Do roku 2002 byl akrylamid
znam pouze jako syntetickd latka, ktera se komercéné pouZivd k vyrobé polyakrylamidu nebo
jako latka vyskytujici se v tabakovém koufi (Haverkort & Struik 2005). Akrylamid je chemicka
latka, kterd se ptirozené tvofi ve Skrobovych potravinach pfi uzivani vysokych teplot (smazeni,
peceni, praZeni...). Hlavni chemicky proces, ktery zplsobuje vznik akrylamidu se nazyva
Maillardova reakce, ktera kromé vzniku akrylamidu zptsobuje i ,,zhnédnuti“ potravin a zménu
chuti (EFSA 2015). Pfi Maillardové reakci dochazi k chemické reakci mezi sacharidy a volnou
aminokyselinou asparaginem (Vokal 2013). Akrylamid vznikd predevsim pfi zahfivani potravin
s obsahem fruktdzy ¢i glukdzy a asparaginu nad 120 °C, pricemz daleko vétsi mnozstvi vznika
pfi teplotach nad 180 °C. Ve smazenych bramborovych lupincich byl také v malém mnozZstvi
nalezen glycidamid, ktery je rakovinotvorny a nebezpeéné&;jsi, nez akrylamid (Cepl et al. 2009).
Akrylamid je pfitomen v celé fadé potravin, které konzumujeme na denni bazi, jednd se
napfiklad o hranolky, bramborové lupinky, chléb, kdvu c¢i susenky (EFSA 2015). Pficemz za
jedny z hlavnich potravinovych zdrojl jsou povazovany pravé vyrobky z brambor — lupinky a
hranolky, a to zejména v zdpadnich zemich, kde se tyto potraviny konzumuiji pravidelné jako
soucdst jidla (Pedreschi & Zuniga 2009). Pouzivani nizsich teplot a kratSi doby tepelného
opracovani a geneticka Slechtitelska tvorba hliz s nizkym obsahem asparaginu prokazatelné
snizuji obsah akrylamidu v bramborovych vyrobcich. Obsah volného asparaginu lze také
ovlivnit hnojenim dusikatymi hnojivy (Cepl et al. 2009).

Primarnimi glykoalkaloidy v bramborach jsou a-solanin a a-chaconin. Pomér téchto
sloucenin se méni a jejich nejvyssi koncentrace v hlize je ve slupce a tésné pod slupkou. Kvli
obavam z dopadu na lidské zdravi, jsou nové odridy brambor testovany na celkovy obsah
glykoalkaloid(i (Camire et al. 2009). Hlizy brambor obsahuiji i dalsi glykoalkaloidy — B-solaniny,
B-chaconiny, B-solamarin, y-solanin, y-chaconin, avsak a-solanin a a-chaconin tvofi az 95 %
vsech glykoalkaloidu. Z pohledu chemické struktury se jednd o latky sloZzené ze dvou ¢asti — z
cukerné a necukerné slozky. Necukerna slozka (aglykon) je u vétsSiny bramborovych
glykoalkaloidll tvorena solanidinem, cukernd slozka je rozdilna (Vokal et al. 2013). V hlizach
brambor se obsah glykoalkaloidli pohybuje v rozmezi 2-10 mg na 100 g cerstvé hmoty.
Koncentrace glykoalkaloidt se zvySuje, pokud jsou hlizy vystaveny svétlu, takze u ranych odrtd
Ize najit vyssi koncentrace diky mensim hlizam, resp. ranym stadiim zralosti. Glykoalkaloidy
jsou termostabilni, pfi teplotach nad 180 °C se viak &asteéné rozkladaji (Cepl et al. 2009).
Némecky spolkovy ufad pro hodnoceni rizik (BfR = Bundesinstitut fur Risikobewertung)
stanovil hodnotu NOAEL (= No Observed Adverse Effect Level = nejvyssi davka, pfi které nejsou
pozorovany vedlejsi ucinky na lidské zdravi) na 0,5 mg/kg télesné hmotnosti a den. Pfi leh¢ich
otravach se u ¢lovéka objevuje nevolnost, bolest Zaludku, zvraceni a prGjem, nékdy jsou tyto
ptiznaky otravy také doprovazeny horeckou. Pfi tézkych otravdch muze dojit k porucham
Ci ztraté védomi, také maze dojit k porucham dychani (BfR 2018).
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3.2 Volné radikaly

Elektrony zaujimaji v atomech ¢i molekulach prostory, které jsou zndmé jako orbitaly.
Kazdy orbital mUZe pojmout pouze dva elektrony a ty musi mit opacny spin. Volny radikal,
Ize jednoduse definovat, jako jakykoliv atom nebo molekulu, ktery obsahuje jeden nebo vice
nepdrovych elektrond, cozZ jsou elektrony, které se v orbitalu nachazi samostatné (jedna se
tedy o neparové elektrony). VétSina biologickych molekul jsou neradikaly, které obsahuji
ve svych orbitalech pouze parové elektrony. Sparované elektrony jsou vice stabilni, proto jsou
volné radikdly reaktivnéjSi nez neradikdly (Halliwell 1989). Radikdly mohou byt neutrdini
Castice nebo zdporné ¢i kladné nabité ionty. To zaleZi na tom, zda pocet protond v atomovych
jadrech odpovida poctu elektront v orbitalech (neutralita) ¢i nikoli (ion). Ve vzorcich radikaly
oznacujeme tec¢kou, indikujici neparovy elektron (Stipek et al. 2000).

ak je vSéem znamo, kyslik je pro Zivot nezbytny prvek. VSechny aerobni organismy
vyuzivaji molekuldrni kyslik k vyrobé ATP (= adenosintrifosfat), ktery slouZi jako zdsobarna
energie v burice. Diky nékolika vlastnostem, jako je dostupnost z atmosféry, snadna difuze
pres biologické membrany a také to, Ze kyslik je schopny vazat se na hemoglobin, se z kysliku
stal prvek potrebny pro vyvoj mnohobunécnych organism, ktery zahrnoval pfijem, transport
a tkanovou distribuci kysliku. Pfesto mlze byt kyslik toxickym prvkem pro organismus, diky
vzniku ROS (= reactive oxygen species, reaktivni formy kysliku) (Buonocore et al. 2010).
V poslednich desetiletich vyzkumy ukazaly, Ze v Zivych organismech vznika pfi biochemickych
reakcich cela rada reaktivnich kyslikovych a dusikovych radikalt a malych reaktivnich molekul,
ze kterych mohou radikaly snadno vzniknout. Je pro né pouzivan také SirSi termin a to,
jiz zminéné, reaktivni formy kysliku (ROS) a reaktivni formy dusiku (NOS = reactive nitrogen
species). Protoze i NOS obsahuiji kyslik, pouZziva se ¢asto pro oba typy oznaceni ROS (Stratil &
Kuban 2018). Jednd se o latky, které rychle reaguji s rGznymi biologickymi strukturami —
mastnymi kyselinami a lipidy, aminokyselinami a proteiny, mononukleotidy a polynukleotidy
(RNA a DNA) i s fadou nizkomolekularnich metabolit(i, koenzymu a jinych soucasti Zivé hmoty.
Jsou to latky, které jsou dulezitymi faktory imunologickych reakci, bunécné regulace a dalsich
fyziologickych pochod(l. Za urcitych okolnosti vSak plsobi patologicky a mohou organismus
poskodit &i usmrtit (Stipek et al. 2000). Negativni vliv ROS bude probran v dali ¢asti prace.
Tabulka 4 predstavuje prehled nejdlezitéjsich rekativnich forem kysliku a dusiku, nékteré
z nich budou dale blize specifikovany.
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Tabulka 4: Reaktivni formy kysliku a dusiku (Stipek et al. 2000)

REAKTIVNI FORMY KYSLIKU
Volné radikaly Latky, které nejsou volnymi radikaly
Superoxid, 02 Peroxid vodiku, H202
Hydroxylovy radikal, OH- Kyselina chlorna, HOCI
Peroxyl, ROO- Ozon, O3
Alkoxyl, RO- Singletovy kyslik, '02
REAKTIVNI FORMY DUSIKU
Volné radikaly Latky, které nejsou volnymi radikaly
Oxid dusnaty, NO- Kyselina dusita, HNO2
Oxid dusicity, NO2- Peroxynitrit, ONOO
3.2.1 Vaznik volnych radikala

a)

b)

c)

d)

Radikaly mohou vznikat nékolika zpUsoby:
Homolytickym Stépenim dvouelektronové vazby mezi dvéma atomy. U kazdé
ze vzniklych ¢astic zGstane jeden elektron ze spole¢né dvouelektronové vazby. Timto
zpUsobem vzniknou dva volné radikdly, které mohou byt vice ¢i méné reaktivni (Stratil
& Kuban 2018). K homolytickému Stépeni je tieba hodné energie, napfiklad vysoka
teplota, ultrafialové nebo ionizaéni zafeni (Stipek et al. 2000).
Radikal muze také vzniknout odebranim elektronu za vytvoreni kationtového radikalu

—oxidace, X—e— = X .
Nebo také mohou vzniknout opacnou situaci = adici elektronu za vytvoreni anionového
radikalu — redukce, X + e — =» X (Stratil & Kubari 2018).

Vznik radikdlu muazZe byt iniciaci celého dalSiho tetézce. Pokud radikadl reaguje
s neradikalovou slouceninou tak ji zméni na radikal a radikdlovd reakce se tim
propaguje do okoli. Teprve reakci dvou radikall se neparové elektrony spoji ve dvojici
a dochazi k ukonéeni Fetézové reakce, tzv. terminaci (Stipek et al. 2000).

