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ABSTRAKT

Cilem diplomové prace bylo stanovit obsah cistych hlizovych bilkovin,
relativni abundanci patatinu v hlizovych bilkovinach a nésledné téz antioxidativni
potencial. Teoretickd ¢ast prace se zabyvala charakteristikou bramboru hliznatého,
jeho chemickym sloZzenim a popisem analyzovanych planych a kulturnich druht
brambor. V praktické ¢asti byly prezentovany vysledky. Vyznamna genotypova
variabilita antioxidativni aktivity byla detekovana na urovni suSiny hliz v rozsahu od
0,221 (Solanum berthaultii 07S0300031) do 0,066 mg kyseliny askorbové/g susiny
(Solanum tuberosum odrida Kuras), tak i pfi analyze izolovaného proteinu. Nebyl
nalezen pfimy vztah mezi obsahem bilkovin ¢i relativni abundanci patatinu
a antioxidaéni aktivitu daného genotypu. Zjisténé skutecnosti byly porovnany

s literaturou.

KLiCOVA SLOVA: brambor hliznaty, patatin, bilkoviny, antioxidanty, SDS-
PAGE, BCA analyza

ABSTRACT

The aim of the thesis was to determine the content of pure tuber proteins,
patatin relative abundance in total tuber protein, and subsequently its antioxidant
potential. The theoretical part dealt with general potato characteristics, potato tuber
chemical composition and description of analyzed cultivated and wild potato species.
In the practical part results of laboratory analysis were presented. It was determined
statistically significant genotype variability of antioxidant activity for potato tuber
protein as well as for potato tuber dry matter — here ranging from 0.221 (Solanum
berthaultii 07S0300031) to 0.0066 mg of ascorbic acid/g dry matter (Solanum
tuberosum cultivar Kuras). Any direct relationship between potato tuber protein
content or patatin relative abundance and antioxidant activity was found. The

findings are compared with the literature.

KEY WORDS: potato, patatin, proteins, antioxidants, SDS-PAGE, BCA analysis
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1 UVOD

Brambor hliznaty — Solanum tuberosum. Pro vétSinu soucasnikii obyc¢ejna
zemédelska rostlina. Mélokdo si vSak uvédomi, Zze je to rostlina, ktera ovlivnila
déjiny Evropy. Ktera zachranila pred hladomorem statisice lidi a kterd nyni patii
spolu s pSenici, ryzi a kukufici mezi Ctyfi nejvyznamnéjsi zemeédelské plodiny svéta.
nemeni ani skutecnost, ze spotfeba brambor v nasi zemi trvale klesa. Za poslednich
23 let doslo podle CSU ke snizeni spotieby na jednoho obyvatele o 10 kg. V roce
1990 spotiebovali obyvatelé 77,9 kg a v roce 2013 doslo k poklesu spotieby na
68 kg. Tento trend lze spojovat s novymi moznostmi v oblasti stravovani po otevieni
hranic v roce 1989.

Ve vyzivé obyvatel plni brambory tfi funkce. Jednak objemovou jako
dostate¢nou zatéz pro travici Ustroji, sytici pro svlij obsah sacharidové slozky a také
ochrannou pro sviij obsah vitamind, zejména vitaminu C a mineralnich latek
(Rybacek et al., 1988).

V dne$ni moderni spolecnosti vede hekticky zplsob Zivota, stres a Spatné
stravovaci navyky ke vzniku civilizacnich chorob. Jsou to zejména rakovina,
poruchy imunitniho systému, nemoci srdce a cév. Spoustéfem téchto nemoci jsou
volné radikaly, které v lidském organismu startuji fetézové reakce poskozujici
zejména bunécnou membranu nebo DNA. Antioxidanty reaguji s volnymi radikaly
a ukonCuji tuto reakci. Proto jsou ve vyzivé soucasného cloveéka preferovany
potraviny s vysokym antioxidaénim potencialem.

Z tohoto uhlu pohledu jsou brambory povazovany za vyborny potravinovy
koncentrat. Jsou levnym zdrojem energie a nutriéné vyznamnych latek. Cerpame
Znich asi 14 % pokrmové energie. Zarovenn jsou bohaté na mineraly, vitaminy,
proteiny a jsou témét bez tuku. Brambory jsou také jednim z nejbohatsSich zdroja
antioxidantt v lidské vyzivé (Brambory — zdrava potravina, cit. 30. 3. 2015).

V bramborach zvySuji podil latek s antioxidaéni aktivitou zejména barviva.
U bélomasych a zlutomasych odrid jsou to karotenoidy. U odriid cervené, modrie
a fialov¢ zbarvenych jsou to antokyany.

Z hlediska antioxida¢niho piisobeni jsou dosud malo prozkoumanou oblasti

bramborové bilkoviny. Z nich pak zejména patatinovy komplex, ktery je povazovan



za hlavni zasobni bilkovinu hliz. Fyziologickd role patatinu neni znama, ale
predpoklada se jeho ui¢ast na obrannych reakcich organismu (Vokal et al., 2013).

V této diplomové préci byla u vybrané skupiny planych i kulturnich druhi
bramboru analyzovéana antioxidacni kapacita suSiny hliz a izolovanych hlizovych

bilkovin s podilem patatinu.



2 BRAMBOR HLIZNATY

Z botanického pohledu mizeme brambor hliznaty (Solanum tuberosum L.)
zaradit do rodu lilek (Solanum) celed lilkovité (Solanaceae), jez zahrnuje mnoho
vyznamnych uzitkovych rostlin a neméné téch, které jsou pro sviij obsah jedovatych
latek skodlivé (Juzl et al., 2000).

Brambor hliznaty je dvoudéloZznou samosprasnou rostlinou, jejiz stonek se
vyznacuje riznou délkou i Sitkou. Listy jsou lichozpeiené, svétlezelené, tmavozelené
az hnédozelené barvy s rliznou mirou ochlupeni. Pé&ticetné kvéty se nachdzi na
vrcholu stonku, nejcastéji bilé, rGzové az fialové barvy se syt€¢ Zzlutymi az
oranzovymi praSniky. Plodem jsou bobule svétlezelené barvy, které obsahuji velké
mnozstvi semen. Kofenovy systém se skladd ze stonkovych kotfent a stolont. Na
konci stolonti se vytvaii nové hlizy, které jsou nejvyznamnéjsi ¢asti rostliny. Hlizy
jsou kulatého az ovalného tvaru se svétlehnédou pokozkou a svétlou duzninou.
Jednotlivé odriidy brambor se vyzna€uji rliznou barvou, velikosti i tvarem hliz
(Zimolka et al., 2005).

Rozmnozovani bramboru hliznatého je mozné vegetativné a generativng.
Unas se vyuziva predevSim vegetativniho rozmnozovéani hlizami. Generativni

rozmnozovani ze semen slouZzi pro §lechtitelské tcely (Vokal et al., 2000; Rybacek et

al., 1988).

2.1 Puvod brambor

Piivodné€ brambory péstovali Inkové v Jizni Americe na vysoko polozenych
planich pohoii And v Peru a Bolivii i na pobfezi Chile. Roku 1565 byly poprvé
dovezeny brambory (Solanum andigenum) i do Evropy. Na pielomu 16. a 17. stoleti
se brambory rozSifily Vv evropskych zemich jako zahradni a 1éCiva rostlina
S okrasnymi kvéty. V roce 1585 se pres Britské ostrovy dostavaji do Evropy 1 bile
kvetouci brambory (Solanum tuberosum) z pobiezi Chile. Na nasem tzemi se
zaCinaji péstovat brambory na zacatku 17. stoleti. Zminky o prvnich ceskych

odrtidach jsou z 19. stoleti (Jiizl et al., 2000; Lisinska, Leszczynski, 1989).
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2.2 Slechténi brambor

Brambory se na prelomu 18. a 19. stoleti vyuzivaly pro vyrobu Skrobu, lihu
a ke krmeni. Slechtitelské stanice se rozvijely po celém svété. Piedev§im §lechtitelé
vV Anglii, Némecku a Americe pfichazeli s novymi a vyznamnéj$imi odridami. Prvni
odridy vznikaly samoopylenim a az pozd¢ji kiizenim dvou odrid. K velkému
rozmachu bramboraistvi dochazi v nasich zemich po prvni svétové valce, kdy
postupné vznikaji specializované stanice, jejichz vznik iniciuji samotni péstitelé.
V roce 1921 vznik4 Statni vyzkumnd stanice zemédélska ve Valecové. O dva roky
pozdgji i Statni vyzkumné ustavy bramboraiské v Némeckém Brodé a Slechtitelské
stanice v Ketkové. V soucasné dobé se §lechténim novych odriid brambor v Ceské
republice zabyvaji podniky: Sativa Ketkov, a. s., Selekta Pacov, a. s., Vesa
Velhartice, a. s., Vesa Ceska Bél4, a. s. a ¢aste¢n& i Vyzkumny Gstav bramboratsky

Havli¢kav Brod, s. . 0. (Ceskomoravsky svaz §lechtitelti, 2014).
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3 ODRUDY BRAMBOR

cvwr

jednotkou a kazda nova odrtda je kvalitativné nova forma morfologicky a biologicky
stejnorodych rostlin, ktera se 1isi od dosavadnich odrad. Z genetického hlediska jsou
brambory jedné odriidy klony, tj. vegetativné mnozena potomstva vybranych rostlin.
Jednotlivé odrady brambor jsou nositelkami fady charakteristickych znakt
a vlastnosti, které ovlivituji nejen péstovani v danych klimatickych podminkéch, ale
I zpuisob vyuziti spotiebitelem (Juzl et al., 2000; Rybacek et al., 1988).

