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Podékovani

Na tomto misté bych rdda podékovat svym koleglim a spoluautoriim publikaci, bez jejichz
spoluprace by fada projekt nebyla realizovana. Velké podékovani patii kolegim i studentiim,
kteti v prib¢hu poslednich deseti let pracovali v laboratofi Chemie proteini a svym pfistupem,
pracovitosti, optimismem a novymi napady piispéli k vytvofeni piijemného a podnétného
pracovniho prostfedi. D&kuji téz grantovym agenturdm za financni podporu jednotlivych
projekta a hlavnim feSitelim téchto projekti za moznost se na téchto projektech podilet.
V neposledni fad¢ patii obrovské podékovani mé rodin€ za poskytnuti zdzemim, pochopeni a
velké davky trpélivost, a to nejen v prubéhu realizace této prace. Zvlasté pak nejmensim ¢lenim
rodiny je tfeba pod€kovat za velkou trpélivost, kterou se mnou maji.
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doc. Ing. Jan Barta, Ph.D.
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NAZV QJ1610324: ,Studium tradi¢nich a novych zemédé€lskych plodin jako zdroja
antioxidantl a dalSich zdravi prospé$nych latek a jejich vyuZiti pti vyrobé potravin®“ (2016-
2018); hlavni fesitel Ing. Pavel Smetana, Ph.D.

GACR 521/03/P036: ,,Studium vlivu odrady na kvalitativni a kvantitativni variabilitu bilkovin
patatinového komplexu v hlizach brambor (Solanum tuberosum L.)“ (2003-2005), hlavni feSitel
doc. Ing. Jan Barta, Ph.D.

GACR 522/09/1693: ,,Uloha antimikrobialnich peptidii v ochrang rostlin proti pathogentim®
(2009 — 2013); spolufesitel za ZF JU: doc. Ing. Jan Barta, Ph.D

GAJU 058/2013/Z: ,Biologicky aktivni latky v potravinach a zeméd¢lskych surovinach*
(2013-2016); hlavni fesitel: doc. Ing. Roman Kubec, Ph.D.

GAJU 112/2016/Z: ,,Vyznamné biologicky a senzoricky aktivni latky v potravinach a
zemé&dé€lskych surovinach (2016-2018); hlavni fesitel: doc. Ing. Roman Kubec, Ph.D.

MSM 6007665806: ,, Trvale udrzitelné zptsoby zemédélského hospodateni v podhorskych a
horskych oblastech zaméfené na vytvareni souladu mezi jejich produkénim a mimoprodukénim
uplatnénim (2005 — 2011); hlavni feSitel prof. Ing. Jan Frelich, CSc.
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3. Uvod

V sedmdesatych letech minulého stoleti byl vici skrobarné Avebe Foxhol vytvoren vefejnosti
tlak zadajici zménu pfistupu v nakladani s vedlejSimi odpady, které vznikaji pii zpracovani
brambor na $krob. Jednalo se pfedevsim o nakladani s hlizovou §tavou (PFJ, potato fruit juice),
ktera byla bez dalSiho vyuziti vypousténa do pobieznich vod. Vysoka biologicka aktivita, ktera
je dana zejména ptitomnosti bilkovinné slozky vedla pak k vyraznému environmentalnimu
zatizeni okoli. 1zolace bilkovinné slozky z PFJ se tak stala nutnosti, ale zaroven byl timto
vytvofen novy bilkovinny produkt, ktery si brzy ziskal své odbératele. lzolaci hlizovych
bilkovin se postupné zacaly zabyvat i ostatni Skrobarny a napft. Skrobarensky provoz Emsland-
Starke GmbH v Némecku jiz v roce 1979 uvadi produkei 3 tis. t hlizovych bilkovin vedle 67
tis. t Skrobu. Izolace hlizovych bilkovin s sebou pfinesla nutnost se touto skupinou latek detailné
vyzkumné zabyvat, nebot’ znalost jejich biochemickych vlastnosti je kli¢ova, jak z pohledu
nastaveni ruznych forem izola¢niho procesu, tak i z pohledu uspésnosti produkovaného
koncentratu v konkurenci s ostatnimi bilkovinnymi produkty na trhu. V rozmezi nékolika malo
let bylo zahajeno nékolik smérit vyzkumu hlizovych bilkovin a za poslednich pfiblizné 25 let
byl publikovan velky objem dat sméfujici k popisu zastoupeni a biochemickych vlastnosti
jednotlivych frakci hlizovych bilkovin. Vyzkum se zabyval a stale zabyva hodnocenim riiznych
moznosti izolace, a to jak celkovych hlizovych bilkovin, tak i zajmovych bilkovinnych frakei;
analyzou vlastnosti, které jsou cenné z hlediska praktického vyuziti hlizovych bilkovin, jakymi
jsou vlastnosti antioxidaéni, schopnost tvorby pén, emulzi a gelti, enzymové a inhibi¢ni aktivity,
schopnost omezovat rist patogennich mikroorganismi, ¢i dal$i vlastnosti zajimavé nejen
z pohledu potravinaiskych aplikaci, ale také z pohledu vyuziti hlizovych bilkovin
farmaceutickym a kosmetickym pramyslem, ¢i pro jiné specifické aplikace. Relativné malo
dostupné jsou informace tykajici se vnitrodruhové i mezidruhové variability obsahu i vlastnosti
hlizovych bilkovin, stejné jako informace fesici vliv péstitelské technologie a agroekologickych
faktorii na obsah a vlastnosti bilkovin v hlizach bramboru.

Informace prezentované v habilitaéni praci jsou prifezem vyzkumné prace feSitelského
kolektivu, ktery se dlouhodobé na pracovisti ZF JU v Ceskych Budg&jovicich zabyva studiem
hlizovych bilkovin brambor, a to z pohledu jejich ovlivnéni péstitelskymi faktory, vlivem
odrudy na jejich biochemické vlastnosti, nebo variability vlastnosti v ramci kulturnich,
polokulturnich i planych druht rodu Solanum. V neposledni fad¢ byly také hledany moznosti
izolace hlizovych bilkovin z PFJ pfi zachovani jejich nativnich vlastnosti a byly definovany
vlastnosti vzniklych bilkovinnych izolatu.



4. Literarni prehled

Brambor hliznaty (Solanum tuberosum L.) patii z hlediska objemu produkce po kukufici, ryzi
a pSenici ke ¢tvrté nejvyznamnéjs$i plodin€é. Brambory nelze vzhledem k nizkému obsahu
bilkovin (3,5 — 9 % v susin¢) (Barta et al., 2012; Bartova et al., 2013; Bartova et al., 2015) tadit
mezi bilkovinné plodiny, piesto se vzhledem k jedine¢nym vlastnostem hlizovych bilkovin i
tato slozka hliz dostala do popiedi zajmu. Osborne & Cambell jiz v roce 1896 izolovali z hliz
majoritni, globulinovou bilkovinu, kterou oznadili jako ,,tuberin®. Az o mnoho let pozdéji byl
Z hliz bramboru izolovan glykoprotein o piiblizné hmotnosti 45 kDa, ktery zaujimal az 20 %
celkovych bilkovin a byl pojmenovan jako ,,patatin“. Novy nazev patatin byl odvozen od slova
»patata®, tradicniho oznaCeni brambor jihoamerickymi indiany, ktery byl pfevzat ze
Spanélského vyrazu pro brambory (Shewry, 2003). Patatin je bilkovina v§eobecné uznavana
jako hlavni bilkovinna struktura hliz bramboru, a to vedle skupiny inhibitorii proteas a tzv.
ostatnich bilkovin. Uvedené déleni vychazi z analyz bilkovin s vyuzitim elektroforetickych
technik, kdy napf. pti vyuziti SDS-PAGE analyzy je zietelné rozdéleni hlizovych bilkovin do
tiech hlavnich skupin s odlisnou molekulovou hmotnosti — i) patatin (39-43 kDa); ii) skupina
inhibitorti proteas (4-25 kDa) a iii) tzv. ostatni bilkoviny s pfevahou bilkovin s vysokou
molekulovou hmotnosti (Barta et al., 2012; Pots, 1999; Pouvreau, 2004; Rajapakse et al., 1991).

4.1. Patatin

Patatinové bilkoviny ptedstavuji piiblizné 20 % celkovych hlizovych bilkovin (Pots, 1999), ale
byla zjisténa i jeho pfitomnost v Sir§im rozpéti, a sice od 1 az po 42 %, v zavislosti na genotypu
(Barta & Bartova, 2008; Barta et al., 2012, Bartova et al., 2015) ¢i péstitelské technologii
produkce hliz (Bartova et al., 2013). Patatin je charakterizovan jako skupina imunologicky
identickych glykoproteinovych isoforem (Mignery et al., 1988; Park et al., 1983; Twell &
Ooms, 1988) s molekulovou hmotnosti monomeru v rozsahu 40 - 43 kDa a hodnotou
isoelektrického bodu v rozsahu 4,5 - 5,3 (Barta et al., 2012; Pots, 1999).

Patatin je za bé&Znych okolnosti u hlizotvornych druht rodu Solanum syntetizovan pouze ve
vakuolach parenchymu hliz (transkript multigenové rodiny I), ale mize byt v nizkych
koncentracich detekovan i v ostatnich Castech rostliny (transkript multigenové rodiny II)
(Mignery et al., 1988, Stupar et al., 2006). Patatinové bilkoviny jsou pravdépodobné pfitomny
1 u ostatnich pfibuznych kulturnich, polokulturnich i primitivnich druhii patficich do rodu
Solanum, jak je patrné z obrazku 1 (Bartova et al., 2015; Lattova et al., 2015; Racusen, 1988;
Racusen, 1992; Rajapakse et al., 1991). V ramci druhu S. tuberosum i v ramci piibuznych druhi
rodu Solanum je mozné najit vyznamnou variabilitu z hlediska vlastniho zastoupeni patatinu ve
spektru hlizovych bilkovin, tak i z pohledu hodnoty isoelektrického bodu, poc¢tu detekovanych
isoforem, enzymové aktivity a struktury sacharidové ¢asti patatinu (Barta et al., 2015; Bartova
etal., 2015; Lattova et al., 2015). Pti hodnoceni 141 odrtd byly v oblasti patatinu pomoci SDS-
PAGE analyzy detekovany 1 — 4 pruhy, reprezentujici hmotnostni isoformy, v odlisném
postaveni a s odliSnou mirou intenzity projevu, coz celkové umoznilo vytvofeni az 11
kombinac¢nich skupin a v propojeni s dal§imi znaky byl navrzen systém identifikace odrid
S vyuzitim variability spektra patatinu (Barta et al., 2015; KOB, 2019). Obdobné vysoka
variabilita byla zjisténa i na urovni piibuznych druhti rodu Solanum, kdy ve skupin¢ 24 druht
rodu Solanum byly nalezeny tfi hlavni hmotnostni isoformy o molekulové hmotnosti 40,6 - 41,8
- 42,9 kDa (Barta et al., 2015), stejné€ jako u souboru 20 odrid kulturniho druhu S. tuberosum
(Barta et al., 2012). Rozdil mezi jednotlivymi Grovnémi byl kolem 1,2 kDa, coz piiblizné
odpovida hmotnosti sacharidové jednotky patatinu (1169 Da) (Pots, 1999; Lattova et al., 2015).



Bauw et al. (2006) nalezli v hlizach odridy Kuras az 17 riznych patatinovych forem, obdob¢
Barta et al. (2012) na zaklad¢ 2D PAGE analyzy detekovali 18 - 23 hmotnostnich a nabojovych
forem u hodnoceného souboru 20 odrtid. Uvedena variabilita patatinovych bilkovin se ptisuzuje
odlisnému stupni glykosylace v kombinaci s dil¢imi zaménami v aminokyselinové sekvenci
(Barta et al., 2012; Pots, 1999). Struktura patatinu ¢ita 386 aminokyselin s variabilitou u 21
aminokyselin (Stiekema et al., 1988). Ve struktufe patatinu jsou uvadény dv¢ (Stiekema et al.,
1988), tfi (Sonnewald et al., 1989) nebo i pét (Welinder, Jergensen, 2009) glykosyla¢nich mist
V zavislosti na poctu asparaginii ve spravném sekvencnim motivu. Teprve neddvno bylo
zjisténo, Ze 1 struktura sacharidové jednotky je genotypové specificka (Lattova et al., 2015).
Strukturni integrita patatinu je zachovana do pH 6 a teploty 28°C (Pots, 1999), k ,,rozbalovani*
molekuly a nevratnému posSkozeni s vyslednym vysrazenim dochéazi k rozmezi teplot 55 - 65°C
(Bartova et al., 2018; Pots, 1999).

Obrazek 1: Variabilita oblasti patatinu a inhibitort proteas u péti druhi rodu Solanum
detekovana pomoci Cipové elektroforézy
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Pozn. pruhy detekované po analyze na Cipové elektroforéze jsou ozna¢eny piislusnym druhem — prvni pruh je
vysledkem analyzy celkovych hlizovych bilkovin, druhy pruh je vysledkem analyzy izolované frakce
patatinovych bilkovin.

Vzhledem k vysokému zastoupeni patatinu v hlizach je tato bilkovina primarné povazovana za
bilkovinu se zasobni funkci, ale bylo zjisténo i indukované zvyseni obsahu patatinu v reakci na
poranéni ¢i patogenezi (Bartova et al., 2012; Sharma et al., 2004; Tonoén et al., 2002). K teorii
0 mozné Ucasti patatinu v obrannych reakcich rostliny pfispélo i zjisténi enzymové aktivity
patatinu. Jako prvni byla u patatinu popsana aktivita nespecifické lipidacylhydrolasy (LAH)
umoziujici hydrolytické Stépeni predev§im monoacylglyceroli a fosfolipidd, méné jiz
galaktolipid a zcela neaktivni je v hydrolyze di- a triacylglycerolt (Barta et al., 2012; Bartova
et al., 2009; Jimenéz et al., 2002; Racusen, 1986). V souboru 20 odrid S. tuberosum bylo
nalezeno rozpéti LAH aktivity od 0,92 (odrida Rosara) do 5,46 (odrida Filea) pmol/(min mg)
pro substrat p-nitofenylbutyrat (Barta et al., 2012). Pfesny mechanismus pasobeni LAH
aktivity vici patogennimu organismus neni znam. Strikland et al. (1995) predpokladaji bud’
pfimou inhibici naruSenim integrity bunécnych stén, ¢i nepiimé pusobeni, kdy vlivem LAH
aktivity dochéazi k uvolnéni mastnych kyselin, které jsou nasledné¢ oxidovany lipoxygenasami
za vzniku cytotoxickych produkt. Podil lipoxygenas na obranném mechanismu rostliny
bramboru byl jiz prokazan (Perla et al., 2014).



Patatin také vykazuje aktivitu fosfolipasy Al a A2 (PLAl a PLA2), ale vzhledem
k mnohonasobné vyssi aktivité fosfolipasy A2 je patatin prezentovan jako enzym s PLA2
aktivitou (Senda et al., 1996). Enzym katalyzuje hydrolyzu esterovych vazeb mastnych kyselin
Vv pozici sn-2 u diacylfosfolipidi. Obdobné jako LAH aktivita i PLA2 aktivita patatinu ma vztah
k obranné fyziologii rostliny — byla potvrzena uc¢ast PLA2 na signalni transdukci po kontaktu
rostliny selicitorem stén hyf patogena P. infestans (Senda et al.,, 1998) a spolu
s lipidperoxidasovymi enzymy se podili na produkci rishitinu, vyznamném fytoalexinu
brambor (Doke & Nishimura, 1988).

Patatin vykazuje také aktivitu #-1,2-xylosidasy (Peyer et al., 2004) a #-1,3-glukanasy (Tonén
et al., 2001). p-1,3-glukanasova aktivita patatinu ma zcela zfejmy vztah k obrannému
mechanismu, nebot’ tyto rostlinné enzymy jsou fazeny k tzv. PR (pathogenesis related)
bilkovinam se schopnosti vazby na bunééné stény hub a jejich naslednou degradaci (Hefmanova
et al., 2006). S-1,3-glukanasové isoformy izolované z odridy vykazujici resistenci vaci P.
infestans byly schopné pfimé inhibice kli¢eni zoospor patogena (Tonén et al., 2002). Schopnost
inhibice kli¢eni spor P. infestans patatinem resistentni odridy bylo potvrzeno i v praci Sharma
et al. (2004).

Patatinova frakce hlizovych bilkovin je povazovan za nutri¢né zlepsujici slozku, nebot’ index
esencialnich aminokyselin byl stanoven mezi 86 (patatin izolovany z priimyslové PFJ) az 112,5
(patatin druhu S. goniocalyx) % ve vztahu k FAO/WHO bilkovinnému standardu (Bartova et
al., 2009; Bartova et al., 2015). Enzymové a strukturni vlastnosti patatinu davaji této bilkoviné
emulsifikacni vlastnosti (Dalahaije et al., 2014; Schmidt et al., 2018); patatin disponuje
schopnosti tvorby stabilnich potravinaiskych pén (Schmidt et al., 2018) a antioxidacnimi
vlastnostmi (Elahi et al., 2017; Liu et al., 2003). Unikatni je moznost zesileni funk¢énich
vlastnosti fizenou hydrolyzou patatinu — u patatinovych §tépti byla zjisténa schopnost inhibovat
angiotensin I konvertujici enzym a pusobit antihypertenzné (Fu et al., 2017), stejné tak byla
prokazana i1 vyssSi antioxidacni aktivita (nepublikovana data kolektivu laboratoie ,,Chemie
proeinu‘ ZF JU) a ptedpoklada se i produkce peptidovych sekvenci s antimikrobialni aktivitou
(Fu etal., 2016).

4.2. Inhibitory proteas hliz bramboru

Inhibitory proteas inhibuji proteolytické enzymy mikroorganismii a hmyzu jako soucast
obranného mechanismu rostlin (Bartova et al., 2012; Hefmanova et al., 2006), ale zaroven
reguluji 1 proteolytické aktivity vlastnich proteas a podileji se tak na fizeni fyziologickych
pochod rostliny a mobilizaci bilkovin béhem kli¢eni hliz (Weeda et al., 2010).

Inhibitory proteas hliz bramboru (PPIs, potato protease inhibitors) byly vzhledem k svému
antinutricnimu pasobeni povazovany spiSe za problematickou slozku hliz a jejich vyzkum byl
delsi ¢as opomijen. Pozdé&ji byly u PPIs popsany funkéni vlastnosti, které jim davaji potencial
uplatnéni v Sirokém spektru aplikaci. U PPIs byla popsana schopnost inhibice invazivniho
pusobeni rakovinnych bun¢k (Sever et al., 2002; Sitja-Arnau et al., 2005); schopnost regulovat
obsah cholecystokininu v krevni plazmé a tim regulovat pfijem potravy (Ku et al., 2016);
schopnost omezit aktivitu travicich enzymt s moznosti vyuziti tohoto pfi 1é¢bé perianalni
dermatitidy u déti (Ruseler van Embden, 2004); prokazatelné¢ inhibuji rtst patogennich
mikroorganismu (Jin et al., 2009; Kim et al., 2006; Kim et al., 2013; Ohh et al., 2010) a jsou
vyznamnou soucasti obranného a regulatniho mechanismu rostlin (Bartova et al., 2012;
Bartova et al., 2019; Munger et al., 2018). Z hlediska potravinaiskych aplikaci je vyhodné, ze
PPIs jsou rozpustné v Sirokém spektru hodnot pH (Wagley et al., 2014), nékteré skupiny
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vykazuji ptrekvapivou funkéni termostabilitu (Bartova et al., 2018) a disponuji pénivymi
vlastnostnostmi (Schmidt et al. 2018).

PPIs vykazuji ve srovnani s patatinovymi bilkovinami vyssi heterogenitu. V praci Pouvreau et
al. (2001) byl navrzen systém klasifikace PPIs zohlediujici strukturni a funkéni podobnosti
jednotlivych skupin — tzn. molekulova hmotnost, hodnota pl, zastoupeni podjednotek,
pritomnost disulfidickych musti a inhibiténi aktivita va¢i hlavnim proteasam. Tento
klasifikacni systém je uveden v tabulce 1 a je délen na sedm hlavnich skupin, které predstavuji
zéastupce inhibitort metalloproteas, serinovych, cysteinovych a aspartatovych proteas.

Tabulka 1: Zakladni vlastnosti inhibitord proteas hliz bramboru dle klasifika¢niho systému
(zpracovano dle Pouvreau et al., 2001; pievzato z Bartova et al., 2012).

Skupina Molekulova  Izoelektricky Klasifikace Inhibované

hmotnost bod (pH) enzymy

Bramborovy inhibitor proteas I 7,7-7,9 kDa 51-7,8 inhibitor trypsin

(PI1-1; Potato inhibitor I) pentametr serinovych proteas chymotrypsin
8 isoforem

Bramborovy inhibitor proteas I1 10,2 kDa 5,5-6,9 inhibitor trypsin

(P1-2; Potato inhibitor I1) dimer serinovych proteas chymotrypsin
7 isoforem

Bramborovy inhibitor 20,1-22,8 kDa 5,8-9,0 inhibitor papain

cysteinovych proteas 6 inhibitord cysteinovych trypsin

(PCPI; Potato Cystein Protease proteas chymotrypsin

Inhibitor)

Bramborovy inhibitor 19,9-22,0 kDa 6,2-8,7 inhibitor cathepsin D

aspartatovych proteas 6 inhibitort aspartatovych trypsin

(PAPI; Potato Aspartyl proteas chymotrypsin

Protease Inhibitor)

Bramborovy inhibitor 20,2 kDa 8,0-9,0 inhibitor trypsin

Kunitzova typu 2 inhibitory serinovych proteas chymotrypsin

(PKPI; Potato Kunitz Protease

Inhibitor)

Ostatni inhibitory serinovych 21,0a21,8 7,5-8,8 inhibitor trypsin

proteas kDa serinovych proteas chymotrypsin

(OSPI; Other Serine Protease 2 inhibitory

Inhibitor)

Bramborovy inhibitor 4,3 kDa / inhibitor karboxypeptidasa

karboxypeptidasy metalloproteas A

(PCI; Potato Carboxypeptidase
Inhibitor)

Ptevazujici slozkou PPIs jsou inhibitory serinovych proteas zahrnujici skupinu bramborového
inhibitoru proteas | ( PI-1) a bramborového inhibitoru Il (PI-11) a inhibitory Kunitzova-typu
(PKPI). Zvlasteé skupina PKPI zfejmé v hlizach brambor patii k nejrozsahlejsim. Na zaklade
imunochemickych analyz PKPI bylo zjisténo, Ze do skupiny inhibitord proteas Kunitzova typu
je mozné fadit i bilkoviny z jinych skupin a celkové PKPI ptedstavuji az 70 % vSech ptitomnych
inhibitor (Pouvreau, 2004). Snaha o klasifikaci této rozsahlé skupiny PPIs vedla k roztiidéni
na zakladé podobnosti sekvence aminokyselin do homogenich skupin A, B, a C (Heibges et al.,
2003). Pozde¢ji byla popsana skupina K (izolovana pouze z odrudy Kuras) a skupna M
(miraculinu podobny inhibitor) (Bauw et al., 2006).

U zéstupcti skupiny PKPI byla zjiSténa vyrazna antimikrobialni aktivita, a to 1 vii¢i vyznamnym
patogenum typu Candida albicans (bilkovina s oznafenim AFP-J) (Park et al., 2005);
Staphylococcus aureus ¢i Listeria monocytogenes (bilkovina s ozna¢enim Potide G) (Kim et
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al., 2005). Inhibi¢ni aktivita vi¢i rostlinnym i jinym patogenim byla popsana i u dal$ich
zastupci PPIs — napf. se jedna o schopnosti bilkovin skupiny PI-I1 a PI-1I inhibovat rast
fytopatogennich hub rodu Fusarium (Bartova et al., 2018) ¢i inhibici kliceni spér patogena
Phytophtora infestans inhibitorem serinovych proteas s ozna¢enim PSPI-21 (Revina et al.,
2008).

V bilkovinach hliz zaujimaji inhibitory proteas 20 - 50 % (Pouvreau, 2004). SmiSeny charakter
konstitutivni a indukované exprese této skupiny bilkovin vytvéii prostor pro rozsahlejsi
variability obsahu i zastoupeni jednotlivych skupin PPIs v zavislosti na genotypu a péstitelské
technologii produkce hliz, av§ak informaci o této problematice je velice malo. Barta et al.
(2015) uvad¢ji rozsah zastoupeni od 46 - 80 % v ramci studovanych genotypi a péstitelskych
zasahti. Pfimy vliv odridy na kumulaci inhibitord proteas dosdhl az 57 % a odrtida byla
hodnocena jako klicovy faktor z pohledu zastoupeni inhibitorii proteas v hlizadch bramboru.
Narasimhamoorthy et al. (2013) studovali vliv terminu sklizn¢ na obsah PI-Il. Koncentrace
tohoto inhibitoru se postupné zvySovala a maximalnich hodnot (v priméru 2 mg/g susiny) bylo
dosazeno pfi sklizni v plné zralosti hliz.

Ve srovnani s patatinem vykazuji PPIs vyraznéjsi odolnost viici vys$sim teplotam, zvlasté pak
nckteré skupiny. Strukturni stabilita skupiny PCPI se uvadi do teploty 60°C; pfi teploté nad
70°C dochazi k nevratnym zménam ve struktufe bilkovin a jejich vysrazeni (Pouvreau et al.,
2005a). Isoformy PSPI vykazuji stabilitu do 55°C; nevratné zmény a agregace nastava pii
zvySeni teploty nad 65°C (Pouvreau et al., 2005b). PI-1l vykazuji funkéni stabilitu do 80°C
(Bartova et al., 2018) a zcela vyjimecna stabilita, a to az do 90°C, byla zjisténa u PCI (Pouvreau,
2004).