Volné radikdly a ROS vznikaji vtéle béhem zdkladnich metabolickych proces(

v mitochondriich, fagocytech, peroxysomech atd. MnoZstvi VR v nasem téle také zvysuji

nékteré faktory vnéjsiho prostredi jako je napftiklad cigaretovy kouf, ozon, UV zafeni,

pesticidy, primyslova rozpoustédla nebo nékteré druhy drog (Bagchi & Puri 1998).
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3.2.2 Nejvyznamnéjsi volné radikaly

a) Hydroxylovy radikal

Hydroxylovy radikal je pravdépodobné nejreaktivnéjsi radikal s polo¢asem doby Zivota
okolo 107 sekundy. Diky vysoké reaktivité dochazi k reakci s jinou molekulou témér okam?zité
v misté jeho vzniku (Buonocore et al. 2010). Hydroxylovy radikal reaguje s kazdym druhem
biomolekul véetné nukleovych kyselin. Pokud dojde k napadeni DNA hydroxylovym radikalem,
tak dochazi k propagaci fetézcové reakce, kterd muize vést ke zméné bazi v retézci DNA (coz
muze vést k mutacim) nebo muze dojit k pretrzeni retézce. Pokud nedojde k reparaci téchto
zmén, tak mlzZe dojit ke karcinogenezi, kterda mize vést k rozvoji rakoviny. Paradoxem je,
Ze vytvareni OH-radikdlu je hlavni mechanismus diky kterému pfi radioterapii dochazi
k usmrcovani zhoubnych bunék (Halliwel 1989). Hydroxylovy radikal je produkovany témér
ve vSech aerobnich burfikdch mnoha reakcemi. Mezi hlavni zdroje patfi: dychaci retézec,
homolytické Stépeni H20; indukované UV zarenim, homolytické stépenivody (H20 -> OH- + H:)
zpUsobené ionizujici radiaci (y — paprsky, napftiklad pti radioterapii nebo radiodiagnostice),
reakce iontl prechodnych kov(i s H.O; (= Fentonova reakce) (Stratil & Kubarn 2018).

b) Superoxidovy radikal

Superoxidovy radikal vznikd jednoelektronovou redukci z molekuly kysliku. Je mnohem
méné reaktivni neZz vySe zminény hydroxylovy radikal a neprostupuje biologickymi
membranami. Jeho Skodlivost spociva v tom, Ze v kyselém prostredi dismutuje na H,0,, ktery
s prechodnymi kovy vytvari hydroxylovy radikal (Statil & Kubdan 2018). V savcich burikdch
je pro tvorbu superoxidu vyuZit pouze maly zlomek z celkové prijatého kysliku. Nejvice
superoxidu vznikd v organismu v mitochondridlnim dychacim retézci (Buonocore et al. 2010).
Kromé toho ktvorbé 0O2- prispivda také nékolik enzym(. U ZivocichG to je napfiklad:
xantinooxidasa, peroxidasy, katalasa, syntasa NO, tryptofandioxygenasa atd. Superoxidovy
radikal muUZe byt také produkovany autooxidaci molekul glyceraldehydu, adrenalinu,
noradrenalinu, dopaminu, hemoglobinu a dalSich molekul. V mitochondriich je spotfebovano
okolo 90 % t&lniho kysliku. Casto je uvad&no, 7e 1-3 % kysliku metabolizovaného
mitochondriemi je preménéno na nékolika mistech v respiracnim fetézci na superoxid. Tyto
hodnoty byly ziskany z experimentu s mitochondriemi exponovanymi pokojové koncentraci
kysliku, ktery je pro né silné hyperoxicky. Skute¢na fyziologicka produkce 02 je vyznamné nizsi
a mulzZe cinit okolo 0,1-0,2 % (Stratil & Kubdan 2018). Superoxid ma oxidacni i redukéni
vlastnosti. Podléhd dizmutaci, pfi které jedna jeho molekula poskytuje elektron druhé, takze
superoxid se zdroven redukuje i oxiduje, produkty reakce jsou kyslik a peroxid vodiku.
Pfi studiu biologického vyznamu superoxidu byl velkym meznikem objev superoxidismutazy
(EC 1.15.1.1., SOD). SOD se nachazi v kazdé burice. Spontani dizmutace superoxidu na kyslik
a peroxid vodiku je pti pH 7 velmi rychla, pfesto doslo v organismech ke vzniku SOD, ktera

18



reakci urychli o dalsi ¢tyfi rady (vysledna ryhlostni konstanta je 2.10°dm3. mol 1. s 1),
RozliSujeme dvé skupiny SOD — SOD1 a SOD2.

Cu, Zn-SOD (SOD 1) se sklada ze dvou identickych podjednotek, z nichz kazda
ma molekulovou hmotnost 16 000 a v kazdé je jeden atom médi a jeden atom zinku. Jednd se
o velmi stabilni enzym, katalyzuje pfi pH 4,5-9,5. Vyskytuje se v cytosolu a mezimembranovém
prostoru mitochondrii. Pfenos elektronu z jedné molekuly peroxidu na druhou obstarava
atom médi, ktera se redukuje z Cu (ll) na Cu (l) a pak zase oxiduje. Zinek (ll) ma stabilizacni
funkci. Gen pro tuto SOD se u clovéka nachazi na 21. chromozomu. Mn-SOD (SOD2) je
enzymem mitochondridlni matrix. Podjednotky enzymu maji molekulovou hmotnost kolem
20 000 a nejsou tak stabilni jako SOD1 (Stipek et al. 2000).

c) Peroxylovy a alkaxylovy radikal

Peroxylové i alkaxylové radikaly vétSinou byvaji dobrymi oxida¢nimi Cinidly. Peroxylové
radikaly (ROO-) jsou povaZzovany za hlavni zdroj oxidacniho stresu v ZivociSnych tkanich.
Nejcastéji vznikaji autooxidaci volnych nebo vazanych nenasycenych mastnych kyselin
v lipidech. Alkaxylovy radikdl (RO-) vznika nejcastéji reakci organické molekuly a vysoce
reaktivniho hydroxylového radikalu. Obecné peroxylové a alkaxylové radikaly mohou reagovat
a nasledné poskozovat velké mnozstvi metabolicky vyznamnych molekul — jako jsou lipidy,
sacharidy, bilkoviny. Mohou také generovat reaktivni superoxidovy radikal, ktery nasledné
muze vytvorit reaktivnéjsi hydroxylovy radikal (Stratil & Kuban 2018).

d) Radikal oxidu dusnatého

Radikal oxidu dusnatého neboli nitrosilovy radikal ma vyznamnou ulohu v bunécnych
redoxnich rekacich. Jedna se o bezbarvy plyn, ktery ma jeden nepdrovy elektron v m*2p
antivazebném orbitalu. Je-li jeho elektron odstranén jednoelektronovou oxidaci vznika
nitrosylovy kation (NO+) a jednoelektronovou redukci vznikd nitrosylovy anion (NO-)
Nitrosylovy radikal je syntetizovany z L-argininu indukovatelnym enzymem nitrosylsyntasou
(NOS), ktery vaze Zelezo. Pfi poskozeni NOS se syntetizuje méné oxidu dusnatého a zacina
se produkovat superoxid. (Stratil & Kuban 2018). Oxid dusnaty je hojné se vyskytujici reaktivni
radikal, ktery pUsobi jako duleZitd signaliza¢ni molekula v celé fadé fyziologickych procesu,
véetné obrannych mechanism(, regulace krevniho tlaku, relaxace hladkého svalstva,
neurotransmise atd. Ve vodném prostfedi ma nitrosilovy radikal rychly poloc¢as rozpadu. Vétsi
stabilitu vykazuje v prostredi s nizsSim obsahem kysliku (poloc¢as> 15 s). NO- snadno difunduje
pfes cytoplazmatickou membrdnu, protoZe je rozpustny jak ve vodném, tak lipidovém
prostredi. V extracelularnim prostredi reaguje s kyslikem a vodou za vzniku dusi¢nanovych
a dusitanovych aniontt (Valko et al. 2007).

Bunky imunitniho systému produkuji jak superoxidovy anion, tak oxid dusnaty béhem
zanétlivych procesli a mohou spolu reagovat za vzniku, mnohem reaktivnéjsi molekuly,
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peroxynitrylového aniontu (ONOO-), coz je silné oxidac¢ni cinidlo, které muze zpUsobit
fragmentaci DNA a oxidaci lipid(.
NO.+ 02.- > ONOO-

Nadprodukce reaktivnich druhl dusiku se nazyva nitrosativni stres. K tomu muze dojit,
kdyz tvorba reaktivnich druht dusiku v systému prekroci schopnost systému je neutralizovat
a eliminovat. Nitrosativni stres mlzZe vést k nitrosylaénim reakcim, které mohou zménit
strukturu proteind, a tak inhibovat jejich normalni funkci (Valko et al 2007).

3.2.3 Vyznamné neradikaly

a) Peroxid vodiku

Peroxid vodiku neni volnym radikdlem, ale vyznamné se podili na jejich vzniku. Reakce
samotného peroxidu vodiku s biomolekulami jsou pomérné pomalé, ale v pfitomnosti
tranzitnich kovd — dvojmocného Zeleza Fe ?* nebo jednomocné médi Cu* se peroxid vodiku
rychle redukuje.

H,0; + Fe?* - OH- + OH + Fe3*

Touto Zelezem katalyzovanou Fentonovou reakci vznika vysoce toxicky, jiz vySe zminény,
hydroxylovy radikdl, ktery ihned reaguje s ostatnimi biomolekulami. Tranzitni kovy se Ucastni
vzniku reaktivnich forem kysliku, jen pokud nejsou bezpecné vdzané v depozitnich formach,
jako je Zelezo ve fertinu a transferinu a méd'v ceruloplazminu (Stipek et al. 2000).

b) Chlorna kyselina

Kyselina chlorna vznikd v neutrofilnich granulocytech a eozinofilech ucinkem enzymu
myeloperoxidasy (Stipek et al. 2000).

HzOz +Clr+H"* - HCIO + Hzo

Chlornd kyselina je slaba kyselinya, ktera je disociovdna pfi fyziologickém pH 7,4 asiz 50 %.
Je uvolhovana do extracelularniho prostoru a je fyziologicky vyuzivana jako silna
antibakterialni latka. Kyselina chlorna je vysoce reaktivni a je schopna poskozovat biomolekuly
primo nebo rozkladem na chldr. Reakci s methioninem muze také inaktivovat trombomodulin,
coz je gylokoprotein v membrdnach endotelovych bunék, ktery reguluje koagulaci krve
modifikaci Gcinku trombinu. HCIO téz muZe oxidovat thioly, askorbat, NADH, NADPH
a chlorovat baze v DNA a tyrosylové zbytky v proteinech (Stratil & Kuban 2018).
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c) Peroxynitrit
Peroxintrit neboli peroxydusitan vznika pfi reakci oxidu dusnatého se superoxidem.
NO- + 02- - OONO-

Fyziologické podminky nejsou pro vznik peroxynitritu vyhodné vzhledem k nizké
koncentraci NO- a zejména superoxidu, ale pfi zvySené syntéze téchto dvou latek muze
koncentrace peroxynitritu dosdhnout vyznamnych hladin (Stipek et al. 2000). | mirné zvyseni
soucasné produkce superoxidu a NO bude znaéné stimulovat tvorbu peroxydusitanu;
10nasobné zvyseni produkce superoxidu a NO zvysi tvorbu peroxydusitanu 100ndsobné, coz
vede k dysfunkci dulezitych bunéénych procest, naruseni bunéénych signdlnich drah a indukci
bunécné smrti prostfednictvim apoptdézy a nekrdzy. PrestoZe je peroxydusitan silnym
oxidaCnim Cinidlem, s vétSinou biologickych molekul reaguje relativné pomalu.
Za fyziologickych podminek je produkce peroxynitritu nizkd a oxidaéni poskozeni
minimalizovano endogenni antioxidacni obranou. PfestoZe se v pfirodé nejedna o volny
radikal, je peroxydusitan mnohem reaktivnéjsi nez jeho“materské” molekuly NO- a O2-.
Polocas rozpadu peroxydusitanu je kratky (~10-20 ms), ale je to c¢as dostatecny k priichodu
pres bunééné membrany (Pacher et al. 2007).