Jak uvadi Minx et al. (1994), u odrid je rozhodujici délka vegetacni doby, na
zéklad¢ které se rozliSuji odrudy velmi rané, rané, polorané, polopozdni a pozdni.
Pro péstitele pfi volbé vhodné odriidy neni zanedbatelny ani dostate¢ny vynos hliz,
odolnost proti chorobam, Skidciim, mechanickému poskozeni, skladovatelnost
a dal$i nemén¢ dulezita kritéria, kterda zohlednuji pfi svém vybéru. Vyznamné je
I spotiebitelské hledisko, na zaklad¢ kterého se odridy rozdéluji na konzumni,
primyslové ¢i sadbové. Pfi kuchynském zpracovani je podstatnym parametrem
I varny typ. Varny typ vyjadiuje vyuziti vatenych hliz odridy a oznacuje se velkymi
pismeny A, AB, B, BA, BC, C, CB (Cepl et al., 2009; Prugar et al., 2008).

3.1 Plané druhy brambor

Solanum berthaultii

Odrida S. berhaultii byla popsana poprvé v roce 1944. Jedna se o rostlinu
piesahujici vySku 1 m s hustym ochlupenim. Hliza je vejcita az Gizce vejcita, dlouha
4 — 5 cm, svétle hnédé nékdy i hnédo — Zluté barvy, k tuberizaci (morfogeneticky
proces premény stonku v zdsobni hlizu) vyZaduje kratky den. Vyskytuje se v Bolivii
a severni Argenting, kde nadmotska vyska dosahuje 2000 — 2800 m. Nejcastéji roste
Vv suchych regionech, na kfovinatych horskych svazich, kde prevazuje piscita, jilovita
az kamenita puda. Je rezistentni vici houbovym i virovym chorobam, mandelince
bramborové a msici broskvonové. Tato plana odrida je dlouhodobé uchovéavéana
v genové bance in vitro Vyzkumného tustavu bramboraiského Havlickiv Brod

(VUB) v $esti genotypech (Svecova, 2011; Spooner et al., 2007).
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Obrazek 1 — Oblast rozsifeni druhu S. berthaultii

Na obrazku 1 je vidét, ze se druh S. berthaultiii vyskytuje v horskych
oblastech Bolivie (Wild Potato Species Atlas 1, cit 13. 4. 2015).

Solanum demissum

Tento druh je péstovan predev§im v centrdlni ¢asti Mexika a na zapadé
Guatemaly v nadmoiské vySce 2650 — 3800 m. Nejcastéji roste v borovicovych
a cyprisovych lesich. Vyjimec¢na nejsou ani stanovisté mezi kefi, pobliz rostlin agave
a v hromadich kament, kde je zajistén podil organické pidni hmoty. Hojné
rozvétvend rostlina dorlstd vySky az 60 cm a jeji listy jsou Sedavé zelené a znacné
ochlupené. Hlizy jsou vétSinou malé, rizného tvaru, zplostélé a primémé 6 cm
dlouhé s bilou a kiehkou duzninou. Kvéty jasné fialové az nachové barvy kvetou od
cervence do fijna. Druh je rezistentni proti plisni bramborové, virovym
a bakteridlnim chorobam. Nezanedbatelna je odolnost proti mandelince bramboroveé
a mrazu. VUB Havli¢kav Brod uchovava S. demissum v genové bance in vitro

V jedenacti genotypech (Svecova, 2012).
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Obrazek 2 — Oblast rozsifeni druhu S. demissum

Oblasti, kde je péstovan druh S. demissum zachycuje obrazek 2. Na map¢
jsou cervenymi body vyznaCeny oblasti centralni ¢asti Mexika a zapadni casti

Guatemaly (Wild Potato Species Atlas 2, cit 14. 4. 2015).

Solanum goniocalyx (Juz. and Bukasov)

Hlizy se vyznacuji svétle hnédou slupkou, zlutou duzninou a ovalnym
tvarem. Je péstovan V severnim Peru a stfedni Bolivii. Literatura uvadi i nazev
Solanum stenotomum subs. goniocalyx, nebot’ se od tohoto druhu odlougil (Lisinska,
Leszczynski, 1989).

Solanum mochiquense

Tento druh se vyskytuje trvale v Peru na dvou odlisnych mistech. Nejéastéji
se vyskytuje v severnim Peru, a to v kopcich s pis¢itymi pidami v nadmotiskych
vyskach mezi 350 — 550 m. Mize se vyskytovat 1 ve skalnatych pobteznich horskych
oblastech severniho Peru, kde rostou pievazné kaktusy a akacie, zejména na
zapadnich svazich v nadmoiskych vyskach mezi 2400 — 2600 m. U tohoto druhu

byly zjistény rezistence vuci virovym, bakteridlnim (Erwinia carotovora)
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I plisnovym (Synchytium endobioticum) chorobam. Uvadéna je i odolnost proti
Skidctim (Ochoa, 2004):

e pidikiiskim rodu Empoasca,

e dfepc¢ikiim rodu Epitrix,

e had’atku rodu Meloidogyne.

Rozsifeni druhu Solanum mochiquense ukazuje obrazek 3 s c¢ervené
ozna¢enymi misty vyskytu (Wild Potato Species Atlas 3, cit. 15. 4. 2015). Z mapy je
patrné, ze S. mochiquense lze nalézt nejen v oblasti pobiezi, ale i v horskych

oblastech severniho Peru.

Obrazek 3 — Oblast rozsiieni druhu S. mochiquense

Solanum phureja (Juz. and Bukasov)

Svétle zelena rostlina S. phureja dosahuje vysky 40 — 50 cm a byva hojné
rozvétvend. Vyznacuje se rychlym rustem a fialovymi kvéty. Hlizy jsou ovalného az
podlouhlého tvaru s typickym vyraznym fialovo-Cervenym vzhledem (pigmentace
dana obsahem rostlinného barviva antokyanu) se Zlutymi oky nepravidelného tvaru.
Toto zbarveni neni pouze povrchové, ale prostupuje celou hlizu. Nejcast&ji roste ve

vlhkych lesich a mezi kefi na vychodnich ubocich andskych hor v nadmoiskych
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vyskach 2000 — 3000 m. Péstuje se v Bolivii, Peru, Ekvadoru, Kolumbii
a Venezuele.

Jak uvadi literatura, S. phureja sdili mnoho znaki se tfemi volné rostoucimi
druhy: S. neovavilovii, S. limbaniense a S. candolleanum, které se pravdépodobné
podilely na vzniku tohoto druhu.

Zvlastnosti tohoto druhu je absence dormance. Hliza po dokonceni vyvoje
nepotiebuje dobu odpocinku a hned muze kli¢it. Toho je vyuzivano v oblastech
mirného podnebi k opétovnému zasazeni. Odrida je rezistentni proti plisni
bramborové (Phytophthora infestans), viraim (PLVR, PLY) i mokré bakterialni
hnilobé brambor (Erwinia carotovora) (Ochoa, 1990; Correll, 1962).

Solanum stenotomum (Juz. and Bukasov)

Druh S. stenotomum se péstuje ve vysokohorskych oblastech stfedni Bolivie
a v severnim Peru. Tento druh byl vySlechtén z ptivodniho diploidniho plané¢ho druhu
S. leptophyes, ktery se bézné vyskytuje ve stejnych oblastech. Hlizy se vyznacuji

hnédou slupkou, zlutou duzninou a ovalnym tvarem (Lisinska, Leszczynski, 1989).

Solanum incamayoense

Je popisovan jako nové divoce rostouci druh, ktery je morfologicky ptibuzny
s druhem S. gourlayi, od kterého se lisi tvarem, velikosti, barvou a typem ristu.
Tento divoky druh je diploidni. Rostlina je asi 30 cm vysoka, hliza je kulatd, mala,

fadové 2 cm v praméru (Okada, Clausen, 1983).

Solanum chaucha (Juz. and Bukasov)

S. chaucha je hybrid mezi dvéma vySlechténymi druhy pitiquina a andigena
(Solanum stenotumum a Solanum andigenum). Tento druh je Siroce rozsifen od
Kolumbie az po severozapad Argentiny. Hliza kli¢i velmi brzy a neprobihd obdobi
dormance. Jako triploidni rostlina nevytvafi Zddna semena a mnoZi se pouze
vegetativné. Nové genotypy vznikaji pouze zifidka, a to vyhradné pomoci ptirozené

mutace na poli (National Research Council, 1989).
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3.2 Kulturni druhy brambor

Solanum tuberosum, odriida Desirée

Desirée je zlutomasou odriidou s cervenou slupkou a ovalnymi hlizami. Jedna
se 0 polopozdni az pozdni odridu varného typu BC. Lze ji vyuzit nejen k ptimému
konzumu, ale i pro dalSi zpracovani na smazené vyrobky. Je nachylna ke
strupovitosti, virovym chorobdm i napadeni had’atkem bramborovym (patotyp Ro 1).
Odolnéd je proti rakoviné brambor (patotyp 1). Doporucuje se k péstovani na
pis¢itych ptidach dobie zasobenych humusem. V Ceské republice byla registrovana
vroce 1989, udrzovatelem je HZPC Holland B. V., Joure, NL zastoupena v CR
spole¢nosti MEDIPO AGRAS H. B., spol. s r. o. Havlickiv Brod. Rodi¢ovska
kombinace je Urgenta x Depesche (Katalog brambor, cit. 26. 2. 2015; Cermak,
2009).

Solanum tuberosum, odrida Kuras

Odrtda Kuras se vyznacuje bilou barvou duzniny, zlutou slupkou a stfedné
velkymi kulovitymi az ovalnymi hlizami. Kuras je polopozdni az pozdni praimyslova
odrtida s vysokou Skrobnatosti. Je rezistentni vii¢i had’atku bramborovému, rakoving,
plisni a hnilobam. Nachylné je k mechanickému poskozeni. V Ceské republice byla
registrovana v roce 1999, UdrZovatel: Agrico B. A., Emmeloord, NL a zastupcem
pro CR je Agrico Bohemia s.r.0., Tabor. Rodi¢ovska kombinace: PG 285 x AV 69-
491 (Katalog brambor, cit. 26. 2. 2015).