4.3. Izolace hlizovych bilkoviny a funk¢ni vlastnosti bilkovinnych koncentrati

Komeréni koncentraty hlizovych bilkovin se obvykle produkuji izolaci bilkovin z tzv. hlizové
vody (potato fruit juice, PFJ), ktera piedstavuje vedlejsi a v podstaté i odpadni produkt
zpracovani brambor na Skrob. V tabulce 2 je uvedeno pramérné slozeni hlizové vody, které
vSak mlze v zastoupeni obsahovych slozek kolisat v ramci ro€nikil, zpracovatelské technologie
1 obdobi zpracovani brambor béhem kampané. Tento predpoklad byl potvrzen béhem kampané
2006 odbérem vzorki PFJ ve Skrobarné LyckebyAmylex a.s. (Barta et al., 2007) a nasledn¢ i
béhem kampané 2017 ve stejném Skrobarenském provozu (zavéreCna zprava projetku
»Spoluprace na zlepSovani vyuziti hlizové §tavy pro vyrobu krmiv). Pfi odbéru vzorkd
v tfidennich intervalech byl primérny obsah susiny v roce 2006 na tirovni 4,9 % a v roce 2017
byla tato hodnota 5,6 %. V roce 2006 zastoupeni bilkovin v susiné PFJ kolisalo od 18,2 do 31,7
% s prumérnou hodnotou 22,9 %; v roce 2017 byla stanovena obdobna variabilita S rozsahem
od 19,7 do 40,4 % s pramérnou hodnotou obsahu bilkovin v susiné PFJ 28,2 %. PFJ obsahuje
predevsim snadno rozpustné bilkoviny — tzn. albuminovou a globulinovou frakci. Bilkoviny
patatinového komplexu zaujimaly v obsahu bilkovin PFJ vroce 2006 v priméru 38 %,
inhibitory proteas 45 % a ostatni bilkoviny tvofily 16 % pfitomnych bilkovin (Barta et al.,
2007).
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Tabulka 2: Primérné slozeni hlizové vody (Koningsveld, 2001; Lokra & Straetkvern, 2009).

Slozka % suSiny
Bilkovina (N x 6,25) 26,8
Peptidy (N x 6,25) 4.4
Aminokyseliny a amidy (N x 5.13) 9,6
Ostatni dusikaté komponenty 1,8
Cukry 15,8
Lipidy 2,2
Organické kyseliny 13,2
Kyselina chlorogenova 0,4
Kyselina kofeinova 0,1
Draslik 11,2
Fosfor 1,0
Ostatni komponenty 10,1

Zvoleny postup izolace bilkovin z PFJ je uréujici z hlediska objemu izolovanych bilkovin a
zachovani jejich funkénich vlastnosti, coz vysledné rozhoduje o moznostech vyuziti takového
bilkovinného koncentratu. Zvolime-li podminky izolace “Setrn&js$i* k bilkovindm, pak
vytéznost izola¢niho postupu je obvykle nizsi, ale izolované bilkoviny si z velké ¢asti
zachovavaji své funk¢ni vlastnosti a jsou vyuzitelné napt. i v potravinaistvi, ¢i jinych oborech.
Naopak volba intenzivnéjsi formy izolace bilkovin (nejcastéji tprava pH a tepelna koagulace)
zarucuji vysokou vytéznost bilkovin S narusenymi funkénimi vlastnostmi a ziskané koncentraty
bilkovin jsou urfeny pfevazné pro krmivarsky primysl, nebot maji vysokou koncentraci
bilkovin se zachovanou nutriéni hodnotou, ale eliminovanou aktivitou inhibitorti proteas
(Kérenlampi & White, 2009; Lokra & Straetkvern, 2009). Volba metody produkce kncentrati
hlizovych bilkovin rozhoduje 1 o cenné¢ findlniho vyrobku - napf. cena izolatu hlizovych
bilkovin pro krmivarsky primysl obvykle byva v rozsahu 0,5 - 1 EUR za kg, zatimco u
hlizovych bilkovin ur¢enych pro potravinaiské aplikace se cena pohybuje v rozsahu 7 — 10 EUR
za kg (Lekra & Straetkvern, 2009).

V primyslovém meéfitku jsou v podstaté redlné tfi zakladni skupiny metod izolace bilkovin —
metody precipitaéni, membranové a chromatografické (Lekra & Straetkvern, 2009).
Pievladajici metoda izolace bilkovin z PFJ je kombinaci isoelektrické a tepelné koagulace
(Barta et al., 2015). Hodnota pH PFJ je snizena na troven pH 4,8 - 5,2 s naslednym zahfatim
na vysokou teplotu (napf. injektaci pary). Denaturace vede k rychlému vysrazeni pfevazné ¢asti
bilkovin (vytéZznost obvykle ptesahuje 90 %). Vysledkem je produkt denaturovanych bilkovin
S minimalni mirou rozpustnosti, neaktivni frakci inhibitori proteas, vyS$Sim obsahem
steroidnich glykoalkaloidt (az 1600 mg/kg), ktery ma uplatnéni pfedev§im pro krmné ucely
(Bartova et al., 2009). Uvedena technologie je v rliznych modifikacich vyuzivana vétSinou
skrobarenskych provozl — vlastni provedeni se muize liSit teplotou nahfevu, zakoncentrovanim
PFJ pied izolaci, pouzitim tlaku pro zvySeni denatura¢ni G¢innosti apod.. Od roku 2017 je
technologie izolace bilkovin z hlizové vody pomoci jejich tepelné koagulace vyuzivana i v CR
v ramci Skrobarenského provozu Lyckeby Amylex a.s..

Avebe Foxhol prostiednictvim své dcefiné spolecnosti Solanic izoluje od roku 2007 nativni
bilkoviny (izolaty s oznacenim Solanic), které jsou z PFJ ziskdvany adsorpéni vicemodalni
chromatografickou separaci. Pfesny postup je pfedmétem patatentové ochrany a neni znam.
Izolaty se liSi zastoupenim hlavnich frakci a tedy i svymi funkénimi vlastnostmi — HMW
Solanic obsahuje s pfevahou patatinové bilkoviny; LMW Solanic obsahuje s pievahou frakci
inhibitord proteas (Barta et al., 2015; Guiseppin et al., 2013).

Ostatni uvedené metody jsou uplatiiovany spiSe v laboratornim métitku pro ucely dalSiho
vyzkumu samoziejmé s potencidlem jejich mozného budouciho vyuziti v primyslové izolaci
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hlizovych bilkovin. Tabulka 3 prezentuje dosud publikované moznosti izolace hlizovych

bilkovin v¢etn¢ shrnuti jej

ich silnych a slabych stranek.

Tabulka 3: Moznosti izolace bilkovin z hlizové vody brambor (zpracovano a doplnéno dle

Barta et al., 2015)

Metody izolace hlizovych
bilkovin

Charakteristika metody

Citace

Metody srdfeci (precipitacni)

Tepelna koagulace

+ velka vytéznost, eliminace aktivity termolabilnich
inhibitord proteas, moznost selektivni izolace
termostabilnich bilkovin

- nerozpustnost, ztrata funkénich vlastnosti

Koningsveld et al., 2001
Kérenlampi & White,
2009

Bartova & Barta, 2009
Bartova et al., 2018

- obtiznost odstraiiovani iontd kovt z bilkovinnych
komplexti

Zména pH + jednoduché metoda Knorr, 1980
- ztrata funkénich vlastnosti, nutnost neutralizace Barta et al., 2008
+ pfi pouziti trojmocnych kovii vysoka vytéznost, | Koningsveld, 2001
Ionty kovi rozpustnost, zachovani funk¢nich vlastnosti Barta et al., 2008

Bartova & Barta, 2009
Wagley et al., 2014

Iontova sila (vysolovani)

+ vysokd rozpustnost, zachovani funkénich
vlastnosti, vysoka vytéznost

- obtiznost odsoleni, velka spotfeba soli

Koningsveld, 2001
Wagley et al., 2014

Organicka rozpoustédla

+ pifi srazeni za nizkych teplot — vyhovujici
rozpustnost, zachovani funkénich vlastnosti

- riziko denaturace pti nedodrZeni teplotniho optima,
ekonomicka naro¢nost

Barta et al., 2008
Koningsveld, 2001

Carboxymethylceluloza

+ vysoka W¢innost, navazani na polysacharid
zlepSuje pénivost
- nizké pH reakce poskozuje funkéni vlastnosti

Gonzalez et al., 1991
Vikelouda
Kiosseoglou, 2004

&

Sriznou naplni  kolon
(obvykle iontovyménna,
gelovda permeacni nebo

afinitni chromatografie)

separace frakei, vysoka ucinnost
- nakladné, vhodné spise pro laboratorni aplikace

ne¢kterych  bilkovin, nutny pfesny  pomér
bilkovina/polysacharid

Metody chromatografické

Kapalinova chromatografie | + zachovani funkénich vlastnosti, selektivni | Barta et al., 2013

Bartova & Barta, 2009
Pouvreau, 2004

Adsorbéni chromatografie
na  expandovaném  a
pohyblivém lozi

+ zachovani funkénich vlastnosti, selektivni

separace frakci, vysoka ucinnost

S

Andersson et al., 2008
Lokra et al., 2008

Lokra et al., 2009
Straekvern & Schwarz,
2012

Ralla et al., 2012

Zeng et al., 2013
Jinetal., 2018

Metody membrdanové

Ultrafiltrace, MWCO
5-150 kDa

+ zachovani funk¢énich vlastnosti, metoda vyuzitelna
i v primyslovém méfitku
- nizka zivotnost membran a jejich cena

Zwijnenberg et al., 2002
Debastani et al., 2017

Ostatni metody

Pénova separace

+ provozné nendrocna technologie
- riziko denaturace bilkovin

Liuetal., 2013
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4.4. Funkéni vlastnosti hlizovych bilkovin a potencial jejich uplatnéni

Funk¢ni vlastnosti izolatth hlizovych bilkovin jsou vysledkem zvoleného postupu izolace a
zastoupeni jednotlivych bilkovinnych frakei, které jsou nositely zajmovych funk¢nich
vlastnosti.

4.4.1. Nutri¢ni kvalita hlizovych bilkovin bramboru

Prevazujici postup izolace hlizovych bilkovin je jejich tepelna koagulace po predchozim snizeni
hodnoty pH, ¢imz vznikd koncentrat denaturovanych bilkovin s vysokou Kkoncentraci
izolovanych bilkovin (vice nez 90 %). Patatinové bilkoviny a ¢ast inhibitort proteas, které jsou
pritomné v tomto typu bilkovinného koncentratu, jsou v denaturovaném stavu a ztratily své
enzymové ¢i inhibi¢ni aktivity. Koncentrat s velmi nizkou rozpustnosti bilkovin je lehce bézové
barvy s obsahem steroidnich alkaloidli az 2000 mg.kg™ susiny koncentratu (Bartova & Barta,
2009; Lekra & Straetkvern, 2009). Denaturovany stav bilkovin piedurcuje jejich vyuziti
v krmivafstvi, kde se tyto bilkoviny vyuzivaji zejména pro vyzivu mlad’at (selat, kufat), ve
vyzivé prasnic, prasat ve vykrmu a jako tzv. ,,petfood* (krmivo pro psy a kocky) (Barta et al.,
2015). U tohoto koncentratu jsou S ohledem na jeho vyuziti klicové zejména jeho nutri¢ni
parametry a obsah antinutri¢nich latek. Nutricni parametry tepelného koagulatu hlizovych
bilkovin jsou uvedeny v tabulce 4. Vzorek analyzovaného, tepelné piipraveného koncentratu
obsahoval 85 % bilkovin a 1600 mg.kg? celkovych glykoalkaloidi v susing koncentratu.
Analyzované koncentraty byly z hlediska nutri¢ni hodnoty srovnatelné a byl potvrzen majoritni
podil patatinu v nutri¢ni hodnoté hlizovych bilkovin (Bartova & Barta, 2009).

Tabulka 4: Analyza aminokyselinového slozeni PFJ, tepelného koagulatu a dalSich izolata
hlizovych bilkovin (pfevzato a upraveno z Bartova & Barta, 2009).

Sledovany parametr PFJ Tepelny Etanolovy izolat  FeCls izolat Patatin
koagulat
Celkovy obsah aminokyselin 406,6 837,9 789,1 691,8 564,8
g/kg susiny
Celkovy obsah esencialnich 174,0 417,6 487,3 343,6 292,7
aminokyselin g/kg susiny
Pramérna hodnota 79,5 93,8 93,9 94,4 111,2
aminokyselinového skore
Aminokyselinové skore 37,7 455 459 45,2 34,0
limitujici aminokyseliny (%)  cystein cystein cystein cystein cystein
methionin methionin methionin methionin methionin

Index esencialnich
aminokyselin (%)* 70,6 83,3 81,7 82,7 86,1

* Index esencialnich aminokyselin vztazen K celovaje¢nému obsahu

Zavedeni izolace nativnich bilkovin vytvofilo na trhu novy typ produkti, které jsou uréené pro
piimou lidskou vyZzivu (od roku 2008 v Evrop¢, od 2009 v USA) (Barta et al., 2015) nebo jako
surovina pro dalii zpracovani v ramci potravinafskych aplikaci. Casto jsou vyuzivany pro
specifické aplikace s dovétkem ,,vegansky“, ,bez obsahu glutenu“, “bez alergeni* jako
plnohodnotnd nahrada zivociSnych bilkovin. I u téchto produktil je vyznamna jejich nutriéni
hodnota. Porovnani obsahu esencialnich aminokyselin u nativniho koncentratu hlizovych
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bilkovin firmy Solanic je znazornéno na obrazku 2. Z uvedenych dat vyplyva srovnatelny obsah
esencidlnich aminokyselin v koncentratu hlizovych bilkovin s hodnocenymi nejvyznamnéjSimi
predstaviteli zivo¢isnych bilkovin, které jsou bézné pouzivany v potravinaiskych aplikacich —
napf. vaje¢nou bilkovinou, kaseinatem ¢i syrovatkovou bilkovinou (Giuseppin, 2014).

Obrazek 2: Porovnani zastoupeni esencialnich aminokyselin bilkovinného izolatu a rtiznych
typt bilkovin zivo¢isného pivodu (Giuseppin, 2014).
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Pozn.: WPI: koncentrat syrovatkovych bilkovin (whey protein isolate); WPC 85: koncentrat bilkovin s 85%
obsahem syrovatkovych bilkovin

4.4.2. Ostatni funkéni vlastnosti hlizovych bilkovin bramboru

Jak jiz bylo uvedeno v predchozich kapitolach, jednotlivé slozky hlizovych bilkovin jsou
nositeli fady funk¢nich vlastnosti. Nékteré tyto vlastnosti jsou dnes jiz vyuzivany (zejména Vv
potravinatskych aplikacich), jiné byly popsany v ramci vyzkumnych studii a jejich vyuziti je
tedy spiSe teoretické s moZnym budoucim piesahem do praktického vyuziti. Funkéni vlastnosti
nejvyznamngjSich slozek bilkovin jsou shrnuty v nésledujici tabulce 5.

Vedle funk¢nich vlastnosti hlavnich slozek (patatinu a inhibitort proteas), které jsou v tabulce
pfedevS§im prezentovany, je nutné zminit také funkéni vlastnosti nativni formy
celobilkovinného izolatu. Vysledné funkéni vlastnosti jsou dény zastoupenim klicovych
komponent a mirou poSkozeni jejich nativniho stavu v prib¢hu izola¢niho procesu. U
celobilkovinného izolatu se uvadi pfedevsim schopnost vazby tuku a vody a Ize jej tedy vyuzit
napt. v masnych vyrobcich jako nahradu s6jové ¢i pSeni¢né slozky (Barta et al., 2015), pfipadné
je mozné izolat vyuzit k celkovému nahrazeni zivoc¢isnych bilkovin, ¢i k produkci veganskych
a vegetarianskych variant riznych typa potravin. Napf. firma Avebe uvedla na trh premix
S obsahem hlizovych bilkovin a Skrobu k vyrobé krémoveého veganského syra na pizzu plné
nahrazujici ,,klasicky* vyrobek obsahujici zivoc¢isné bilkoviny (Avebe, 2019; Bergsma, 2019).
V téchto 1 jinych typech vyrobki je ale téz vyuzivdna péniva a emulgacni aktivita hlizovych
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bilkovin, jejich nutri¢ni hodnota, rozpustnost a dalsi vlastnosti vytvaiejici unikatni vysledek. U
celkovych hlizovych izolat bylo napf. i uspéSné vyuzito antimikrobialni aktivity jednotlivych
slozek a byly pouzity pii vykrmu broilert (Ohh et al., 2010) a prasat (Jin et al. 2009) k potla¢eni
patogennich bakterii (Staphylococcus aureus, Salmonella choleraesuis, Salmonella gallinarum
a Escherichia coli), ¢i k povrchovému oSetieni citrusi k potlateni houbovych patogend
Penicillium digitatum a Geotrichum candidum (Rodriguez et al., 2015). Bilkovinné izolaty maji
tedy i potencial byt ekvivalentem antibiotickych ¢i pesticidnich latek (Bartova et al., 2019).

V omezené miie jsou dostupné informace tykajici se variability funk¢nich vlastnosti v rdmci
genotypu a ptisobeni agroekologickych faktor. Zmapovany jsou agroekologické faktory
ovlivilujici zastoupeni celkovych bilkovin a jejich nutriéni kvalitu (viz nasledujici kapitola)
(Barta & Bartova, 2007; Barta et al., 2015; Bartova et al., 2009; Bartova et al., 2013; Bartova
et al., 20015; Galdon et al., 2010; Peksa et al., 2013). Naopak informace o vlivu genotypu, ¢i
vngj$ich podminek na pénivé, emulgacni, antioxidacni ¢i antimikrobialni vlastnosti hlizovych
bilkovin jsou nedostupné a lze pouze usuzovat z faktort, které se podileji na rozmanitosti
zastoupeni a variabilité biochemickych vlastnosti jednotlivych bilkovinnych frakei, jez jsou
nositeli funkénich vlastnosti koncentratu hlizovych bilkovin.
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Tabulka 5: Funkéni vlastnosti hlizovych bilkovin a potencidl jejich vyuziti v riznych

aplikacnich oblastech.

Bilkovina a jeji funkéni
vlastnosti

Moznosti vyuziti

Citace

Patatinové bilkoviny

LAH a fosfolipasova aktivita
patatinu

syntéza monoacylglycerolt

Macrae et al., 1998
Davis & Macrae, 2001

emulgaéni vlastnosti — produkce
nebo stabilizace emulzi

Lokra et al, 2008, 2009
Romero et al., 2011

uvolnéni kratkych fetézcl
mastnych kyselin mlééného tuku -
zlepSeni senzorickych vlastnosti
syru

Spelbrink et al., 2015

Antioxida¢ni aktivita (patatin a
patatinové §tépy)

stabilizace olejt a dalSich latek
viéi oxidaci

Liu et al., 2003

Pénivé schopnosti

stabilizace potravinatskych pén,
nahrazeni ¢i omezeni kaseinati,
vaje¢né bilkoviny a dalSich
bilkovin zivocisného pivodu -
produkce veganskych a
nealergizujicich potravin

Barta et al., 2015
Lomolino et al., 2015
Schmidt et al., 2018

Schopnost tvorby gelti

gely a pénivé gely pro
potravinaiské  uziti,  produkce
bioaktivnich, biodegradabilnich a
pozivatelnych obald potravin — tzn.
obaly nové generace

Creusot et al., 2011

Vazba na tiisloviny

nahrada alergizujicich bilkovin
vyuzivanych k ¢ifeni (krasleni)
vina

Gambuti et al., 2012
Gambute et al., 2016

Produkce peptidovych S$tépa se
schopnosti inhibovat angiotensin |
konvertujici enzym a renin

priprava peptidovych $tépi pro
1é¢bu hypertenze

Fuetal., 2017

Inhibitory proteas

Pénivé schopnosti

izolat inhibitord proteas vykazuje
5-10x vyssi pénivou aktivitu nez
patatin — vyuziti obdobné jako u
patatinu

Schmidt et al., 2018

Inhibice proteolytickych enzymt

kontrola degradace bilkovin -
fizeny proces fermentace nebo
produkce hydrolyzatt

Barta et al., 2015

antiobesitologické ptisobeni

Ku et al., 2016

Antifungalni a antimikrobidlni

aktivita

Siroké moznosti vyuziti:
konzervace a stabilizace potravin
farmaceuticky pramysl — doplnéni
¢i nadhrada antibiotickych latek

Bartova et al., 2012
Bartova et al., 2019
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4.5. Vliv genotypu a vybranych podminek produkce hliz na obsah a funkéni
vlastnosti hlizovych bilkovin

Obsah dusikatych latek neboli hrubych bilkovin (N x 6,25) je obvykle uvadén ptiblizné 2 %
Cerstvé hmoty hliz, tedy kolem 10 % susiny (Barta & Bartova, 2007; Barta & Bartova, 2008;
Barta et al., 2015; Bartova et al., 2015; Leonel et al., 2017; P¢ksa et al., 2013; P¢ksa et al.,
2018). Podil bilkovin v obsahu dusikatych latek kolisa v zavislosti na genotypu a podminkach
produkce ve znaéném rozpéti, a to piiblizné od 30 do 70 % (Bartova et al., 2015; Bartova et al.,
2012; Pe¢ksa et al., 2018). Nebilkovinné dusikaté latky jsou ¢lenény na volné aminokyseliny,
amidy asparaginu a glutaminu a ostatni dusikaté latky (Barta & Bartova, 2007). Patatin
Vv obsahu bilkovin zaujima v praméru 30 % a inhibitory proteas 60 %, ale ob¢ tyto bilkovinné
slozky opét s vyznamnou genotypovou variabilitou obsahu i relativni abundance (Barta &
Bartova, 2008; Barta et al., 2015; Bartova et al., 2013; Bartova et al., 2015).

Potfeba sledovat obsah bilkovin, jejich nutri¢ni hodnotu, pfipadné téz zastoupeni patatinu a
inhibitorl proteas v hlizovych bilkovinach ma nékolik divoda. Bilkoviny brambor i pies jejich
nizky obsah v hlizach, jsou vzhledem ke spotfebé brambor vyznamnou slozkou ve vyzive.
Trend nérGstu spotieby brambor v Asii a Africe, ktery byl zaznamenan v poslednich letech
(Zaheer & Akhtar, 2016; Tesfaye, 2016), tento vyznam je$té umociiuje. Druhym divodem je
izolace bilkovin z PFJ, kdy vytéznost izolacniho postupu je dana nejen vlastnim postupem
izolace, ale i obsahem bilkovin v hlizach. V CR neprobihaji §lechtitelské programy majici za
cil zvysit obsah bilkovin v hlizach ani jedné ze skupiny odrid a obsah bilkovin neni b&zné u
odriid brambor hodnocen (Barta et al., 2015). V zahrani¢i se Slechténim odriid bramboru na
zvySeny obsah bilkovin a produkei odriid uréenych k soubézné izolaci bilkovin i Skrobu zabyva
napf. §lechtitelska stanice Averis Seed (dcefina spole¢nost firmy Avebe) (Averis Seed, 2019).

Vedle standardniho postupu hledani §lechtitelskych zdrojii s vysokym obsahem bilkovin mezi
dosavadnimi odriidami, ptipadné mezi ptibuznymi druhy rodu Solanum, byla publikovana i
moznost zvySeni obsahu bilkovin v hlizdch bramboru s vyuZzitim genetické manipulace —
exprese geni AMAL (albumin semen amarantu) v transgennich rostlinaich bramboru zvysilo
obsah hlizovych bilkovin az o 60 % (Chakraborty et al., 2010).

V CR je zpohledu genotypové variability obsahu hlizovych bilkovin dostupna prace
Domkatové (2001), ve které byly publikovany vysledky hodnoceni obsahu dusikatych latek na
kolekci 1530 odriid brambor. Odridy s vysokym obsahem dusikatych latek (nad 2,51 %)
prevazovaly ve skupiné odrid s delsi vegetacni dobou.

Analyza bilkovin a bilkovinnych frakci na souboru 5 odriid druhu S. tuberosum a 24 pfibuznych
druhti rodu Solanum byla publikovana v praci Barta et al. (2015). Obsah bilkovin v susing hliz
byl zaznamenan Vv rozsahu od 3,4 (S. bulbocastanum) do 9,2 (S. sucrense) %. Vysoky obsah
bilkovin (nad 7 % v susiné hliz) byl zaznamenan u S. tuberosum cv. Superior, S. andigenum, S.
acaule, S. sparsipilum a S. sucrense. Variabilita zastoupeni patatinu Vv obsahu hlizovych
bilkovin byla v rozsahu od 9 (S. pinnatisectum) do 41,4 (S. verrucosum) %; zastoupeni
inhibitord proteas bylo v rozsahu od 52,1 (S. incamaoyense) do 80,8 (S. berthautii) %. Zatimco
U odrid kulturniho druhu S. tuberosum byla zaznamenana vyssi hodnota relativni abundance
patatinu v porovnani se skupinou planych druhti, v pfipad¢ inhibitord proteas byl trend opaény.

V ramci souboru 40 odrid (rovnomérné zastoupeny odridy konzumni a odriidy uréené pro
zpracovani na S§krob) byl rozsah obsahu bilkovin od 4,0 (cv. Kuras) do 6,5 (cv. Tomensa) % a
zastoupeni bilkovin v obsahu dusikatych latek se pohyboval od 37 do 70 %. Odrtudy uréené pro
zpracovani na Skrob mély vyssi primérné zastoupeni bilkovin v obsahu dusikatych latek (58
%). Patatin tvofil v priméru 26 % hlizovych bilkovin u odriid uréenych pro zpracovani na Skrob
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a 21,6 % u odrid urcenych pro konzum. Nejniz$i hodnota byla u odrady Bionta (7,2 %),
nejvyssi pak u odriid Tomensa a Vaneda (31,2 %) (Barta & Bartova, 2008). Podil odridy na
variabilité obsahu bilkovinného dusiku je obvykle uvadén okolo 30 - 40 % (Barta & Bartova,
2007; Barta & Bartova, 2008; Barta et al., 2015; Lachman et al., 2005).