d) Singletovy kyslik

Singletovy kyslik neboli molekulovy kyslik, je neradikdlova forma kysliku, schopna
oxidovat mnoho biomolekul, véetné nukleovych kyselin, lipid(i a protein(. Singletovy kyslik
vznika nejcastéji fotosenzibilni reakci, kdy plsobenim urcitého zareni je molekula excitovana
do singletové stavu. V pfirodé k senzibilnim slou¢enindam patfi vitamin B2 — riboflavin a jeho
derivaty, chlorofyly A a B, bilirubin a rGzné porfyriny. Singletovy kyslik také mulzZe vznikat
chemickymi a enzymovymi reakcemi, rozkladem hydroperoxid(i, reakci chlorné kyseliny
s peroxidem nebo naptiklad pfi fagocytoze. Nékteré léky, jako napfriklad antidepresiva,
antimalarika, nesteroidni protizanétlivé Iéky nebo néktera antibiotika, také mohou pfrispét
k jeho tvorbé. Molekulovy kyslik je pfiblizné 1500 x reaktivné&jsi nez tripletovy kyslik. Mezi
inaktivatory singletového kysliku patfi napfiklad karoteny a vitaminy E a C (Stratil & Kuban
2018).

e) Ozon

Ozon je triatomovy plyn, ktery je Spatné rozpustny ve vodé. Ma typicky zdpach a drazdi
plice a oci. Vatmosfére je tvoren disociaci kysliku UV-C svétlem na atom kysliku, ktery
nasledné reaguje s molekulou kysliku. Ozon je silné oxida¢ni ¢inidlo, které se snadno vaze
na dvojnou vazbu mastnych kyselin a vytvari ozonidy, které se mohou rozkladat na toxické
aldehydy a dalsi produkty, véetné OH-. Ozon také rychle oxiduje glutathion, askorbat
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a proteiny, napadd — SH skupinu aminokyselin tyrosinu, tryptofanu, histidinu a methioninu
v bilkovinach. Nutno podotknout, Ze O3 je pro Zivot na planeté nezbytny, nebot jeho obsah
v horni atmosfére chrani proti vétSimu pronikani UV zareni na zemsky povrch. Ozon je také
silné baktericidni (Stratil & Kubarn 2018).

3.2.4 Oxidacni stres

Oxidacni stres je definovan jako narudeni rovnovahy mezi mnozstvim volnych radikald
a antioxida¢ni ochranou, které maze vést k naruseni funkce raznych tkani. Jak bylo zminéno
vyse volné radikaly se nevyhnutelné tvofri jako vedlejsi produkty pfi mnohych biochemickych
reakcich a také pfi zvySené expozici cigaretovému koufi, ozonu, UV zéareni atd. (Betteridge
2000). Oxidativni stres je zmifovan v souvislosti s mnoha onemocnénimi jako je napfiklad:
alzheimerova choroba, parkinsonova nemoc, ischemickd choroba srdecni, aterosklerdza,
astma, obezita, diabettes mellitus, rakovina plic, Sedy zakal (Rahman et al. 2012).
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3.3 Antioxidanty u brambor

Antioxidant je termin, ktery se pouZivd pro jakékoli molekuly, které jsou schopné
stabilizovat nebo deaktivovat volné radikaly predtim, nez napadnou burky. U lidi existuji
vysoce komplexni antioxidacni systémy, které funguji synergicky a ve vzdjemné kombinaci tak,
aby chranili buriky a orgdny téla pred poskozenim volnymi radikaly (Rahman 2007).

Antioxidanty mlzZeme rozdélit na endogenni, ty vznikaji v organismu, a exogenni, které
ziskdvame zejména ze stravy Ci potravinovych doplikd. Nékteré slouceniny vyskytujici se
ve stravé, které sami o sobé neneutralizuji volné radikaly, ale pomahaji zvySovat endogenni
aktivitu, mohou byt také oznacovany jako antioxidanty (Rahman 2007).

Bramborové hlizy jsou jednim z nejbohatSich zdroji antioxidantl v lidské vyzivé.
Vzhledem ke konzumovanému mnozstvi zajistuji brambory denni pfijem asi 64 mg polyfenold
v USA, diky ¢emu zaujimaji druhé misto v pfisunu antioxidant(l za rajéaty. Z antioxidant( jsou
nejbohatsi na polyfenoly (1226-4405 mg.kg™!) a L-askorbovou kyselinu (170-990 mg.kg™2).
Z ostatnich latek typu antioxidant( jsou v bramborach zastoupeny karotenoidy (az 4 mg.kg™),
a-tokoferol (0,5-2,8 mg.kg™) a vmensi mife selen (0,01 mgkg™?) a a-lipoova kyselina
(Lachman et al. 2005).

3.3.1 Antokyany

Ve fialovych a cervenych odrtidach brambor nalézame ve znacné mife pigmenty
nazyvané antokyany. Jedna se o podskupinu flavonoid(, kterd se dle kultivaru mize nalézat
jak vduziné, tak ve slupce hliz (Ezekiel et al. 2013). Antokyany jsou ve vodé rozpustné
pigmenty vakuol odpovédné za fialové, modré, cervené a rliZové zbarveni stonkd, listd, kvétd,
plodl a kofen( u naprosté vétsiny vyssich rostlin (Lewis et al. 2008). Dle Kim et al. (2012) bylo
doposud identifikovano 23 antokyanidini (aglykond) znichZz se v rostlindch nejbéznéji
vyskytuje: pelargonidin, kyanidin, peonidin, delfinidin, petunidin a malvidin. V pfirodé bylo
identifikovano tisice sloucenin, jejichz struktury se lisi typem a poctem ptitomnych cukrq,
organickych a fenolovych kyselin. Antokyanidiny, tedy volné aglykony se vyskytuji zfidka pouze
ve stopovém mnozstvi. Pfi navazani antokyanidinl na sacharid vznikaji antokyany, pficemz
cukernd slozka je tvofena pouze Sesti rGznymi monosacharidy, jedna se o: D-glukosu, L-
rhamnosu, D-xylosu, D-galaktosu, L-arabinosu a D-fruktosu. Cukry jsou vidy vazany na C3,
nékdy i jako dalsi na C5 a vyjimeé&né na C7. Casto byvaji cukry acylovany fenolovymi kyselinami
— kavovou, p-kumarovou, ferulovou, sinapovou, méné c<asto pak hydroxybenzoovou,
malonovou a octovou. Prikladem acylovaného glykosidu mulze byt naptiklad petanin, coz
je glykosid petunidinu, ktery se vyskytuje ve slupkach cervenych odrid brambor (Stratil &
Kuban 2018).

Odrady s modrou a ¢ervenou duZinou, které jsou na nasem trhu spiSe raritou, obsahuji
az trikrat vice antokyan( nez u nds bézné dostupné Zluté pripadné bilé odrudy (Liu et al. 2015).
Co se tyce rozdilll mezi ¢ervené a modfe zbarvenymi hlizami, tak ¢ervené zbarvené hlizy
obsahuji zejména glykosidy pelargonidinu jako napfiklad 3-O-(p-kumaroylrutinosid)-5-O-
glukosid (200-2000 mg.kg™ Cerstvé hmoty), v mensi mife pak glykosidy peonidinu jako
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napfiklad 3-O-(p-kumaroylrutinosid)-5-O-glukosid (20-200 mg kg™ éerstvé hmoty). Modfe
zbarvené hlizy obsahuji oproti ¢ervenym mnohem vice 3-O-(p-kumaroylrutinosid)-5-O-
glukosidu malvidinu (2000-5000 mg.kg™* d&erstvé hmoty) (Lachman et al. 2005).
Co se tykd mnozstvi antokyan( v klasickych Zlutomasych a bélomasych odrtidach bramboru,
vyskytuji se ¢etné rozdily mezi odridami, pficemz jejich celkovy obsah se pohybuje v rozsahu
od 5,5 do 35 mg / 100 g Cerstvé hmoty (Brown 2008).

Pro zdravi Clovéka predstavuji antokyany dUlezité antioxidanty, jejichz denni pfijem
je odhadovan na 180 mg. Antioxidacni aktivita antokyan( je kromé jinych vlastnosti uréovana
poctem volnych fenolickych hydroxylovych skupin v molekule, takze napftiklad petunidin
ma vysSi antioxidacni aktivitu nez malvidin, peonidin ¢i pelargonidin. Acylace antokyant
brambor skoficovymi kyselinami posunuje jejich zabarveni do modrého odstinu a z velké ¢asti
zvySuje jejich celkovou antioxida¢ni ucéinnost. Naopak glykosylace v poloze 5 sniZuje
antioxidac¢ni aktivitu a rovnéz tak i substituce v poloze 3. Antioxidac¢ni vlastnosti pfirodnich
extraktl jsou mnohem vyssi ve srovnani s Cistymi individudlnimi latkami; tento jev potvrzuje
jejich synergické plsobeni ve smésich antokyant obsazenych v bramborovych hlizach. Pricemz
zbarvené brambory vykazuji dvakrat az trikrat vysSi antioxidaéni potencial ve srovnani
s bramborami s bilou duZinou (Lachman et al. 2005).

Bylo prokdzano, Ze antokyany maiji pozitivni ucinky pfi |é¢bé diabetické retinopatie,
nadorovych onemocnéni, aterosklerdzy, dadle maji pfiznivy ucinek na zrak, cévy a jatra (Stratil
& Kuban 2018).

Vzhledem ke skuteénosti, Ze antioxidacni kapacita c¢ervené nebo modre zbarvenych
brambor je 2-3x vyssi ve srovnani s bramborami s bilou/Zlutou duzinou mohly by tyto odridy
brambor vyznamné zvysit pfijem antioxidantl v lidské vyZivé. Kromé cervené ¢i modie
zbarvenych odrid brambor jsou zdrojem antokyant v lidské vyzivé také tresné, boravky, rybiz,
ostruziny, cervené zeli, Svestky, jablka a dalsi ¢ervené ¢i modre zbarvené ovoce a zelenina
(Stratil & Kuban 2018).

3.3.1.1 Biochemicka a geneticka podstata vzniku

Prekurzory syntézy flavonoidl, kam patti i antokyany, jsou malonyl-CoA a p-kumaroyl-
CoA, enzym chalkonsyntadza (CHS) postupné katalyzuje kondenzaci tfi acetatovych jednotek
malonyl-CoA s p-kumaroyl-CoA za vzniku tetrahydroxychalkonu. Poté chalkonizomeraza (CHI)
katalyzuje izomeraci Zluté zbarveného tetrahydroxychalkonu na bezbarvy naringenin.
Naringenin je poté preménén na dihydrokaemferol (DHK) pomoci flavanon 3-hydroxylazy
(F3H). DHK muZe byt nasledné hydroxylovdan flavonoid 3'-hydroxyldzou (F3'H)
na dihydrokvercetin  (DHQ) nebo pomoci flavonoid 3',5'-hydroxylazy  (F3'5'H)
na dihydromyricetin (DHM). Flavonoid 3',5'-hydroxyldza muze také prevést dihydrokvercetin
na dihydromyricetin. K pfeméné bezbarvych dihydroflavonoll (DHK, DHQ, DHM)
na antokyany jsou zapotrebi alespon tfi enzymy. Prvni enzymatickou pfeménou je redukce
dihydroflavonolll na flavan-3,4-cis-dioly (leukoantokyanidiny) pomoci dihydroflavonol 4-
reduktdzy (DFR). Nasledujicim krokem je bud’ oxidace, dehydratace nebo glykosidace rdznych
leukoantokyan(, tyto reakce produkuji cihlové cerveny pelargonidon, cerveny kyanidin
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a modry delfinidin (Holton & Cornish 1995). Na obrazku 1 je zndzornéno schéma biosyntetické
drahy antokyanu.