Solanum tuberosum, odrida Superior

Superior je odradou, jiz charakterizuji stfedné velké hlizy bilé barvy
a kulovitého az ovalného tvaru s biloZlutou slupkou. Tato rand odriida pochéazi ze
Spojenych stath americkych. Je rezistentni vi¢i vybranym houbovym, virovym
| bakterialnim chorobam. Rostlina je stiedni velikosti s matné zelenymi listy a svétle
rizovymi kvéty. Hlizy jsou citlivé na tlak a neni vhodné je skladovat na volné
loZenych hromadach, jinak dochézi k drceni spodnich vrstev hliz (Odrida Superior,

cit. 20. 2. 2015, Superior (Solanum tuberosum), cit. 21. 2. 2015).
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Vzijemné evolucni vztahy mezi kulturnimi a planymi druhy bramboru

hliznatého znazornuje obrazek 4 pievzaty od Hawkes (1990).

Plané L4 n;muh' £ :p.nuﬁ:.l'{:n’.lmr: £ Jqﬂ:l.‘-ﬂph_l.l'l.‘l 5. megistocrolobum
dl".lh:‘ll' [da) (2]} {3 %)

Ku“"lmr 5. hberosum £, shesradamusm 5. aforehiard (Y ar)
dru hjl' ‘ subsp. andigena ()

5. chowcho {Ajawiri]

(35

5. tuberosim
subsp. tuberosum

5, phuiargio
'2”‘.-

S crrtiiolnam
[5x]

£

| S juzepcriki
] (3x) +

Obrazek 4 — Evolu¢ni vztahy kulturnich druhié brambor

Jak je z obrazku patrné, z planého diploidniho druhu Solanum sparsipilum
(2n) vznikl tetraploidni kulturni druh Solanum tuberosum subsp. andigena (4n),
z n¢ho dale i triploidni kulturni druh Solanum chaucha (3n). | z planého diploidniho
druhu Solanum leptophyes (2n) vznikl kulturni druh, a to Solanum stenotomum (2n),
ze kterého se nasledné¢ vyvinul diploidni kulturni druh Solanum phureja (2n).
Zvyraznéné druhy jsou dlouhodobé uchovavany v genové bance in vitro VUB

Havlicktv Brod, s. r. o. (Biologicka charakteristika bramboru, cit. 14. 4. 2015).
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4 CHEMICKE SLOZENi BRAMBOROVE HLIZY

SloZeni bramborové hlizy je ovlivnéno nejen odridou, klimatickymi, ptidnimi
a skladovacimi podminkami, ale i hnojenim, pouZzitou agrotechnikou a dalSimi
nezanedbatelnymi faktory (Ost'adalova, Pokorna, 2014). Z chemického pohledu je
slozeni hlizy popisovano jako mnozstvi sloucenin a jejich komplext, které nejsou
rozmistény rovnomérné (Hruska et al., 1974).
Hlavni slozku hlizy tvoii voda, jejiz mnozstvi kolisa v rozmezi 70 — 80 1 vice
% Cerstvé hmoty a zajiStuje vyznamné metabolické funkce (biosyntézu organickych
sloucenin, dopravu asimilati a metabolitli, teplotni regulaci). Voda se v hlize
vyskytuje ve formé volné, vazané a hydratacni (Prugar et al., 2008; Hrabé, Komar,
2003).
Druhou nejvyznamnéjsi slozkou je suSina, ktera se pohybuje v rozmezi
16 — 32 % cerstvé hmoty. Susina je ovlivnéna nasledujicimi faktory:
e odridou (81,58 %),
e prostfedim (10,85 %),
e interakcemi mezi odridou a prosttedim (7,30 %) (Rybacek et al., 1988).

Nasledujici tabulka 1 uvadi zastoupeni jednotlivych slozek susiny (Rybacek
et al., 1988; Barta, 2002).

Tabulka 1 — Zakladni sloZeni hliz bramboru

Slozka (latka) Obsah v susiné [%)]
Skrob 67,2

Dusikaté latky 91

Bilkoviny 4,5

Cukry 2,3

Vlaknina 91

Ostatni organickeé latky 2,3

Celkovy tuk 0,5

Popeloviny 5,0
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Nejlépe rozlozeni hlavnich latek v bramborové hlize zndzoriuje obrazek 5

prevzaty od Rybacka et al. (1988).

organické tuky mineralni vitaminy
kyseliny latky

Obrazek 5 — RozloZeni jednotlivych typu latek v bramborové hlize

4.1 Hlizové proteiny brambor

Vzhledem k tomu, Ze bilkovina neni v hlize brambory homogenni slozkou, je
dalsi zpasob klasifikace dil¢ich bilkovinnych slozek v literatufe rtznorody, a to

zejména dle typu analyzy. StarSi literatura uvadi klasifikaci slozek podle

.....

IEF, 2D-PAGE).

Jednou z nejvyznamnéjsich novéjSich metod analyzy je metoda SDS-PAGE,
elektroforéza na polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti detergentu dodecylsulfatu
sodného. Popis této metody je uveden v podkapitole 6.1.

Pots (1999a), ktery aplikoval metodu SDS-PAGE a ziskal rozdilna spektra,
urcil tfi zédkladni skupiny bilkovin:

e patatin (patatinovy komplex, patatinové proteiny),
e inhibitory protedz,

e ostatni proteiny.
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4.2 Patatin

., Patatin je skupina imunologicky identickych glykoproteinii s molekulovou
hmotnosti monomeru v rozmezi 40 — 43 kDa‘“ (Barta, Bartova, 2008).

Pots (1999b) rozdelil chromatografickou separaci patatin na isoformy, které
zatadil do ctyf skupin oznacenych A, B, C, D. Nejvétsi podil tvoii isoforma A
(62 %), nasleduje isoforma B (26 %). V mens$i mife jsou zastoupeny isoforma C
(5 %) a isoforma D (7 %). Doposud tyto isoformy nikdo blize nezkoumal, a proto je
jejich funkce neznadma.

Jak uvadi Prugar et al. (2008) patatinové proteiny obvykle tvoii 20 — 40 %
hlizovych bilkovin, jez se povazuji za hlavni zasobni proteiny jednotlivych hliz.
Vykazuji v§ak aktivitu vice enzymu, zvlasté nespecifické lipid-acyl-hydrolasy pro
ruzné substraty.

Za normalnich podminek se patatin ve vyznamném mnozstvi vyskytuje pouze
Vv hlizach, kde je lokalizovan v centralnich vakuolach parenchymatickych bunék.
Listy, stonky a kofeny za uvedenych podminek obsahuji stopové mnozstvi této latky
(Shewry, 2003). Tento bilkovinny komplex je ziejmé& ptitomny ve vSech odriidach
brambor, a také pravdépodobné v piibuznych diploidech ze skupiny Andigena
a Phureja (Lee et al., 1983).

Hodnota isoelektrického bodu bilkovin patatinového komplexu se nachazi
Vv rozpéti pH 4,6 az 5,2 (Pots, 1999a).

Bilkoviny v hlizach brambor, zejména bilkoviny patatinového komplexu,
mohou byt diky svym vlastnostem velmi cenné v potravinaiském, farmaceutickém ¢i
kosmetickém primyslu. Casto primyslové pouZivana vlastnost patatinovych
bilkovin je schopnost tvorby a stabilizace pén a emulzi (Ratel, Gueguen, 2000;
Partsia, Kiosseoglou, 2001; Koningsveld et al., 2002).

Dalsi velmi vyznamnou schopnosti je enzymova aktivita patatinovych
bilkovin. Jde zejména o vyuziti lipolitické aktivity (LAH aktivita) patatinu v tvorbé

emulzi a pro syntézu monoacylglycerolt (Barta, Bartova, 2007; Macrae et al., 1998).

4.3 Antioxida¢ni latky v bramboru hliznatém

Terminem antioxidanty jsou oznaCovany latky, jejichZz molekuly omezuji

aktivitu volnych radikald, snizuji pravdépodobnost jejich vzniku nebo je prevadéji na
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mén¢ reaktivni ¢i zcela nereaktivni stavy. Antioxidanty reguluji oxida¢ni pochody
v organismech nebo smésich, ve kterych se vyskytuji (Kopfiva, et al. 2012).
Antioxidanty se podileji na dalSich procesech v lidském téle a v soucasnosti
jsou povazovany za jeden z dulezitych faktorti z pohledu lidského zdravi. Hliza
brambor piredstavuje zdroj nékolika vyznamnych antioxidantd (Antioxidanty,

cit. 29. 3. 2015), které jsou uvedeny v nasledujicich odstavcich.

Patatin

Patatin disponuje vyznamnou antioxidacni aktivitou, kterou ptfed¢i pouze
aktivita kyseliny askorbové (Al-Saikhan et al., 1995).

Antioxidativni funkce patatinu a jeho chemickych modifikaci se obecné
vyvozuji ze zbytkd cysteinu a tryptofanu v fetézci patatinu, které se podileji na

aktivité vici volnym radikalim (Barta, Bartova, 2007).