Vedle odridy jsou ostatni faktory ovlivitujici obsah a slozeni dusikatych latek urcujici prevazné
ve vzajemnych interakcich (Barta et al., 2015; Lachman et al., 2005). K nej¢astéji studovanym
faktortim patii N hnojeni, vliv stanovisté, roéniku a péstitelské technologie. Z publikovanych
vysledkti vyplyva, ze rostouci davky dusiku zvySuji obsah bilkovinnych i nebilkovinnych
dusikatych latek, ale obsah nebilkovinnych dusikatych latek roste rychleji a se zvySujici se
davkou dusiku dochazi k poklesu zastoupeni bilkovin v celkovém obsahu dusikatych latek.
(Barta a Bartova, 2007; Mitrus et al., 2003). Stejné tak ma zvysujici se davka N hnojeni spiSe
negativni vliv na zastoupeni patatinovych bilkovin. Ale i vtomto piipadé se projevuje
variabilita odrid v kumulaci bilkovin — v ramci polniho pokusu, ktery sledoval vliv bézné
davky N hnojeni (100 kg N/ha) a vyrazné zvySené davky N (200 kg N/ha) byl negativni vliv na
zastoupeni bilkovin v obsahu dusikatych latek u vyrazné zvysené davky N zaznamenan u vSech
odrtd s vyjimkou odriidy Tomensa, u které vyssi davka N hnojeni naopak zvySovala zastoupeni
bilkovin v obsahu dusikatych latek (Barta et al., 2015).

ZvySena dostupnost fosforu v pide zvysuje zastoupeni Skrobu, ale snizuje zastoupeni bilkovin,
avsak i tento vztah je modifikovan odridou — Vv praci Leonel et al. (2017) vztah platil pro
vSechny odrudy S vyjimkou odridy Agata.

Hlizy produkované na stanovisti s niz§i nadmotskou vysSkou obvykle kumuluji vyssi obsah
bilkovin (Lachman et al., 2005), ale z pohledu vynosu $krobu a bilkovin poskytuji lepsi
podminky stanovisté s vy$si nadmoiskou vyskou. Vyssi hrn srazek na stanovisti negativné
ovliviiuje obsah $krobu, ale z pohledu obsahu a vynosu bilkovin byl zjistén pozitivni vztah
(Barta et al., 20015). Diskutovanou otazkou je téz vliv technologie produkce hliz. Lachman et
al. (2005) a Maggio et al. (2008) uvadéji vyssi obsah bilkovin u hliz produkovanych
ekologickym systémem. Naopak data publikované v praci Bartova et al. (2013) uvadéji mirné
niz§i obsah bilkovin i1 zastoupeni patatinu Vv hlizdch pochazejicich z ekologického systému
péstovani, ale v porovnani skonvecnim zplsobem nebyly zjisténé hodnoty statisticky
prikkazné. SniZené zastoupeni dusikatyh latek v hlizach ekologické produkce je prezentovano
také v praci Hajslova et al. (2005).

4.5.1. Nutri¢ni hodnota hlizovych bilkovin z pohledu odriudy a péstitelské technologie

Z hlediska nutriéni hodnoty jsou hlizové bilkoviny na zdklad¢ jejich indexu esencialnich
aminokyselin (EAAI) fazeny k nejkvalitnéj$im rostlinnym bilkovinam. Bramborova bilkovina
je cenna zejména vysokym obsahem lysinu, ktery je limitujici ve vétSiné obilnych bilkovin.
Jako limitujici jsou pro hlizové bilkoviny uvadény sirné aminokyseliny (Bartova & Barta, 2009;
Bartova et al., 2015; Eppendorfer & Eggum, 1994) valin, isoleucin (Mitrus et al., 2003) a
leucine (Eppendorfer & Eggum, 1994; Mitrus et al., 2003; Peksa et al., 2018). Naopak Galdon
et al. (2010) na zaklad¢ analyzy 10 odrad uvadi velmi vysoké chemické skore (nad 230 %) pro
aromatické aminokyseliny (fenylalanin, tyrosin) a pro aminokyselinu treonin. Zaroven uvadi
vysoké chemické skoére pro vétvené aminokyseliny isoleucin, leucin a wvalin. Sirné
aminokyseliny byly limitujici pro vSechny analyzované odriidy s vyjimkou odridy Boralla, u
které byla naopak limitujici aminokyselinou lysin.

Pravdépodobnym nositelem nutricni hodnoty hlizovych bilkovin je patatinova slozka
S detekovanou hodnotou EAAIT az 93 % (patatin izolovany z primyslové PFJ) (Bartova a Barta,
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2009). Lze tedy odvodit, ze faktory ovliviiujici zastoupeni patatinové frakce jsou urcujici i pro
nutri¢ni hodnotu hlizovych bilkovin jako celku. Jak bylo jiz v pfedchozich ¢astech uvedeno,
hodnoty zastoupeni patatinové frakce jsou dany predevSim genotypem a pravdépodobné i
Z tohoto davodu jsou literarni udaje nutricni kvality hliz bramboru uvadény S rozsahlou
variabilitou. Literarn¢ udavand hodnota chemického skére esencidlnich aminokyselin
pritomnych v hlizach bramboru je uvadéna v ramci hodnocenych odriid v Sirokém rozpéti od
26 az po 129 % vztazeno k FAO/WHO standardu (Galdon et al., 2010; Mitrus et al., 2003;
Peksa et al., 2013; Peksa et al., 2018). Aminokyselinové skore izolovaného patatinu bylo
publikovano v rozsahu od 93 (S. phureja) do 112,5 % (S. goniocalyx) a u v§ech izolatd patatinu
byl limitujici obsah cysteinu a methioninu (Bartova et al., 2015), bohuzel jiné informace tykajici
se genotypové variability nutri¢ni hodnoty purifikovaného patatinu nebyly publikovany.

Krom¢ odrtidy je nutri¢ni kvalita hlizovych bilkovin modifikovana i dal§imi agroekologickymi
faktory. Rostouci davka aplikovaného dusiku ma za nésledek pokles nutri¢ni kvality hlizovych
bilkovin, nebot dochazi k nartstu balastnich, neesencidlnich aminokyselin (pfedevsim
asparagové a (lutamové kyselina a jejich amidi) v neprospéch zastoupeni esencialnich
aminokyselin (Eppendorfer & Eggum, 1994; Mitrus et al., 2003). NavySeni obsahu asparagové
a glutamové kyseliny bylo pozorovano i pii nedostate¢né zasob& sirnych iontl v pudé —
schopnost konverze takto ,,pfedzasobenych* dusikatych latek v esencialni aminokyseliny byl
disharmonii ve vyzivé omezen, coz se projevilo vyraznym poklesem jiz tak limitujicich
aminokyselin (cystein, methionin, lysin, leucin) (Eppendorfer & Eggum, 1994).
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5. Komentar metodického feSeni a publikovanych vysledki

Habilita¢ni prace je rozdélena do tiech tématickych okruht ve snaze charakterizovat:

1) Variabilitu vybranych biochemickych a nutri¢nich charakteristik hlizovych
bilkovin v ramci kulturniho druhu bramboru Solanum tuberosum L. a pfibuznych
druhi rodu Solanum.

Bartova V., Barta J., Brabcova A., Zdréhal Z., Horackova V. (2015): Amino acid composition
and nutritional value of four cultivated South American potato species. Journal of Food
Composition and Analysis 40: 78-85.

Lattova E., Brabcova A., Bartova V., Potésil D., Barta J., Zdrahal Z. (2015): N-Glycome
profiling of patatins from different potato species of Solanum genus. Journal of Agricultural
and Food Chemistry 63: 3243-3250.

Barta J., Bartova V., Brabcova A., Divi$ J. Horackova V., Kamenova A., Zdréhal Z. (2015):
Genotypovy potencial obsahu a kvality bilkovin v hlizach brambor, p. 21-64. In: Barta J. (ed.):
Potencial bilkovin hliz brambor v ramci rodu Solanum. KURENT Ceské Budgjovice.

Barta J., Bartova V., Zdréhal Z., Sedo O. (2012a): Cultivar variability of patatin biochemical
characteristics: table versus processing potatoes (Solanum tuberosum L.). Journal of
Agricultural and Food Chemistry 60: 4369-4378.

2) Vliv péstitelskych faktori na kumulaci bilkovin a patatinové frakce v hlizach
kulturniho druhu bramboru Solanum tuberosum L..

Bartova V., Divi3 J., Barta J., Brabcova A., Svajnerova M. (2013): Variation of nitrogenous
components in potato (Solanum tuberosum L.) tubers produced under organic and conventional
crop management. The European Journal of Agronomy 49: 20-31.

Barta J., Divis J., Svajner J., Bartova V. (2012c): Péstovani brambor pro produkci §krobu a
bilkovin. Certifikovana metodika pro praxi (osvédceni 194-2/KU/UKZUZ/2012), ZF JU
v Ceskych Bud¢jovicich, 33 p.

Bartova V., Barta J., Divi§ I, Svajner J., Peterka J. (2009): Crude protein content in tubers of
starch processing potato cultivars in dependence on different agro-ecological conditions.
Journal of Central European Agriculture 10: 57-66.

Barta J., Bartova V. (2008): Patatin, the major protein of potato (Solanum tuberosum L.) tubers,
and its occurence as genotype effect: processing versus table potatoes. Czech Journal of Food
Sciences 26: 347-359.
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3) Praktické aspekty variability vybranych obsahovych a funkénich vlastnosti
hlizovych bilkovin z pohledu jejich izolace a dalSiho vyuZiti.

Bartova V., Barta J., JaroSova M. (2019): Antifungal and antimicrobial proteins and peptides
of potato (Solanum tuberosum L.) tubers and their applications: A mini-review. Under review
in Applied Microbiology and Biotechnology

Bartova V., Barta J., Vlagihova A., Sedo O., Zdrahal Z., Kone¢na H., Stupkova A., §Vajner J.
(2018): Proteomic characterization and antifungal activity of potato tuber proteins isolated form
starch production waste under different temperatures regimes. Applied Microbiology and
Biotechnology 102: 10551-10560.

Bartova V., Barta J. (2009): Chemical composition and nutritional value of protein concetrates
isolated from potato (Solanum tuberosum L.) fruit juice by precipitation with ethanol and ferric
chloride. Journal of Agricultural and Food Chemistry 57 (19): 9028-9034.

Barta J., Hefmanova V., Divis$ J. (2008): Effect of low-molecular additives on precipitation of
potato fruit juice proteins under different temperature regimes. Journal of Food Process
Engineering 31(4): 533-547.

Metodicka, vysledkova i komentujici ¢ast zjednoduSené shrnuji hlavni metodické postupy a
vysledky dosazené v ramci deseti let feSeni problematiky dotykajici se obsahovych a funkénich
charakteristik hlizovych bilkovin a jejich individualnich frakci. Popis uvedenych metod i
prezentace vysledkl vychdzeji z publikaci, které v ramci feSeni uvedené problematiky byly jiz
zvetejnény a jsou vzdy uvedeny na zacatku prislusné kapitoly. Detailné;jsi informace tykajici se
metodiky ziskani rostlinného materialu, analyz, ziskanych vysledku i jejich diskuze, je mozné
nalézt v souvisejicich publikacich, které jsou v plném znéni soucasti ptiloh habilitani prace.

5.1. Popis metodického FeSeni publikovanych vysledki

Uvedené popisy metod jsou stru¢nym shrnutim postupu ziskani rostlinného materialu a analyz,
které byly realizovany v ramci jednotlivych publikaénich vysledkii. Detailni postupy pak Ize
naléz v souvisejicich publika¢nich vystupech — Barta & Bartova (2008); Barta et al. (2008,
2012a, 2012b, 2012c, 2015); Bartova & Barta (2009); Bartova et al. (2009, 2013, 2015, 2018,
2019) a Lattova et al. (2015).

5.1.1. Produkce hliz pro hodnoceni odrudové variability obsahovych charakteristik a
variability biochemickych vlastnosti patatinu

V ramci feSené problematiky byl zalozen maloparcelkovy pokus na stanovisti Ceské
Budgjovice v letech 2003-2005 (vystup Barta & Bartova, 2008; Barta et al., 2012a). Pokus
zahrnoval odriidy konzumnich odrid (Adéla, Adora, Agria, Bionta, Bolesta, Cicero, Cinja,
Colette, Dali, Filea, Impala, Karin, Laura, Ditta, Marabel, Milva, Rosara, Rosella, Sant¢,
Symfonia) a odridy urcené pro zpracovani na skrob (Asterix, Delikat, Fresco, Innovator,
Javor, Krumlov, Kuras, Merkur, Morene, Ornella, Pacov, Producent, Saturna, Sibu, Tébor,
Tegal, Tomensa, Vaneda, Vladan, Westamyl). Tu¢né vyznacené odrudy (20 odrid) byly
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pouzity pro izolaci patatinovych bilkovin a stanoveni variability jejich biochemickych
vlastnosti (vystup Barta et al., 2012a). Podminky produkce pro vSechny odrtdy byly shodné:
podzimni hnojeni chlévskym hnojem (35 t.hal); pied vysadbou aplikace 100 kg N.ha, 35 kg
P.ha!a 60 kg K.ha*; spon 30 x 75 cm, velikost parcely 6,75 m?; tii opakovani; mechanicka
kultivace porostli; chemicka ochrana vici plisni bramboru a mandelince bramborové dle
aktualni potieby; sklizen rucni. Obsahové charakteristiky dusikatych latek byly analyzovany na
urovni susiny ziskanych hliz (Barta & Bartova, 2008).

5.1.2. Produkce hliz pro hodnoceni druhové variability obsahovych charakteristik
bilkovin a variability biochemickych vlastnosti patatinu v ramci rodu Solanum

Hodnoceny byly tfi skupiny genotypt rodu Solanum: i) kontrolni skupina péti odriad druhu S.
tuberosum, ii) druhy péstitelsky vyuzivané v zemi pivodu (polokulturni druhy), iii) genotypy
planych druhi (vystup Barta et al., 2015). Hlizovy material ur€eny k analyzam byl produkovan
ve sklenikovych podminkach na pracovisti VUB Havli¢kiv Brod. V piipadé potieby vétsiho
mnozstvi hliz (analyza obsahu aminokyselin) byl hlizovy material namnozen ve sklenikovych
podminkach na ZF JU v C. Budgjovicich (vystup Bartova et al., 2015).

Listy genotypovych polozek byly pouzity ke stanoveni ¢i ovéfeni ploidity pomoci pritokové
cytometrie (stanoveno ve spolupraci s Botanickym tstavem AV CR, Prihonice) (vystup Barta
etal., 2015).

Genotypy rodu Solanum byly analyzovany na Grovni susiny hliz (kvantifikace dusikatych latek
a bilkovin) a ¢ast hlizového materialu byla od$t'avena a hlizova §t'ava pouzita k izolaci patatinu
pro jeho dalsi charakterizaci (vystup Barta et al., 2015; Lattova et al., 2015).

5.1.3. Produkce hliz pro hodnoceni vlivu péstitelskych podminek a odlisné davky N
hnojeni na obsah bilkovin v hlizach bramboru (Solanum tuberosum L.)

V ramci feSené problematiky byl zaloZzen maloparcelkovy pokus na tfech stanoviStich
s odlignymi agroekologickymi podminkami — Ceské Bud&jovice (380 m n. m.), Volyné (460 m
n. m.) a Lukavec (620 m n. m.). V polnim pokusu bylo zahrnuto sedm odrid ur¢enych pro
vyrobu Skrobu (Rebel, Westamyl, Ornella, Amylon, Kuras, Sibu), probihal v ro¢nicich 2004 —
2007 a byl testovan vliv vyrazné odlisné davky N hnojeni (100 a 200 kg.ha™) na obsah $krobu
a bilkovin v hlizach, vynos Skrobu a bilkovin z plochy a relativni abundanci patatinu. Podminky
produkce pro viechny odriidy byly shodné: podzimni hnojeni chlévskym hnojem (40 t.ha™);
pied vysadbou aplikace 100 nebo 200 kg N.ha, 35 kg P.ha* a 60 kg K.ha; spon 30 x 75 cm,
velikost parcely 6,75 m?, tii opakovani. Chemicka ochrana viiéi plisni bramboru a mandelince
bramborové byla dle aktualni potieby; sklizen ruéni (vystup Barta et al., 2012c; Bartova et al.,
2009)
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5.1.4. Produkce hliz pro hodnoceni vlivu konvenéni a organické technologie produkce hliz
na variabilitu obsahu bilkovin a patatinu v hlizach bramboru (Solanum tuberosum L..)

Maloparcelkovy polni pokus byl zalozen v letech 2006 — 2008 na stanovistich Volyné (460 m
n. m.) a Lukavec (610 m n. m.). Na obou stanovistich byl pokus veden v konven¢nim i
ekologickém rezimu. V pokusu byly zahrnuty konzumni odridy s riznou délkou vegetacni
doby (Bionta, Karin, Marabel, Rosara, Satina). Podminky produkce hliz: podzimni hnojeni
chlévskym hnojem (40 t.ha!) shodn& pro konvenéni i ekologickou produkci hliz; konven¢i
produkce - pied vysadbou aplikace 100 kg N.ha, 35 kg P.ha! a 60 kg K.hal; u obou systémii
produkce spon 30 x 75 cm, velikost parcely 6,75 m?, tfi opakovani. Chemicka ochrana viici
plisni bramboru a mandelince bramborové byla dle aktudlni potfeby provadéna v konvencni
technologii; sklizen ru¢ni (vystup Bartova et al., 2013).

5.1.5. Analyza suSiny hliz

Obsah susiny byl stanoven gravimetricky, mrazovym vysusenim (-50°C, 0,520mBar, 72 h)
hlizového materidlu do konstantni susiny.

Obsah Skrobu byl stanoven na zikladé uréeni mérné hmotnosti na specialni vaze dle patentu
Hospes-Pecoldova.

Obsah dusikatych latek byl v susing hliz stanoven piepoétem detekovaného obsahu dusiku (N
X 6,25). Obsah dusiku byl stanoven na elementarnim analyzatoru S vyuzitim Dumasovy
metody.

Obsah bilkovin byl stanoven spektrofotometricky prosttednictvim BCA metody po extrakci
susiny (0,0625M Tris-HCI, pH 6,8 + 2% SDS) dle metodiky Barta et al. (2008).

Odhad relativni abundance patatinu (oblast 39 - 43 kDa) ¢i inhibitort proteas (oblast 8 - 31
kDa) v susin¢ byl stanoven bud’ obrazovou analyzou (sftware Bio 1D++) geld ziskanych
elektrofoterickou analyzou extrahovanych vzorkit v systému SDS-PAGE (vystup Barta &
Bartové, 2008; Bartova & Barta, 2009) nebo pomoci cipové elektroforézy Experion po
piedchozi denaturaéni extrakci vzorku (vystup Barta et al., 2012a; Barta et al., 2015; Bartova
et al., 2013; Bartova et al, 2015). Obsah patatinu a inhibitorti proteas Vv susin¢€ byl vypoéten ze
zjisSténych hodnot relativni abundance patatinu a obsahu bilkovin.

Obsah steroidnich glykoalkaloidl byl v susin€ hliz ¢i bilkovinnych izolat stanoven metodou
HPLC-MS/MS (vystup Bartova et al., 2013; Bartova et al., 2018; Bartova & Barta, 2009).

Stanoveni obsahu aminokyselin bylo provedeno v akreditované laboratofi Tagrea a.s. metodou
ionexové chromatografie s naslednou derivatizaci ninhydridem po pfedchozi kyselé hydrolyze
vzorku. Obsah aminokyselin byl stanoven na trovni susiny, bilkovinného izolatu a izolované
frakce patatinu (vystup Bartova et al., 2015).

5.1.6. lzolace celkovych hlizovych bilkovin a stanoveni vlastnosti bilkovinnych
koncentrati

Bilkovinny koncentrat druhti S. tuberosum cv. Desirée, S. andigenum, S. goniocalyx, S. phureja
a S. stenotomum pro naslednou analyzu aminokyselinového slozeni byl pfipraven vysrazenim
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bilkovin z PFJ ptislusnych druhti pfiddnim NaHSO3 (90% nasyceni roztoku PFJ) a naslednym
odsolenim izolatu prostfednictvim gelové chromatografie (Sephadex G-25) (vystup Bartova et
al., 2015).

Ptiprava bilkovinnych koncentrati pomoci nizkomolekuldrnich latek byla realizovana
vysrazenim bilkovin z hlizové §tavy odridy Tomensa. Izolace probihala ve dvou teplotnich
rezimech 0 a 22°C. K vysrazeni byla pouzita ¢inidla: i) HCI, H2SO4, octova a citronova kyselina
— bilkoviny byly izolovany tpravou pH PFJ na hodnotu pH 3,5; ii) organicka ¢inidla etanol,
metanol, aceton a 2-propanol — bilkoviny byly izolovany pfi finalni koncentraci 20 % v/v
ptislusného ¢inidla v objemu PFJ a iii) kovy soli FeSO4, FeCls a ZnCl, — bilkoviny byly
izolovany pii finalni koncentraci 15 mM (w/v) piislusné soli v hlizové stavé. Pti pouziti
organickych ¢inidel a soli kovil byla pted vlastnim srazenim upravena reakce PFJ na hodnotu
pH 5,0. Rozpustny (100 mM fosfatovy pufr, pH 7,0) 1 nerozpustny podil byl podroben analyze
obsahu N; rozpustny podil bilkovin byl charakterizovan s vyuzitim elektroforetické analyzy
v systému SDS-PAGE (vystup Barta et al., 2008).

Piiprava bilkovinnych koncentrati pro hodnoceni variability biochemickych vlastnosti
Vv zavisloti na izola¢nim procesu byla realizovana vysrdzenim bilkovin z primyslové PFJ
pomoci etanolu (4°C; 1 — 6,4 M v/v nasyceni PFJ etanolem), FeCls (4°C, 1 — 20 mM w/v FeCl3
v PFJ ) a tepelnou koagulaci po piedchozi tipravé reakce PFJ na hodnotu 5,0. U ziskanych
izolatd byla analyzovana zpétna rozpustnost (100 mM fosfatovy pufr, pH 7,0); rozpustny podil
bilkovin byl charakterizovan s vyuzitim elektroforetické analyzy v syst¢ému SDS-PAGE, bylo
provedeno stanoveni obsahu N prostfednictvim elementarniho analyzatoru, stanoveni obsahu
drasliku, sodiku, vépniku a hoic¢iku (atomové absorpcni spektrometrie, laboratot AGRO-LA
s.r.0), obsahu glykoalkaloida (stanoven metodou HPLC-MS/MS) a bylo stanoveno zastoupeni
aminokyselin (provedeno v akreditované laboratofi Tagrea a.s. metodou ionexové
chromatografie s naslednou derivatizaci ninhydridem po kyselé hydrolyze vzorku (vystup
Bartova & Barta, 2009).

5.1.7. Izolace hlizovych bilkovin pro stanoveni jejich antifungalni aktivity

Termostabilni frakce hlizovych bilkovin byla izolovana z primyslové hlizové §t'avy, kterd byla
po piedchozi tpravé reakce na hodnotu pH 5,0 oSetfena teplotami 40, 60, 80 a 100°C.
Vysrazené bilkoviny byly oddéleny centrifugaci a rozpustny podil bilkovin s termostabilitou
Vv uvedenych teplotnich reZimech byl nasledné analyzovan. U téchto bilkovin byla realizovana
elektroforeticka analyza v systému peptidového SDS-PAGE, byl stanoven obsah celkového N
(elementarni analyzator), obsah bilkovin byl analyzovan BCA metodou, stanoven obsah
drasliku (atomova absorp¢ni spektrometrie) a cukri (spektrofotometrickd analyza) - oboji v
laboratofi AGRO-LA s.r.o.. Dale byl analyzovan u ziskanych bilkovinnych izolatd obsah
steroidnich glykoalkaloidi metodou HPLC-MS/MS a byla méfena spektra cirkularniho
dichroismu (ECD spektra, pracovisté) pro stanoveni strukturni stability izolovanych bilkovin,
spektrofotometricky byla stanovena aktivita inhibitorQ trypsinu dle metodiky Pouvreau (2004).
Nejvyznamngjs§i Cast analyz termostabilni frakce bilkovin zahrnovala 2D PAGE analyzu
s naslednou identifikaci detekovanych spotii prostiednictvim MALDI-TOF MS/MS analyzy
(pracovisté CEITEC MUNI) a stanoveni antifungélni aktivity izolovanych bilkovinnych frakci
metodou jamkové difuse vuci vybranné skupiné rostlinych patogenti rodu Fusarium.
Koncentrace bilkovin aplikovana k patogentim byla 1, 5 a 10 mg.ml? (vystup Bartova et al.,
2018).
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5.1.8. Izolace patatinové frakce hlizovych bilkovin

Patatin byl izolovan z PFJ ziskané z odridové ¢i druhoveé ptislusnych hliz (vystup Barta et al.,
2012a; Barta et al., 2015; Bartova et al., 2015; Lattova et al., 2015) nebo z PFJ produkované
Skrobarenskym provozem Lyckeby Amylex a.s. (vystup Bartova & Barta, 2009).
Chromatograficka izolace patatinu na gravita¢nich kolonach probihala v tfistupiiovém systému
dle metodiky Barta et al. (2013). Odrudov¢ specificka PFJ po Gpravé pH na hodnotu 7,4 byla
aplikovana na kolonu s obsahem inotovyménného média (DEAE celulosa) - po promyti kolony
a eluci zachycené frakce, byla zachycena frakce opét po tpravé reakce na hodnotu pH 7,4
nanesena na kolonu s afinitni naplni (Konkanavalin A Agarosa), zachycena frakce byla po jeji
eluci odsolena prostiednictvim gelové chromatografie (Sephadex G-25).

5.1.9. Analyzy izolované frakce patatinovych bilkovin

K ovéfeni izola¢niho postupu a stanoveni charakteru patatinovych spekter byla pouzita ¢ipova
elektroforéay Experion po ptedchozi denaturacni extrakci vzorku dle metodiky Barta et al.

(2009).

Identifikace patatinovych vzorkii, stanoveni piesné molekulové hmotnosti a zastoupeni
jednotlivych hmotnostnich forem v ramci odrid byla uskute¢néna pomoci MALDI MS/MS
analyzy (pracovist¢ CEITEC MUNI) (vystup Barta et al., 2012a, 2015; Bartova et al., 2015).