Obrazek 1: Schéma biosyntetické drahy antokyant (Jung et al. 2009, upraveno podle Holton
& Cornish 1995).
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Salaman (1910) ve své studii poprvé identifikoval u tetraploidni odridy bramboru
tfi lokusy, které jsou zodpovédné za barvu slupky bramborové hlizy. Jednd se o D lokus (u
diploidnich odrtd znam jako | lokus), ktery je nezbytny pro syntézu cervenych a fialovych
antokyanovych pigment( ve slupce hliz a ktery se nachazi na chromozomu 10 (Jung et al.
2009). Dalsi dva lokusy popsané Salamanem (1910) jsou lokus R, ktery je nezbytny pro syntézu
cervenych antokyant a najdeme ho na chromozomu 2 a lokus P, ktery se vyskytuje
na chromozomu 11 a je duleZity pro vznik fialovych pigmentU. Bylo prokazano, Ze R a P koduji
dva dulezité enzymy antokyanové drahy: dihydroflavonol 4-reduktazu (DFR) a flavonoid 3',5'-
hydroxylazu (F3'5'H) (De Jong et al. 2003).
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Variace barvy bramborovych hliz je dana tkanové specifickymi rozdily v akumulaci
antokyanovych pigment(. Je zndmo, Ze existuji tfi tfidy transkripénich regulatord, které jsou
zapojeny do biosyntézy antokyan(. Jednd se o proteiny R2R3-MYB, basic helix-loop-helix
(bHLH) a WF40-repeat (WDR) (Grotewold 2006). D lokus je misto kédujici R2ZR3-MYB gen, ktery
je také znamy jako StAN2, ktery aktivuje DFR a F3'5'H promotory (sekvence DNA, na kterou
se vaze RNA polymeraza) (Liu et al. 2016). Jung et al. (2009) ve svém vyzkumu zkoumali
expresi tfi strukturnich genl antokyand — F3H, DFR a F3'5'H ve slupce hliz u potomstva
diploidni odrlidy W5281.2, kterd ma fialovou slupku a je heterozygotni v D lokusu (Dd)
a diploidni odridy 07506-01 s bilou slupkou, kterd je recesivné homozygotni v D lokusu (dd).
Potomstvo segregovalo v poméru 1:1 na pfitomnost / nepfitomnost antokyan( ve slupce. Bylo
zjisténo, Ze vsSechny tfi strukturni geny jsou exprimovany u W5281.2 a u vSech barevnych
potomkd, zatimco u 07506-01 a bilého potomstva nedoslo k Zadné expresi DFR a F3'5'H,
exprese F3H byla velmi nizka. V ramci vyzkumu také vnesli gen StAN2 do odridy Désirée, ktera
je relativné snadno transformovatelnd a jejiz barva hliz, dokazuje, Ze ma funkéni alelu
na R lokusu, diky ¢ervenému zbarveni slupky. Transformovana Désirée byla prokazatelné
pigmentovanéjsi nez netransformovana. Chromatografie na tenké vrstvé nasledné ukazala,
Ze i presto Ze transformované hlizy obsahovaly kvantitativné vice antokyand, tak kvalitativni
srovnani (sloZzeni jednotlivych antokyant) neprokazalo zadné rozdily mezi transformovanou
a netransformovanou Désirée. Tyto vysledky dokazuji, Ze gen StAN2 reguluje antokyanovou
syntézu a Ze tkanové nespecifickd nadmérna exprese vede ke zvySené akumulaci antokyant
v mnoha rostlinnych tkanich (Jung et al. 2009).

Na syntéze antokyan( v rostlinnych tkanich se podili kromé StAN2 cela dalsi fada gen0
a transkripcnich faktord. Li et al. 2014 objevili transkripéni faktor pro WDR — StAN11. Ve svém
vyzkumu klonovali tento transkripéni faktor z kultivaru Chieftain a nasledné ho vnesli opét
do odridy Desirée. PFi porovnani transgenni rostliny s neupravenym kultivarem zjistili,
Ze transgenné upravena Desirée akumulovala vice antokyan( a vykazovala tmavsi zbarveni.
Dalsi dva MYB geny, které se nachdaziv bramborovych hlizach jsou StMYBA1 a StMYB113, které
mohou podle vyzkumu podporovat syntézu antokyant v tabakovych listech, ale uloha téchto
genl v bramborovych hlizach je zatim nejasnd, nebot exprese téchto gent byla vyssi ve slupce
bilého kultivaru a u kultivaru fialového nedoslo témér k Zzadné expresi (Liu et al. 2016).
Proteiny MYB mohou také podporovat syntézu antokyant pomoci interakce s bHLH proteiny.
Zhang et al. (2017) ve své studii na 8 genotypech zkoumali deset genl pro nejdllezitéjsi
enzymy antokyanové drahy — CHS, CHI, F3H, F3'H, F3'5'H, DFR, ANS, 3GT, MT a GST. Vysledky
kromé jiného ukazaly, Ze exprese téchto deseti genli byla vyssi ve slupce hliz neZzli uvnitf hliz.
CHS, F3H, DFR, GST, F3'5'H a ANS mély vyssi expresi ve dvou nebo vice barevnych kultivarech,
ale nedoslo k expresi u bilych a Zlutych odrdd. Z toho vyplyva, Ze téchto Sest genu hraje
dllezitou roli pfi syntéze antokyanu v barevnych odriidach, zejména pak u fialovych kultivar(,
kde geny pro tyto enzymy byly nejvice exprimovany. Naopak exprese CHI, F3'H, 3GT a MT
nevykazovala Zadné vétsi rozdily mezi barevnymi a bilymi nebo Zlutymi odridami, diky cemuz
role téchto ¢tyr genll v syntéze antokyanu zUstava nejasna. Pri vyzkumu také objevili dalsSich
5 novych transkripcnich faktorll — bHLH31926, MYB11207, MYB47415, MYB68481 a
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MYB79714, u nichZz zkoumali, jakym zplsobem se podili na vzniku antokyanud. Exprese RNA
téchto novych genll byla znacné odlisSnd u jednotlivych fenotypll. Exprese bHLH31926
a MYB47415 prokazatelné korelovala s expresi CHS, F3H, F3'5'H, DFR, ANS a GST. Exprese
MYB11207 a MYB79714 korelovala s vétSinou enzym(i, naopak nové objeveny MYB68481
nevykazoval zZddnou spojitost se vznikem enzyma dUlezitych pro antokyanovou drahu.
Na obrazku 2 jsou znazornény hladiny transkriptl genli pro enzymy zapojené v antokyanové
draze. Na obrazku 3 je poté zndzornéna exprese transkripcnich faktor(i zapojenych
v antokyanové draze.

Exprese genl zapojenych do biosyntézy antokyanu je také indukovana UVB a bilym
svétlem (Kim et al. 2003). Lu & Yang (2006) pomoci RT-PCR analyzovali vliv svétla na botanicky
druh Solanum pinnatisectum (divoka odr(ida) ve dni 0, 3, 10 a 20 dnech. U CHS transkript( v 0.
den nebyla detekovatelna hladina, pficemz doslo k velkému zvysSeni ve 3. dnu a maximalni
hladiny se dosahlo v 10. den, na konci experimentu, tedy 20. den doslo k mirnému snizZeni.
Transkripty F3H a DFR genU se postupné zvySovaly se zvySujici se dobou expozice
a maximalnich hodnot dosahly na konci méreni. Exprese 3GT zlstala do 10. dne na stejné nizké
urovni jako pfi zalozeni pokusu a pouze k mirnému nartstu doslo 20. den pokusu. Akumulace
antokyan( z hodnoty 0,027/povrchova plocha, kterd byla mérend v 0. den, se zvysila aZ na
hodnotu 2,483/mérena plocha v posledni (20.) den pokusu.

Obrdzek 2: Hladiny exprese jednotlivych antokyanovych enzym( (Zhang et al. 2017).
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Cisla 1-8 pFedstavuji odrady: 1 - Adirindack (celofialova), 2 - Maclntosh black (celofialovd), 3 - Congo
(celofialova), 4 - PA99P20-2 (celocervena), 5 - Redsen (Cervena slupka a bild duZina), 6 - Huashu No.1 (Cervend
slupka a bila duzina),7 - Huaen No.1 (Zlutd slupka a bild duZina) a 8 - 393160-4 (zluta slupka a bild duZina), cerné
sloupce vyjadruji expresi ve slupce, bilé expresi ve zbytku hlizy.
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Obrazek 3: Hladiny exprese jednotlivych transkripénich faktort, které reguluji biosyntézu
antokyan( (Zhang et al. 2017).
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Cisla 1-8 predstavuji odridy: 1 - Adirindack (celofialova), 2 - MacIntosh black (celofialova), 3 - Congo
(celofialova), 4 - PA99P20-2 (celocervend), 5 - Redsen (Cervena slupka a bild duZina), 6 - Huashu No.1 (cervend
slupka a bild duZina), 7 - Huaen No.1 (Zluta slupka a bild duZina) a 8 - 393160-4 (Zluta slupka a bild duZina), cerné
sloupce vyjadruji expresi ve slupce, bilé expresi ve zbytku hlizy.

3.3.2 Karotenoidy

Karotenoidy jsou dllezité prirodni organické pigmenty syntetizované z rostlin, které
se prirozené vyskytuji v chloroplastech a chromoplastech fotosyntetizujicich organismu, jako
jsou rostliny, rfasy a nékteré houby a bakterie (Valcarcel et al. 2015). Jsou to tetraterpeny,
obecné tvorené molekulou ze 40 atom( uhliku s dlouhym uhlikovym retézcem s rozsdhlym
systémem konjugovanych dvojnych vazeb. Karotenoidy mulzeme rozdélit na karoteny
a xantofyly, coz jsou oxidované formy karotend (Stratil & Kuban 2018). Karotenoidy maiji
v fasach a rostlinach dvé klicové role — absorbuji svételnou energii, kterd se poté pouzije pfi
fotosyntéze a chrani chlorofyl pred poskozenim svétlem (Lachman et al. 2016).

Nejvyznamnéjsimi karotenoidy, které se vyskytuji v potravinach jsou a a B karoten
a lykopen, ze xantofyll se jednd o lutein, zeaxanthin, a a B kryptoxanthin, astaxanthin,
kapsanthin, kapsorubin, eraxanthin, anteraxanthin a také violaxanthin (Stratil & Kubar 2018).
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Co se tyce vyskytu v bramborovych hlizdch, tak zde prevladaji xantofyly, pficemz lutein,
zeaxanthin, violaxanthin a neoxanthin jsou nejvice se vyskytujici. Naopak B karoten, ktery
je dle mého nazoru nejvice znam Siroké verejnosti, se v bramborovych hlizach vyskytuje pouze
v malém mnoZstvi a mnohem lepSim zdrojem je naptiklad mrkev ¢i bataty (Ezekiel et al. 2011).