Karotenoidy

Vyskytuji se ve vétsi koncentraci ve slupce a v mensi koncentraci v duzniné
u vSech odrd brambor. Odriidy s bilou duzninou obsahuji 50 — 100 pg karotenoidl
ve 100 g Cerstvé hmoty, naopak odrudy se syté zlutou duzninou obsahuji az 2000 pg
karotenoidd ve 100 g cerstvé hmoty (Prugar et al., 2008; Brown, 2005). Mezi hlavni
karotenoidy obsazené v hlizach se fadi: lutein (0,12 - 0,60 mg/kg), zeaxanthin
(0,04 mg/kg), violaxanthin (8 — 244 ng/100 g), a-karoten a B-karoten ve stopovém
mnozstvi. Obsah karotenoidii zalezi na odridé¢; skladovani snizuje obsah nepatrné

(Antioxidanty, cit. 29. 3. 2015; Iwanzik et al., 1983).

Fenolové latky

V  bramborovych hlizdch je =z fenolovych latek zastoupena kyselina
chlorogenova a jeji derivaty, ktera tvoii az 90 % celkového obsahu. Déle pak

kyselina kavova a aminokyselina tyrosin (Prugar et al., 2008).

Vitaminy

Hlizy jsou zdrojem vitaminu C (kyselina L-askorbova), jehoz primérné
mnozstvi se pohybuje vrozmezi 10 — 30 mg ve 100 g cerstvé hmoty. To muze

odpovidat az za 13 % antioxida¢ni kapacity (Brown, 2005). Nezanedbatelny je
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I obsah vitamini fady B: B; thiamin (0,1 mg/100 g), B, riboflavin (0,03 mg/100 g),
B3 niacin (1,1 mg/100 g), Bs kyselina pantotenova (0,3 mg/100 g), Be pyridoxin
(0,2 mg/100 g), Bg kyselina listova (0,018 mg/100 g). Brambory obsahuji i vitaminy
rozpustné v tucich: vitamin K (0,0029 mg/100 g), vitamin E (tokoferol)
a provitaminy A (Vitaminy, cit. 29. 3. 2015).

Mineralni latky a stopové prvky

Mineralni latky jsou v bramborové hlize rozlozeny nerovnomérné a jejich
primérny obsah tvoii 1,1 %. Nejvyznamnéjsi je obsah drasliku, ktery v priméru
pfedstavuje 0,45 % cerstvé hmoty. Ve slupce a vaskuldrnim systému se nachazi
vapnik (10 — 130 mg/100 g suSiny), ktery se ucastni metabolickych pochodi
nezbytnych pro tvorbu a zpeviiovani podpirné tkané. Hoi¢ik (0,5-8 mg/100 g
susiny) je spojen s fotosyntézou, syntézou bilkovin a je jim aktivovana
DNA-polymeraza. Mezi dal$i mineralni latky patii: fosfor (78,0 mg/100 g susiny),
sodik (0 — 330 mg/100 g susiny) a sira (40 — 400 mg/100 g susiny).

Obsah stopovych prvki v hlizach je relativné nizky, pfesto jsou vyznamné
pro lidsky organismus a jejich nedostatek ¢i nadbytek muze vyvolat celou fadu
nemoci. Vyznamny je selen (0,5 mg/100 g), ktery ovliviiuje metabolismus a toxicitu
mnoha chemikalii 1 1€kt a chrani pied oxidativnim poskozovanim tkani a bun¢k.
Bramborova hliza obsahuje mimo selenu 1 méd (0,1 mg/100 g), zelezo
(0,5 mg/100 g), mangan (0,1 mg/100 g) a zinek (0,5 mg/100 g) (Prugar et al., 2008;
Mineralni latky, cit. 2. 4. 2015).

Antokyany

Antokyany jsou obsaZzeny zvlasté¢ v Cervené, fialové a modie zbarvenych
slupkéach a duznin€ hliz. Jde o pfirodni pigmenty rozpustné ve vod¢, které se podili
na barvé plodd, kvéth a kofent. Bylo prokazéano, ze chrani lidsky organismus proti
oxidantim, volnym radikdlim a vyS$§im hladindm LDL cholesterolu. Obsah
antokyanu je odhadovan na 20 — 400 mg/kg Cerstvé hmotnosti hliz (Lachman et al.,
2009; Antioxidanty, cit. 29. 3. 2015).
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Flavonoidy

U flavonoidu, které se fadi mezi polyfenolické slouceniny, bylo zjisténo, ze
maji schopnost zachycovat volné radikdly mastnych kyselin 1 reaktivni formy
kysliku, kter¢é mohou svym pisobenim poskodit builkky lidského organismu
(Lachman et al., 2005).

Lewis (1998) uvadi, ze v 1 kg Cerstvé hmoty brambor miize byt koncentrace
az 30 mg flavonoidu. V hlizach se zlutou az oranzovou duzninou maze byt mnozstvi
flavonoidii az dvojnasobné. Vyznamny je jejich protizanétlivy i protiskleroticky

ucinek a rovnéz snizuji riziko vzniku rakoviny.

Alfa-lipoova kyselina

Alfa-lipoova kyselina je znama, jako tzv. ,rustovy faktor brambor*.
Organismus ji pfeménuje v dihydrolipoovou kyselinu, coZz zni déla velmi silny
antioxidant. Svym pisobenim v organismu reguluje vyuZiti glukdzy, odstrafiuje
toxické kovy a zpomaluje starnuti. Dal$i vyznamnou vlastnosti je schopnost
regenerovat ostatni antioxidanty vcetné vitaminu C, vitaminu E a glutationu (Foit,

2002; Passwater, 2002).
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5 CILE PRACE

1. Vybér a piiprava lyofilizovanych vzorku a jejich extrakce.
2. Provedeni laboratornich analyz:
a. 1izolace a stanoveni obsahu Cistych hlizovych proteinti

b. izolace a stanoveni relativniho obsahu patatinovych proteinti s vyuzitim

elektroforetickych technik

c. stanoveni antioxidativniho potencionalu suSiny hliz a izolovanych bilkovin

extrahovanych bilkovin

3. Statistické zpracovani ziskanych dat, zpracovani vysledki vypocetni technikou

do podoby fotodokumentace, tabulek a grafi.
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6 MATERIAL A METODY

6.1 Obecny popis pouzitych metod

Elektroforeticka analyza bilkovin (SDS-PAGE)

Metoda polyakrylamidové elektroforézy v  pfitomnosti detergentu
dodecylsiranu sodného (SDS-PAGE) patii mezi nejpouzivanéjsi separacni techniky.
Pomoci této metody lze analyzovat nukleové kyseliny a proteiny. Jako nosi¢ se
vyuziva gel tvoreny polyakrylamidem, ktery obsahuje slozitou sit' polymernich
molekul s pory, jimiz se pohybuji molekuly.

SDS je anionaktivni detergent, ktery poskytuje pomérné vysoky naboj,
aproto ve vazbé na bilkovinu vyrovnava nabojové rozdily bilkovin. VSechny
bilkoviny vazi SDS v konstantnim poméru cca 1,4 g SDS na 1 g bilkoviny. Vzniklé
komplexy pak maji stejnou hodnotu povrchového naboje a relativni molekulova
hmotnost bilkoviny odpovida velikosti jejiho komplexu s SDS. Rychlost pohybu
molekul je proto pfimo zavisla na velikosti molekul a energii pro pohyb dodava
stejnosmérny elektricky proud.

Pro odhad velikosti molekul se aplikuje do jedné z jamek tzv. velikostni
marker (hmotnostni standard) o definované velikosti jednotlivych fragmentl. Po
naneseni proteinu do jamky v gelu a umisténi gelu do elektrick¢ého pole dochézi
Kk piesunu proteinu od katody k anodé. Béhem tohoto pohybu se proteiny separuji na
principu molekulového sita v polyakrylamidovém gelu. Po odpojeni gelu od
elektrického pole a obarveni gelu se da ur¢it molekulova hmotnost, a to srovnanim
delky migrace s velikostnim markerem. Podle velikosti separovanych proteinti
volime koncentraci akrylamidii v gelu. Pro proteiny vysoké molekulové hmotnosti
pouzivame nizce koncentrovany akrylamid a pro proteiny o nizké molekulové
hmotnosti volime akrylamid vysoce koncentrovany (Gelova elektroforéza, cit. 10. 4.

2015; SDS PAGE, cit. 10. 4. 2015).

Bicinchoninova analyza (BCA analyza)

Analyza vyuZziva kyseliny bicinchoninové (BCA) ke spektrofotometrickému
stanoveni celkovych proteint. Je zaloZzena na alkalické redukci méd’natého iontu na
médnaty protein a nasledného stabilizovani médnatého iontu kyselinou
bicinchoninovou za vzniku Cerveného zbarveni. NejCastéji pouZzivany protein ke
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standardizaci je hovézi sérovy albumin (BSA — bovine serum albumin) v koncentraci
2 mg na 1 ml. Bilkovinny standard je bud’ souc¢asti analytického kitu, nebo jej lze
pfipravit piesnym odvazenim 100 mg BSA (Sigma-Aldrich Corp.) a rozpusténim
navazky v 50 ml destilované vody. Redénim BSA na pozadovanou koncentraci
proteinll je ziskdna kalibracni kiivka. Pro kalibraci spektrofotometru se pouziva
destilovana voda. Po naméfeni absorbanci na spektrofotometru se naméfené hodnoty
vkladaji do kalibra¢ni kiivky a z t€ je mozné ziskat hodnotu celkového proteinu.
Bicinchoninova metoda je velmi citlivd na podminky provedeni, napt.: na dob¢
a teploté inkubace, charakteru proteinu pouzitého k standardizaci, atd. (Barta et al.,
2008; Kas et al., 2006).

Metoda ABTS

Antioxidacni kapacitu lze méfit pomoci chemickych metod, mezi které
fadime 1 metodu ABTS, kterd byla pouzita v této diplomové praci. Metoda je
zalozena na eliminaci syntetickych stabilnich radikdld a wvyuziva schopnost
antioxidanti  zh4set radikdlovy kationt ~ABTS™  (2,2°-azinobis(3-ethyl-
benzothiazolin)-6-sulfonat). Zakladem metody je generovani radikalového kationtu
ABTS"™, ke kterému se muZe vyuzit peroxodisiran draselny, MnO,;, AAPH
(2,2¢-azobis(2-amidinopropan)dichlorid) nebo systém H202 /peroxidasa (Fidler,
Kolatova, 2009).