Detekce zastoupeni glykan v ramci druhové odlisSnych vzork patatinu bylo provedeno
MALDI-TOF MS/MS analyzou pro ptedchozi deglykosilaci patatinovych vzorki pomoci N-
glykosidasy A s naslednou derivatizaci N-glykani pomoci PHN (analyza probihala na
pracovisti CEITEC MUNI) (vystup Lattova et al., 2015).

Variabilita nativniho spektra izolovanych vzorkt patatinu byla stanovena s vyuzitim nativni
PAGE analyzy. Nativni PAGE patatinu byla realizovana v systému kontinualniho uspotadani
gelti s naslednou detekei patatinovych isoforem pomoci Coomassie Brilliant Blue nebo detekci
jejich lipdacylhydrolasové (LAH) aktivity na gelu dle metodiky Barta et al. (2012b).

Isoelektricka fokusace pro detekci ndbojovych isoforem izolovaného patatinu probihala
Vv gelovém systému s gradientem pH 4 - 6 s vyuzitim elektroforetického systému Mini 111 Cell.

Prvni rozmér 2D PAGE analyzy se uskutecnil na 7 cm stripech s imobilizovanym pH
gradientem 4 — 7; druhy rozmér probihal v diskontinudlnim uspofadani na 10 % gelech.
Bilkovinné spoty byly detekovany barvenim v roztoku s obsahem Coomassie Brilliant Blue.

Specificka LAH aktivita viac¢i substratu  p-nitrofenylbutyrat byla kvantifikovana
spektrofotometricky (vystup Barta et al., 2012a, 2015, Bartova & Barta, 2008).

5.1.10. Statistické zpracovani dat

Data byla zpracovdna statistickym programem ,Statistika®. Data byla zpracovana
jednofaktorotovou ¢i vicefaktorovou analyzou rozptylu (ANOVA), testem diference stfednich
hodnot (Tukey HSD test), analyzou komponent ¢i byly aplikovany korelacni a regresni analyzy.
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5.2. Komentai publikovanych vysledki K prvnimu okruhu habilita¢ni prace

5.2.1. Variabilita vybranych biochemickych charakteristik hlizovych bilkovin v ramci
kulturniho druhu bramboru Solanum tuberosum L.

1) Barta J., Bartova V., Zdrahal Z., Sedo O. (2012a): Cultivar variability of patatin
biochemical characteristics: table versus processing potatoes (Solanum tuberosum
L.). Journal of Agricultural and Food Chemistry 60: 4369-4378

V praci (Barta et al., 2012a) byl izolovan patatin z PFJ deseti odrid, srovnomérnym
zastupenim odrid konzumnich a odriid uréenych pro zpracovani tcely, za Gcelem detailnéjsiho
zmapovani odridové variability vybranych biochemickych vlastnosti patatinu. Studie zahrnuje
stanoveni pfesné molekulové hmotnosti patatinovych forem a jejich pfitomnost v rdmci
hodnoceného souboru odrtd, byl stanoven pocet patatinovych isoforem s detekovatelnou LAH
aktivitou, byl stanoven rozsah hodnot izoelektrickych bodl stanovenych pro jednotlivé odrudy
a vramci 2D PAGE analyzy odridové pfislusnych vzorkli patatinu byla stanoven pocet
detekovatelnych spotti (Tabulka 6 a Obrazek 3). Prezentované vysledky zahrnovaly také
kvantifikaci obsahu bilkovin, relativni abundance patatinu a kvantifikaci specifické LAH
aktivity.

V hodnoceném souboru odrud se obsah bilkovin Vv susiné hliz pohyboval v rozmezi od 3,85
(cv. Bionta) do 6,23 (cv. Marabel) % u skupiny konzumnich odrid a od 3,98 (cv. Fresco) do
7,39 (cv. Javor) % ve skuping odrid urcenych pro zpracovani. Relativni abundance patatinu
v susing hliz byla stanovena v rozsahu od 5,4 (cv. Bionta) do 35,4 (cv. Ornella) %.

Molekulova hmotnost detekovanych isoforem patatinu byla v ramci hodnoceného souboru
odrid v rozmezi od 40513 do 42988 Da (Tabulka 6). U vsech odrud byla detekovana prvni
hmotnostni stupen patatinu S molekulovou hmotnosti mezi 40513 a 40666 Da. Druha Groven
molekulové hmotnosti (41702 az 41884 Da) byla nalezena u patatinu vSech hodnocenych odrad
s vyjimkou odrtidy Javor, u niZ byla zjiSt€éna pouze prvni hmotnostni trroven, a to 40539 Da.
Obdobe i tfeti forma patatinu s molekulovou hmotnosti v rozmezi od 42884 do 42988 Da
nebyla detekovana u vSech odrud, jak je zfejmé z tabulky 6. Tti zakladni urovné hmotnostich
isoforem patatinu byly charakterizovany na zakladé jejich primérné hmotnosti — tzn. 40590,
41798 a 42930 Da. Ptiblizny rozdil 1,2 kDa mezi jednotlivymi hmotnostnimi trovnémi, ktery
odpovida hmotnosti sacharidové ¢asti patatinu (Lattova et al., 2015), podpofil jiz dfive
vyslovenou hypotézu o zdsadnim podilu rozdilné miry glykosylace na variabilit¢ hmotnostnich
urovni patatinu (Pots, 1999).
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Tabulka 6: Analyza odridové variability vybrané skupiny biochemickych charakeristik
patatinu (pfevzato a upraveno dle Barta et al., 2012a).

MALDI TOF MS analyza Pocet pruhit  Isoelektricka fokusace
Odrid hmotnostni isoforem s LAH 2D PAGE
e Tk pikIl  piklll  aktivitou potet  rozsahpl  poletspoti
pruhu

konzum

Adora 40594 41824 42917 2 10 45-501 19
Agria 40597 41794 3 12 4,50 - 5,09 19
Bionta 40575 41702 2 11 4,51-5,14 17
Filea 40655 41814 42975 2 9 4,48 — 491 19
Impala 40557 41796 42886 4 11 4,47 - 490 17
Karin 40666 41849 42913 3 10 4,49 — 4,92 18
Laura 40563 41802 42942 2 10 4,45 - 485 18
Marabel 40600 41822 3 11 4,50 — 4,99 20
Rosara 40571 41804 3 7 4,52 — 4,99 23
Symfonia 40585 41804 3 10 4,49 - 4,83 18
Skrob

Asterix 40579 41819 3 12 4,55 - 5,07 19
Fresco 40639 41884 42988 4 7 4,49 - 479 21
Javor 40539 3 9 4,58 — 4,82 18
Kuras 40557 41768 42930 4 14 4,49 - 481 21
Merkur 40655 41791 3 9 4,57 -4,79 19
Ornella 40513 41798 42953 2 7 4,53 - 4,82 21
Sibu 40601 41799 42950 3 13 4,48 — 4,79 21
Tomensa 40551 41751 2 7 4,61 4,84 22
Vaneda 40617 41745 42884 3 10 4,49 - 4,85 19
Westamyl 40579 41791 42891 3 12 4,48 — 5,03 23

Obrazek 3: Odridova variabilita 2D PAGE profili odridové piislusnych izolati patatinu
(pfevzato a upraveno dle Barta et al., 2012a).

KDa «4 pl 7> KDa <4 pl 7> kDa «4 pl 7> kDa <4 pl ™
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Modifikace elektroforetické analyzy byly pouzity K hodnoceni hodnoceni variability
nabojovych isoforem patatinu a isoforem, které disponuji LAH aktivitou. Odradové specifické
izolaty patatinu byly separované v systému nativni PAGE s néslednou detekci patatinovych
isoforem roztokem s obsahem barviva Coomassie Blue. U stejnych izolati byla paralelné po
ukonceni separace detekovana LAH aktivita patatinovych isoforem. Ve skupiné konzumnich
odrid bylo roztokem Coomassie Blue detekovano od 2 do 3 pruhi a ve skupiné odrad uré¢enych
k produkci $krobu od 1 do 4 pruhid. VétSina takto detekovanych pruht se shodovala s pozici
pruhti patatinu se zjisténou LAH aktivitou. Vysoka uroven odrudové variability byla
zaznamenana na zékladé analyzy nébojovych isoforem prostfednictvim IEF a 2D PAGE. V
ramci hodnoceného souboru odrid bylo u patatinovych izolata zjisténo 7 — 14 nabojovych
isoforem s pl v rozsahu pH od 4,45 do 5,14. Obdobné¢ nalezli vysokou variabilitu nabojovych
isoforem 1 ostatni autofi, a to i piesto, ze ¢asto §lo o hodnoceni mesiho souboru genotypt - napf.
Racusen & Foote (1980) nalezl 6 - 10 nabojovych forem, Park et al. (1983) popsal 12 - 15
,,patatinovych druha“ a Pots (1999) pak 6 prithu s hodnotou pl v oblasti pH 4,1 az 5,2.

Kombinace rozmanitosti hmotnostnich a nabojovych isoforem vytvofila zaklad pro detekci
vysoké miry variability patatinovych izolatl v ramci 2D PAGE analyzy. Obrazovy zdznam
analyzy je prezentovan na obrazku 3. Na zaklad¢ detekce bilkovinnych ,,spotd* barvou
Coomassie Blue bylo nalezeno 17 az 23 spotu v ramci celého souboru odrud. Porovname-li
zjisténé udaje s ostatnimi autory, pak Bauw et al., (2006) u odrudy Desireé nalezl 9 isoforem a
Lehesranta et al. (2005) 17 isoforem u odrudy Kuras. Avsak v publikaci Barta et al. (2012a) je
variabilita patatinu poprvé dokumentovana na velmi rozsahlém souboru odrud.

LAH aktivita patatinovych izolati se vuci substratu p-nitrofenylbutyrat pohybovala v rozsahu
od 0,92 (cv. Rosara) po 5,46 (cv. Filea) pmol/(min.mg)™. Vysoka hodnota LAH aktivity (nad
4,0 pmol/(min.mg)™ byla zaznamenan u odriid Agria, Filea, Marabel, Symfonia a Merkur. LAH
aktivita byla vy$§i u konzumnich odrd - v priméru ¢inila 3,33 pmol/(min.mg)™? oproti
odridam uréenym pro zpracovani na §krob s primérnou LAH aktivitou 2,22 pmol/(min.mg)™.
LAH aktivita patatinu je klicova pro emulgacni vlastnosti hlizovych bilkovin a zmapovani
odriidové variabity tohoto ukazatele piinasi nové moznosti ve vybéru odrid pro ziskavani
bilkovinnych izolat s optimalni hodnotou funkénich vlastnosti.

Prace Barta et al. (2012a) piedstavuje unikatni soubor dat, nebot’ piinesla poprvé informace o
variabilit¢ biochemickych vlastnosti patatinu na rozsahlém souboru odrid. Prace dalSich
autort, které na uvedené publikace navazaly, mély i z tohoto divodu Siroky zabér fesici napt.
metody molekularni biologie ve Slechténi brambor na obsah bilkovin v hlizach (napf. Klaassen
et al., 2019), popis genotypové variability obsahovych a funkénich vlastnosti hlizovych
bilkovin (napf. Mouzo et al., 2018a; Mouzo et al., 2018b; Mello de et al., 2016), izolaci
bilkovinnych frakci a jejich funkéni vlastnosti (napf. Schmidt et al., 2018; Taskila et al., 2017),
popis vlivu agroekologickych faktort na kumulaci obsahovych latek v hlizach bramboru (napf.
Leonel et al., 2017) ¢i modifikaci struktury a funkénich vlastnosti patatinu (napt. Fu et al.,
2016).
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5.2.2. Variabilita obsahovych, biochemickych a nutri¢nich vlastnosti patatinu vybranych
druhii rodu Solanum

) Barta J., Bartova V., Brabcova A., DiviS J. Hora¢kova V., Kamenova A., Zdrahal
Z. (2015): Genotypovy potencial obsahu a kvality bilkovin v hlizdch brambor, p.
21-64. In: Barta J. (ed.): Potencial bilkovin hliz brambor v ramci rodu Solanum.
KURENT Ceské Budgjovice.

1)) Lattova E., Brabcova A., Bartova V., Potésil D., Barta J., Zdrahal Z. (2015): N-
Glycome profiling of patatins from different potato species of Solanum genus.
Journal of Agricultural and Food Chemistry 63: 3243-3250.

IV)  Bartova V., Barta J., Brabcova A., Zdrahal Z., Horackova V. (2015): Amino acid
composition and nutritional value of four cultivated South American potato species.
Journal of Food Composition and Analysis 40: 78-85.

Druhovéd variabilita kumulace hlizovych bilkovin a vybrané skupiny charakteristik
patatinovych bilkovin byla studovdna na souboru genotypt, ktery zahrnoval kontrolni skupinu
5 odrud kulturniho druhu S. tuberosum (odridy konzumni i odridy uréené ke zpracovani); dale
zahrnoval skupinu 4 druhd, které jsou péstovany v zemi ptivodniho vyskytu jako mistni kulturni
druhy (zde ozna¢né jako polokulturni druhy) a skupinu 19 genotypt planych druhl. Seznam
uvedenych genotypt, hodnoty ploidie a EBM hodnota jsou uvedeny v tabulce 7.

Nejvyssi obsah dusikatych latek v obsahu suSiny (v praméru 16,56 %) byl zaznamenan u
skupiny planych genotypil, avsk tato skupina zaroven vykézala v priméru nejniz$i obsah
bilkovin v susin¢, a to na trovni 5,45 %. Vyrovnané hodnoty obsahu bilkovin v susin€ hliz byly
zaznamenany u polokulturnich druhti a odrud kulturniho druhu S. tuberosum (Tabulka 7).
V téchto skupinach byl také mens$i rozptyl nalezenych hodnot — napt. ve skupiné odrad
kulturniho druhu S. tuberosum se jednalo o rozptyl obsahu bilkovin od 4,24 (cv. Kuras) do 8,10
(cv. Superior) % v porovnani s rozsahlou variabilitou ve skupiné planych genotypt (3,42 u
druhu S. bulbocastanum az 9,18 % u duhu S. sucrense). Za genotypy s vysokym obsahem
bilkovin (nad 7 % Vv obsahu susiny) Ize v ramci hodnoceného souboru genotypt povazovat S.
tuberosum cv. Superior, S. andigenum genotyp 07S0300066, S. acuaule a S. sucrense.

Relativni abundance patatinu a inhibitorii proteas a nasledné€ i obsahové charakteristiky téchto
dvou skupin bilkovin vykazaly obdobnou miru variability v ramci hodnocenych skupin
genotypu (Tabulka 7). Skupina odrid druhu S. tuberosum a skupina polokulturnich druhi mély
srovnatelnou primérnou hodnotu relativni abundance patatinu i obsahu patatinu v susiné hliz

cv v

v

obsahu patatinu v susin¢ hliz, a to na trovni 0,39 % v porovnani s 0,44 % u skupiny odrad S.
tuberosum a téméf shodné hodnoty 0,43 % obsahu patatinu u skupiny polokulturnich druht.
Skupina planych druhii je zfeym& zajimavym zdrojem velké variability obsahovych
charakteristik patatinu, nebotrozsah relativni abundance patatinu se pohyboval od 9,0 (S.
pinnatisectum) az po 41,4 (S. verrucosum) %. V obdobn¢ Sirokém rozpéti se nasledné
pohybovala i hodnota obsahu patatinu. V zavislosti na obsahu bilkovin byl obsah patatinu
Vv susing hliz stanoven v rozsahu od 0,13 % (S. bulbocastanum) do 0,83 (S. acaule) %. U druhu
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S. acaule byla zaznamenana kombinace vysoké hodnoty relativni abundance patatinu a obsahu
bilkovin v suSing hliz.

Druhou sledovanou komponentou hlizovych bilkovin je skupina inhibitord proteas. Tato
skupina bilkovin byla naopak vyraznéji zastoupena ve skupin¢ planych druht, a to s priimérnou
hodnotou relativni abundance 66,76 % a obsahem 0,96 % Vv obsahu bilkovin. Vysoky obsah
inhibitort protesav susiné hliz (1,05 %), ale s niz§imi hodnotami relativni abundance (64,6 %)
byly zaznamenany v piipadé skupiny polokulturnich druhd. Vysoké relativni abundance
inhibitort proteas (nad 80 % V obsahu bilkovin) byla zaznamenan u druhu S. berthaultii, ale
vzhledem K odlisnostem v koncentraci bilkovin mezi jednotlivymi druhy, byl nejvyssi obsah
inhibitort proteas v susiné hliz nalezen u druhu S. sucrense (1,60 %).

Z dostupné literatury je frakce patatinu uvadéna nejcastéji s rozpetim relativni abundace 20 —
40 % (Shewry, 2003), ale nase vysledky (Barta & Bartova, 2008; Barta et al., 2012a) naznacuji
u odrud kulturniho druhu S. tuberosum mnohem S$irsi rozpéti a v piipadé souboru genotypt
zahrnujici 1 plané druhy byla rozsahla variabilita dat ocekavana. Informace tykajici se
zastoupeni patatinu nebo dokonce skupiny inhibitorti proteas jsou velmi omezené az zadné.
Racusen (1988) na souboru 25 genotypti zaznamenal zastoupeni patatinu v obsahu bilkovin
v rozsahu 12 — 35 %; méné nez 5 % zastoupeni patatinu v obsahu bilkovin bylo v praci Racusen
(1988) zaznamenenano u druhu S. cardiophyllum a S. lesteri.

Vedle obsahovych charakteristik hlizovych bilkovin byly hodnoceny i kvalitativni parametry,
a to zejména na urovni patatinu. Néasledna data (Tabulka 8) prezentuji pfitomnost individualnich
hmotnostich forem patatinu s detekci presné molekulové hmotnosti pomoci MALDI-TOF MS
analyzy. Déle je zde prezentovéna specificka lipidacylhydrolasova (LAH) aktivita patatinu viici
substratu p-nitrofenylbutyratu. LAH aktivita patatinu se vramci hodnoceného souboru
pohybovala v §irokém rozpéti hodnot od 2,67 do 22,74 umol (min.mg)™:. Nejniz$i uvedena
hodnota byla detekovana u patatinu izolovaného z hliz druhu S. tuberosum (cv. Desirée),
nejvyssi pak u druhu S. bulbocastanum. Paradoxné byly obsahové charakteristiky patatinu niz§i
u skupiny planych druhti, avsak specifickd LAH aktivita byla zde nejvyssi a v priméru
hodnoceného souboru ¢inila 10,36 pmol (min.mg) ** v porovnani se skupinou odriid kulturniho
druhu S. tuberosum (v priméru 7,85 pmol (min.mg) ) a polokulturnich druhti (v priméru 7,96
umol (min.mg) ). Vysok4 hodnota LAH byla kromé& druhu S. bulbocastanum zaznamenéna

v

isoformu prvniho glykosyla¢niho stupng, stejné jako druh S. vernei s téz slabou LAH aktivitou.

Do jaké miry absence urc¢itého typu hmotnostni isoformy souvisi s vyslednou enzymovou
aktivitou patatinu zistava otazkou. Napf. druh S. pinnatisectum isoformu prvniho
glykosylacniho stupné téz postrada, presto LAH aktivita je témétf dvojnasobna oproti aktivité
detekované u druhu S. vernei. V hodnoceném souboru genotypti byla prvni hmotnostni
isoforma detekovana u 24 z 29 genotyptd. Mén¢ zastoupena byla druhd hmotnostni isoforma
(zastoupend u 17 genotypil) a nejméné tieti hmotnostni Groven, zastoupend pouze u 8 genotypil.
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Tabulka 7: Obsah bilkovin, patatinu a inhibitord proteas v hlizach hodnocenych genotypt
brambor (pfevzato a upraveno dle Barta et al., 2015).

Druh Ploidita/ Obsah Relativni Obsah Relativni Obsah
EBN bilkovin abundance patatinu abundance inhibitora
(% susiny) patatinu (% susiny) inhibitori  proteas (%)
(%) proteas (%0)

Odridy druhu S. tuberosum
Desirée 4x/4 6,06 14.4 0,18" 75,4 0,91k
Kuras 4x/4 4,24m 27.4 0,35k 70,0 0,87'
Russet Burbank 4x/4 5,769 37.7 0,46f 56,3 0,68"
Superior 4x/4 8,10° 34.2 0,49¢ 58,1 0,83m
Westamyl 4x/4 6,30¢f 38.8 0,74b 54,4 1,01"
primér / 6.09 30.5 0,44 62,8 0,86
Genotypy polokulturnich druhii
S. andigenum 4x/4 9,092 21,5 0,43¢ 73,4 1,46°
0750300066
S. andigenum 4x/4 5,591 h 64,9 0,91k
0750300235 293 0,428
S. goniocalyx 2x/4 4,57 33.23 0,32 56,8 0,56°
S. phureja 2x/2 6,73¢ 21.6 0,334 65,3 1,12¢
S. stenotomum 2x/2 6,55% 32.7 0,65¢ 62,6 1,19¢
pramér / 6.51 28.3 0,43 64,6 1,05
Genotypy planych druhii
S. acaule 4x/2 8,23P 333 0,832 59,9 1,46°¢
S. berthaultii 2x/2 5,471 14.1 0,177 80,8 0,95
S. bulbocastanum 2x/1 3,42° 18.7 0,13° 75,3 0,51
S. chacoense 2x/2 4,644 30.1 0,48°f 65,4 1,07
S. fendleri 4x/2 4,47'm 33.6 0,35k 60,4 0,58°
S. guerreroense 6x/4 4,83k 17.1 0,18" 80,7 0,84m
S. incamaoyense 2x/2 4,42'm 38.9 0,371 52,1 0,51t
S. lepthophyes 2x/2 6,37¢ 38.2 0,64°¢ 60,9 1,01h
S. microdontum 2x/2 5,62" 25,0 0,35k 70,2 0,92
S. mochiquense 2x/1 5,809 25.4 0,25™ 68,9 0,77°
S. pinnatisectum 2x/1 5,58 9.1 0,17" 76,2 1,51°
S. polyadenium 2x/1 5,41 24.7 0,32! 65,7 0,77°
S. polytrychon 4x/2 5,879 28.4 0,40M 64,5 0,89k
S. sparsipilum 2x/2 7,20° 32.5 0,65°¢ 59,6 1,18¢
S. stoloniferum 4x/2 4,58 20.6 0,22m 72,6 0,81
S. sucrense 4x/4(2) 9,182 28.4 0,60¢ 66,4 1,602
S. vernei 2x/2 5,451 25.0 0,36k 68,5 1,049
S. verrucosum 2x/2 5,909 414 0,63¢ 53,3 0,81°
S.youngasense 2x/2 3,86" 24.8 0,38 67,0 1,08
pramér 5.45 26.80 0,39 66,76 0,96

Pozn.: EBN — ¢islo vyjadfujici potencial genotypu pro tvorbu mezidruhovych hybridi — zpracovano dle Hawkes
(1994); VURYV (2015) a Barta et al. (2015); odlisna pismena znaci statisticky prukazny rozdil mezi hodnotami na
hladiné vyznamnosti P < 0,05 (Tukey HSD test).
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Tabulka 8: Variabilita molekulové hmotnosti isoforem patatinu a analyza specifické
lipidacylhydrolasové aktivity pii pouziti substratu p-nitrofenylbutyratu (pfevzato a upraveno
dle Barta et al., 2015).

Druh Pocet Molekulova hmotnost Aktivita lipidacylhydrolasy
detekovany pmol (min.mg) *
ch piki pik 1 pik 2 pik 3

Odridy druhu S. tuberosum

Desirée 2 / 41811 42973 2,67
Kuras 1 40626 / / 12,31
Russet Burbank 2 40688 41892 / 7,62™
Superior 3 40699 41877 42986 9,12k
Westamyl 3 40656 41868 42963 7,51™
primér / / / / 7,85
Genotypy polokulturnich druhi

S. andigenum 3 40707 41979 43097 6,01°pd
07S0300066

S. andigenum 3 40715 41918 43067 7,67™
0750300235

S. goniocalyx 2 40653 41907 / 9,58N
S. phureja 2 / 41915 43172 3,46°
S. stenotomum 2 40633 42188 / 13,07¢
pramér / / / / 7,96
Genotypy planych druhii

S. acaule 2 40743 42029 / /

S. berthaultii 1 / / 43094 /

S. bulbocastanum 3 40588 42054 43033 22,742
S. chacoense 1 40829 / / 11,219
S. fendleri 1 41071 / / 15,34°
S. guerreroense 1 40743 / / 6,32°°
S. incamaoyense 2 40822 42018 / 8,60iKim
S. lepthophyes 1 40789 / / 10,739
S. microdontum 1 40678 / / 16,35°
S. mochiquense 2 41177 41891 / 10,779
S. pinnatisectum 1 / 41707 / 8,08!mn
S. polyadenium 1 41178 / / 5,4p4
S. polytrychon 1 40881 / / 10,959
S. sparsipilum 1 40795 / / 9,05«
S. stoloniferum 2 40860 42085 / 7,56™
S. sucrense 2 40779 42096 / 13,79¢
S. vernei 1 / 42237 / 4,66"
S. verrucosum 1 40932 / / 4,62
S.youngasense 1 40816 / / 9,92
prumér / / / / 10,36

Pozn.: odlisna pismena znadi statisticky prikazny rozdil mezi hodnotami na hlading€ vyznamnosti P < 0,05 (Tukey
HSD test)
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Glykosylace bilkovin je obvykle davana do souvislosti se strukturni stabilitou bilkovin
(Gomord & Faye, 2004), avSak v piipadé patatinu nejsou Vv tuto chvili dostupné informace o
vztahu glykosyla¢ni Grovné patatinu K jeho stabilité, enzymovym aktivitam ¢i fyziologické roli
v rostliné. Glykosyla¢ni struktura a pocet glykosylaci jsou faktory, které je nutné brat v potaz i
z hlediska alergicity patatinu, nebot pravé patatin byl vyhodnocen jako hlavni alergen brambor
a predpoklada se, Ze nositelem této alergicity je sacharidicka ¢ast molekuly (Majamaa et al.,
2001). | z tohoto divodu se navazujici studie (Lattova et al., 2015) zabyvala zmapovanim
genotypové variability struktury sacharidové Casti patatinu. Obrazek 4 naznacuje strukturni
zmeény v sacharidové ¢asti bilkovinné makromolekuly v zévislosti na ro¢niku sbéru rostlinného
materialu, ale pfedevsim Vv zavislosti na hodnoceném genotypu. Patatin byl pro danou studii
izolovan ze sbért 2011 a 2012 a jednalo se o 5 druhli — kontrolni druh S. tuberosum cv. Desirée,
S. goniocalyx, S. phureja, S. stenotomum a S. andigenum.