Mnozstvi karotenoid( v duziné bilych kultivarll Solanum a u nds na trhu dostupnéjsich
Zlutych kultivar( se pohybuje mezi 50 az 350 pg na 100 g, ale napfiklad u Papa Amarilla, cozZ je
Zluta odrida péstovand v Anddch je obsah karotenoidli mnohondsobné vyssi: 800-2000 ug na
100 g. Pricemz experimentalni kfiZzeni poskytlo potomstvo, které dosahovalo hodnoty az 2600
ug na 100 g (Brown 2008). Kromé brambor, batatd, rajcat a mrkve jsou dobrym zdrojem
karotenoid( také nékteré potraviny zivoc¢iSného pulvodu, jako losos, humr, karas zlaty (Stratil
& Kuban 2018).

U clovéka se karotenoidy kumuluji zejména vtukové tkani a v jatrech. Nejvétsi
koncentrace je ve Zlutém télisku vaje¢nik(i a v nadledvinkach, také ve Zluté skvrné, v misté
dopadu svétla na sitnici (Stratil & Kubarn 2018). Bylo identifikovano pfes 700 rliznych
karotenoid(, pricemz vétSina z nich jsou vyznamnymi zhaseci singletového kysliku a dalSich
ROS. AntioxidaCni aktivita a také barva je velmi ovliviiovdna modifikaci hlavniho
C40 uhlovodikového fetézce. Mezi zdravi prospésné vlastnosti karotenoidd patii
onemocnéni, rakoviny, cukrovky, antidepresivni aktivita (Hellmann et al. 2021). Karotenoidy
jsou také vyznamné pro zdravi lidského oka. Dva poldrni karotenoidy, lutein a zeaxanthin,
které se vyskytuji hojné v bramborovych hlizdch, se kumuluji v makularni oblasti v centru
retiny a tvofi makularni pigment. Makularni oblast retiny je vysoce nachylnd na degeneraci
s postupujicim vékem, coz muiZe byt zpUsobeno peroxidativnim poskozenim vysoce
nenasycenych tukd v této tkani. Ukazuje se, Ze potrava bohatd na lutein a zeaxanthin pUsobi
protektivné proti vyvoji této degenerace (Stratil &Kuban 2018).

3.3.2.1 Biochemicka a geneticka podstata vzniku

Biosyntetické drahy podilejici se na tvorbé karotenoidli byly objasnény v 50. a 60. letech
20. stoleti. Poté doslo na zac¢atku 70. let ke vzniku in vitro systémd, které umoznovaly studium
enzym( podilejicich se na vzniku karotenoidl v organismech (Bramley 1985). Vznik
molekularné genetickych metod ndasledné usnadnil genovou izolaci a umoznil vznik studii,
které prohloubily naSe znalosti o biosyntéze karotenoid(, jejich regulaci a enzymech
zapojenych do procesu (Fraser & Bramley 2004).

Bezprostfednim prekurzorem karotenoidll je geranylgeranyl pyrofosfat (GGPP). Jedna
se o dvaceti uhlikatou slou¢eninu odvozenou od ¢tyr C5 izoprenovych jednotek (Fraser &
Bramley 2004). Spojenim dvou molekul GGPP vznikne pre-fytoenpyrofosfat. Ndslednou
eliminaci difosfatové skupiny dojde ke vzniku fytoenu, coz je bezbarvy uhlovodik obsahujici
tfi konjugované dvojné vazby, jehoz C40 kostra tvofi zdklad, od kterého jsou odvozeny viechny
karotenoidy. Enzymy, které se podileji na vzniku fytoenu jsou GGPP syntaza a také fytoen
syntdza (PSY) (Than et al. 1971). Néslednymi c¢tyfmi desaturacemi se postupné tvofri
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fytofluen, ¢-karoten, neurosporen a nakonec lykopen. Enzym, ktery je zodpovédny
za desaturaci fytoenu na l-karoten se nazyvd fytoen desaturdza (PSD), za desaturaci (-
karotenu na lykopen je poté zodpovédna -karoten desaturaza (Hugueney et al. 1992). Pri
cyklizaci karotenoidll dochdzi ke tvorbé Sesti¢lenného kruhu na jednom nebo obou koncich
acyklického prekurzoru, kterym je vétSinou lykopen. Vyskytuji se dva typy cyklickych
koncovych skupin: a-a B- ionovy kruh. Tyto koncové skupiny se lisi pouze polohou dvojné
vazby v cyklohexanovém kruhu a jejich vznik je zavisly na povaze enzymu cyklazy (Beyer et al.
1991). lzolace zE. coli odhalila existenci dvou hlavnich cykldzovych enzym( ve vyssich
rostlindch. Jedna se o lykopen—B-cyklazu (LCY-b), kterad vytvari B kruhy a lykopen-e-cyklazu
(LCY-e). Zajimavé je, Ze LCY-b mUZe katalyzovat zavedeni dvou B-kruhl za vzniku B-karotenu
skrz 6-karoten, ale LCY-e je schopna zavést pouze jeden € kruh za vzniku &-karotenu. Na
vytvoreni a-karotenu se podili jak LCY-b tak LCY-e. Védci se domnivaji, Ze neschopnost €-
cyklazy pfripojit vice jak jeden kruh, slouZi jako mechanismus kontrolujici tvorbu cyklickych
karotenoid( (Pecker et al. 1996). Xantofyly vznikaji u vyssich rostlin enzymaticky jako produkty
oxidace a- a B-karotenu. Hydroxylace C-3 a C-3” pozice a- a B-karotenu vede ke tvorbé luteinu
a zeaxanthinu skrz a-kryptoxanthin a B-kryptoxanthin. Zavedeni hydroxylovych skupin do B-
kruhu je katalyzovdano pomoci B-karoten hydroxylaz (CHY) (Lange & Ghassemian 2003).
Ze zeaxanthinu se zavedenim 5,6-epoxyskupin do 3-hydroxy-B-kruhu vytvofi violaxanthin.
Tato reakce probihda pres monoepoxidovany meziprodukt antheraxanthin. Je to reverzni
reakce a depoxidaci se mUZe violaxanthin preménit zpét na zeaxanthin (Fraser & Bramley
2004). Na nasledujicim obrdzku je znazornéno schéma syntézy karotenoidu.
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Obrdzek 4: Schématické znazornéni syntézy karotenoidl (Sulli et al. 2017).
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Co se tyka genetické podstaty vzniku karotenoid(, tak nejvétsi vliv maji CHY2 gen (gen
pro B-karoten hydroxylazu 2) a ZEP gen (gen pro zeaxanthin epoxiddzu). Zlutad barva duZiny
hliz zavisi predevsim na pfitomnosti dominantni alely na lokusu Y (Wolters et al 2010),
na tomto lokusu se nachazi gen pro B-karoten hydroxylazu — CHY2 gen (Hellmann et al. 2021).
Bonierbale et al. (1988) tento lokus u bramboru poprvé zmapovali na chromozomu 3. Wolters
etal. (2010) pfi svém vyzkumu pozorovali korelaci mezi pfitomnosti jediného haplotypu —alely
3 a Zlutou barvou hliz u velkého mnozstvi diploidnich odrld. Pficemz dosli k zavéru,
Ze hetorozygotnost, tedy pritomnost jedné dominantni a jedné recesivni alely genu CHY2
je dostatecnd pro Zluté zbarveni, coZ naznacuje, Ze se jedna o Uplnou dominanci. Toto jejich
pozorovani potvrzuje vysledky genetické analyzy CHY2 genu, kterou provadél Brown et al.
(2006). Wolters et al. (2010) ve svém vyzkumu také zkoumali, zda i jiné alely nez alela 3 maji
alesponn maly vyznam na barvu hliz u tetraploidnich odrld, protoze ackoli existuje jasna
korelace mezi pfitomnosti CHY2 alely 3 u Zluté zbarvenych hliz, tak intenzita Zlutého zbarveni
vykazuje znacné rozdily mezi jednotlivymi odrlidami. Toto bylo také vypozorovano Brownem
et al. (2006). Vypozorovali ¢tyfi hlavni alely, které se vyskytovali s nejvétsi frekvenci a to: alela
5(35 %), alela 3 (26 %), alela 1 (20 %) a alela 2 (13 %). Dale vypozorovali ¢tyfi minoritni alely,
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které se vyskytovaly s velmi malou frekvenci: alela 6 (4 %), alela 10 (2 %), alela 8 (0,8 %) a alela
9 (0,3 %) a dosli k zavéru, ze zddna z vypozorovanych alel, kromé alely 3, nesouvisi se Zlutou
barvou hliz a Ze intenzitu Zlutého zbarveni ovliviuji dalsi geny, které jsou pravdépodobné
zapojeny do biosyntézy karotenoidl. Sulli et al. (2017) sledovali Uroven transkriptl nékolika
gen, které jsou zapojené do karotenogeneze a jejich vliv na kone¢né zbarveni hliz. Jednalo
se 0 gen pro fytoenovou syntazu (PSY1, PSY2), fytoenovou desaturazu (PDS), B-lykopen
cyklazu (LCY-b), e-lykopen cyklazu (LCY-e). Vysledky ukdzaly, Ze hladiny PSY2 transkriptQ byly
vyssi nez hladiny transkriptl PSY1, coz je v souladu se zjiSténimi Morris et al. (2004). PSY2
exprese byla srovnatelna u Zlutych, bilych i oranzovych genotypU s vyjimkou odrtdy Melrose,
coz je odruda se Zlutou hlizou, kterd vykazovala vyrazné vyssi mnozstvi PSY2 transkript(, avsak
bez vlivu na celkovy obsah karotenoid(. Podobné ani hladiny transkripce PDS, LCY-b a LCY-e
neprokazaly vyznamny vztah kakumulaci karotenoidd. Naopak jejich studie potvrzuje,
Ze pfitomnost dominanti CHY2 alely je spojena svyraznym zvySenim exprese B-karoten
hydroxylazy 2, jejiz nadmérna exprese umoziuje zvySenou akumulaci anttheraxanthinu,
luteinu a violaxanthinu, tedy hlavnich xantofyll, které jsou akumulovany v hlizach se Zlutou
duZinou, cozZ je v souladu se skutecnosti, Ze CHY2 puUsobi jak v B-xantofylovych (anther- a viola)
drahdch tak i v luteinové drdze (Sulli et al. 2017).