6.2 Priprava materialu

Piiprava lyofilizovaného hlizového materialu

Z hliz analyzovanych genotypt, které byly dodany z genové banky VUB
v Havlickové Brodé¢, byly oddéleny tenké platky. Proces dehydratace téchto platki
byl proveden lyofilizaci na ptistroji ALPHA 1-4 (Martin Christ, Osterode am Harz,
SRN) za teploty — 50 °C a tlaku 40 mBar, po dobu cca 48 hodin. Lyofilizovana
suSina hliz byla zhomogenizovdna v laboratornim mlynu. Hlizovd suSina byla
nasledné pouzita pro analyzu obsahu cistych bilkovin, SDS-PAGE charakterizace

hlizovych bilkovin a stanoveni antioxida¢ni hodnoty.
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Tabulka 2 uvadi seznam vybranych odrid rodu Solanum a jejich

genotypt dle genové banky Evigez.

Tabulka 2 — Seznam genotypi analyzovanych v diplomové praci

kody

Druh a genotyp druhu

Oznaceni genotypu dle Evigez

Solanum tuberosum L.

Desirée, 0750100243

Solanum tuberosum L.

Kuras, 0750101763

Solanum tuberosum L.

Superior, 0750101201

Solanum berthaultii HAWKES 07S0300031
Solanum demissum LINDL. 07S0300301
Solanum goniocalyx JUZ. et BUK. Garhuas Huayro, 07S0300109
Solanum goniocalyx JUZ. et BUK 0750300007
Solanum goniocalyx JUZ. et BUK 0750300306

Solanum phureja JUZ. et BUK.

Griola Negra, 07503000136

Solanum phureja JUZ. et BUK.

K 10/3, 07S0300182

Solanum stenotomum JUZ. et BUK.

07S0300011

Solanum stenotomum JUZ. et BUK.

K 6-2, 0750300241

Solanum stenotomum JUZ. et BUK.

AD2-1, 0750300001

Solanum incamayoense
K. A. OKADA et A. M. CLAUSEN

0750300046

Solanum andigena JUZ. et BUK.

Santanlala, 0750300073

Solanum andigena JUZ. et BUK.

0750300067

Solanum andigena JUZ. et BUK.

0750300102

Solanum x chaucha JUZ. et BUK.

K1-1, 07S0300015

Solanum x chaucha JUZ. et BUK.

K 1/10, 07S0300134

Solanum x chaucha JUZ. et BUK.

K 1/2, 0750300127

Solanum mochiquense OCHOA

07S0300050

Priprava izolatu hlizovych proteinu

Do centrifugacni tuby byly navazeny 2 g lyofilizované hlizové mouky, ktera
byla nasledné promichana s 20 ml dH,O. Extrakce probihala po dobu 1 hodiny pfi
4°C. Po centrifugaci (3600 g, 15 min., 4°C) byl ziskdn Cciry supernatant

s rozpuSténym podilem hlizovych proteinii. K vysrdzeni hlizovych proteini bylo
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pouzito 15,1 g siranu amonného (100% saturace roztoku) — vysrazeny podil
hlizovych bilkovin byl opakované promyt 100% roztokem siranu amonného pro
odstranéni nebilkovinnych slozek ve srazeniné. Takto pfipraveny koncentrat
hlizovych proteinti byl odsolen s vyuzitim kolony s naplni SEPHADEX (tm) G — 25
(princip gelové filtrace). Proteinové izolaty jednotlivych genotypti byly nasledné
pouzity pro analyzu obsahu Cistych bilkovin, SDS-PAGE charakterizaci hlizovych

proteinti, detekci patatinovych proteinil a stanoveni antioxida¢ni hodnoty.

Extrakce proteint

a) denaturacni extrakce proteinii ze suSiny hliz

50 mg hlizové mouky bylo navazeno do mikrocentrifugacni tuby (1,5 ml) a
promichano s 500 ul extrakéniho pufru (0,0625 M Tris-HCI, pH 6,8, 5%
2-merkaptoethanol, 2% SDS). Proteiny byly extrahovany po dobu 3 hodin pfi teploté
4°C. Po centrifugaci (pii 14000 g; 3 min.) byl ¢iry supernatant (100 pl) pfenesen do
nové mikrocentrifugaéni zkumavky s 20 pl nanaseciho pufru (5 x NP: 5 ml 1,25 M
Tris-HCI, pH 6,8, 2,3 g SDS, 10 ml glycerol, 5 mg Bromophenol Blue; k 500 ul
pufru se tésné pred pouzitim pridalo 170 ul 2-merkaptoethanolu). Pfed nanesenim na

gel v mnoZstvi 10 pl byly vzorky 3 minuty vafeny ve vodni lazni.

b) denaturacni extrakce proteini zizolatu ziskaného pomoci presiranu

amonného

Celkovy objem odsoleného proteinového izolatu byl rozpustén v 1 ml dH,0,
z ¢ehoz supernatant o objemu 100 pl byl pfenesen do nové mikrocentrifugacni
zkumavky s 20 pl nanaseciho pufru (5 x NP: 5 ml 1,25 M Tris-HCI, pH 6,8, 2,3 ¢
SDS, 10 ml glycerol, 5 mg Bromophenol Blue; k 500 pl pufru se tésné pred pouzitim
pfidalo 170ul 2-merkaptoethanolu). Pfed nanesenim na gel v mnozstvi 10 ul byly

vzorky 3 minuty vafeny ve vodni lazni.

Stanoveni obsahu dcistych proteint Vv suSiné hlizové mouky a v proteinovém

izolatu

Celkovy Ccisty protein byl extrahovan z lyofilizované a homogenizované

bramborové mouky pomoci SDS extrakéniho pufru (0,0625 M Tris-HCI, pH 6,8; 2%
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SDS) bez ptitomnosti redukujiciho 2-merkaptoethanolu. Ke 100 mg lyofilizované
bramborové mouky byl pfiddin 1 ml vySe uvedeného SDS extrak¢niho pufru.
Extrakce probihala 4 hodiny pfi teploté 4 °C. Po centrifugaci (9 000 g; 10 min.; 4 °C)
bylo odebrano 500 ul supernatantu a vzorky byly pro zastaveni enzymové aktivity

uvaieny (2 min., 100 °C).

Lyofilizovany izolat byl rozpustén v objemu 1 ml dH,O; nasledné byl Ciry
supernatant (100 ul) pienesen do nové mikrocentrifugac¢ni zkumavky a 100x natedén
dH,0O. Analyza obsahu Ccistych bilkovin byla provedena spektrofotometricky
(BioMate 5, ThermoElectron, UK) prostfednictvim BCA Protein Assay (analyticky
kit firmy Pierce, USA) pfi vinové délce 405 nm a dle pokyni vyrobce (Barta et al.,
2008).

Elektroforeticka analyza bilkovin (SDS-PAGE)

Byla pouzita diskontinualni deskova denaturaéni elektroforéza na
polyakrylamidovém gelu (SE 600, Hoefer, USA) - 4% zaostfovaci gel (0,125 M Tris-
HCI, pH 6,8 + SDS) a 10% separacni gel (0,375 M Tris-HCI, pH 8,8 + SDS) v
prostiedi 0,025 M Tris + 0,192 M glycine (pH 8,3) + SDS (Hames, Rickwood,
1987). Podrobné slozeni gelovych systému a elektrodového pufru je uvedeno nize

v tabulce 3.
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Tabulka 3 — SloZeni roztokii pro diskontinualni SDS-PAGE (denaturaéni systém)

. separacni gel zaostirovaci gel

komponenta jednotka (10 %) (3.75 %)
redestilovana voda ml 21 12,15
AC/BIS ml 13,3 2,5
pufr A ml 5 -
pufr B ml - 5
SDS ul 400 200
sifi¢itan sodny ul 110 50
persiran amonny ul 200 150
TEMED ul 20 20
POZNAMKY:
AC/BIS: 30 g akrylamid + 0,8 g BIS / 100 ml
oufr A: r3n6|3 g Tris (Trizma), 48 ml 1 M HCI, pH 8,8 / 100
pufr B: 6 g Tris (Trizma), 48 ml 1 M HCI, pH 6,8 / 100 ml
Na,SOs: nasyceny vodny roztok
(N H4)28203: 15 % roztok
SDS 10 % roztok

elektrodovy pufr 1:

14,4 g glycin, 3 g Tris (Trizma), pH 8,3 / 1000 ml

144 g glycin, 30,3 g Tris (Trizma), 10 g SDS, pH

elektrodovy pufr 2: 8.3 /1000 ml

AC/BIS uchovavat ve tm¢ a v chladnu, roztok staly cca 3
tydny

gelové pufry uchovévat ve tmé a v chladnu, stalé

persiran amonny

1ze uchovavat ve tmé a v chladnu 1 tyden

SDS

uchovavat ve tme¢ asi jeden mésic

elektrodovy pufr 1

pfipravovat pred pouZitim

elektrodovy pufr 2

pfipravovat jako 10 x koncentrovany roztok,
uchovévat ve tmé a v chladnu

elektrodovy pufr 1

esterazy, nativni bilkoviny

elektrodovy pufr 2

SDS-bilkoviny (pro stanoveni BPK)
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Separace probihala pfi proudu 40 mA na gel, napéti 200 V a pfi teploté 4 °C
po dobu 4 — 5 hod (1 cm od spodniho okraje gelu). Po probéhlé elektroforetické
separaci byla provedena detekce proteinii barvenim geli v roztoku Coomassie
Brilliant Blue pfes noc (smés methanol: ledova kyselina octova: voda v poméru 5:1:4
+ 0,1% Coomassie Brilliant Blue R-250). Po detekci bylo odbarveno nespecifické
pozadi (pouzita smés ethanol: kyselina octova: voda v poméru 2,5:1:16,5; s vyménou
béhem odbarveni 2 x — 3 X) a provedena fixace a dehydratace ve smési 45% ethanolu
+ 3% glycerolu po dobu 2 — 3 hodin. Nasledn¢ byly gely suSeny v celofanu na skle
pii laboratorni teploté na vzduchu po 2 — 3 dny, coz je zdokumentovano na obrazku 6

(Bartova et al., 2009).