N-glykanova struktura patatinu izolovaného jiz diive z odridy Kuras byla prezentovéana jako
Manz(Xyl)-GLcNAC-GLcNAc(Fuc) (Welinder & Jargensen, 2009) a uvedena struktura byla
popsana i v praci Lattova et al., (2015) jako majoritni — tento oligosacharid byl stanoven u
patatinovych vzork druhu S. tuberosum cv. Desirée a druhu S. goniocalyx. Struktura N-
glykanové Casti patatinu druhu S. phureja vykazovala ptitomnost spiSe kratSich oligosacharidi
Man2GIcNAcz2Fuc a Mana(Xyl)GleNAcFuc. Naopak struktura izolovana z patatinii druht S.
stenotomum a S. andigenum obsahovala rozvétvené GIcNAc a jedna se o strukturu GIcNAci-
oManz(Xyl)GIcNAzFuc.

Hmotnost sacharidova ¢asti patatinu je 1169 Da (Lattova et al., 2015; Sonnewald et al., 1989;
Welinder & Jargensen, 2009), piesto z tabulky 8 vyplyva, ze rozdily hmostnosti jednotlivych
isoforem patatinu ne vzdy odpovidaji takto definované hmotnosti sacharidové ¢asti a vysledny
rozdil mezi jednotlivymi glykosyla¢nimi stupni je pravdépodobné kromé poctu glykosylaci dan
i bodovymi zdménami aminokyselin v primarni struktufe a ziejm¢ i zménami ve struktufe
sacharidové jednotky, ¢imz se vytvari genotypové unikétni struktura patatinu. Mira vlivu této
variability na funk¢ni vlastnosti patatinu vSak zlstava nejasna a bezesporu by méla byt cilem
dalsiho vyzkumu.
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Obrazek 4: Scématicka ilustrace vyskytu N-glykant detekovanych MALDI MS analyzou u
patatinovych bilkovin zvolenych druht rodu Solanum (pievzato a upraveno dle Lattova et al.,
2015).
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Pozn.: izolaty patatinu z hliz ziskanych v roce 2011 a 2012; relativni zastoupeni glykanti kalkulovano na
zéklad¢ intenzity MS signalu, vysvétleni symboli: 4 fukosa; Jll N-acetylglukosamin; @ manosa; i xylosa

Obrazek 5: Celobilkovinny a patatinovych profil druhi rodu Solanum uréenych k analyze
nutri¢ni hodnoty bilkovinnych komponent (pfevzato a upraveno dle Bartova et al., 2015).
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Pozn.: vzorky po analyze na ¢ipové elektroforéze jsou oznaceny prislusnym druhem — prvni pruh je vysledkem
analyzy celkovych hlizovych bilkovin, druhy pruh ptedstavuje izolovanou frakce patatinovych bilkovin.

36



P&t druhti rodu Solanum (S. tuberosum cv. Desirée, S. goniocalyx, S. phureja, S. stenotomum)
bylo analyzovano z hlediska variability jejich nutriéni hodnoty, ktera byla hodnocena jako
zastoupeni esencialnich aminokyselin (Tabulka 9). Hodnoceni probihalo na Grovni susiny hliz,
bilkovinného izolatu a purifikovaného patatinu piislusnych druhti. Velice nizky obsah patatinu
byl v ramci hodnocenych druhti zaznamenan u druhu S. phureja (0,9 % suSiny hliz) a naopak
nejvyssi u druhu S. andigenum (3,3 % suSiny hliz). Obrazek 5 predstavuje GspéSny postup
purifikace patatinovych bilkovin z hlizové §tavy jednotlivych druht. Na zéklad¢ MALDI TOF
analyzy byly zaznamenany podobné profily u druht S. goniocalyx a S. stenotomum (nalezeny
2 piky s hmotnosti ~40 a ~41-42 kDa). Vzajemné podobné profily vykazovaly i druhy S.
phureja a S. tuberosum cv. Desirée.

Nutriéni hodnota suSiny byla ovlivnéna druhovou variabilitou obsahu neesencidlnich
aminokyselin, a to zejména kyseliny asparagové, glutamové a jejich amida. Piekvapivé
nejvyssi zastoupeni téchto balastnich aminokyselin bylo zaznamenano u kulturniho druhu S.
tuberosum cv. Desirée a druhu S. andigenum, coz ve vysledku vedlo k nizké hodnoté
aminokyselinového skore (AAS) a indexu esencialnich aminokyselin (EAAI) u téchto dvou
druhi. U druhu S. andigenum K nizké hodnoté EAAI (76,9 % standardu FAO/WHO pro
dospélého ¢loveka) prispéla i nizka koncentrace methioninu; u druhu S. tuberosum pak nizka
koncentrace cysteinu.

Vzhledem ke skutecnosti, ze fada balastnich aminokyselin se v suSin¢ hliz vyskutuje volng,
byla zvolena také analyza bilkovinnych izolatl, kde se pfedpokladala eliminace volnych
neesencialnich aminokyselin a ziskani realnéjsiho obrazu nutri¢ni hodnoty hlizovych bilkovin.
K vyraznému snizeni obsahu kyseliny asparagové a glutamové skute¢né doslo u vSech druht;
u druhd S. andigenum a S. tuberosum cv. Desirée byl pokles nejvyrazngjsi. Tento posun se
projevil zménou hodnot AAS 1 EAAI u bilkovinnych izolata pfi srovnani s hodnotami ptivodni
susiny. Nejvyssi hodnoty AAS (117,9 % standardu FAO/WHO pro dospé€lého ¢loveéka) a EAAL
(110,1 % standardu FAO/WHO pro dospélého ¢lovéka) byly zaznamendny u druhu S.
andigenum.

Dle diive prezentovanych vysledki (Bartovd & Barta, 2009) byl vysloven ptedpoklad
vyrazného podilu patatinu na nutricni hodnoté bilkovin. I z tohoto diivodu bylo pfistoupeno
k purifikaci patatinu z PFJ jednotlivych druht. Ziskanymi vysledky lze uvedeny piedpoklad
povazovat za potvrzeny, nebot’ hodnota EAAI patatini se pohybovala od 93 % u druhu S.
phureja do 112,5 % u druhu S. goniocalyx vztazeno ke standardu FAO/WHO pro dospélého
¢lovéka; u vSech vzorkl patatinu byl také jiz dfive prezentovany Bartova & Barta (2009)
limitujici efekt obou sirnych aminokyselin.

Data uvedena pracich Lattova et al. (2015) a Bartova et al. (2015) opét predstavuji unikatni
soubor dat, ktera byla k dané problematice publikovana poprvé. V naslednych pracich ostatnich
autortl byla data vyuzita k feSeni problematiky nutri¢ni hodnoty vyrobkd z brambor (napf. Jin
et al., 2017; Quispe-Mendoza et al., 2018) ¢i jinych rostlinych zdroji a vzajemné porovnini
jejich nutriéni hodnoty (napt. Huang et al., 2019; Yang et al., 2018). Datat se uplatnila také pii
feSeni problematiky Slechténi kulturniho bramboru (napt. Mouzo et al., 2018a; Narvaez-Cuenca
et al., 2018), ¢i byly aplikovany metodickych postupti uvedené v citovanych pracich (napft. Li
etal., 2016).
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Tabulka 9: Variabilita nutri¢ni hodnoty hlizovych bilkovin na tirovni homogenizované susiny,
celobilkovinného izolatu a patatinovych bilkovin zvolenych druhti rodu Solanum (pievzato a
upraveno dle Bartova et al., 2015).

Nutri¢ni hodnota S. andigenum S.goniocalyx ~ S.phureja  S. stenotomum S. tuberosum
cv. Desirée

Homogenizovand sufina hliz
Primérnd hodnota  80,7° 87,1° 101,1¢ 91,2° 76,78
AAS (%)
AAS hodnota 60,0° 61,4° 70,7¢ 68,4¢ 46,42
limitujici leucin leucin leucin leucin leucin
aminokyseliny (%)

EAAI (%) 76,9° 82,9° 94,3¢ 87,5¢ 72,28
Koncentrat hlizovych bilkovin
Pramérnad hodnota ~ 117,9¢ 104,0% 103,12 109,1° 109,6°
AAS (%)
AAS hodnota 63,7 66,5° 62,2° 64,6 50,02
limitujici cystein isoleucin isoleucin cystein cystein
aminokyseliny (%)  methionin methionin methionin
EAAL (%) 110,1° 97,62 96,5° 103,0° 101,4%
Izolovany patatin
Primérnd hodnota ~ 110P 125¢ 1002 109,9° 1032
AAS (%)
AAS hodnota 47,2° 45,7% 44,32 44,32 51,1°
limitujici cystein cystein cystein cystein cystein
aminokyseliny (%)  methionin methionin methionin methionin methionin
EAAI (%) 102,2° 112,5¢ 93,0 102,2° 97,0

Pozn.: AAS (%) — aminokyselinové skére (Amino Acid Score); EAAI (%) — Index esencidlnich aminokyselin
(Essential Amino Acid Index); hodnoty AAS (%) a EAAI (%) jsou vztazeny k aminokyselinovému slozeni
bilkovinného standardu FAO/WHO pro dospélého jedince (FAO/WHO, 1991); odlisna pismena znadéi statisticky
prukazny rozdil na hladin€ vyznamnosti P < 0,05
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5.3. Komentai publikovanych vysledkii K druhému okruhu habilitaéni prace

5.3.1. Variabilita zastoupeni bilkovin a patatinové frakce v hlizich bramboru
produkovanych v konven¢nim a ekologickém systému péstovani

) Bartova V., Divi§ J., Barta J., Brabcova A., gvajnerové M. (2013): Variation of
nitrogenous components in potato (Solanum tuberosum L.) tubers produced under
organic and conventional crop management. The European Journal of Agronomy
49: 20-31.

V pribéhu let 2006 az 2008 byly na stanovistich s odliSnou nadmoiskou vyskou (Volyné 460
m a Lukavec 610 m) vedeny polni pokusy v ekologickém i konvenénim rezimu, jejichz cilem
bylo zmapovat vliv stanovisté, rocniku, odridy a technologie produkce na tvorbu vynosu,
kvalitu a variabilitu obsahu i slozeni dusikatych latek. Vedle zakladni charakteristiky obsahu
dusikatych latek v susing, bylo hodnoceno téz obsahové zastoupeni glykoalkaloidnich latek,
dusi¢nand, bilkovin a relativni abundance patatinu (Tabulka 10).

Tabulka 10: Vliv péstitelské technologie, stanovisté, ro¢niku a odridy na variabilitu obsahu
dusikatych latek, bilkovin a patatinu (pfevzato a upraveno dle Bartova et al., 2013).

Ukazatel Dusikaté latky Obsah Zastoupeni Relativni Obsah
(% susiny) bilkovin bilkovin abundance patatinu
(% susiny) v obsahu patatinu (%) (% susiny)
dusikatych
latek (%)

Péstitelska technologie
Ekologicka 9,28 4,18 45,62 26,32 1,118
Konvenéni 9,7b 4,32 44,22 26,92 1,192
Rocénik
2006 9,9 4,02 39,82 27,52 1,13
2007 9,22 4,1 45,5° 26,28 1,128
2008 9,22 4,5° 49,4° 26,12 1,192
Stanovisté
Volyné 9,32 4,18 4452 27,42 1,152
Lukavec 9,62 4,32 45,62 25,72 1,142
Odriida
Bionta 8,02 3,42 43,2% 13,92 0,462
Karin 9,6 4,4b 46,5° 29,6° 1,31°¢
Marabel 10,1° 4,7° 46,7° 36,8¢ 1,74¢
Rosara 11,1¢ 4,1° 38,02 18,1° 0,75°
Satina 8,52 4,3° 50,3° 34,8¢ 1,48°
Priumér 9,4 4,2 44,9 26,6 1,15

Pozn.: odlisna pismena znadi statisticky priikazny rozdil na hladin€ vyznamnosti P < 0,05 (Fisher LSD test).
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Roc¢niky 2006 a 2007 byly z pohledu sumy srazek a teplot vyrovnané; nejnizsi ptisun srazek za
obdobi vegetace byl zaznamenan Vv roce 2008, a to na obou stanovistich. Dle o¢ekavani byl
vynos hliz niz&i u ekologické produkce (20,2 t.hal) oproti konvenéni produkei (33,8 t.ha);
vynos produkovany v ekologickém systému zahrnoval vy$$i podil mens$i hliz a tedy i nizsi
zastoupeni trzniho prodilu hliz (Bartova et al., 2013).

Statisticky prikazné rozdily mezi ekologickou a konvenéni produkci byly zaznamenany
Vv piipad¢ obsahu dusi¢nani, celkovych dusikatych latek a obsahu solaninu. Literarné je udavan
vyssi obsah dusi¢nanti a celkovych dusikatych latek v konvencni produkci hliz (Hajslova et al.,
2005; Lehesranta et al., 2007), coz bylo potvrzeno i v nasi studii Bartova et al. (2013). Avsak
piedpokladany vyssi obsah glykoalkaloida v ptipadé ekologické produkce, ktery byl diive
prezentovan jinymi autory (Hajslova et al., 2005), se v nasi studii nepotvrdil a zjisténé odrudové
rozdily v obsahu glykoalkaloidl byly vyznamnéjsi nez rozdily dané zpiisobem péstovani.

Obsahové charakteristiky dusikatych latek, bilkovin a patatinu jsou uvedeny v tabulce 10.
Literarni zdroje se obvykle shoduji na vys$i kumulaci dusikatych latek v suSiné hliz
produkovanych konven¢nim systémem (Lehesranta et al., 2007), a to logicky z dtvodu vyssi
dostupnost N vyzivy v pudé. K obdobnym zavérim vedla i nase studie (Bartova et al., 2013).
Informace tykajici se vlivu péstitelské technologie na obsah bilkovin a zastoupeni jednotlivych
bilkovinnych frakci nejsou jednoznaéné nebo chybégji zcela. Jirvan & Edesi (2009) a Lachman
et al. (2005) nalezli vys$si zastoupeni bilkovin v susiné hliz ekologické produkce; Casto je tento
zavér davan 1 do souvislosti s Vys§im podilem menSich hliz a vys§i kumulaci suSiny v hlizach
z ckologické produkce. V nasi studii byl obsah bilkovin lehce vyssi v ptipadé konvenéni
produkce — uvedeny rozdil nebyl statisticky priikazny a opét se jako majoritni projevil vliv
odridy a ro¢niku (pfi spole¢né interakci az 37 % vlivu Vv pfipadé konvenéni produkce), a to
zejména v pripadé konvencni produkce. V ptipadé ekologické produkce hliz byla kumulace
bilkovin ovlivnéna zejména vzdjemnymi interakcemi vsSech sledovanych faktort —a
kombinovany vliv odridy, ro¢niku a stanovisté dosahl aZz 38 %. Rozdilné vysledky obsahu
bilkovin Vv hlizdch produkovanych konvencnim ¢i ekologickym zpiisobem, které jsou uvadény
riznymi autory, jsou vysledkem vybéru odrid pro realizaci polnich pokust Vv konkrétnich
podminkach. Rozsah obsahu bilkovin Vv suSin¢ hliz se pohyboval vramci pokusu
prezentovaném v nasi praci V Sirokém rozsahu od 1,5 (Bionta, 2006, konven¢ni produkce,
Lukavec) do 6,5 % (Marabel, 2007, konven¢ni produkce, Volyné).

Literarné nejsou dostupné informace tykajici variability obsahovych charakteristik patatinu
v reakci na odlisné podminky produkce. Lehesranta et al. (2007) zjistil, Ze u hodnocené odrudy
Santé na zakladé 2D PAGE analyzy doSlo ke sniZeni abundance jedné isoformy patatinu
v rezimu ekologické produkce, ale na tirovni patatinu jako celku nedoslo k signifikantni zméné
abundance. V pokusu Bartova et al. (2013) se variabilita relativni abundance a obsahu patatinu
pohybovala v ramci hodnocenych odrid v Sirokém rozpéti (Tabulka 10) a byl zjistén lehce vyssi
obsah patatinu v konven¢ni produkei, a to 1,19 % patatinu v obsahu susiny hliz oproti 1,11 %
v ekologické produkci. Statisticky vyznamny efekt péstitelské technologie na obsah a relativni
abundanci patatinu nebyl pozorovan. Analyza variance pak zfetelné prokazala odridu, jako
nevyznamngjsi faktor ovliviiujici obsahové charakteristiky patatinu.
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Obrazek 6: Odridova stabilita hodnocenych charakteristik obsahovych latek
v konvencni a ekologické produkci (pievzato a upraveno dle Bartova et al., 2013).

hliz

Ekologicky systém produkce

Konvenc¢ni systém proudukce

cv. Bionta plocha grafu: 119.7Aa

cv. Bionta plocha grafu: 118.9Aa

Pa
2%

DM
30%
|
PC
6%

PaRA P/NM
0% 60%

DM

PaC PC
% 6%

PaRA
40% %

NM

. W
-}
)

3

3

3

cv

. Karin plocha grafu: 273.1Ch

cv. Karin plocha grafu: 221.9Ca

PaC
2%

oM

30%
PC
6%

PaC
29

PaRA“a“‘ 60"P‘/NM PERAM)% 6o.bi/NM
cv. Marabel plocha grafu: 267.1Ca cv. Marabel plocha grafu: 348.8Eb

PaC
2%

DM

30%
PC
6%

PaRA P/NM
40% 60%

PaC
o

cv. Rosara plocha grafu: 145.1Ba

Cv.

2%

PC
6%

by 30%

PaRA P/NM
0% 60%

PaRA P/NM
40% 60 %

Cv.

Satina plocha grafu: 270.7Ca

cv. Satina plocha grafu: 287.5Da

PaC
2%

DM

30%
PC
6%

PaRA P/NM
0% 60%

oM
30%

PaC
2%

PC
6%

PaRA P/NM
40% 60%

Pozn.: odlisna velka pismena indikuji statisticky prikazny rozdil mezi odridami a odli$na mala pismena indikuji
rozdil mezi péstitelskou technologii (P < 0.05); DM — susina (%); PC — obsah bilkovin; P/NM — zastoupeni
bilkovin v obsahu dusikatych latek (%); PaRa — relativni abundance patatinu (%); PaC — obsah patatinu (% susiny).



Vyznam vybéru odrudy z pohledu slozeni i obsahu bilkovin je viditelny i z obrazku 6, ktery
znazormuje stabilitu odrid v ramci konvenéni a ekologické produkce z hlediska komplexniho
hodnocenych charakteristik bilkovinné slozky hliz. Vhodnost vybéru odrudy z pohledu
sledovanych produkénich charakteristik je zde vyjadiena jako dosazena plocha obrazce. Pouze
odrudy Bionta a Karin dosahly pfi souhrném hodnoceni vy$si hodnoty plochy obrazce
Vv ekologickeé produkci, ale jen u rané odridy Karin byl tento rozdil statisticky pritkazny a u této
odridy byla zjisténa v ekologické produkci i nejvyssi plochy obrazce a Ize tedy konstatovat, ze
se zZ pohledu hodnocenych charakteristi jedna o odridu vhodnou do ekologické technologie
produkce brambor. Druhou nejstabilnéjsi odridou v hodnocenych parametrech byla odriida
Marabel.

Data prezentovana v publikaci Bartova et al. (2013) ptinaseji komplex dat, ktera nelze nalézt
Vv jiné publikaci, a to pfedevsim s ohledem na hodnoceni kumulace patatinovych bilkovin
v susing hliz v reakci na technologii produkce. V navazujicich publikacich (6 citaci ostatnimi
autory) byly tyto informace vyuzity napt. pro publika¢ni vystupy zabyvajici se produkci
brambor v systému konven¢niho a ekologického zeméd¢lstvi (napt. El-Sayed et al., 2015;
Pawelzik & Kurt, 2014) ¢i v pracich fesici dopad péstitelské technologie, zvolené vyZzivy ¢i
druhové a odriidové variability na obsahové latky hliz (napt. Makarewicz et al., 2017; Rojas-
Padilla & Vasquez-Villalobo, 2016).

5.3.2. Odrudova variabilita obsahovych charakteristik patatinovych bilkovin

) Barta J., Bartova V. (2008): Patatin, the major protein of potato (Solanum
tuberosum L.) tubers, and its occurence as genotype effect: processing versus table
potatoes. Czech Journal of Food Sciences 26: 347-359.

V ramci ttiletého polniho pokusu byl hodnocen soubor 40 odriid brambor (rovnomérné
zastoupené odrudy konzumni i odridy urCené pro zpracovani na Skrob) z pohledu
kvantitativnich charakteristik patatinovych bilkovin hliz. Tyto charakteristiky zahrnovaly
odhad relativni abundance patatinu v ramci hlizovych bilkovin a jeho obsah v susing hliz, jak
je definovano v tabulce 11. V prezentované praci Barta & Bartova (2008) byl také hodnocen
vztah mezi témito charakteristikami a dal$imi sledovanymi parametry (Tabulka 12).

Relativni abundance patatinu v bilkovinach hliz odrid uréenych pro zpracovani na Skrob byla
statisticky prikazné rozdilnda (P < 0,001) v porovndni s relativni abundanci patatinu
V bilkovinach hliz konzumnich odrtid. U odrid urc¢enych pro zpracovani na skrob tento ukazatel
Vv priméru dosahl 25,08 %, zatimco u konzumnich odrd byla relativni abundance patatinu
21,59 %. Béhem tii let sledovani se relativni abundance patatinu pohybovala v celém
hodnoceném souboru odrud v rozpéti od 0,33 (cv. Bionta, 2005) do 33,85 % (cv. Tomensa,
2005). Obsah patatinu v susiné hliz byl opét vyssi u odrid urcenych pro zpracovani na §krob, a
to 1,28 % oproti 1,03 % u konzumnich odrid. Rozdil byl opét statisticky priikazny. Rozsah
hodnot obsahu patatinu byl od 0,01 (cv. Bionta, 2005) do 2,19 % (cv. Tomensa, 2005). Vysoké
hodnoty primérné relativni abundance patatinu (nad 30 %) bylo dosazeno u odrtid Tomensa a
Vaneda; u odridy Tomensa bylo dosazeno i1 nejvyssi primérné hodnoty obsahu patatinu, a to
2,03 % obsahu susiny.
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Primérna hodnota obsahu bilkovin v susing hliz se pohybovala v rozsahu od 4,01 (cv. Kuras)
do 6,50 % (cv. Tomensa). Konzumni odridy dosahly vys$si hodnoty kumulace dusikatych latek
(primér odrad 9,90 % susiny hliz), ale vice bilkovin bylo kumulovéno v hlizach urcenych k
produkci skrobu (v priméru 8,54 % suSiny). Relativni zastoupeni bilkovin v obsahu dusikatych

latek bylo tedy pfiznivéj$i u brambor urenych pro zpracovani na Skrob, kde tato hodnota
doséhla 58 %, v porovnani se 48 % u konzumnich odrid.

Tabulka 11: Pramérné hodnoty odridové variability relativni abundace a obsahu patatinu
Vv priméru hodnocenych ro¢nika 2003-2005 (pfevzato a upraveno dle Barta & Bartova, 2008).

Odridy konzumnich brambor Odridy brambor pro zpracovani
Odruda vegeta¢ni relativni obsah Odriida  vegetaéni  relativni obsah
§krob doba abundance  patatinu konzum doba abundance patatinu
patatinu (% susiny) patatinu (% susiny)

Asterix 3 25,07¢ 1,149 Adéla 7 10,77 0,561
Delikat 7 26,83¢ 1,38¢ Adora 9 24,280 1,16¢
Fresco 9 24,98° 1,071k Agria 5-4 24,70b¢ 1,14%
Innovator 6 24,86° 1,30% Bionta 2 7,16 0,31k
Javor 4 21,169 1,24°f Bolesta 5-4 24,84b 1,32%
Krumlov 3 26,66° 1,22°f Cicero 7 23,86% 1,07
Kuras 2 19,94" 0,81 Cinja 7 23,45 1,04
Merkur 2 26,41 1,17%n Colette 8 24,06bcde 1,15¢
Morene 2-3 24,68° 1,201 Dali 7 23,83% 1,14%
Ornella 3 29,61° 1,65 Filea 6-7 26,292 1,28
Pacov 3 22,14f 1,03k Impala 8 22,67f 1,08¢f
Producent 2 29,49° 1,60° Karin 7 17,84% 0,85i
Saturna 4-5 22,21f 1,05 Laura 5 22,009 1,109%f
Sibu 2 25,54¢% 1,17%n Ditta 5 20,09 0,86
Tabor 3 22,71f 1,04ik Marabel 7-8 24,03 1,382
Tegal 7 29,73 1,710 Milva 5-4 22,88f 1,149
Tomensa 6 31,242 2,032 Rosara 8 21,15" 0,91
Vaneda 7 21,292 1,645 Rosella 5-4 24,64b¢ 1,028
Vladan 6 24,69¢ 1,11N Santé 6 19,20i 0,93"
Westamyl 4 26,79° 1,24°f Symfonia 4-5 24,17bcde 1,24°¢
Primér / 25,80 1,29 Priamér / 21,59 1,03

Poznamky: odli$na pismena znaci statisticky prikazny rozdil mezi hodnotami na hladiné vyznamnosti P < 0,05
(Tukey HSD test); klasifikace odrad dle délky vegeta¢ni doby: 1 — odridy nejranéjsi; 9 — odridy nejpozdnéjsi

V ramci hodnoceného souboru odrud byla zjisténa nejsiln€jsi pozitivni korelace mezi obsahem
patatinu a obsahem bilkovin, a to na trovni obou hodnocenych souborti odriid (souhrné r =
0,756; P < 0,001). Dale je v tabulce 12 prezentovan zjistény pozitivni korela¢ni vztah mezi
obsahovymi charakteristikami patatinu a obsahem celkovych dusikatych latech a obsahem
susiny. Literarn¢ byl zmapovan pozitivni vztah mezi délkou vegetacni doby, obsahem suSiny a
obsahem bilkovin (Leonel et al., 2017). Odrady s delsi vegeta¢ni dobou by tedy mély
kumulovat vice patatinovych bilkovin, avSak na urovni celého hodnocené¢ho souboru odrid
tento predpoklad nebyl potvrzen. Naopak potvrzen byl negativni vztah mezi velikosti hliz a
kumulaci bilkovin a v tomto ptipad¢ i patatinovych bilkovin.
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Odrtda byla rozhodujicim faktorem z hlediska relativni abundance patatinu i obsahu patatinu
V susiné hliz bramboru, a to u obou skupin odrtid; vyraznéjsi byl podil odridy na variabilité
obou ukazateld u konzumnich odriid. U konzumnich odrid se intentzivngji projevil i vliv
ro¢niku a slabsi byl vliv interakce obou hodnocenych faktorti. Faktor odridy se na variabilité
relativni abundance patatinu podilel ze 49 %, faktor ro¢niku ze 14 % pii hodnoceni celého
souboru odrud.