Za oranzovou barvu duziny hliz je nejvice zodpovédny zeaxanthin, jehoZz mnozstvi
je zavislé na hladiné transkriptu genu pro zeaxanthin epoxiddzu (Hellmann et al. 2021). Nizsi
Uroven exprese genu pro zeaxanthin epoxiddzu ma za nasledek akumulaci zeaxanthinu
aoranzovou barvu hliz, na Ukor antheraxanthinu, violaxanthinu a neoxanthinu, které
zapficinuji zluté zbarveni (Tanaka et al. 2008). Wolters et al. (2010) zkoumali na péti
diploidnich genotypech, které nebyly mezi sebou Uzce pribuzné a které mély oranzovou barvu,
slozeni alel genu ZEP. VSech pét genotypli bylo homozygotnich pro ZEP alelu 1,
coZ naznacovalo, Ze ZEP alela 1 je duleZita pro oranzovy fenotyp. Geneticky dlkaz byl ziskan
z kosegregace v diploidni populaci, ktera byla analyzovéna jak pro alelické sloZzeni genu ZEP,
tak i pro alelické sloZeni genu CHY2. Prvni rodi¢ mél alely 2 a 6 pro gen CHY2 a alely 1 a 2 pro
ZEP. Druhy z rodi¢li mél stejné alelické sloZzeni pro gen ZEP, ale sloZeni alel pro gen CHY2 bylo
3 a 5. U potomstva byla ziskana kombinace alel u genu CHY2: 2+3, 245, 6+3 a 6+5. U genu ZEP
byla kombinace alel: 1+1, 1+2 a 2+2, v ocekdvaném poméru 1:2:1. Pouze potomstvo rostlin
obsahujici CHY2 dominantni alelu (alelu 2) a které bylo recesivné homozygotni pro alelu 1 genu
ZEP, vykazovalo oranZzovy fenotyp. Alelu 1 genu ZEP od alely 2 odliSuji dva specifické rysy.
Za prvé inzerce v pozici 4102 bp u retrotranspozonu a za druhé 49 bp delece na Ctvrtém
intronu. Na zdkladé PCR testu, ktery se zaméruje na identifikace pfitomnosti delece na ¢tvrtém
intronu, objevili Sulli et al. (2017) homozygotnost pro ZEP alelu 1 u kultivard s oranZovou
duZinou, cozZ se oc¢ekavalo, ale také u odridy Mayan Gold, ktera ma Zlutou duZinu a vykazuje
nizké hladiny zeaxanthinu. K vyreSeni této nesrovnalosti byly pouzity dalsi dva PCR testy
a vysledky ukdzaly, Ze odrida Mayan Gold méla pouze jednu kopii recesivni alely 1, spolu
s kopii jiné alely, ktera vykazovala stejnou deleci 49 bp ve Ctvrtém intronu, ale postradala
inzerci retrotraspozonu a diky tomu se chovala jako dominantni alela, ktera ve skute¢nosti
urcovala akumulaci antheraxanthinu a luteinu a nasledné Zlutou barvu hliz. Rémer et al. (2002)
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dosahli pomoci genetického inzenyrstvi zvySeni hladiny zeaxanthinu v hlizach brambor,
spotiebitelska akceptace GMO kultivard je vsak stdle velmi nizkd. Pouziti kultivara
obsahujicich ZEP alelu 1, umoznuje klasické Slechténi odrdd s oranZzovou duZinou. ZEP alela 1
se ale pravdépodobné nachdzi pouze u Solanum phujera, u Solanum tuberosum je ptitomna
pouze u malého mnoiZstvi tetraploidnich genotypt, které maji mezi svymi predky pravé
Solanum phujera. Z toho vyplyva, Ze Slechténi tetraploidnich kultivard brambor s oranZovou
duzZinou a vysokym obsahem zeaxanthinu je pro Slechtitele velmi naro¢ny ukol (Sulli et al.
2017). Na obrazku 5, je zndzornéna uroven transkriptl jednotlivych gend karotenogeneze
ve zralych hlizach odrid brambor, mérena pomoci real time PCR.

Obrézek 5: Uroven transkriptd karotenoidnich gend ve zralych hlizdch méfena pomoci real
time PCR (Sulli et al. 2017).
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Barevné oznaceni na vrcholu jednotlivych sloupcd oznacuje barvu duZiny hliz (Zlutd, bila, oranZova).

3.3.3 VitaminC

Vitamin C neboli askorbova kyselina je jednim z velmi duleZitych vitamin( rozpustnych
ve vodé. Vétsina rostlin a Zivocichl umi pro svoji potfebu syntetizovat vitamin C, avSak ¢lovék
spolu s primaty, morcaty a nékterymi jinymi Zivocichy, tuto schopnost nema, kvilli nedostatku
enzymu L-gulonolaktonperoxidasy (GLO), a proto vitamin C musi pfijimat potravou pfipadné
pomoci doplnkl stravy, jako esencialni latku, jejiz denni pfijem by mél ¢init 100-120 mg.
Kyselina L-askorbova (C6H806) je trivalni nazev vitaminu C, pficemzZ chemicky nazev je 2-oxo-
L-threo-hexono-1,4-lakton-2,3-endiol. Kyselina L-askorbova a kyselina dehydroaskorbova jsou
hlavnimi dietnimi formami vitaminu C. V potravinovych doplfcich je ¢asto pouZivan askorbyl
palmitat (vznika esterifikaci z kyseliny askorbové a kyseliny palmitové). Kyselina L-askorbova
a jeji estery mastnych kyselin se pouZzivaji jako potravinarské prisady, antioxidanty, inhibitory
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hnédnuti, redukéni ¢inidla, stabilizatory chuti, modifikatory tésta a stabilizatory barev (Naidu
2003).

Na trhu sice najdeme mnoho jinych potravin obsahujicich vice vitaminu C neZ brambory,
avsak vzhledem k cenové dostupnosti a konzumovanému mnozstvi patfi brambory mezi
nejdGleZit&jsi zdroje vitaminu C v potravé (Cepl et al. 2012). Co se tykd obsahu vitaminu C
v bramborach, existuji velké rozdily mezi jednotlivymi odridami a obsah se pohybuje v
rozsahu 22 az 122 mg na 1 g susiny (Burgos 2009). To zvysSuje geneticky potencial pro Slechténi
odrld brambor s vysokym obsahem askorbové kyseliny. Bylo provedeno nékolik pokus( zvysit
obsah vitaminu C pomoci genetického inZenyrstvi (Hellmann 2021). Zaméreni na biosyntetické
cesty je nejpriméjsi ptistup, ktery vede ke zvySeni obsahu vitaminu C. Napfriklad konstitutivni
nadmérnd exprese GDP-L-galaktosa fosforyldzy u transgennich rostlin odridy Ranger Russet
vedla ke dvou aZ trojndsobnému zvysSeni vitaminu C v hlize ve srovnani s kontrolnimi
netransformovanymi hlizami téZe odrGdy oznacovanymi jako WT (,,wild type“). Zajimavé a pro
péstitele jisté vyhodné je i to, Ze transgenni rostliny vykazovaly vétsi odolnost vici abiotickym
stresovym podminkam, vyvolanymi soli, osmotickym tlakem anebo ROS (Bulley 2012).

3.3.3.1 Biochemicka a geneticka podstata vzniku

Biosyntéza askorbdatu u savcl je zndmd od 50. let 20. stoleti, kdy UDP-D-glukdza, ktera
je odvozenad od glykogenu, je povaZovdna za hlavni substrat pro syntézu askorbatu de novo
a jejimi produkty jsou D-glukoronat, L-glukoronat a L-gulono-1,4-lakton. Tato drdha probiha
v cytosolu s vyjimkou konecénych krokd, ke kterym dochazi v mikrozomech (ul-Hassan &
Lehninger 1956).

Biosynteticka draha askorbatu v rostlindch je vSak odliSna. Askorbat je v rostlindch
syntetizovany pomoci oxidace L-galaktozy (L-Gal), ta vznikd z GDP-D-mandzy (GDP-D-Man)
pres GDP-L-galaktozu (GDP-L-Gal). Fosfomandza isomerdza (PMI) katalyzuje prvni krok,
ve kterém dochazi k preméné fruktdza-1-fosfatu na D-mandzu-6 fosfat. Nasledné dochazi
ke konverzi D-mandzy-6-fosfatu na D-mandza-1-fosfat pomoci fosfomandza mutazy (PMM),
tento fosforylovany monosacharid je poté dllezity spolu s GTP (guanosintrifosfat) pro vznik
GDP-D-mandzy, coz je déj katalyzovany GDP-D-mandza pyrofosforylazou (GMP). GDP-D-
manodza je nasledné konvertovdna dvojnou epimerizaci na GDP-L-galaktdzu, diky plsobeni
GDP-D — mandza-3,5-epimerazy (GME) (Ishikawa et al. 2006). Nasledné specificka L-galaktéza-
1-fosfat-fosfataza katalyzuje preménu GDP-L-galaktézy na L-galaktézu ta je nasledné
oxidovana na L-galakto-1,4-lakton pomoci L-galaktézo-dehydrogenazy (GalDH). Poslednim
krokem pfi biosyntéze askorbatu je ndslednd oxidace L-galakto-1,4, laktonu na askorbovou
kyselinu, coz je zplsobeno enzymem L-galakto-1,4-lakton dehydrogenazou (GLDH).

DalSi moznou cestou vzniku askorbatu v rostlinach je konverze kyseliny D-galakturonové
na kyselinu L-galaktonovou pomoci reduktazy kyseliny D-galaktorunové (GalUR). Kyselina L-
galaktonova je poté preménéna na L-galakto-1,4-lakton (Zou et al. 2006).

Oxidaci kyseliny askorbové vznikd monodehydroaskorbat (MDHA), ktery je pomoci
MDHA reduktdzy (MDHAR) pfeménén zpét na askorbat. Pokud nedojde rychle k redukci
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monodehydroaskorbatu na askorbat, tak se MDHA neenzymaticky disproporcionuje
na askorbovou kyselinu a dehydroaskorbat (DHA). DHA poté muze podlehnout nevratné
hydrolyze za vzniku kyseliny 2,3- diketogulonové nebo je recyklovan na askorbovou kyselinu
pomoci dehydroaskorbat reduktazy (DHAR), pficemz jako redukéni Cinidlo je vyuZivan
glutathion (GSH) (Asada 1992). Vse je zndzornéno na obrazku biosyntézy askorbové kyseliny
v rostlinach (obrazek 6).

Obrazek 6: Biosyntéza a oxidace kyseliny L-askorbové (Zou et al. 2006).
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Co se tyce genetické podstaty vzniku v rostlindch, tak bylo doposud zkoumano nékolik
genU z biosyntetické drahy askorbdtu. Jednim z nejvice prozkoumanych genl je GLDH, coz je
gen kddujici konecny enzym biosyntetické drahy L-galakto-1,4-lakton dehydrogendzu.
Valcarcel et al. (2015) ve svém vyzkumu zkoumali na sedmi rdznych odridach brambor
korelace mezi mnozstvim transkriptd GLDH a mnoZstvim kyseliny askorbové v duZiné hliz,
pfiéemZ mnoiZstvi kyseliny askorbové se pohybovalo v rozmezi 117 mg.kg? — 798 mg.kg™.
Nejvétsi expresi GLDH vykazoval kultivar Nicola, u kterého byly nalezeny i nejvyssi hladiny
vitaminu C, podobnou expresi GLDH vykazoval i kultivar British Queen, avsak zajimavé je, Ze u
tohoto kultivaru byly zjistény mnohem nizsi hladiny vitaminu C. Exprese GLDH béhem této
studie obecné vykazovaly malé rozdily mezi jednotlivymi kultivary, které se vsak velmi lisily
v mnozstvi vitaminu C, jak je zndzornéno na obrdzku 7. Z toho vyplyva, Ze mezi expresi genl
GLDH a mnoizstvim vitaminu C v hlizdch nebyla nalezena vyznamna korelace. K podobnému
zjisténi dosel i Tudela et al. (2003), ktefi ve svém vyzkumu zkoumali korelaci mezi GLDH a
askorbatem u Cerstvych a neporusenych hliz a pak u hliz, které byly nakrajené za Cerstvého
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stavu. U neporusenych hliz nenalezli korelaci, kterda by mohla charakterizovat vztah mezi
expresi GLDH a mnozZstvim metabolitu. U ¢erstvé nafezanych hliz doslo po nakrajeni k nardstu
GLDH, pticemz nejvyssi ndrast nastal 4. den skladovani, kdy se v hlizach nachazelo i nejvyssi
mnozstvi vitaminu C, naopak 6. den doslo kpoklesu aktivity L-galakto-1,4-lakton
dehydrogendzy a také ke sniZzeni mnoZstvi vitaminu C, coz naznacuje, Ze mnozstvi vitaminu C
v nakrajenych hlizach, se dé alespon ¢astec¢né vysvétlit mnozstvim transkriptli GLDH.