Obrazek 6 — SuSeni separac¢niho gelu (foto: Petr Mejzlik)

Stanoveni antioxidac¢ni aktivity suSiny hliz a proteinového izolatu

Pro méfeni antioxida¢ni aktivity byla pouzita metoda vyuzivajici eliminaci
syntetického radikdlu ABTS. 54,9 mg ABTS bylo rozpusténo ve 20 ml 0,5 mM
fosfatového pufru (pH 7) a aktivovéano kationtem radikalu ABTS pfidanim 1 g MnO;
za obcasného michani a doby aktivace 30 min. Nasledné¢ byl roztok centrifugovan
(7000 g; 5 min.), zfiltrovan pies stiikackovy filtr (PTFE 0,25 um) a nafedén
fostatovym pufrem na absorbanci (t0) 0,800 = 0,01. Absorbance roztoku byla méfena
spektrofotometricky (BioMate 5, ThermoElectron, UK) pti vinové délce A = 734 nm.
Antioxidacni aktivita byla pfevedena dle kalibra¢ni kiivky standardu (askorbova

kyselina, R* =-0,9940) (Sulc et al., 2007).
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Vyuziti spektrofotometru (BioMate 5) pfi métfeni absorbance vybranych

vzorkid zachycuje nasledujici obrazek 7.

Obrazek 7 — Spektrofotometr BioMate 5 (foto: Petr Mejzlik)

6.3 Pristrojové a materialové vybaveni

Pro ziskani hlizového materidlu a jeho dal$i zpracovani v laboratofi byly
vyuzity nasledujici pfistroje a pomucky: lyofilizaéni zafizeni, laboratorni mlynek,
spektrofotometr, vertikalni elektroforeticky ptistroj pro dva gely a jeho ptislusenstvi,
zdroj stejnosmérného proudu a napéti, ohfivaci zatizeni, lednice, kyvaci tfepacka,
chlazena odstfedivka, mraznicka, ohfivaci zafizeni s michanim, pifedvazky
a analytické vahy, pH metr, pipety, Spicky, vazenky a dézy, kadinky, odmémé valce,
plastové kyvety o objemu 2,5 ml, plastové mikrozkumavky a tuby.

Dale byly pouzity nasledujici  chemické  latky:  akrylamid,
N,N-methylendiakrylamid (BIS), persiran amonny (amonium persulfate),
N’,N’-tetramethylethylenediamine (TEMED), tris(hydroxymethyl)aminomethane
(TRIZMA), 2-merkapthoethanol (BME), dodecylsulfat sodny (SDS), glycin,
bromfenolova modi (bromphenol blue), glycerol, kyselina octova, kyselina
chlorovodikova, coomassie briliant blue R-250, metanol, etanol, sifi¢itan sodny,
disifi¢itan sodny, dodecylsiran sodny, trisma-base, uhli¢itan sodny, sodna sul
bicinchoninové kyseliny, tartrat sodny, hydrogenuhli¢itan sodny, hydroxid sodny,
siran ~ médnaty, oxid  manganiCity, dihydrogenfosfore¢nan  draselny,

hydrogenfosfore¢nan disodny.
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6.4 Statistické zpracovani ziskanych udaji

Statistické vyhodnoceni dat bylo provedeno pomoci softwaru STATISTICA 9
(StatSoft USA, 2009). Byly pouzity tyto analyzy: test ANOVA (na hladiné
vyznamnosti a = 0,5), Tukey HSD test a analyza korelace. Vysledky z PAGE a SDS-
PAGE byly vyhodnoceny v programu GelQuant.NET (BiochemLabSolution.com).
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7 VYSLEDKY A JEJICH ANALYZA

Pomoci statistickych metod popsanych v ptedchozi kapitole byly ziskany
vysledky, které jsou shrnuty v této kapitole.

Byla provedena SDS-PAGE analyza celkového proteinu susiny hliz planych

a kulturnich genotypti brambor. Vysledek je zobrazen na obrazku 8.

- l
20

kDa HM 1 5 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Obrazek 8 — SDS-PAGE analyza celkového proteinu susiny hliz planych a kulturnich genotypu
bramboru

HM — hmotnostni marker; 1-S. tuberosum Desirée, 2-S. tuberosum Kuras, 3-S. tuberosum
Superior, 4-S. andigena 0750300073, 5-S. andigena 07S0300067, 6-S. andigena 0750300102, 7-S.
goniocalyx 07S0300007, 8-S. goniocalyx 07S0300306, 9-S. goniocalyx 0750300109, 10-Solanum x
chaucha 0750300134, 11-Solanum x chaucha 0750300127, 12-Solanum x chaucha 0750300015, 13-
S. phureja 07S03000136, 14-S. phureja 07S0300182, 15-S. stenotomum 07S0300001, 16-S.
stenotomum 07S0300241, 17-S. stenotomum 0750300011, 18-S. demissum 07S0300301,19-S.
berthaultii 07S0300031, 20-S. incamayoense, 07S0300046

Obrazek zachycuje srovnani geld po separaci proteini z celé susiny hliz.
Pfiblizn¢ v oblasti kolem 45 kDa se nachazi spektrum patatinovych proteind.
Patatinové proteiny maji rdznou intenzitu (dle mnozstvi zachycené frakce).
Nejvyrazngjsi patatinovou ¢ast ma Solanum andigena 07S0300073, patrné jsou zde
slit¢  dvé skupiny. Nejslabsi patatinovou skupinu ma Solanum x chaucha
0750300127, kde je viditelna jenom jedna slaba a kratce separovana skupina. Ze
srovnavanych vysledka dale vyplyva, ze patatinové bilkoviny maji rozdilny pocet
isoforem. U Solanum andigena 07S0300073 jsou viditelné tii skupiny - jedna slabsi
nahofe a dvé skupiny, které se slily do jedné pod ni. U Solanum berthaultii

07S0300031 je jen jedna patatinova isoforma. Dale je mozno vypozorovat riznou
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intenzitu mezi isoformami patatinovych bilkovin. Zatimco u Solanum x chaucha
07S0300015 je prvni isoforma siln€jsi a druha slabsi, tak u Solanum phureja
07S0300182 je tomu praveé naopak. Navic u tohoto vzorku je mozno pozorovat vétsi
vzdalenost mezi patatinovymi isoformami. Kvalitu separace vzorki ovliviiuje fada

faktord, at’ jiz ptiprava vzorku tak i barveni a nasledné odbarvovani.

planych a kulturnich genotypt

Obrazek 9 zachycuje analyzu SDS-PAGE izolovaného proteinu hliz brambor
-‘H i

- Fq ;
||| bt 4 g -
kDa HM 1 ? , ‘ ’ 18 19 g

Obrazek 9 — SDS-PAGE analyza 1zolovaneh0 protelnu hliz bramboru planych a kulturnich
genotypi bramboru

‘.o

13 14 15 16

HM — hmotnostni marker; 1-S. tuberosum Desirée, 2-S. tuberosum Kuras, 3-S. tuberosum
Superior, 4-S. andigena 07S0300073, 5-S. andigena 07S0300067, 6-S. andigena 0750300102, 7-S.
goniocalyx 0750300007, 8-S. goniocalyx 07S0300306, 9-S. goniocalyx 0750300109, 10-Solanum x
chaucha 0750300134, 11-Solanum x chaucha 0750300127, 12-Solanum x chaucha 0750300015, 13-
S. phureja 07S03000136, 14-S. phureja 07S0300182, 15-S. stenotomum 07S0300001, 16-S.
stenotomum 0750300241, 17-S. stenotomum 07S0300011, 18-S. demissum 07S0300301,19-S.
berthaultii 07S0300031, 20-S. incamayoense, 07S0300046

Na tomto obrazku jsou zachyceny gely, kde byl separovan pouze Cisty protein
hliz bramboru. Na snimku je patrné, ze pies gel prochazelo mensi mnozstvi vzorku.
Skupiny jsou vyrazné uzsi, neZ na obrazku ¢. 8, kde byl separovan celkovy protein.
| zde je mozné nalézt rozdilnou intenzitu patatinovych proteinii — napt. u Solanum
tuberosum Superior silna skupina a u Solanum x chaucha 0750300127 je skupina jen
slabé viditelna. Pocet detekovanych isoforem Kklesl na hodnotu 1 — 2 a sila
patatinovych isoforem se u nékterych druhti téméf vyrovnala. Jak je mozno vidét na

obrazku 8 u Solanum x chaucha 07S0300015, prvni skupina je silngjsi a druha slabsi,

ale u analyzy izolovaného proteinu je u obou skupin stejna.

36



V tabulce 4 jsou uvedeny plané a kulturni genotypy bramboru se

zaznamenanym obsahem proteint v susiné hliz a jeji antioxidacni aktivita.