Tabulka 12: Korelaéni vztahy mezi relativni abundanci a obsahem patatinu (pievzato a
upraveno dle (pfevzato a upraveno dle Barta & Bartova, 2008).

Cely soubor odrud Odrudy pro zpracovani na Konzumni odrudy
skrob
PRA! PAT? PRA PAT PRA PAT
(% susiny) (% susiny) (% susiny)

Délka vegetaéni 0,031 0,055" 0,220" 0,242™ 0,251™ 0,240™
doby
Primérna hmotnost -0,291™" -0,301™ -0,187" -0,211" -0,263™ -0,298™
hliz (g)
Obsah susiny (%) 0,320 0,318™" 0,066" 0,139 0,131" 0,103
Obsa $krobu 0,320 0,329 0,142 0,179 0,096" 0,108
(% Cerstvé hmoty)
Obsah hrubych  0,204™ 0,354™" 0,452 0,594 0,355 0,505
bilkovin (% suSiny)
Obsah bilkovin (%  0,418™" 0,756™" 0,589 0,889 0,255™ 0,565
susiny)

!relativni abundance patatinu (%) v obsahu hlizovych bilkovin; 20bsah patatinu v hlizach (% susiny); * P < 0,05;
**P < 0,01; ***P < 0,001; ns — statisticky neprukazné

Vzhledem k Siroce vyuzitelnym vlastnostem patatinu a jeho klicové roli pro funkéni a nutriéni
vlastnosti izolatd hlizovych bilkovin, je az piekvapujici, Ze nejsou dostupné prace, které by se
detailnéji zabyvaly vlivem odriidy a dalSich agroekologickych podminek na mnozstvi patatinu
pritomné v hlize. Literarni zdroje uvadéji zastoupeni patatinu ve spektru hlizovych bilkovin na
urovni 20 - 40 % a aZ na starsi praci Racusen & Foote (1980), jsou tyto informace zalozeny na
analyze omezeného poctu genotypti, a to bez blizsi specifikace vlivu odridy ¢i dalSich faktort
a vzajemnych vztahli obsahovych komponent hliz a zastoupeni patatinu (Pots, 1999; Jergensen

et al., 2006).

Prace Barta & Bartova (2008) piinesla soubor dat, ktery nebyl v podobném rozsahu dosud
publikovan a prace dal§ih autord, které na tuto praci postupné navazovali, se zabyvali
problematickou kvality hliz brambor v Sirokém rozsahu feSenych otazek. Za vSechny lze uvést
prace fesici zvySovani kvality hliz §lechtitelskymi postupy (napi. Mouzo et al., 2018Db), prace
fesici vliv péstitelské technologie na kvalitu hliz brambor (napf. Leonel et al., 2017) ¢i vliv
zpracovatelské technologie na obsahové latky hliz (napt. Ngobense & Workneh, 2018).
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5.3.3. Vliv vybranych péstitelskych faktori na kumulaci bilkovin a patatinové
frakce v hlizach odriid urcenych pro zpracovani

1)  Barta J., Divi§ I, Svajner J., Bartova V. (2012c): Péstovani brambor pro produkci
Skrobu a bilkovin. Certifikovana metodika pro praxi (osvédceni 194-
2/KU/UKZUZ/2012), ZF JU v Ceskych Budg&jovicich

IV)  Bartova V., Barta J., Divi§ J., Svajner J., Peterka J. (2009): Crude protein content
in tubers of starch processing potato cultivars in dependence on different agro-
ecological conditions. Journal of Central European Agriculture 10: 57-66.

Zpracovani brambor na Skrob logicky vyustilo v nutnost zabyvat se faktory, které ovliviuji
kumulaci §krobu v hlizdch bramboru. Zarovei bylo nutné se v ramci $lechtitelské prace zabyvat
vybérem genovych zdrojt, které spliuji predpoklad vysoké vytéznosti Skrobu pfi zpracovani
hliz. Zavedeni izolace bilkovin z hlizové vody dava prostor pro sledovani dal§iho obsahového
parametru hliz. Je pravdépodobné, Ze z hlediska vybéru odrid zlstane rozhodujici obsah a
vynos Skrobu z jednotky plochy, ale hodnoceni obsahu bilkovin v odridach urcenych pro
zpracovani muze piinést informace vedouci k zefektivnéni soubé&ézné produkce skrobu a
bilkovin.

Polni pokus vedeny v letech 2004 - 2006 hodnotil reakci sedmi odrid na vyrazné odlisné davky
N hnojeni v podminkéch stanovit s odli$nou nadmoiskou vyskou (Ceské Budg&jovice 380 m,
Volyné 460 m, Lukavec 620 m). Zavislost kumulace dusikatych latek v hlize na dostupnosti
dusi¢nanovych a amonnych iontl v ptidé byl prokazan v diivéjsich publikacich (Eppendorf &
Eggum, 1994; Lin et al., 2004), ale nedostupné jsou informace tykajici se reakce odrad
uréenych pro vyrobu skrobu na rozdilnou troven N vyzivy z pohledu zmén obsaht bilkovin a
patatinu. Rozporuplné jsou i informace tykajici se vlivu N vyzivy na obsah a vynos Skrobu
(Eburneo et al., 2018) a vzajemné korela¢ni vztahy mezi obsahem dusikatych latek v hlize a
obsahem $krobu (Gao et al., 2015; Yang et al., 2017; Huang et al., 1996).

Primérna hodnota obsahu dusikatych latek (Tabulka 13) byla statisticky prukazné vyssi pti
aplikaci zvysené davky N hnojeni. Obdobné byl zjistén i statisticky prikazny rozdil ve vynosu
dusikatych latek, zatimco obsah suSiny a vynos hliz byly méné ovlivnény N hnojenim a vice se
u téchto faktori projevil vliv ro¢niku a vliv odriidy. Na stanovisti s vys$si nadmoiskou vysSkou
byl zaznamenan nartist vynosu hliz 1 vynosu dusikatych latek, ale zaroven pokles relativniho
obsahu dusikatych latek v suSin€ hliz. PfestoZe nejvysSi zastoupeni dusikatych latek bylo
zaznamenavo v priubéhu hodnocenych ro¢nik u odrid Tomensa (8,95 % suSiny) a Ornella
(8,94 % susiny); vynos dusikatych latek z jednotky plochy byl hodnocen jako nejvyssi u odrid
Kuras (915 kg.ha) a Westamyl (898 kg.ha™?).
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Tabulka 13: Vynos hliz a dusikatych latek z jednotky plochy v zavislosti na ro¢niku,
stanovisti, odradé a mnozstvi aplikovaného dusiku (pfevzato a upraveno dle Bartova et al.,

2009).

Sledovany Vynos hliz (t.ha)  Obsah susiny (%) Obsah dusikatych  Vynos dusikatych
parametr latek (% suSiny) latek (kg.hat)
Roénik
2004 32,528 28,322 8,092 7278
2005 49,82° 25,540 7,84a 979°
Stanoviste
C. Budgjovice 34,707 27,16" 8,17" 746°
Volyné 39,15° 25,612 8,27" 8182
Lukavec 49,69¢ 27,18° 7,45 995P
Odrida
Tomensa 34,442 26,86 8,95° 829P
Rebel 37,732 26,12% 8,66° 841
Westamyl 41,33%» 28,08 7,83 898¢d
Ornella 39,61® 25,092 8,94¢ 868°
Amylon 38,22 28,91° 6,842 7552
Kuras 51,13¢ 25,85% 7,06% 915¢
Sibu 46,15 25,63%® 7,47% 866°
VyZiva
100 N 40,862 26,922 7,512 7967
200N 41,582 26,382 8,42° 909°
Primér 41,22 26,55 7,96 853

Pozn.: odlisna pismena znadi statisticky prikazny rozdil mezi hodnotami na hlading€ vyznamnosti P < 0,05 (Tukey
HSD test)

U vynosu hliz, obsahu dusikatych latek i vynosu dusikatych latek se i v tomto pokusu projevila
odli$n4 reakce odriid na sledované faktory pokusu, jak také naznacuje tabulka 14. Zde uvedena
data ptredstavuji primérné hodnoty obsahu dusikatych latek a bilkovin béhem obdobi 2004 -
2006 v ramci odrud zatazenych do pokusu a byla prezentovana v pracich Barta & Bartova
(2007) a Barta et al. (2012c). Zvysena davka N hnojeni zvySovala u v§ech odrud zafazenych do
pokusu obsah dusikatych latek i obsah bilkovin, av§ak obsah dusikatych latek byl zvySovan
progresivnéji, coZ se projevilo na parametru zastoupeni bilkovin v obsahu dusikatych latek. Zde
byla vyssi hodnota zaznamenana u aplikace 200 kg N ha™* pouze v pripadé odrtiddy Tomensa a
niZ8i davka N hnojeni tak vytvarela pfiznivéjsi podminky pro formovani kvality bilkovin. Vyssi
davka aplikovaného dusiku zvySovala piedevsim nezadouci zastoupeni volnych aminokyselin
(Barta & Bartova, 2007) v neprospéch zastoupeni nutricné zlepSujici frakce, jak vyplyva i
z tabulky 15, kde jsou hodnoceny zmény v zastoupeni patatinu v celkovém obsahu hlizovych
bilkovin. Vyssi relativni abundance patatinu byla ve vétSin€ ptipadt dosazena pfti aplikaci nizsi
davky N hnojeni. Velmi vyrazny byl tento trend na stanovisti Lukavec, kde pfiznivé klimtické
podminky v kombinaci s vy$sim pfisunem dusikatého hnojeni zapfiSinily nartist vynosu i
velikosti hliz a ,,fedici® efekt se projevil v niz§im zastoupeni patatinové frakce hlizovych
bilkovin. Z pohledu kvality bilkovin, ve smyslu zastoupeni nutricné zlepSujici patatinové
frakce, je tedy vyhodnéjsi snizena davka N hnojeni. Piesto je nutné poznamenat, ze vyssiho

vynosu bilkovin z jednotky plochy bylo dosazeno pii zvySené dostupnosti dusiku v pide.

46



Tabulka 14: Vliv rozdilné davky aplikované¢ho dusiku na sledované obsahové parametry
dusikatych latek a bilkovin v ramci souboru hodnocenych odrid uréenych pro zpracovani na
Skrob (ptevzato a upraveno dle Barta & Bartova, 2007).

Obsah N latek Obsah bilkovin Zastoupeni bilkovin Vynos bilkovin

Sledovany (% susiny) (% susiny) v obsahu N latek (%) (kg.ha?)
parametr 100 200 100 200 100 200 100 200
Tomensa 8,54 9,56 5,73 6,70 67,8 70,3 536 650
Rebel 8,09 9,33 541 6,03 67,2 65,0 505 603
Westamyl 7,51 8,46 511 5,54 68,5 65,8 573 663
Ornella 8,20 9,43 4,92 5,64 60,8 60,2 460 550
Amylon 6,41 7,50 4,35 4,98 68,0 55,5 486 522
Kuras 6,59 7,38 4,29 4,68 65,8 63,9 546 591
Sibu 7,10 7,97 4,79 5,07 67,9 63,9 549 551
prumér 7,49 8,52 4,94 5,52 66,57 63,51 522 590

Tabulka 15: Relativni abundance (%) patatinu v bilkovinach hliz v zavislosti na odrudé,
stanovisti a odlisné davce dusiku (pfevzato a upraveno dle z Barta & Bartova, 2007).

Stanovisté Ceské Budéjovice Volyné Lukavec
(380mn.m.) (460 mn. m.) (620 mn. m.)

Davka N (kg.ha) 100 200 100 200 100 200
Tomensa 27,0 23,7 31,2 30,1 28,3 26,9
Rebel 24,1 26,7 28,0 24,4 25,7 20,5
Westamyl 25,8 25,7 29,0 29,3 26,7 24,0
Ornella 26,3 25,2 26,6 23,5 19,7 19,3
Amylon 23,2 19,3 22,5 20,3 19,9 18,5
Kuras 20,0 21,8 19,1 18,8 15,4 13,3
Sibu 23,2 22,1 22,7 20,8 18,3 17,0
pramér 24,2 23,5 25,5 23,9 22,0 19,9

Tabulka 16: Vztahy mezi produkénimi parametry brambor pro vyrobu skrobu a bilkovin
S charakteristikami produk¢niho stanovisté (pfevzato a upraveno dle Barta et al., 2012c).

suma prumeérnych

parametr nadrrnvorska dennich teplot Uhrn srazek* trvani 1
vyska vzduchut slune¢niho svitu
vynos hliz 0,407 *** -0,441 *** 0,400 *** 0,001
Skrobnatost 0,317 *** -0,112 -0,689 *** 0,504 ***
obsah bilkovin 0,077 0,127 0,225 * -0,054
vynos §krobu 0,632 *** -0,524 *** 0,226 *** 0,284 **
vynos bilkovin 0,557 *** -0,380 *** 0,445 *** 0,128

Pozn.: Statisticky priikazné na hladiné vyznamnosti: * P < 0,05; ** P < 0,01; ***P < 0,001; 'za obdobi vysadba
— sklizen; tu¢né jsou vyznaceny korelace s hodnotou r vyssi nez + 0,500
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V tabulce 16 jsou naznafené vztahy mezi vybranymi faktory stanovisté a sledovanymi
parametry obsahovych latek hliz. Stanovisté s vy$s$i nadmoiskou vyskou bylo vyhodnoceno
jako vhodnéjsi k produkci hliz pro soubézné zpracovani Skrobu a bilkovin — u obou paramentrt
byla zjisténa pozitivni korelace, a to 1 pfesto Ze z pohledu obsahu bilkovin i Skrobu se jako
priznivejsi jevila stanoviste s niz§i nadmotskou vyskou, kterd poskytovala predpoklad nizSiho
vynosu hliz a tedy i nizsiho ,,fediciho* efektu obsahovych latek. Vynosové charakteristiky
(vynos hliz, vynos bilkovin, vynos Skrobu) byly téz pozitivn¢ ovlivnény tthrnem srazek, ale
negativné ovlivnény sumou primérnych dennich teplot. Trvani slune¢niho svitu jako faktor
ovliviujici fotosyntetickou aktivitu rostliny se logicky projevil zejména v piipadé skrobnatosti
hliz. Skrobnatost hliz byla pravdépodobné i z tohoto diivodu majoritné ovlivnéna roénikem
(38% podil na variabilité faktoru), zatimco podil N hnojeni m¢l na §krobnatost minimalni efekt.
Naopak vynos $krobu byl majoritné ovlivnén stanovistém (43% podil na variabilité faktoru)
(Barta et al., 2012¢). Z dat uvedenych v citované praci vyplynulo, ze v ptipad¢ Skrobnatosti
nebyl zjistén zasadni rozdil mezi odriidami dle délky vegetacni doby az na odriidu Amylon,
kterd vykazovala stabiln¢ nejvyssi Skrobnatost. Vynos skrobu byl determinovan ptedevsim
odridovym potencidlem vynosu hliz.

Hodnoceni vhodnosti sledovanych odrid pro soubéznou produkci skrobu a bilkovin vedlo ke
konstrukci paprskovych graft, které umoziuji souhrné hodnoceni zvolenych parametrii na
zaklad¢ plochy obrazce dle trovné hodnocenych parametrii. Na obrazku 7 je v ramci téchto
paprskovych grafli hodnocen vynos Skrobu, vynos bilkovin, obsah Skrobu a obsah bilkovin
Vv Cerstvé hmoté hliz u souboru hodnocenych odriid. VSem hodnocenym parametrim byla pfi
konstrukei paprskovych grafli dana stejna vaha parametru. Uvedeny model vyhodnotil odridu
Westamyl (plocha v relativnich jednotkach 121,6) jako nejvyhodnéjsi pro soub&ézné zpracovani
hliz na Skrob a bilkoviny.

Publikace autorského kolektivu zabyvajici se vyhodnocenim dopadu agro-ekologickych
faktorti na obsahové charakteristiky bilkovin a skrobu (publikace Barta et al., 2012c; Bartova
et al., 2009) byly vyuzity v publikacich dalSich autori v oblastech tykajicich se zejména
sledovanim agronomickych dopadl na kvalitativni strukturu obsahovych latek hliz (napf.
Leonel et al., 2017; Lombardo et al., 2017; Wierzbowska et al., 2015).

48



Obrazek 7: Model hodnoceni odrid pro soubézné zpracovani brambor na skrob a bilkoviny
(ptevzato a upraveno dle Barta et 1., 2012¢ ).
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5.4. Komentai publikovanych vysledki K tifetimu okruhu habilita¢ni prace

5.4.1. Izolace hlizovych bilkovin a hodnoceni biochemickych vlastnosti
bilkovinnych izolata

) Barta J., Hefmanova V., Divi§ J. (2008): Effect of low-molecular additives on
precipitation of potato fruit juice proteins under different temperature regimes.
Journal of Food Process Engineering 31: 533-547.

1) Bartova V., Barta J. (2009): Chemical composition and nutritional value of protein
concetrates isolated from potato (Solanum tuberosum L.) fruit juice by precipitation
with ethanol and ferric chloride. Journal of Agricultural and Food Chemistry 57:
9028-9034.

Prvni z uvedenych publikaci (Barta et al., 2008) si kladla za cil zmapovat vyuziti riznych typa
srazecich ¢inidel pro nativni izolaci bilkovin z hlizové vody a potencidlni primyslové vyuziti
tohoto izola¢niho postupu k ziskani hlizovych bilkovin se zachovanymi funk¢nimi vlastnostmi.
Srazeni bilkovin pomoci kyselin, organickych rozpoustédel ¢i anorganickych soli bylo
naznaceno ve starScih publikacich (Knorr, 1982; Koningveld et al., 2001), ale tyto publikace
neuvadély hodnoceni vlivu teploty na modifikaci funk¢énich vlastnosti izolatt a bez hodnoceni
vlivu izola¢niho procesu na majoritni, patatinovou slozku izolovanych bilkovin.

Testovany byly tii skupiny srazecich Cinidel (organické a anorganické kyseliny, organicka
¢inidla a soli kovil), a to ve dvou teplotnich rezimech (0 a 22°C). Obrazek 8 znazoriuje
uspésnost izolaéniho procesu v zavislosti na zvolenych podminkach z pohledu celkové
vytéznosti izolovanych bilkovin (vyjadieno jako podil z bilkovin, které bylo mozné z hlizové
Stavy vysrazet pomoci trichloroctové kyseliny), ale téz zpétné rozpustného podilu bilkovin, u
kterého lze pfedpokladat nativni stav a tedy 1 zachovani zdjmovych funkénich vlastnosti.
Z uvedenych dat vyplyva odli$né vytéznost procesu izolace bilkovin i jejich zpétna rozpustnost
Vv zavislosti na pouzitém srazecim ¢inidlu a teplotnim rezimu, a to nasledujicim zptisobem.

Pri pouziti kyselin byla vytéZnost procesu vyssi pii teploté 22°C a pohybovala se v rozmezi
od 41,5 (H2S04) do 54,5 % (octova k.). Z pohledu zpétné rozpustnosti byl vyhodnéjsi teplotni
rezim 0°C (rozdil mezi teplotnimi rezimy nebyl statisticky prikazny) a izolaty ziskané pomoci
kyselin byly hodnoceny jako produkty s velmi nizkou hodnotou zachované zpétné rozpustnosti
— napf. izolat ziskany s vyuziti octové k. byl téméf nerozpustny (0,3 % rozpustného podilu).

vvvvvv

rozdily v mnozstvi izolovanych bilkovin mezi teplotnimi rezimy byly statisticky priikazné. Pti
nizké teploté bylo dosazeno vytéznosti od 25,06 (aceton) do 64,52 % (2-propanol). Z pohledu
zpétné rozpustnstnosi bylo nejvyhodnéjsi uziti etanolu a metanolu jako srazecich Cinidel pfi
teploté 0°C. V piipadé€ zpétné rozpustnosti se také nejvice projevil u organickych ¢inidel vliv
teploty (dle statistické analyzy az 69% podilu na variabilité vysledku). Izolaty ziskané pii vyssi
teploté (22°C) byly téméf nerozpustné. V tomto ptipade bylo dosazeno maximalni rozpustnosti
(8,2 %) v ptipadé metanolu.

Posledni testovanou skupinou byly tii typy soli kovii. U této skupiny se na zdklad¢ analyzy
variace komponent jako primarni jevil vliv ¢inidla (98 % z hlediska vytéznosti; 97 % z pohledu
zpétné rozpustnosti), zatimco vliv teploty byl u obou hodnocenych parametri minimalni.
Rozpéti vytéznosti se pohybovalo od 86,4 (FeCls, 0°C) do 25,8 % (ZnClz, 0°C) a v porovnani
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s predchozimi skupinami €inidel bylo dosazeno pfi pouziti FeCls nejvySsi miry vytéznosti
hlizovych bilkovin se zachovanim vysoké hodnoty zpétné rozpustnosti.

Vzhledem Kk nezastupitelnému podilu jednotlivych frakci hlizovych bilkovin na funkéni
vlastnosti bilkovinnych izolatti, byla v rdmci publikace Barta et al. (2008) provedena také
analyza rozpustné casti izolovanych bilkovin v systému SDS-PAGE s naslednym
vyhodnocenim zastoupeni klicovych frakci. Pozornost byla vénovdna zejména patatinové
frakci vzhledem k jejimu podilu na nutri¢nich a funkénich vlastnostech hlizovych bilkovin.
V piivodni hlizové §tave patatin predstavoval 38 % a inhibitory proteas kolem 40 % z mnozstvi
detekovanych bilkovin. Z obrazového zdznamu analyzy i uvedeného vypoctu zastoupeni frakcei
vyplyva optimélni zachovani rozpustnosti patatinu pii pouziti organickych ¢inidel za nizkych
teplot, zejména pak etanolu a pfi pouziti FeCls jako srdZeciho cinidla. V piipadé posledné
jmenovaného ¢inidla byla optimalni rozpustnost a tedy i pravdépodobné zachovani funk¢nich
vlastnosti zazanamenana i v ptipad¢ izolace v rezimu 22°C, zatimco v pfipad¢ ostatnich ¢inidel
tato teplota vedla k denaturaci patatinu, ztraté jeho rozpustnosti a vyuzitelnosti jeho funk¢nich
vlastnosti.

Na zaklad¢ uvedenych vysledkt byla ¢inidla etanol a FeCls vyhodnocena jako nejvhodnéjsi pro
dosazeni optimalni vytéznosti izolacniho procesu se zachovanim rozpustnosti a funkénich
vlastnosti majoritni patatinové frakce bilkovin. Z tohoto divodu byla v navazujici publikaci
Bartova & Barta (2009) detailn€ji hodnocena tato dvé Cinidla.
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Obrazek 8: Podil rozpustné a nerozpustné Casti vysrazenych bilkovin v zavislosti na
¢inidle a teplotnim rezimu, které byly pouzity pro sraZeni bilkovin (pfevzato a upraveno
dle Barta et al., 2008).
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Obrazek 9: SDS-PAGE analyza rozpustného podilu bilkovin vysraZzenych z hlizové $tavy
V zavislosti na teploté a pouzitém ¢inidlu (A) a odhad procentického zastoupeni jednotlivych
velikostnich frakci izolovanych bilkovin (B) (pfevzato a upraveno dle Barta et al., 2008).
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Pozn.: legenda ¢iselného oznaceni vzorkii na SDS-PAGE gelech je uvedena v tabulce B

B
: % zastoupeni bilkovinnych frakci % zastoupeni bilkovinnych frakci
(kDa) p¥i 0°C (kDa) p¥i 0°C kDa

¢inidlo kéod | pH 40-43 21-25 14-20 0-14 40-43 21-25 14-20 0-14
Hlizovd §tdva PFJ 38,0 36,2 4,6 4,8 38,0 36,2 4,6 4,8
HCI 1 74,4 13,9 0,0 10,2 63,1 19,9 6,6 10,4
H,SO4 2 54,9 34,3 0,0 8,1 65,6 14,8 8,8 10,9
acetic acid 3 3,5 - - - - - - - -
citric acid 4 61,2 24,4 0,0 55 60,6 13,2 8,0 7,9
methanol 5 34,5 40,2 2,6 12,8 18,3 39,7 20,3 17,5
ethanol 6 37,9 35,6 2,8 13,0 27,4 40,4 19,6 12,6
acetone 7 42,4 23,7 6,1 26,4 31,2 41,3 12,9 14,6
2-propanol 8 50 31,1 39,3 45 18,7 23,8 46,1 17,5 12,7
ZnCl, 9 ' 344 390 111 11,7 265 461 121 6,3
FeCls 10 441 227 8,2 10,3 459 293 77 10,0
FeSOs 11 451 19,2 5,7 10,9 45 1 280 187

Postupné syceni roztoku hlizové $tavy etanolem linedrné zvySovalo vytéZnost izolovanych
bilkovin (Obrazek 10). Tento trend byl zaznamenna v rozmezi koncentrace 1 — 4 M etanolu
V hlizové §t'avé a kiivka zpétné rozpustnosti svym priibéhem kiivku vytéznosti kopirovala. Pi
vy$$i koncentraci etanolu byl zaznamenan pokles vytéZnosti i zpétné rozpustnosti izolovanych
bilkovin. Optimalni koncentrace etanolu v roztoku hlizové $tavy byla z pohledu obou
parametrd vyhodnocena v rozmezi 4,0 az 4,4 M. Avsak i pfi této optimalni koncentraci
v roztoku zlstalo nevysrdzenych pfiblizné 22 % bilkovin, coz je vyrazné vice neZz uvadi
Koningsveld et al. (2001), keti ale ve své praci pouzivali imitaci hlizové §tavy ziskané z hliz
odridy Elkana. V ptfipadé¢ pouziti realné, primyslové produkované hlizové Stavy lze
predpokladat odlisné zastoupeni bilkovinnych frakci a jejich ¢aste€nou denaturaci, coZ ve
vysledku ziejmé ovlivnilo 1 vysledek izola¢niho procesu.
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Kfivka izolace hlizovych bilkovin s vyuzitim FeCls m¢la pribeh bez dosazeni bodu s vyraznym
poklesem vytéznosti a zpétné rozpustnosti izolovanych bilkovin. Za optimalni koncentraci
FeCls z pohledu mnozstvi izolovanych bilkovin a jejich rozpustnosti byla z tohoto divodu
vyhodnocena saturace hlizové §t'avy na arovni 20mM FeCls, tedy koncentraci srazeciho ¢inidla,
pfi niz bylo dosazeno az 86,5 % vytéznosti bilkovin ptivodné pfitomnych v hlizové §tave.