Obrdzek 7: Exprese GLDH a mnoizstvi askorbové kyseliny (Reilly et al. 2015).
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Kazdopadné je dllezité vzit v potaz, Ze mnoZstvi vitaminu C v rostlindch, neni dano
pouze vlastni syntézou, ale také vnéjSim stresem, ktery muze zvysit mnoiZstvi ROS,
coZ nasledné ovliviiuje miru vyuziti a recyklace kyseliny askorbové, jakozto dllezZitého
antioxidantu (Valcarcel et al. 2015). S recyklaci kyseliny askorbové Uzce souvisi enzym DHAR
(dehydroaskorbat reduktdza). Qin et al. (2011) ve své studii zkoumali nadmérnou expresi dvou
izoforem DHAR, které se uplatnuji pti regulaci kyseliny askorbové v hlizach. Prvni izoforma se
nachazi v cytosolu a nese oznaceni StDHAR1. Druha izoforma se nachazi v chloroplastech a
nese oznaceni StDHAR2. Urover transkriptu StDHARI byla nejvy3si v hlizdch a nejnizsi ve
stoncich, v listech svékem klesala. StDHAR2 se nachazi prevainé v zelenych organech a
uroven exprese byla nejvyssi u zralych list(, zatimco u hliz, které postradaji chloroplasty, byla
velmi nizka. Aktivita DHAR byla nasledné mérena ve ¢tyrfech transgennich liniich odvozenych
z odridy Favorite a jako kontrola byla pouzita netransformovand plvodni odrida oznacend
WT (,wild type“). U transgennich linii StDHAR1 v porovnani s divokou odridou doslo
k primérnému zvySeni aktivity DHAR o 86 % ve zralych listech a o 61 % v hlizdch, u
transgennich linii STDHAR2 se zvysila aktivita DHAR v listech v priméru o 46 %, v hlizach
nebyla pozorovdna Zadna vyznamnéjsi zména. Spolu se zvySenim aktivity DHAR se u
transgennich linii StDHAR1 oproti WT také vyznamné zvysil obsah kyseliny askorbové, a to
v priméru o0 63 % v listech a 0 26 % v hlizach. U transgennich linii StDHAR2 se obsah oproti WT
zvysil v priméru o 46 % v listech, pficemz v hlizach nedoslo k vyraznym zméndm. Nasledujici
vysledky naznacuji, Ze cytosolickd exprese DHAR mUze hrat dllezZitou roli pfi regulaci obsahu
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kyseliny askorbové v hlizdch bramboru a Ze jeji nadmérna exprese by mohla vést ke zlepSeni
vyzivové hodnoty brambor (Qin et al. 2011).

3.3.4 Dalsi fenolické slouceniny

Mezi fenolické slouceniny patfi celad rada latek, véetné antokyand, kterym je vénovana
vlastni kapitola (viz. 3.3.1 Antokyany). DalSimi vyznamnymi fenolickymi latkami v hlizach
brambor jsou fenolové kyseliny — zejména kyselina chlorogenova (CGA), které se budu v této
kapitole nejvice vénovat.

Fenoly se vyznaduji tim, Ze maji alespon jeden aromaticky kruh a obsahuji jednu nebo
vice hydroxylovych skupin. Bylo hldseno vice nez 8 000 fenolickych struktur, které se nachazi
témér v celé rostlinné Fisi, pficemzZ mnoho z nich se vyskytuje v potravinach. Fenoly jsou ¢asto
klasifikovany podle poctu a uspotradani atomu uhliku a bézné se vyskytuji konjugované s cukry
nebo organickymi kyselinami. Fenoly Ize rozdélit do dvou skupin, a to na flavonoidy (flavanoly,
antokyany...) a neflavonoidy (fenolové kyseliny, stilbeny...) (Crozier et al. 2009).

Flavonoidy jsou pocetnou skupinou sloucenin, které se nachazeji u vSech cévnatych
rostlin. Jsou to polyfenolové slouceniny s obecnou strukturou C6-C3-C6, které jsou odvozeny
od benzo-y-pyranu. Flavonoidy se vyskytuji jako sulfatové a methylové derivaty, konjugované
s mono- a disacharidy a tvofici komplexy s oligosacharidy, lipidy, aminy, karboxylovymi
a organickymi kyselinami (Stratil & Kuban 2018). Hlavnimi podtfidami dietnich flavonoidu jsou
flavonoly, flavony, flavan-3-oly, antokyanidiny, flavanony, isoflavony, méné ve stravé
se potom také vyskytuji dihydroflavonoly, flavan-3,4-dioly, kumariny, chalkony,
dihydrochalkony a aurony (Crozier et al. 2009).

Nejvyznamnéjsi z neflavonoidl jsou fenolové kyseliny, zejména pak kyselina gallova,
kterd je biosyntetickym prekurzorem hydrolyzovatelnych taninG, hydroxycinamatd a jejich
konjugovanych derivatu a stilben(l. Hlavnimi zdroji kyseliny gallové v lidské stravé jsou hrozny,
vino, mango, zeleny a Cerny ¢aj. NejbéznéjsSimi hydroxycinamaty jsou kyseliny p-kumarova,
kavovd, ferulova a sinapova. Tyto kyseliny se c¢asto vyskytuji jako konjugaty, napfiklad
s kyselinou chinovou, které se obecné oznacuji jako kyselina chlorogenova (Crozier et al.
2009). Kyselina chlorogenovd ma mnoho cennych ucink(i zahrnujici protizanétlivé
a antioxidacéni ucinky a mohla by také hrat dilezitou roli pfi ovliviiovani mechanismu glukdzy
a lipidl u geneticky podminénych metabolickych poruch (Naveed et al. 2018).

V hlizach brambor je pfitomno vice druht fenold, pricemz kyseliny kafeoylchinové, které
jsou bézné zndmé jako kyselina chlorogenova jsou nejvice zastoupené a tvofi az 90 % vsech
fenolovych sloucenin v hlizdch. Mezi bézné CGA v brambordch patfi 5-O-kafeoylchinova (5-
CQA) a jeji izomery 3- a 4-CQA, zndmé jako neochlorogenni a kryptochlorogenni kyselina
(Furrer et al. 2018). Mezi dal$i vyznamné zdroje CGA v potravé patti ¢aj, bobulové ovoce,
kakao, citrusové plody, jablka, hrusky a také kava (Naveed et al. 2018).
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3.3.4.1 Biochemicka a geneticka podstata vzniku

Kyselina chlorogenova a dalsi fenolické kyseliny, jako je naptiklad kyselina kdvova (CA)
jsou odvozeny ze syntézy fenylpropanoid(, mluvime o tzv. ,hlavni fenylpropanoidové draze”.
Na zacatku této drahy dochazi diky plsobeni fenyalanin-amonia-lydzy (PAL), k preméné
fenylalaninu na skoficovou kyselinu, ta je naslednym plsobenim cinamat-4-hydroxyldzy (C4H)
preménéna na p-kumarovou kyselinu (CouA), kterd je preménéna na p-kumaroyl-CoA
pusobenim 4-kumarat-CoA lyazy (4CL). p-Kumaroyl-CoA je obecnym prekurzorem
metabolismu flavonoidd, ligninu a také je to vychozi bod pro dva zplsoby produkce CGA.

Pti prvnim zplsobu (cesté I.) dochazi k esterifikaci kyseliny chinonové s p-kumaroyl-CoA
a nasledné k hydroxylaci kyseliny p-kumaroylchinové za vzniku CGA. Tato cesta vyzaduje
pusobeni bud hydroxycinnamoyl-CoA chinat transferdzy (HQT) nebo hydroxycinnamoyl-CoA
Sikimat/chinat hydroxycinnamoyl transferazy (HCT) (Niggeweg et al. 2004).

Druhy zpUsob (cesta Il.) vyZzaduje Ctyfi po sobé jdouci kroky: prvni krok je esterifikace
kyseliny Sikimové s p-kumaroyl-CoA, ndsleduje hydroxylace p-kumaroyl Sikimatu za vzniku
kafeoyl-Sikimové kyseliny, poté dojde kdeesterifikaci za vzniku kafeoyl-CoA, ten
se vposlednim kroku reeesterifikuje kyselinou chinovou za vzniku CGA. Také se
predpokladalo, Ze prostfednictvim kyseliny kavové, coz je druhy nejhojnéjsi fenol
v bramborach, lze také kaffeoyl-CoA (a nasledné tedy CGA) syntetizovat z p-kumarové
kyseliny. K tomu je potreba ucast p-kumarat-3-hydroxylazy (C3H) a cinamat-4-hydroxylazy
(C4H), které preménuji CouA na CA (Matsuda et al. 2005).

Na rostlindch husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana) bylo také objeveno zapojeni
kafeoyl-Sikimat-esterdzy (CSE) do syntézy CA pres 4CL, ¢imZ dochdzi k vynechdni druhé reakce
HCT, pfi které z kafeyol-Sikimové kyseliny vznika kafeoyl-CoA z kterého v dalSim kroku vznika
CGA. Na obrazku 6 je znazornéna biosyntéza chlorogenové kyseliny v rostlinach.
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Obrdzek 6: Biosyntéza chlorogenové kyseliny (Valinas et al. 2015).

Phenylalanine

El

PAL, 4.3.1.24, 12|

-

Cinnamic acid

1

o

1

H, 1.14.13.11. 2
@ |C3H, 1.14.13.-, 10,
Can, 118.13.11. 2]

p—Ccumanc acnd

o L o
CSE, 3.4.1.-, 1
El p-Coumaroyl (C3H.1.14.13-, 10 Caffeoyl
—_—

shuklmlc acid shlklmlc acnd .6.2.1.12, lacL,

[acL 621,12,
; HCT, 2.3.1.133, 1 ucrzans:n -
CCoAOMT, 2.1.1.104, 2

%

a2

p-Coumaroyl-CoA
m\@ [Farzaiee] "Ny~um -
‘—%—I m)i)’ ):)’ biosynthesis
@{' |C3H. 1.14.13.-, 10
p-Coumaroyl ——————— Caffeoyl
|I| quinic acid Quinic acid HCT,2.3.1.133, 1
™ (CGA)

"o

Lignin "
biosynthesis

s too &’

Flavonoid Ey o' 4

biosynthesis g N\Q" o S\/D\.
o

Oznaceni |, Il a lll pfedstavuji mozné cesty, které vedou ke vzniku CGA.