Tabulka 4 — Obsah ¢istého proteinu v susiné hliz planych a kulturnich genotypi bramboru a
stanoveni antioxidativni hodnoty susiny planych a kulturnich genotypii bramboru

p(l’)ot)tZ?rrl]u Antioxidaéni aktivita
Druh /genotyp % suting) (Mg k)r/selin}/.
askorbové/g susSiny)
S. tuberosum Desirée 6,657 0,177"
S. tuberosum Kuras 4,33° 0,066°
S. tuberosum Superior 8,39 0,094"
S. andigena 0750300073 6,21 0,129%
S. andigena 075030067 8,350 0,176"
S. andigena 0750300102 7,780 0,131%
S. goniocalyx 07S0300007 8,220 0,157¢
S. goniocalyx 07S0300306 7,96 0,133%
S. goniocalyx 0750300109 5,07% 0,160°9
Solanum x chaucha 0750300134 8,69 0,107
Solanum x chaucha 0750300127 7,87°% 0,108°
Solanum x chaucha 07S0300015 6,50° 0,180"
S. phureja 07503000136 9,52°f 0,144
S. phureja 0750300182 8,94t 0,129%
S. stenotomum 0750300001 6,63 0,104°
S. stenotomum 0750300241 9,66°" 0,111°
S. stenotomum 0750300011 9,13%" 0,128°
S. demissum 0750300301 7, 4400 0,136
S. berthaultii 0750300031 9,90 0,221'
S. incamayoense 0750300046 7,470 0,127¢
S. mochiquense 0750300050 7,14 0,144

Statistické hodnoceni: ANOVA, Fisher HSD test, odli$na pismena vyjadiuji statisticky prikazny
rozdil mezi hodnocenymi genotypy na hladiné vyznamnosti o = 0,05.

V prvnim sloupci tabulky je uvedena vytéznost proteinu v suSiné hlizy.

v

Kuras, coz je odriida Slechténa pro nejvyssi mozny obsah Skrobu. Naopak nejvyssi

proteinu v susing.

obsah celkového proteinu méla odrada S. berthaultii 0850300031, a to 9,90 %
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Druhy sloupec znazornuje antioxidac¢ni aktivitu celé suSiny raznych
genotypt. Z tabulky je zfejmé, Ze u vétSiny genotypll nebyl prokazan piimy vztah
mezi obsahem proteinu v hlize a jeho antioxida¢ni aktivitou. Napf. S. goniocalyx
0750300109 ma nizky obsah proteinu (5,07 %), ale naopak ma velkou antioxida¢ni
aktivitu (0,160 mg/g). Ztoho vyplyva, ze antioxidacni aktivita neni pfimo ani
nepiimo umeérnd obsahu proteinu v hlize, nebot’ na antioxidacni aktivité se podileji
i dalsi antioxidanty. Z tabulky je vidét, Ze nékteré genotypy maji obé hodnoty

vysoké, zatimco jiné maji ob¢ hodnoty nizké.
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Obrazek 10 — Hodnoceni korela¢niho vztahu mezi obsahem bilkovin v susiné hliz a celkovou
antioxidac¢ni aktivitou susSiny hliz hodnocené skupiny planych a kulturnich genotypi bramboru

V nasledujici tabulce 5 je zaznamenano kolik miligramil proteinu se uvolnilo

z navazky plivodni suSiny do jednoho mililitru vzorku.

V prvnim sloupci tabulky je vidét, jaka byla naméfena koncentrace proteinu
ve vzorcich, Kolik proteinu se uvolnilo ze susiny do vzorku. Vpravo mizeme
pozorovat, kolik se podafilo vytézit proteinu ze susiny do proteinového izolatu.

U vétsiny vzorku plati pfima timéra, ¢im vyssi byla koncentrace proteinu ve vzorku,
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tim vic se podafilo proteinu izolovat. V tabulce jsou urcité vyjimky — napft.: genotyp
Solanum andigena 07S0300067, u kterého je vysoka koncentrace proteinu 32,19
mg/ml, ale vytéznost je podprimérnd vici ostatnim vzorkim 19,31 %. V dalsi
tabulce je pfepocitano, jakou ma antioxidacni kapacitu izolovany (Cisty protein),
proto je zde uvedena vytéznost.

Tabulka 5 — VytéZnost izolace proteinu z hliz planych a kulturnich genotypi bramboru a
stanoveni antioxidac¢ni aktivity tohoto proteinu

Kor)?gigi'[r:ﬁce VytéZnost proteinu
Druh /genotyp (% izolovaného
(mg/ml) . Zpuvodné
pritomného proteinu
V suSing¢)
S. tuberosum Desirée 17,79% 13,52¢
S. tuberosum Kuras 3,08° 3,61°
S. tuberosum Superior 8,17 4,88%
S. andigena 0750300073 17,97%% 15,119%T
S. andigena 0750300067 32,19 19,319
S. andigena 0750300102 14,93° 9,59°
S. goniocalyx 07S0300007 30,54 18,579
S. goniocalyx 07S0300306 25,427" 16,36°1"
S. goniocalyx 07S0300109 23,58 23,25
Solanum x chaucha 0750300134 27,079 15,56%"
Solanum x chaucha 0750300127 25,50"" 16,94°""
Solanum x chaucha 0750300015 26,33" 20,23"
S. phureja 07503000136 21,27%" 11,18
S. phureja 0750300182 30,62 17,49°1"
S. stenotomum 07S0300001 24,27"" 18,62
S. stenotomum 0750300241 17,25% 9,10b°
S. stenotomum 0750300011 24,95™" 13,69°%
S. demissum 0750300301 31,18 20,96"!
S. berthaultii 0750300031 29,03"Ik 14,66%"
S. incamayoense, 0750300046 17,28% 11,54
S. mochiquense 07S0300050 31,11 22,43"

Statistické hodnoceni: ANOVA, Fisher HSD test, odliSna pismena vyjadiuji statisticky
prukazny rozdil mezi hodnocenymi genotypy na hladiné vyznamnosti o = 0,05; DM — susina
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Tabulka 6 zobrazuje antioxidacni aktivitu jednotlivych druhd a jejich

genotypd brambor.

Tabulka 6 — Stanoveni antioxidaé¢ni aktivity proteinu izolovaného z hliz planych a kulturnich
genotypi bramboru

Antioxidaé¢ni aktivita proteinu

Druh /genotyp (mg Kkyseliny askorbové/g susiny

proteinu)
S. tuberosum Desirée n. d.
S. tuberosum Kuras n. d.
S. tuberosum Superior n. d.
S. andigena 0750300073 n. d.
S. andigena 07S0300067 0,3256°%
S. andigena 0750300102 n. d.
S. goniocalyx 0750300007 0,65619
S. goniocalyx 07S0300306 0,7391¢
S. goniocalyx 0750300109 n. d.
Solanum x chaucha 0750300134 0,0506°
Solanum x chaucha 0750300127 0,2759"
Solanum x chaucha 0750300015 0,0105°
S. phureja 07S03000136 n. d.
S. phureja 0750300182 0,4788"
S. stenotomum 0750300001 0,1293%
S. stenotomum 0750300241 0,3400°%
S. stenotomum 0750300011 0,2942%
S. demissum 0750300301 0,4463%
S. berthaultii 07S0300031 0,3593°
S. incamayoense 0750300046 n. d.
S. mochiguense 07S0300050 0,2571%

Statistické hodnoceni: ANOVA, Fisher HSD test, odli$na pismena vyjadiuji statisticky
prukazny rozdil mezi hodnocenymi genotypy na hladin€ vyznamnosti o = 0,05; n. d. nebylo
detekovano

V tabulce 6 je patrné, jak se Cisty protein piimo podili na antioxidacni
kapacité. Jsou zde eliminovany vSechny nebilkovinné antioxidanty. Nejvyssi
antioxida¢ni kapacita byla naméfena u genotypu Solanum goniocalyx 07S0300306,

zde byla antioxida¢ni kapacita 0,7391 mg kyseliny askorbové/g suSiny proteinu.

cvwr
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naméfena antioxidacni kapacita 0,0105 mg kyseliny askorbové/g suSiny proteinu.
U vzorku v tabulce, kde je uvedeno n. d. (nebylo detekovano) se bohuzel nepodatilo
stanovit antioxidani aktivitu, pravdépodobné¢ z davodu nizké Kkoncentrace

izolovaného proteinu.

Tabulka 7 uvadi relativni abundance patatinu, jak v proteinu suSiny hliz, tak

V proteinovém izolatu.

Tabulka 7 — Stanoveni relativni abundance (%) patatinu v proteinu susiny hliz a v izolatu

hlizovych bilkovin
Relativni abundance Relativni

Druh /genotyp \Y prg{aetiitlllnslilgf))f hliz i&;giﬁiﬁgiﬁa‘}éﬁ"

brambor izolatu
S. tuberosum Desirée 31,3% 52,49
S. tuberosum Kuras 49,8efo" 56,99
S. tuberosum Superior 37,5cd*™ 87,5
S. andigena 0750300073 85,4/ 68,7"
S. andigena 0750300067 471, 3¢defon 10,8
S. andigena 0750300102 67,6 32,7%
S. goniocalyx 07S0300007 27,1 36,4°
S. goniocalyx 07S0300306 34,1°%f 17,4°%¢
S. goniocalyx 07S0300109 60,2" 75,1
Solanum x chaucha 0750300134 3,1° 17,8%c
Solanum x chaucha 0750300127 10,5% 10,7
Solanum x chaucha 0750300015 21,88¢ 4,5
S. phureja 07S03000136 67,6 24,4
S. phureja 0750300182 44 2d"" 70,9"
S. stenotomum 0750300001 68,1" 50,3
S. stenotomum 0750300241 57,59 53,9
S. stenotomum 0750300011 52,79 77,3%
S. demissum 0750300301 81,1 31,9%
S. berthaultii 0750300031 35,9°% 69,8"
S. incamayoense 0750300046 50,5¢7N 54,4%"
S. mochiquense 07S0300050 39, 7¢defo 52,89

Statistické hodnoceni: ANOVA, Fisher HSD test, odli$na pismena vyjadiuji statisticky prukazny
rozdil mezi hodnocenymi genotypy na hladiné vyznamnosti a = 0,05.
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V prvnim sloupci tabulky je namétené relativni mnozstvi patatinu v proteinu

celkové susiny hliz a v proteinovém izolatu. Nejvyssi relativni mnozstvi (abundance)

patatinu Vv proteinu pivodni susiny bylo naméfeno u genotypu Solanum demissum
0750300301, a to 81,1 % a nejnizsi Solanum x chaucha 07S0300134 3,1 %.