Obrazek 10: Vliv rostouci koncentrace etanolu nebo FeCls na celkovou vytéznost bilkovin
izolovanych z hlizové stavy a jejich zpétnou rozpustnost (prevzato a upraveno dle Bartova &
Bérta 2009).
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Optimalizovana koncentrace izola¢nich ¢inidel v PFJ byla nasledné pouzita pro pfipravu
bilkovinnych koncentratii. U takto ziskanych koncentrati bylo hodnoceno zastoupeni bilkovin,
kvantifikovano zastoupeni jednotlivych bilkovinnych frakci, byla hodnocena ptfitomnost
balastnich a rizikovych latek, a v neposledni fadé bylo také hodnoceno aminokyselinové sloZeni
izolovanych bilkovin a LAH aktivita patatinové frakce koncentrati. Sledované charakteristiky
jsou uvedeny v tabulkach 17 a 18.

Obsah bilkovin (vyjadieno jako obsah N x 6,25) se V pfipad€¢ bilkovinnych koncentrati
pohyboval od 69,4 do 84,9 % (Tabulka 17). Nizky realtivni obsah dusikatych latek
v koncentratu vzniklém pomoci FeCls lze pfisuzovat obsahu Fe®' iont ménici relativni
zastoupeni ostatnich komponent. Obsah glykoalkaloidt v susiné bilkovinnych koncentrata byl
Vv piipad¢ sraZeni bilkovin etanolem a FeCls na ptiblizen¢€ srovnatelné urovni, zatimco v ptipadé
tepelné izolace byl tento obsah srovnatelny s ptivodnim obsahem glykoalkaloidi v hlizové
Stave, coz podporuje predpoklad o vazbé glykoalkaloidli na bilkovinné struktury v prib&hu
srazeni pii vysokych teplotach. Obsah 1500 - 2500 pg.g* steroidnich glykoalkaloidi v susiné
koncentratii hlizovych bilkovin jsou bézn¢ uvadénou hodnotou (Refstiea & Tiekstra, 2003).
Obsah steroidnich glykoalkaloidl je klicovy z hlediska kvality a vyuzitelnosti izolovanych
bilkovin (Friedman, 2006; Refstiea & Tiekstra, 2003). Snizeni obsahu glykoalkaloidi ve
vysledném produktu lze dosdhnout sledovanim jejich obsahu v hlizach brambor ¢i Upravou
izola¢niho postupu — testovany byly techniky extrakce glykoalkaloidii s vyuzitim pH gradientu
(Backleh et al., 2004), zavedeni promyvacich krokt extrakénimi ¢inidly pii teploté az 80°C
(Hossain et al., 2015), enzymova degradace glykoalkaloidu ¢i adsorbee glykoalkaloidnich latek
na hydrofilni média (Bohlscheid et al., 2018). Uvedené metody, ale pii jejich aplikaci vedou
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k degradaci bilkovinné slozky a nejlepsich vysledkd z hlediska obsahu glykoalkaloidi pci
zachovani  funk¢nich vlastnosti hlizovych bilkovin bylo dosazeno pii pouZiti
chromatografickych metod izolace bilkovin (Lekra et al., 2008).

Tabulka 17: Hodnocené charakteristiky koncentrati hlizovych bilkovin ziskanych s vyuzitim
rozdilnych izola¢nich postupt bilkovin (pfevzato a upraveno dle Bartova & Barta 2009).

Typ Obsah Obsah Patatin Inhibitory Aktivita
bilkovinného dusikatych glykoalkaloidi  39-43kDa  proteas 25-4  lipidacylhydrolasy
izolatu latek (% susSiny) (mg.kg™?) (%) kDa (%) pumol (min.mg)*
Hlizova §tava 45,5° 17472 30,72 52,7° 0,03°
Srazeni teplem 84,9° 16122 32,32 39,5¢ 0,01°
SraZeni etanolem 82,02 1016¢° 25,60 50,9° 0,07°
Srazeni FeCls 69,4% 1196° 20,3° 58,52 0,03°

Pozn.: odli$na pismena znadi statisticky prikazny rozdil mezi hodnotami na hlading vyznamnosti P < 0,05 (Tukey
HSD test)

v

bilkovinného koncentratu pfipraveného pomoci FeCls (20,3 %) vyssi pak bylo vtomto
koncentratu zastoupeni inhibitord proteas (58,5 %). U bilkovinného koncentratu ziskaného
pomoci etanolu bylo zastoupeni patatinu 25,6 % a zastoupeni inhibitort proteas 50,9 %. Odlisna
strukturni stabilita vic¢i teplotam se projevila v zastoupeni sledovanych frakei v bilkovinném
koncentratu, ktery byl ziskan ptisobenim vysokych teplot — zastoupeni patatinu je srovnatelné
s jeho zastoupenim v hlizové §t'ave, ale frakce inhibitort proteas, ktera je strukturné stabilné;jsi
pii vyssich teplotach (Bartova et al., 2018; Pouvreau et al., 2005a; 2005b) byla vysrdzena jen
Z ¢asti. Variabilita zastoupeni uvedenych bilkovinnych frakei u jednotlivych bilkovinnych
koncentratd se nasledné projevila i ve variabité jejich nutricni hodnoty (Tabulka 18).
V diskutované publikaci Bartova & Barta (2009) byla poprvé prezentovana nuri¢niho hodnota
patatinu, ktery byl purifikovan z primyslové PFJ. Hodnota EAAI patatinu byla stanovena na
urovni 86,1 % pfi srovnani s nutriéni hondnotou celovajecné bilkoviny, coZ jasné prokazuje, Ze
patatin predstavuje nutriéné zlepsujici frakci hlizovych bilkovin. Bilkovinny koncentrat vznikly
tepelnym srazenim S nejvySs$im relativnim zastoupenim patatinu, dosahl tedy 1 nejvyssi hodnoty
EAAI (83,3 % celovaje¢né bilkoviny). Uvedend data opét dokumentuji vyznam sledovani
zastoupneni patatinovych bilkovin ve vstupni suroving, tedy v hlizach, nebot’ jejich obsah je
klicovy i pro vyslednou nutri¢ni kvalitu produkovanych koncentrati hlizovych bilkovin. Patatin
purifikovany z hlizové stavy vykazoval aktivitu lipidacylhydrolasy vici p-nitrofenylbutyratu
na urovni 0,50 pmol (min.mg)™. V piipadé bilkovinnych koncentratl byla tato aktivita
pochopitelné nizs$i; nejvyS$Si mira zachovani enzymové aktivity byla zaznamenana u
bilkovinného koncentratu vzniklého pomoci sradZeni bilkovin podchlazenym etanolem. Tento
typ izolace pfedstavuje potencial pro izolaci nativnich bilkovin se zachovanim jejich funkcnich
vlastnosti i S ohledem na snadné odstranéni srazeciho ¢inidla, coz se v piipadé pouziti FeCls
ukazalo jako velmi problémové. Nizsi aktivita patatinu u vzorku, ktery byl izolovan pomoci
FeCls, je spiSe nez denaturaci patatinu (SDS-PAGE analyza rozpustného podilu toto
nenaznacuje) dana niz$im relativnim zastoupeni patatinové frakce (Tabulka 17) z divodu
obsahu Fe®* iontfi v su$iné koncentratu.
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Tabulka 18: Variabilita nutri¢ni kvality izolovanych bilkovin dle odlisného zpisobu jejich
ziskani (pfevzato a upraveno dle Bartova & Barta 2009).

Nutri¢ni charakteristika Hlizova Srazeni Srazeni Srazeni Patatin
$Pava teplem etanolem FeCls
Primérna hodnota AAS (%) 79,5 93,8 93,9 94,4 111,2
AAS hodnota limitujici 37,7 455 45,9 452 34,0
aminokyseliny (%) cystein cystein cystein cystein cystein
methionin methionin methionin methionin methionin
EAAI (%) 70,6 83,3 81,7 82,7 86,1

Pozn.: AAS (%) — aminokyselinové skore (Amino Acid Score); EAAI (%) — index esencidlnich aminokyselin
(Essential Amino Acid Index); hodnoty AAS (%) a EAAI (%) jsou vztaZeny k aminokyselinovému sloZeni
celovaje¢né bilkovin dle Martinez-Villaluenga et al. (2008).

Komentované prace Barta et al. (2008) a Bartova & Barta (2009) prezentovaly soubor dat, byly
do soucasnosti citovany Vv 35 pracich dal§ich autorti. Tyto navazjici prace se zabyvaly
moznostmi izolace hlizovych bilkovin se zachovanim jejich funk¢nich vlastnosti (napt. Kong
etal. 2015; Schmidt et al., 2018; Waglay & Karboune, 2017; Zhang et al., 2017), problematikou
glykoalkaloidi Vv koncentratech hlizovych bilkovin (Laus et al., 2017), ¢i problematikou
funk¢nich vlastnosti hlizovych bilkovin, jejich individudlnich frakci a postupli optimalizace
vyuziti funkénich vlastnosti bilkovin (napt. Bartova et al., 2018; Glusac et al., 2017; Klaassen
etal., 2019; Sun et al., 2013).

5.4.2. Antifungalni vlastnosti bilkovinnych frakci hliz bramboru

1)) Bartova V., Barta J., Vla¢ihova A., Sedo O., Zdrahal Z., Kone¢na H., Stupkova A.,
Svajner J. (2018): Proteomic characterization and antifungal activity of potato tuber
proteins isolated form starch production waste under different temperatures regimes.
Applied Microbiology and Biotechnology 102: 10551-10560.

IV)  Bartova V., Barta J., JaroSova M. (2019): Antifungal and antimicrobial proteins
and peptides of potato (Solanum tuberosum L.) tubers and their applications: A
mini-review. Under review in Applied Microbiology and Biotechnology

V pribéhu izolace bilkovin z hlizové §tavy pomoci jejich tepelného vysraZzeni zistava jako
odpadni produkt tzv. deproteinovana hlizova voda — tedy tekuty podil hlizové $tavy bez
majoritniho zastoupeni hlizovych bilkovin. Informace feSici sloZeni ¢i vyuZziti tohoto
sekundarniho odpadu jsou omezené. V susin¢ deproteinované hlizové vody byl stanoven obsah
17 % dusikatych latek (Barta & Bartova, Studie zpracovana v ramci feseni VHC pro VSCHT,
Praha). Skrobarna Lyckeby-Amylex a.s. nabizi v souasné dobé& deproteinovanou hlizovou
vodu po jejim zakoncentrovani jako organické hnojivo (osobni sdéleni). NevyieSenou otdzkou
je zastoupeni individudlnich bilkovinnych frakci v deproteinované hlizové vodé. Lze
predpokladat, Ze i pfes vysraZeni majoritniho podilu termolabilnich bilkovin, zlstava ¢ast
bilkovin nevysrdzena, a tyto bilkovin lez oznacit jako termostabilni.

Ttermostabilni bilkoviny hliz brambor, ale i1 jinych rostlinych druh@, byvaji nositely
zajimavych, napt. antibakterialnich a antifungalnich vlastnosti (Bartova et al., 2019) a i z tohoto
divodu byla v publikaci Bartova et al. (2018) této frakci bilkovin vénovéana pozornost.
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Obrazek 11: Separace termostabilnich frakci hlizovych bilkovin pomoci peptidové SDS-
PAGE (pievzato a upraveno dle Bartova et al., 2018).
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Frakce hlizovych bilkovin s odliSnou termostabilitou byly izolovany z PFJ ziskané z provozu
Lyckeby Amylex a.s.. Hlizova vody byla osetfena teplotami 40, 60, 80 a 100°C. Po odstranéni
vysrazené¢ho podilu termolabilnich bilkovin byla vénovana pozornost frakcim bilkovin, které
zustaly rozpustné v tekutém podilu deproteinované hlizové vody.

Obrazek 11 predstavuje elektroforetickou analyzu téchto bilkovinnych komponent v systému
peptidové SDS-PAGE. Z uvedeného zdznamu je patrné odlisné sloZeni deproteinované hlizové
ziskané pii nizkych teplotach (40 a 60°C) oproti vzorklim deproteinované hlizové vody, které
byly ziskany pii vyssich teplotach (80 a 100°C). Pti pouziti nizsich teplot bylo zfetelnéji bohatsi
spektrum detekovanych bilkovin s vy$$i molekulovou hmotnosti, zatimco bilkoviny s nizsi
molekulovou hmotnosti (pod 15 kDa) si zachovaly svou rozpustnost, a lze predpokladat, ze i
strukturni a funkéni vlastnosti i ptfi vysSich teplotach. Tyto detekované rozdily ve sloZeni frakei
hlizovych bilkovin izolovanych s pouzitim odliSnych teplot byly potvrzeny i 2D PAGE
analyzou, jak je patrné z obrazku 12 a z nasledné identifikace detekovanych spoti — pro frakci
izolovanou pii 80°C je identifikace spotli prezentovana v tabulce 19. Zavéry z identifikace
spotl ostatnich teplot jsou dostupné v publikaci Bartova et al. (2018).

Indentifikaci bilkovinnych spotil bylo zjisténo, ze izolaty vzniklé za nizsich teplot (40 a 60°C)
obsahovaly termolabilni bilkovinné frakce, zatimco pfi izolaci za vysSich teplot doslo
k eliminaci bilkovinnych struktur o vy$$i molekulové hmotnosti. Jednalo se o termolabilni
patatinovou frakci, u které je uvadéna teplotni stabilita do 49 °C (Koppelman et al., 2002; Pots,
1999). Obdobné¢ v izolatech 80 a 100°C chybéla frakce inhibitort aspartatovych a cysteinovych
proteas a doslo téz k eliminaci inhibitorti proteas Kunitzova typu. Pouvreau et al. (2005a, b)
uvadéji pro inhibitory cysteinovych a serinovych proteas naruseni struktury v rozmezi teplot 60
az 66°C. ECD data prezentovana v publikaci Bartova et al. (2018) naznac¢uji vyrazny pokles a-
helikélnich struktur, tedy denaturaci bilkovin izolovanych pfi 80°C, s vyraznym navySenim
tohoto trendu v izolatech ziskanych po oSetfeni PFJ teplotou 100°C. Piesto prave bilkoviny
pritomné v tekutém podilu hlizové vody deproteinované pii 80 a 100°C vykazovaly nejsilnéjsi
antifungalni aktivitu vii¢i zvolené skupiné patogentl, jak je patrné z obrazku 13 a 14. Hodnota
ICso byla v priméru 0,18 mg.ml™? u izolatd ziskanych pii 80°C a 0,25 mg.ml?! u izolath
vzniklych v ptipadé 100°C, v porovnani s hodnotami 1Cso na tirovni 1,11 a 0,68 mg.ml™, které
byly zjistény u bilkovin izolovanych pii pouziti teplot 40 a 60°C (data dostupna v praci Bartova
et al., 2018). Bilkoviny zachovavajici si rozpustnost a antifungalni aktivitu i pii teplotach 80 a
100°C byly identifikovany jako bramborové inhibitory I a I s rozsahem molekulové hmotnosti
7834 az 16649 Da, jak ukazuje tabulka 19. Bilkovinné spoty detekované ve vzorcich
izolovanych pii teploté¢ 100°C byly identifikovany jako zastupci bramborovych inhibitori I1.
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Ani u jednoho z téchto vzorki, nebyly nalezeny zastupci bramborovych inhibitori proteas
Kunitzova typu, inhibitory aspartatovych ¢i cysteinovych proteas.

Obrazek 12: 2D PAGE termostabilnich frakci hlizovych bilkovin ziskanych pfi teplotach 40,
60, 80 a 100°C (prevzato a upraveno dle Bartova et al., 2018).
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Pozn.: spoty uréené k nasledné identifikaci MALDI MS/MS analyzou jsou oznaéeny c¢isly, uvedena isla se
shoduji s ozna¢enim analyzovaného spotu v ramci identifikace — viz tabulku 19.
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Tabulka 19: Ukazka MALDI-MS/MS identifikace bilkovinnych spoti po ptedchozi 2D PAGE
analyze termostabilni frakce izolované pti 80°C (ptfevzato a upraveno dle Bartova et al., 2018).

Protein identification details

IDspotu G &islo Nézev bilkoviny Organismus Pocet Pokryti ~ Molekulova

Skore e sekvence hmotnost
peptidt %) (Da)
Serine protease inhibitor

1 gi[70779535  Proteinase inhibitor 1 S. tuberosum 92 3 33 11890
PPI3A4

2 gi[29650887  Proteinase inhibitor 11 S. phureja 171 6 40 16630
protein

3 gi[29650887  Proteinase inhibitor 11 S. phureja 161 7 44 16630
protein

4 0i[29650887  Proteinase inhibitor 11 S. phureja 223 10 68 16630
protein

5 0i[3915590 Proteinase inhibitor S. tuberosum 300 6 52 16494
type-2 K

6 0i|29650887  Proteinase inhibitor 11 S. phureja 280 8 66 16649
protein

7 0i|29650887  Proteinase inhibitor 11 S. phureja 138 6 39 16630
protein

8 0i|29650887  Proteinase inhibitor 11 S. phureja 120 6 40 16630
protein

10 0i|124130 Wound-induced S. tuberosum 96 3 38 12137

proteinase inhibitor 1

gil42795394 Serine protease S. tuberosum 66 2 23 7834
inhibitor

12 0i|3913948 Proteinase inhibitor S. tuberosum 105 2 13 15925
type-2

Pozn.: spot €. 9 nebyl identifikovan; u spotti €. 11, 13, 14 nebyla zaznamenana signifikantni troven identifikace

v

Z pohledu antifungalni aktivity byl vyhodnocen jako nejucinnéjsi izolat ziskany ptsobenim
teploty 80°C, a to vii¢i vS§em hodnocenym patageniim. Houbovy patogne druhu Fusarium solani
CCM 1036 byl vyhodnocen jako nejcitlivéjsi vici testovanym izolatim bilkovin. V uvedené
publikaci Bartova et al. (2018) byly poprvé prezentovany informace o vyjimecné funkéni
termostabilité frakce bramborovych inhibitorl proteas I a II a jejich antifungalni aktivité viaci

skuping patogenti patticich do rodu Fusarium.

Obrazek 13: Antifungdlni aktivita termostabilnich bilkovin izolovanych za riznych teplotnich
rezimu vaéi Fusarium solani CCM 1036 (pievzato a upraveno dle Bartova et al., 2018).

40 °C 60 °C 80 °C 100 °C

Pozn.: C-kontrola; 1-termostabilni frakce bilkovin v koncentraci 1 mg.ml?; 2- termostabilni frakce bilkovin v
koncentraci 5 mg.ml?; 3- termostabilni frakce bilkovin v koncentraci 10 mg.ml?
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Obriazek 14: Detekce antifungalni aktivity termostabilni bilkovinné frakce ziskané pii 80°C
vici testovanému souboru houbovych patogent rodu Fusarium (Bartova et al. - nepublikovana
data).

F. solani CCM 8079 F. solani CCM 8014

— =z,

F. solani CCM 1036

Pozn.: C-kontrola; 1-termostabilni frakce bilkovin v koncentraci 1 mg.ml; 2- termostabilni frakce bilkovin v
koncentraci 5 mg.ml; 3- termostabilni frakce bilkovin v koncentraci 10 mg.ml-*

Na zaklad¢é dat uvedenych v praci Bartova et al. (2018) v ¢asopise Applied Microbilogy and
Biotechnology vznikl pozadavek jmenovaného Casopisu na piedlozeni souhrnného piehledu,
ktery by ptedstavil dosud publikované informace o antifungalnim a antimikrobidlnim pasobeni
hlizovych bilkovin bramboru a moznosti vyuziti téchto specifickych latek v ramci
zemé&délského a potravinaiského komplexu. Rukopis publikace Bartova et al. (2019), ktery je
Vv tuto chvili v oponentnim fizeni, pfedstavuje ctenditm hlavni skupiny hlizovych bilkovin
s prokazanou antifungalni ¢i antibakterialni aktivitou. Antifungalni aktivita byla v ramci dosud
prezentovanych vysledkli zaznamenéana u skupiny hlizovych inhibitori proteas, patatinovych
bilkovin, lektinu a specifickych bilkovin o malé molekulové hmotnosti, kam jsou fazeny
hlizové defensiny, thioniny a bilkoviny s oznacenim snakin-1 a snakin-2, které jsou svou
sekvenci Caste¢né homogenni s bilkovinami hadich jedi. Jako velmi perspektivnim se jevi
skupina inhibitort proteas hliz brambor, jak naznacuje tabulka 20.
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Tabulka 20: Piehled inhibitord proteas hliz brambor s prokdzanou antifungalni a
antibakterialni aktivitou (pievzato a upraveno dle Bartova et al., 2019).

Oznaceni Inhibovany organismus Zdroj
bilkoviny/peptidu
Serinové inhibitory proteas
smés PPI-1 a PKPI Botrytis cinerea Hermosa et al. 2006
PLPKI Phytophtora infestans, Rhizoctonia solani Feldman et al. 2014
termostabilni PPI-II Fusarium solani, Fusarium oxysporum Bartova et al. 2018

Inhibitory proteas Kunitzova typu

PKPI skupina A a B Fusrium moniliforme Heibges et al. 2003b
PKSI (PKPI skupina C) Phytophtora infestans Revina et al. 2004
Fusarium culmorum Revina et al. 2008
PSPI-21 Phytophtora infestans Valueva et al. 1998
Fusrium culmorum Revina et al. 2008
PSPI-22 Phytophtora infestans Valueva et al. 1998
AFP-J Candida albicans, Park et al. 2005

Trichosporon beigelii
Saccharomyces cerevisiae

Potide-G Staphylococcus aureus Kim et al. 2006
Listeria monocytogenes Tripathi et al. 2006
Escherichia coli
Clavibacter michiganensis subsp. michiganense
Candida albicans
Rhizoctonia solani
aktivita v¢i bramborovému viru Y

PT-1 Candida albicans Kim et al. 2005
Rhizoctonia solani
Clavibacter michiganensis subsp. michiganense

PG-2 Candida albicans (izolat humanniho patogenu) Kim et al. 2013
Clavibacter michiganensis subsp. michiganense
Staphylococcus aureus

Karboxapeptiddsovy inhibitor
PCI Magnaporthe oryzae Quilis et al. 2007
Fusarium verticillioides

PPI-1 bramborovy inhibitor proteas I, PPI-1l bramborovy inhibitor proteas Il, PKPI bramborovy inbitor proteas
Kunitzova typu, PLPKI bramborovy inhibitor serinovych proteas specificky vici proteinase K, PKSI bramborovy
inhibitor proteas specificky vici subtilisinu ze skupiny inhibitort Kunitzova typu, PSPI1-21 bramborovy inhibitor
seinovych proteas 0 velikosti 21 kDa; PSPI-22 bramborovy inhibitor seinovych proteas 0 velikosti 22 kDa; AFP-
J antifungalni bilkovina ze skupiny inhibitora proteas izolovana z hliz cv. L Jopung; PT-1 Potamin 1; PG-2 Potide
G-2; PCI bramborovy inhibitor carboxypeptidasy.

Ze skupiny hlizovych inhibitorh proteas se jako perspektivni jevi skupina inhibitort serinovych
a cysteinovych proteas a mezi nimi pfedevsim skupina bramborovych inhibitorii proteas I (PPI-
I) a skupina inhibitori proteas Kunitzova typu (PKPI). Zvlasté pak zastupci inhibitord
Kunitzova typu jsou v hlizach velice variabilni z hlediska struktury 1 biochemickych vlastnosti
(Bauw et al., 2006; Heibges et al., 2003a) a u zastupci této skupiny byla zjisténa aktivita vici
Fusarium moniliforme (Heibges et al., 2003b), Phytophtora infestans, Fusarium culmorum
(Revina et al., 2008; Valueva et al., 1998), Botrytis cinerea (Hermosa et al., 2006). Z hlediska
praktického vyuziti jsou perspektivni bilkoviny fazené k inhibitorim proteas Kunitzova typu,
které byly popsany v pracich Kim e al. (2005) a (2006) a Park et al. (2005). Jedna se o bilkoviny
s ozna¢enim AFP-J (Park et al. 2005) a bilkovin izolované z hliz odridy Gogu Valley, jako
Potide-G (Kim et al. 2006), Potamin-1 (Kim et al., 2005) a PG-2 (Kim et al. 2013). Uvedené
bilkoviny jsou termostabilni a jak naznacuje tabulka 19, vykazuji inhibi¢ni aktivity 1 vaci
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humannim patogeniim, ¢imz se oteviraji moznosti jejich vyuziti nejen v zeméd¢lském sektoru,
ale i v potravinaiskych ¢i farmaceutickych aplikacich. Vyuziti této skupiny bilkovin je dobie
dokumentovéano v publikacich Jin et al. (2009) a Ohh et al. (2010) — bilkovinny izolat z hliz
odridy Gogu Valley, ktery tyto specifické bilkoviny obsahoval, byl pouzit jako piidavek
krmnéé smési ve vykrmu prasat a broilertt — v obou pfipadech byl pozorovan pokles obsahu
rizikovych fekalnich bakterii Staphyloccocus aureus, Salmonella choleraesuis, Salmonella
gallinarum a Escherichia coli, zatimco symbioticka stfevni mikroflora nebyla narusena.