Syntéza CGA je v hlizach bramboru regulovana na transkripéni Urovni, pficemz nékolik
studii, které se zabyvaly akumulaci CGA u rostlin rodd Solanaceae, Asteraceae a Rubiaceae
dokazalo, Ze Urovné transkripce nasledné odrazeji mnoistvi metabolitl (Joet et al. 2010).
André et al. (2009) ve svém vyzkumu studovali expresi rtiznych fenylpropanoidnich gen
pti normalnich a stresovych podminkach, které byly zplsobeny suchem. Jak za normalnich,
tak stresovych podminek odpovidala exprese PAL, HCT a C3H genl mnozZstvi polyfenold,
coz potvrzuje, Ze dochazi k regulaci na transkripcni Urovni. Zajimavé je, Ze tato korelace nebyla
aztak zfejma u genu C4H a HQT, coz muZze byt zpUsobeno tim, Ze proteiny, které jsou kédovany
témito geny, mohou byt kontrolovany posttranskripéné nebo posttranslacné nebo jsou
do produkce polyfenoll v hlizach zapojeny i jiné geny, kromé vySe zkoumanych. Valinas et al.
(2015) zkoumali pomoci gRT-PCR transkripty klicovych enzymu, které jsou zapojené
do syntézy CGA. U cinamat-4-hydroxyldzy nalezli dva témér identické geny (98 % shoda) C4H1
a C4H2, pricemz C4H2 se jevil jako pseudogen. Sekvence genomu Solanum phujera ukdzala,
Ze C4H2 m3d jednonukleotidovou deleci, coZ vede k posunuti ¢teciho ramce. SNP (single
nucleotide polymorphism = jednonukleotidovy polymorfismus) analyza verejné dostupnych
dat EST (expresses sequence tag), ale nemohla jednoznacné prokdzat, ze C4H2 je pseudogen
ve vSech odriidach Solanum tuberosum, coz je v souladu se studii Valinas et al. (2015), ve které
jimi sekvenované odridy také nevykazovaly zminénou jednonukleotidovou deleci. Tésna
blizkost téchto dvou genli v Solanum phujera a také jejich vysoka sekvencni identita naznacuiji,
Ze by tyto geny mohly prochazet koordinovanou evoluci (Nei & Rooney 2005). Valinas et al.
(2015) takeé zjistili, Ze urovné transkripce genli C4H1, C4H2, HQT navzajem vykazuji vysoké
pozitivni korelace, které zaroven vysoce pozitivné koreluji s hodnotami CGA v hlizach ve vSech
studovanych odradach, kromé odridy Voyager, ktera vykazovala nejvyssi irovné transkripta
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C4H2 a HQT, ale pouze stredni Uroven C4H1 a CGA. Naopak Uroven transkripce genu HCT
vykazuje negativni korelace témér se vSemi dalSimi transkripty a metabolity. Ddle také pfi
vyzkumu zjistili, Ze hladiny metabolitl jsou vy3si ve slupce nezZ v duziné hliz, cozZ je v souladu
s hladinami transkriptl, nicméné také nalezli korelaci mezi hladinou transkriptl v duziné a
hladinou metabolitli ve slupce hliz, coZ naznacuje, Ze mizZe dochazet k transportu metabolitl
z duZiny smérem k povrchu. V souladu s touto domnénkou, pozorovali vysoké korelace mezi
urovni transkripce genl C4H1, C4H2 a HQT v duziné a mezi hladinou CGA ve slupce (obrazek
7).

Obrazek 7: Korela¢ni analyza Urovné transkriptl a metabolitd v duziné (flesh) a slupce
(skin) (Valinas et al. 2015).
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Pearsonovy korelaéni analyzy hladin transript(i a metabolittl u ¢ty z péti plvodné vybranych odrid. Udaje
odriidy Voyager nebyly zahrnuty, protoZe tento kultivar vykazuje odlisné chovani, které by mohlo zabranit
detekci jinych trendd.

Zajimavé je, ze Valinas et al. (2017) dosli ve své dalsi studii k zavéru, Ze HQT pozitivné
nekoreluje s hladinami CGA, jak tomu obvykle byva a jak tomu bylo i v jeho predchdazejici
studii. Ani v kultivaru Santa Maria, kde byly nalezeny vysoké hladiny CGA a HCT a nizké hladiny
HQT. André et al. (2009) také ve své studii nalezli lepsi korelaci mezi CGA a Urovni transriptu
HCT nez HQT. To by mohlo byt vysvétleno napfiklad tim, Ze HQT vykazuje dudlni katalytickou
aktivitu, kterd byla nalezena u raj¢at (Moglia et al. 2014). Bylo prokdzano, Ze pfi nizkém pH
a vysoké koncetraci CGA, cozZ jsou podminky, které se vyskytuji v rostlinnych vakuolach, HQT
syntetizuje dichlorogenat (diCGA). V souladu s tim se ukazalo, Ze HQT se nachazi u rostlin
jak ve vakuolach, tak v cytoplazmé, coz podporuje myslenku, Ze tento enzym katalyzuje rtizné
reakce ve dvou bunécnych oddilech. Neni znamo, zda CGA a diCGA jsou syntetizovany pomoci
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HQT soucasné nebo jestli dojde nejdfive k syntéze CGA a poté diCGA (Valinas et al. 2017).
Navarre et al. (2013) ve své studii zjistili, Ze hladiny CGA béhem vyvoje hliz klesaji, ale hladiny
diCGA rostou. Tento jejich vysledek muUZe naznacovat, Zze syntézy CGA a diCGA probihaji
soucasné, coz by vysvétlovalo, pro¢ hladiny HQT neodrazi mnozstvi CGA (Navarre et al. 2013).
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4 Zaver

Antioxidanty jsou latky, které chrani bunky pred pasobenim volnych radikal( a které se
vyskytuji v celé fadé potravin prevainé rostlinného pidvodu. Shromazdénim dostatecného
mnozstvi védeckych ¢lank(, vznikla tato reserse, kterd byla vénovana antioxidantiim v hlizach
bramboru, tedy v potraviné, ktera tvorfi zna¢nou cast jidelni¢ku lidi po celém svété.

U brambor patfi mezi nejvyznaméjsi antioxidanty zejména polyfenoly, antokyany,
karotenoidy a vitamin C. V mensi mire se ddle v hlizach naléza a-tokoferol, selen a a-lipoova
kyselina. Klicové pro vznik antioxidant( a dalSich vyznamnych latek v hlizdch jako je tfeba
Skrob ¢i bilkoviny je pfedevsim genetické pozadi.

Vzhledem ke zvySujicimu se vyskytu onemocnéni, které souvisi mimo jiné se Spatnym
Zivotnim stylem, ktery mlze vést ke vzniku volnych radikald, byla v poslednich nékolika letech
vénovdana velka pozornost vzniku antioxidantli v zemédélskych plodindch. Tato pozornost byla
zejména sméfovana na genetické pozadi vzniku a na moZnosti vyuziti téchto poznatku
pri Slechténi odrid s vy$Sim obsahem antioxidant(i za vyuZiti transgenoze. Nutno ovSem
podotknout, Ze GMO potraviny nejsou Sirokou verejnosti vnimany kladné a Ze do budoucna
by bylo vhodné spotrebiteldm vice vysvétlit, co geneticka modifikace organismd obnasi a zda
hrozi konzumentim téchto potravin zdravotni rizika ¢i nikoliv.

V poslednich nékolika letech doslo k velkému pokroku pfi vyzkumu genetického pozadi
vzniku antioxidant( i jinych vyznamnych latek v mnoha rostlinach véetné brambor. Avsak stale
zde zUstava mnoho otdzek, kterymi by se budouci studie této problematiky mély zabyvat.
Zaroven by bylo vhodné dostat do jidelnicku obyvatelstva vétsi mnozstvi modfe a Cervené
zbarvenych odrdd brambor, které ve studiich dosahovaly az 3x vy3si antioxidacni kapacity nez
bélomasé ¢i Zlutomasé odrudy.
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6 Seznam pouzitych zkratek

3GT
4CL
AMK
ANS
bHLH
C3H
C4H
CA
CGA
CHI
CHS
CHY
CHY2
CouA
CSE
Csu
DHA
DFR
DHK
DHM
DHQ
DNA
F3H
F3'H
F3'5'H
GalDH
GDP-D-Man
GDP-L-Gal
GGPP
GLDH
GLO
GME
GMO
GMP
GSH
GST
GTP
HCT

HQT

antokyanidin-3-0O-glukosyltranferaza

4-kumarat-CoA-lyaza
aminokyselina
antokyanidin-syntaza

basic helix-loop-helix
p-kumarat-3-hydroxylaza
cinamat-4-hydroxylaza

kyselina kavova

kyselina chlorogenova
chalkonizomeraza

chalkonsyntaza
B-karoten-hydroxylaza
B-karoten-hydroxyldza 2
p-kumarova kyselina
kafeoyl-Sikimat-esteraza

Cesky statisticky urad
dehydroaskorbat
dihydroflavonol-4-reduktaza
dihydrokaemferol

dihydromyricetin

dihydrokvercertin
deoxyribonukleova kyselina
flavanon-3-hydroxylaza
flavonoid-3'-hydroxylaza
flavonoid-3',5'-hydroxyldza
L-galaktézo-dehydrogendza
GDP-D-Man

GDP-L-galaktéza
geranylgeranyl-pyrofosfat
L-galakto-1,4-lakton-dehydrogendza
L-gulonolaktonperoxidaza
GDP-D-manéza-3,5-epimeraza
geneticky modifikovany organismus
GDP-D-mandza-pyrofosforylaza
glutathion

glutathion-S-transferaza
guanosintrifosfat
hydroxycinnamoyl-CoA-Sikimat/chinat-hydroxycinnamoyl
-transferaza
hydroxycinnamoyl-CoA-chinat-transferaza
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LCY-b
LCY-e
L-Gal
MT
MDHA
MDHAR
NOAEL
NOS
PAL
PCR
PMI
PMM
PSD
PSY
RNA
ROS
SOD
uv
WDR
WT
ZEP

lykopen-B-cyklaza
lykopen-g-cyklaza

L-galaktéza

methyltransferaza
monodehydroaskorbat
monodehydroaskorbat-reduktdza

no observed adverse effect level
reactive nitrogen species
fenyalanin-amonia-lyaza
polymerdzova fetézcova reakce
fosfomandza-isomeraza
fosfomandza-mutdza
fytoen-desaturdza
fytoen-syntaza

ribonukleova kyselina

reactive oxygen species
superoxid dismutdza
ultrafialové zareni
WF40-repeat
,wild type”
zeaxanthin-epoxidaza
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