Procentualni zastoupeni u proteinového izolatu bylo nejvyssi u genotypu Solanum

tuberosum Superior, a to 87,5 % a nejnizsi zastoupeni bylo naméfeno u genotypu
Solanum x chaucha 0750300015, a to 4,5 %.

Hodnoceni korelacniho vztahu mezi relativni abundanci patatinu (PRA)

a antioxidac¢ni aktivitou suSiny hliz a proteinového izolatu na Grovni hliz a na Grovni

proteinového izolatu je znazornéno na nasledujicich obrazcich (obrazek 11 a obrazek

12).
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Obrazek 11 — Zavislost antioxidativni aktivity na PRA na drovni susiny hliz
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8 DISKUZE

Obsah (Cistych hlizovych proteinti v su$iné hliz kulturnich a planych druhi

brambor

Odborna literatura uvadi, Ze obsah cCistych bilkovin v suSiné se pohybuje
Vv Sirokém spektru od 3,5 % do 23 % (Barta, Bartova, 2007). Naméteny obsah
U kulturnich druhti se pohyboval od 4,33 % v suSin¢ u Solanum tuberosum Kuras az
po 8,39 % u Solanum tuberosum Superior, coz odpovidda hodnotam uvedenym
Vv literatute. Plané druhy mély celkové vyssi obsah ¢isté bilkoviny nez druhy kulturni.
byla hodnota velmi nizka (5,07 %) s ohledem na primérnou hodnotu u planych
druhd (7,96 %). Nejvyssi obsah mé¢l genotyp Solanum berthaultii 07S0300031 a to
9,90 %. Tento plany druh by se dal pouzit jako vhodny geneticky zdroj. Je statisticky
podlozeno, Ze obsah Cistych bilkovin je vyznamné ovlivnén genotypem odrudy a jen
Caste¢né zpusobem péstovani, stanovistém a ro¢nikem (Maggio et al., 2008; Barta et
al., 2008). Dalsim faktorem vyrazné ovliviiujicim obsah bilkovin je velikost hliz.
Plané druhy brambor vytvafi jen malé hlizy do 3 cm v priméru. Hlizy malé velikosti

obsahuji vétsi mnozstvi bilkovin (Snyder, Desborough, 1978).

Relativni obsah patatinovych proteini

K analyze obsahu patatinovych bilkovin byla vyuZzita gelova elektroforéza.
Pots (1999a) uvadi, Ze patatin se nachazi v separa¢nim gelu v oblasti kolem 43 kDa.
Pti separaci vzorkd byl zjistén rozsah ponékud odlisny. Patatinové isoformy byly
pozorovatelné v oblasti od 39 do 45 kDa. Celkové procento zastoupeni patatinu
v ¢istych bilkovinach je dle literatury v rozmezi 30-40 % (Andrews, 1988), ale je
uvadén 1 vyssi obsah kolem 60 % (Pots, 1999a). Naméiené vysledky odpovidaji, az
na vyjimky literatufe. Obsah patatinu v proteinu suSiny hliz bramboru, byl nejvyssi
u Solanum tuberosum Desirée 31,3 %. Zajimavé vysledky byly zjistény u planych
druhti, kde se naméfené hodnoty pohybovaly od 85,4 % u Solanum andigena
0750300073 az po 3,1 % u Solanum x chaucha 07S0300134. Barta, Bartova (2008)
ve své praci zkoumali vliv poc€asi na obsah patatinu u kulturnich druhti brambor. Jimi

naméfené obsahy patatinu v celkovém proteinu byly od velmi nizkych hodnot
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(0,33 %) az po 33,85 %. Rozdily s jinymi autory mohly byt zptisobeny rozdilnou
koncentraci gelu, separaci programem na vyhodnocovani gelii, ale predevSim

slozenim souboru hodnocenych genotypti, druhii ¢i odrud.

Antioxidativni potencional suSiny hliz a izolatu hlizovych proteini

Jednim z prvnich autori, ktery se o patatinu vyjadiil jako o latce disponujici
silnym antioxidacnim potencialem, byl Al-Saikhan. Ve své praci z roku 1995 tadi
patatin z hlediska antioxida¢ni aktivity hned za kyselinu askorbovou a doporucil jej
k dal§imu prozkoumani. Od té doby nebyl patatin jako antioxidant analyzovan.
Nevy$$i naméfenou antioxidac¢ni aktivitu suSiny vykazoval genotyp Solanum
berthaultii 07S0300031, a to 0,221 mg kyseliny askorbové/g susiny a nejnizsi
Solanum tuberosum Kuras — 0,066 mg kyseliny askorbové/g suSiny. Do vysledkt
této analyzy by se mély promitnout i nebilkovinné antioxidanty. U genotypu
s fialovou duzninou Solanum phureja 0750300182 byla naméfena hodnota 0,129 mg
kyseliny askorbové/g suSiny. Tato hodnota je velmi nizkd, coz je v rozporu
s Lachmanem (2005), ktery uvadi, ze odriidy s ¢ervenou a fialovou duzninou maji
vyssi antioxidacni aktivitu nez ty, které maji duzninu zlutou. Méfeni muze byt
ovlivnéno také skute¢nosti, Ze lyofilizaci mize dochazet k potlaceni ¢i degradaci
latek s antioxidagnimi uéinky. Sulc et al. (2007) uvadi degradaci kyseliny askorbové
a dalsich antioxida¢nich enzymu. Proces lyofylizace i proces izolace hlizovych

bilkovin miize vyznamné ovlivnit antioxidacni aktivity.

Nejvyssi naméfenou antioxida¢ni hodnotu proteinu izolovaného z hliz mél
genotyp Solanum goniocalyx 07S0300306 — 0,7391 mg kyseliny askorbové/g susiny
proteinu a nejniz§i Solanum x chaucha — 07S0300015 0,0105 mg Kkyseliny
askorbové/g suSiny proteinu. U osmi vzorkli se nepodafilo detekovat jejich
antioxida¢ni aktivitu z divodu nizké aktivity ¢i nizké koncentrace izolované

bilkoviny.
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9 ZAVER

V diplomové praci byla analyzovana relativni abundance patatinu ve vztahu
k antioxidativni kapacité hliz vybrané skupiny kulturnich a planych druhii brambor.
Prace je rozdélena na c¢ast teoretickou a praktickou. Teoretickd cast obsahuje
poznatky o bramboru hliznatém z pohledu botanického, ale i1 jeho dal$iho rozsiteni
anasledného Slechténi. Zahrnuje 1 souvisejici kapitolu o odriadach brambor
zameifenou na blizsi specifikaci jednotlivych kulturnich a planych druhti brambor.
Samostatnou ¢ast tvofi chemické sloZzeni bramborové hlizy se zaméfenim na patatin

a dalsi antioxidac¢ni latky.

Cilem této prace bylo prostfednictvim laboratornich analyz izolovat a stanovit
obsah Ccistych hlizovych bilkovin, relativni abundanci patatinu v hlizovych
bilkovindch a nasledné téZ antioxidativni potencial na trovni suSiny hliz
I izolovanych hlizovych bilkovin. Byla zkouméana i zavislost mezi obsahem bilkovin

v hlize a antioxidativni aktivitou.

Byly stanoveny tfi hlavni cile skladajici se z dil¢ich podkategorii. Téchto cilt
bylo dosaZzeno pomoci analyz a statistickych vypocti. Prvni cil spocival v izolaci
a stanoveni obsahu ¢istych hlizovych proteini. Tato ¢ast byla splnéna bez vyjimky.
Zjistény byly rozdilné hodnoty, které se daji vyuzit pro kiizeni pro zvySeni obsahu
proteinu. Druhy cil spocival v izolaci a stanoveni obsahu patatinovych proteina.
Tento cil byl komplexné splnén. Tretim cilem bylo stanoveni antioxidativniho
potenciondlu hlizovych bilkovin. Zde bylo cile taktéZ dosazeno, jen u nékolika

vzorkll nebyla antioxida¢ni kapacita detekovana.

Veskeré analyzy mély zajimavé vysledky. Z téchto vysledkii by bylo mozné
vychazet pii riznych Slechtitelskych programech bramboru. Rizné genotypy mohou
piinést zadouci efekty: zvySeni obsahu bilkovin, zvySeni obsahu patatinu a zvySeni
antioxidacni kapacity u novych odriid kulturniho druhu. Vyznam obsahu proteinti
a patatinu v hlizdch bramboru je dilezity z hlediska vyzivy lidi v rozvojovych
zemich, kde jsou brambory dulezitou slozkou potravy. Antioxidanty jsou v posledni

dobé¢ aktualni téma.

Ze zjisténych skuteCnosti vyplyva, ze obsah bilkovin v hlize brambor nijak

nedeterminuje antioxida¢ni aktivitu daného genotypu. Prosté stanoveni koncentrace
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patatinu jako celku neni dostate¢né prikazné, ¢i piesné pro stanoveni umérnosti
vzhledem k antioxidacni aktivité. Pravdépodobné¢ je patatin v hlizdch rizné
zastoupen v rozdilném slozeni isoforem, které maji rozdilny vliv na antioxidacni

aktivitu patatinového komplexu.
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