Tabulka 21: Inhibice bakterialnich a houbovych patogenti hlizovymi bilkovinami pattici do
skupiny snakind, thioninti a defensini (pfevzato a upraveno dle Berrocal-Lobo et al., 2002 a
Bartova et al., 2019).

Patogenni organismus Bilkovina (ECso)?
StSN1 StSN2 StPTH1
uM
Bacteria
Clavibacter michiganensis 1 4 7
Ralstonia solanacearum NA NA 25
Ralstonia solanacearum 30 15 25
Erwinia chrysanthemi NA NA NA
Rhizobium meliloti 8 nt NA
Fungi
Botrytis cinerea 2 0.8 1
Fusarium solani 3 2 0.2
Fusrium culmorum 2 2 NA
Fusarium  oxysporum f.  sp. 10 13 nt
conglutinans
Fusrium oxysporum f. sp. lycopersici 20 13 nt
Plectosphaerella cucumerina 10 10 10
Colletotrichum graminicola 10 20 2
Colletotrichum lagenarium 10 10 nt
Bipolaris maydis 20 20 10
Aspergillus flavus 20 20 nt

3ECso — efektivni koncentrace pro 50% inhibici; NA — neaktivni pfi koncentraci < 20uM; nt — netestovano; StSN1
S. tuberosum snakin-1; StSN2 — S. tuberousm snakin-2

Tabulka 21 piedstavuje antibakterialni i antifungalni aktivitu hlizovych bilkovin, které jsou
fazeny mezi tzv. hlizové thioniny, defensiny a snakiny. Bramborovy pseudothionin (StPthl)
vykazuje napf. aktivitu viéi zavaznému patogenu C. michiganensis subsp. sepedonicus. Jedna
se o bilkovinu o velikosti Mr 5 kDa tvofenou 47 aminokyselinami Se schopnosti interagovat
S buné¢nymi membranami patogent (Bartova et al., 2019; Bartova et al., 2012; Berrocal-Lobo
et al., 2002). Snakin-1 (6,9 kDa) a Snakin-2 (7 kDa) jsou bazické bilkoviny velmi stabilni
struktury, ktera je tvofen 6 cystiny. Tyto bilkoviny jsou fazeny do tfidy snakin/GASA bilkovin
a jsou vyznamnou soucasti konstitutivni i indukované reakce rostlin na biotické stresory.

Proteiny ¢i peptidy s antimikrobidlni aktivitou maji Siroké moznosti uplatnéni zahrnujici
oblasti humanni 1 veterinarni mediciny (Ié€ba houbovych, kvasinkovych a bakteridlnich
chorob, sterilizace materialu), oblasti potravinaiského priamyslu (napi. konzervace potravin,
produkce obalovych materidlii nové generace) ¢i oblasti zemédé€lskych biotechnologii pfi
tvorbé novych genotypii zemédélskych plodin se zvySenou rezistenci vici klicovym
patogenum. Inhibitory proteas hliz bramboru patii k bilkovinné frakci, u které muzeme

-----

ucinky (Bartova et al., 2019; Bartova et al., 2012).
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6. Zavér

Habilita¢ni prace prezentovala zplsoby feSeni a vysledky publikaci, které se dotykaly tiech
oblasti vyzkumu hlizovych bilkovin brambor. Uvedené prace se zabyvaly (I) odridovou a
druhovou variabilitou biochemickych vlastnosti patatinovych bilkovin; (1) vlivem odrudy a
vybranych péstitelskych faktort na kumulaci bilkovin a patatinové frakce v hlizach bramboru
a (1) metodami izolace hlizovych bilkovin z hlizové $tavy, popisem vlastnosti vzniklych
bilkovinnych koncentrati a jejich antifungalnim ptasobenim.

AdlI

V ramci hodnoceného souboru 20 odriid kulturniho druhu bramboru byl zjistén rozsah
molekulové hmotnosti detekovanych isoforem patatinu od 40513 do 42988 Da. Isoforma prvni
hmotnosti urovné (~40590 Da) byla detekovana u vSech analyzovanych odrid. Pfitomnost
druhé (~41798 Da) a tieti (~42930 Da) hmotnostni isoformy patatinu byla jiz odridovée
specificka. Rozdil mezi hmostnostnimi urovnémi byl pfiblizné 1,2 kDa, coz odpovida
hmotnosti sacharidové ¢asti a byl potvrzen zasadni podil glykosyla¢ni Grovné patatinu na
variabilité jeho hmotnostnich isoforem.

V ramci hodnoceného souboru bylo nalezeno 7 - 14 nabojovych isoforem s hodnotou
isoelektrického bodu Vv rozsahu pH 4,45 az 5,14. Pomoci 2D PAGE analyzy bylo u
patatinovych vzorkii nalezeno 17 az 23 spotl, coz predstavuje komplexni variabilitu
hmotnostnich a ndbojovych isoforem patatinu. Na zakladé ziskanych vysledk 1ze konstatovat,
Ze tato variabilita je dana glykosyla¢ni trovni patatinovych isoforem, zaménami v primarni
sekvenci bilkovinné struktury a genotypové specifickym slozenim sacharidické ¢&asti
glykoproteinové struktury patatinu.

Vedle odriidové variability charakteristik patatinovych bilkovin byla pozornost vénovéna také
hodnoceni této variability v ramci $ir§i skupiny pfibuznych druhd rodu Solanum — soubor
zahrnoval 5 odrid kulturniho druhu S. tuberosum, 4 druhy péstované v zemi pavodu (zde pro
zjednoduSeni oznacené jako ,,polokulturni* druhy) a 19 genotypi planych druht.

Ve skupiné planych druhii byl zaznamenan niZ§i obsah bilkovin v suSin€ hliz, ale nejvyssi obsah
dusikatych latek. Druh S. sucrense vykazal z hodnocenych genotyptd nejvyssi obsah bilkovin
relativni abundance patatinu (26,8 %) a obsahu patatinu v susing hliz (0,39 %). Rozsah hodnot
byl ale ve skuping planych druhti rozmanity a tato skupina je zajimavym zdrojem variability
obsahovych charakteristik patatinu. U druhu S. acaule byla zaznamenana nejvyssi hodnota
obsahu patatinu (0,83 %) v ramci vSech hodnocenych genotypi.

Lipidacylhydrolasova (LAH) aktivita patatinu se v ramci hodnoceného souboru pohybovala od
2,67 do 22,74 pmol (min mg)™ a nejvyssi byla zjisténa ve skupiné planych druhti. Vyjimeéné
vysoka LAH aktivita, a to 22,74 pmol (min.mg) %, byla zaznamenéna u druhu S. bulbocastanum.

V souboru genotypt byly detekovany tfi hmotnostni urovné patatinu. Nejvice pocetna byla
prvni (pfitomna u 24 genotypt z 29 hodnocenych) a nejméné zastoupena byla tfeti hmotnostni
uroven patatinu, ktera napt. ve skupiné planych forem byla pfitomna pouze u dvou druht.
Jednalo se o druhy S. berthaultii a S. bulbocastanum.

Slozeni sacharidové struktury patatinu bylo analyzovano u druhti S. tuberosum cv. Desirée, S.
goniocalyx, S. phureja, S. stenotomum a S. andigenum. Poprvé byla publikovana data
potvrzujici genotypovou variabilitu struktury sacharidové ¢asti patatinu.
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U stejné skupiny péti druhti (S. tuberosum cv. Desirée, S. goniocalyx, S. phureja, S. stenotomum
a S. andigenum) byl potvrzen klicovy vyznam patatinu v nutri¢ni hodnoté hlizovych bilkovin.
U druhu S. goniocalyx byla zjisténa nejvyssi hodnota indexu esencialnich aminokyselin
izolovaného patatinu, a to na Grovni 112,5 %. Sirné aminokyseliny byly vyhodnoceny jako
limitujici u vSech analyzovanych druht.

Ad 11

Hodnocenim relativni abundance patatinu v ramci souboru 40 odrid srovnomérnym
zastoupenim odrid konzumnich brambor a odrid brambor uréenych pro vyrobu skrobu bylo
zjisténo, Ze relativni abundance patatinu v hlizovych bilkovinach ve skupiné odrad urc¢enych
pro vyrobu skrobu je statisticky prikazné vyssi (P<0,001) nez ve skupiné odrid konzumnich
brambor. Pramérna hodnota relativni abundance patatinu byla ve skupin¢ odrad urcenych
vyrobu skrobu 25,1 %, zatimco ve skupiné odrud konzumnich brambor se jednalo 0 21,6 %.
Obdobné¢ 1 obsah patatinu v susiné hliz byl vyssi u odrid uréenych pro vyrobu skrobu. V této
skupné odrid obsah patatinu dostdh 1,28 % suSiny, zatimco ve skupiné konzumnich odrid
dosahl 1,03 %. U odridy Tomensa byla zjiSténa nejvyssi hodnoty obsahu patatinu v suSiné hliz
(2,03 %).

Kromé obsahu bilkovin a dusikatych latek byl obsah patatinu v susing hliz pozitivné ovlivnén
obsahem susiny (r = 0,318; P<0,001). Naopak byl nalezen negativni vztah (r =-0,301,;
P<0,001) mezi obsahem patatinu a velikosti hliz a nebyl potvrzen vliv délky vegetacni doby na
kumulaci patatinu v hlizach. Odruda byla potvrzena jako klicovy faktor s majoritnim podilem
na variabilit¢ relativni abundance i obsahu patatinu v hlizach bramboru.

V ramci maloparcelkovych pokusi byl hodnocen vliv péstitelskych faktorti a péstitelské
technologie na kumulaci dusikatych latek, hlizovych bilkovin a variabilitu obsahovych
charakterisitik patatinu.

Dle ocekavani byla v systému ekologické produkce zaznamendna niz8i produkce hliz s vy$§im
podilem menSim hliz. V hlizach konvencni produkce byla zaznamenana vysSi kumulace
dusi¢nant a celkovych dusikatych latek. Obsah bilkovin byl mirn€ vyssi v konvenéni produkei,
ale zjiStény rozdil oproti ekologické produkci nebyl statisticky priikazny a odriida méla na tento
ukazatel vyznamnéjs$i vliv (ve spole¢né interakci srocnikem az 37 %) nez péstitelska
technologie. V konven¢ni technologii produkce hliz byl zjistén mirné vyssi obsah patatinu.
Avsak ani u tohoto ukazatele nebyl zaznamenan statisticky pritkazny vliv technologie produkce
hliz a odrida méla opét hlavni podil na variabilité obsahu patatinu v susiné hliz. U odriidy Karin
byly pfi komplexnim vyhodnoceni zaznamenany nejvys$si hodnoty hodnocenych ukazatelli
(obah su$iny, obsah bilkovin, zastoupeni bilkovin v obsahu dusikatych latek, relativni
abundance patatinu a obsah patatinu) pfi jeji produkci v ekologickém systému.

V druhém polnim maloparcelkovém pokusu byla hodnocena reakce odriid uréenych pro vyrobu
Skrobu na vyrazné odlisné davky N hnojeni (100 a 200 kg N). Primérna hodnota obsahu
dusikatych latek byla priikkazné vys$si u varianty zvySené davky N hnojeni a nejvyssi hodnota
vynosu dusikatych latek byla zaznamenana v ptipadé odriidy Kuras (915 kg.ha?). Zvysena
davka N hnojeni zvySovala 1 obsah bilkovin, avSak tento parametr rostl pomaleji a nizsi davka
N hnojeni tak vytvéiela ptiznivej$i podminky pro formovani kvality dusikatych latek. Pouze
odrida Tomensa reagovala na zvySenou davku N hnojeni vyssi hodnotou zastoupeni bilkovin
v obsahu dusikatych latek. Vyssi relativni abundance patatinu bylo s pfevahou dosazeno pfi
niz$i davce N hnojeni, coZ se nejvyraznéji projevilo na stanovisti Lukavec, kde ptiznivé

wrwe

relativni abundace vSech sledovanych obsahovych latek. Presto bylo stanovisté s vyssi
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nadmotskou vyskou vyhodnoceno jako vhodnéjsi k produkci hliz pro soubézné zpracovani hliz
na Skrob a bilkovinu vzhledem k svému vynosovému potencialu. Konstrukci paprskovych grafii
byla odrida Westamyl vyhodnocena jako velmi vhodna pro zamyslenou soub&éznou produkci
bilkovin a Skrobu (hodnocen byl vynos Skrobu, vynos bilkovin, obsah $krobu a obsah bilkovin).

Ad I

Testovany byly tfi skupiny srazecich ¢inidel (organické a anorganické kyseliny, organicka
¢inidla a soli kovil) v teplotnich rezimech 0 a 22°C. Izolaty ziskané pomoci kyselin vykazovaly
velmi nizkou rozpustnost, a to v obou teplotnich rezimech. Pti pouziti organickych ¢inidel se
vliv teploty projevil vyrazné na vytéznosti i zpétné rozpustnosti izolovanych bilkovin a zcela
rozpustnost izolovanych bilkovi nebyla pfi pouziti soli kovi ovlivnéna teplotou a v ptipadé
chloridu zelezitého bylo dosazeno vysoké vytéZznosti (aZ 86 %) se zachovanim zpé&tné
rozpustnosti izolovanych bilkovin. Pouziti etanolu a FeCls Vv rezimu nizkych teplot bylo
vyhodnoceno jako nejvhodnéjsi pro dosazeni vysoké vytéZnosti bilkovin pii soucasném
zachovani jejich zpétné rozpustnosti.

Na zéklad¢ dal$i optimalizace procesu izolace hlizovych bilkovin byla stanovena optimalni
koncentrace etanolu v reakéni smési v rozsahu 4,0 — 4,4 M s nutnosti provést izolaci bilkovin
za velmi nizkych teplot (nejlépe 0°C). Optimalni koncentrace FeCls byla stanovena na Grovni
20 mM v objemu reakcni smési. Obsah dusikatych latek byl u etanolového koncentratu 83 %,
coz je srovnatelné s obsahem dusikatych latek v koncentratu vzniklém plisobenim tepla.
Vyrazny pokles relativniho obsahu N latek v FeCls koncentratu (69,4 %) lze ptisuzovat
pfitomnosti dalSich balastnich latek a mezi nimi i Fe** iontfi. Obsah steroidnich glykoalkaloidt
byla u etanolového a FeCls koncentratu statisticky prukazné niz$i pfi srovnani s jejich obsahem
v susing hlizové §tavy a tepelného koagulatu. Vzhledem k termolabilité patatinu byla nejvyssi
relativni abundance této bilkoviny zaznamendna v tepelném koagulatu. Nutricni hodnota
vyjadiena indexem esencialnich aminokyselin byla srovnatelna pro tepelny koagulat, etanolovy
I FeClz koncentrat a pohybovala se ptiblizné na trovni 82 %. Poprvé byla stanovena nutri¢ni
hodnota patatinu izolovaného z primyslové hlizové §tdvy. Index esencidlnich aminokyselin
patatinu dosahl hodnoty 86 % a byla potvrzena klicova role patatinu v nutricni hodnoté
bilkovinnych koncentrata.

Po izolaci bilkovin z PFJ pomoci jejich vysrdzeni teplem, zlstava dalSi odpadni produkt
oznacovany jako tzv. deproteinovana hlizova voda. Bylo prokazano, ze tento produkt obsahuje
termostabilni bilkoviny vykazujici antifungalni aktivitu vici patagenim rodu Fusarium.
Z pohledu antifungalni aktivity byl jako nejucingjsi vyhodnocen izolat termostabilnich bilkovin
ziskany pti oSetfeni hlizové $t'avy teplotou 80°C. Na zdkladé MALDI-MS/MS analyzy byla
v této frakci bilkovin zjisténa pfitomnost bramborovych inhibitorti | a 1l s pfevahou skupiny
inhibitorti proteas II. Inhibitory proteas II byly také vyhradné pfitomny ve vzorku bilkovin
izolovanych pii 100°C, ktery vykazoval druhou nejsilngjsi antifungalni aktivitu. Uvedené
vysledky pfedstavuji bramborové inhibitory I a II jako bilkoviny s funkéni termostabilitou a
prokézanymi antifungélnimi vlastnostmi.
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7. Seznam zkratek

AAS

EAAI

BCA metoda
ECD metoda
2D PAGE
SDS-PAGE

HPLC-MS/MS
MALDI-MS/MS

ID spotu
GI ¢islo
PFJ

PR

PPIs
PI-1
PI-2
PCPI
PAPI
PKPI
OSPI
PCI
PHN
LAH aktivita

aminokyselinového skore

index esencialnich aminokyselin

metoda vyuzivajici kyseliny bicinchoninové

spektroskopie elektronového cirkularniho dichroismu
dvoudimenzionalni elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
clektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti
dodecylsiranu sodné¢ho

metody kapalinové chromatografie a tandemové hmotnostni
spektrometrie

hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za
ucasti matrice a tandemoveé hmotnostni spektrometrie
identifikator spotu

identifikac¢ni Cislo bilkoviny v rdmci databaze

hlizova stava brambor

bilkoviny, jejichz syntéza je spojena s patogenezi

inhibitory proteas hliz bramboru

bramborovy inhibitor I

bramborovy inhibitor II

bramborovy inhibitor cysteinovych proteas

bramborovy inhibitor aspartatovych proteas

braborovy inhibitor Kunitzova typu

ostatni inhibitory proteas hliz brambor

bramborovy inhibitor karboxypeptidasy

fenylhydrazin hydrochlorid

lipidacylhydrolasova aktivita

66



8. Seznam pouzité literatury

w N

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21,

22,
23.

Andersson J., Sahoo D., Mattiasson B. (2008): Isolation of potato proteins using simulated moving bed
technology. Biotechnology and Bioengineering 101: 1256-1263.

Avebe (2019): https://www.avebe.com/dairy-free-foods/ (dostupné on-line 18.2. 2019).

Averis Seed (2019): http://www.averis.nl/over-averis/geschiedenis/ (dostupné on-line 25.2. 2019).
Backleh M., Ekici P., Leupold G., Coelhan M.,Parlar H. (2004): Enrichment of the glycoalkaloids o-
solanine and a-chaconine from potato juice by Adsorptive Bubble Separation using a pH gradient.
Journal of Separation Science 27: 1042-1044.

Barta J., Bartova V. (2007): Bilkoviny hliz bramboru (Solanum tuberosum L.). Védecka monografie. ZF
JU v C. Budgjovicich. 116 p.

Barta J., Bartova V. (2008): Patatin, the major protein of potato (Solanum tuberosum L.) tubers, and its
occurrence as genotype effect; processing versus table potatoes. Czech Journal of Food Sciences 26: 347-
359.

Barta J., Bartova V., Brabcova A., Divi$ J., Hora¢kova V., Kamenova A., Zdrahal Z. (2015): Potencial
bilkovin hliz brambor v ramci rodu Solanum. Kurent Ceské Budgjovice 142 p.

Barta J., Bartova V., Divi§ J. (2009): Vyuziti analyzy bilkovin na automatické Cipové elektroforese
Experion pro charakterizaci genotypii brambor. Uplatnéna metodika, ZF JU v C. Budjovicich, 37 p.
Barta J., Bartova V., Zdrahal Z., Brabcova A., Kamenova A., Divi$ J. (2013): Metody izolace vybranych
proteinti hliz brambor. Certifikovani metodika. Zemé&délska fakulta, Jihodeska univerzita v Ceskych
Budgjovicich, Ceské Budgjovice, 39p.

Barta J., Bartova V., Sykorova S., Curn V., Divi§ J., Mat&jovi E., Stockova L. (2012b): Komplexni
metodika pracovnich postupti pro charakterizaci odriid brambor. Uplatnéna metodika, ZF JU v Ceskych
Budjovicich, 43 p.

Barta J, Bartova V, Zdrahal Z, Sedo O. (2012a): Cultivar variability of patatin biochemical characteristics:
table versus processing potatoes (Solanum tuberosum L.) Journal of Agricultural and Food Chemistry.
60: 4369-4378.

Barta J., Divi§ J., Svajner J., Bartova V. (2012¢): Péstovani brambor pro produkci $krobu a bilkovin.
Certifikovana metodika pro praxi (osvédéeni 194-2/KU/UKZUZ/2012), ZF JU v Ceskych Budg&jovicich,
33 p.

Barta J., Hetmanova V., Divi$ J. (2008): Effect of low-molecular additives on precipitation of potato fruit
juice proteins under different temperatures regimes. Journal of Food Precess Engineering 31: 533-547.
Bartova V., Barta J. (2009): Chemical composition and nutritional value of protein concetrates isolated
from potato (Solanum tuberosum L.) fruit juice by precipitation with ethanol and ferric chloride. Journal
of Agricultural and Food Chemistry 57: 9028-9034.

Bartova V., Barta J., Divis J,, Svajner J., Peterka J. (2009): Crude protein content i tubers of starch
processing potatoes cultivars in dependence on different agro-ecological conditions. Journal of Central
European Agriculture 1: 57-56.

Bartova V., Barta J., Kamenova A., Staiikova A., Curn V. (2012): Characteristika a potencial vyuziti
antimikrobialnich proteind a peptidi bramboru (Solanum tuberosum L.). Chemické Listy 106: 365-372.
Bartova V., Barta J., Brabcova A., Zdrahal Z., Horackova V. (2015): Amino acid composition and
nutritional value of four cultivated South American potato species. Journal of Food Composition and
Analysis 40: 78-85.

Bartova V., Barta J., JaroSova M. (2019): Antifungal and antimicrobial proteins and peptides of potato
(Solanum tuberosum L.) tubers and their applications: A mini-review. Under review in Applied
Microbiology and Biotechnology.

Bartova V., Barta J., Vla¢ihova A., Sedo O., Zdrahal Z., Kone¢na H., Stupkova A., Svajner J. (2018):
Proteomic characterization and antifungal activity of potato tuber prtoeins isolated form starch production
waste under different temperatures regimes. Applied Microbiology and Biotechnology 102: 10551-10560.
Bartova V., Divi§ J., Barta J., Brabcova A., Svajnerova M. (2013): Variation of nitrogenous components
in potato (Solanum tuberosum L.) tubers produced under organic and conventional crop management.
European Journal of Agronomy 49: 20-31.

Bauw G., Nielsen H.V., Emmersen J., Nielsen K.L., Jorgensen M., Welinder K.G. (2006): Patatins,
Kunitz protease inhibitors and other major proteins in tuber of potato cv. Kuras. FEBS Journal 273: 3569-
3584.

Bergsma J. (2019): Vegan cheese analogue. US patent 2019/0037872 Al.

Berrocal-Lobo M, Segura A, Moreno M, Lopez G, Garcia-Olmedo F, Molina A (2002): Snakin-2, an
antimicrobial peptide from potato whose gene is locally induced by wounding and responds to pathogen
infection. Plant Physiology 128: 951-961.

67



24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

Bohlscheid J.C., Fletcher K.M., Huffman L. M. (2018): Potato protein powders. United States Patent
Application 20180289036.

Creusot N., Wierenga P.A., Laus M.C., Giuseppin M.L.F., Gruppen H. (2011): Rheological properties of
patatin gels compared with B-lactoglobulin, ovalbumin, and glycinin. The Journal of the Science of Food
and Agriculture 91:253-61.

Chakraborty S., Chakraborty N., Agrawal L., Ghosh S., Narula K., Shekhar S., Naik P.S., Pande P.C.,
Chakrborti S.K., Datta A. (2010): Next-generation protein-rich potato expressing the seed protein gene
AmAL is a result of proteome rebalancing in transgenic tuber. Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America National Academy of Sciences 107: 17533-17538.

Dabestani S., Arcot J., Chen V. (2017): Protein recovery from potato processing water: Pre-treatment and
membrane fouling minimization. Journal of Food Engineering 195:85-96.

Davies C., Macrae A.R. (2001): Zptsob vyroby esterti alifatickych monokarboxylovych kyselin.
Patentovy spis CZ 289151 B6. Utad pramyslového vlastnictvi CR.

Delahaije R.J., Gruppen H., van Nieuwenhuijzen N.H., Giuseppin M.L., Wierenga P.A. (2013): Effect of
glycation on the flocculation behavior of protein-stabilized oil-in-water emulsions. Langmuir 29 (49):
15201-15208.

Doke N., Nishimura S. (1988): Activation of O2 generating reaction in potato plants infected with
Phytophtora infestans: its mechanisms and significance in induced resistance. Abstract of Papers, 5%
International Congress of Plant Pathology, 229p.

Domkatova J. (2001): Zhodnoceni genofondu odriid Solanum tuberosum L. z hlediska kvality a odolnosti
k chorobam. Autoreferat disertaéni prace. Fakulta agrobiologie, potravinovych a piirodnich zdroji, Ceska
zemé&d¢€lska univerzita v Praze, Praha, 24 s.

Eburneo J.M., Garcia E.L., Rodrigues dos Santos T.P., de Freitas Cordova de Souza E., Soratto R.P.,
Fernandes A.M., Magali Leonel M. (2018): Influence of nitrogen fertilization on the characteristics of
potato starch. Australian Journal of Crop Science 10(03): 365-373.

El-Sayed S.F., Hassan H.A., EI-Mogy M.M. (2015): Impact of Bio- and Organic Fertilizers on Potato
Yield, Quality and Tuber Weight Loss After Harvest. Potato Research 58: 67-81.

Eppendorfer W.H., Eggum B.O. (1994): Effects of sulphur, nitrogen, phosphorus, potatssium, and water
stress on dietary fibre fractions, starch, amino acids and on the biological value of potato protein. Plant
Foods for Human Nurition 45: 299-313.

FAO/WHO (1991): Protein quality evaluation. Report of a joint FAO-WHO expert consultation FAO.
FAO Food and Nutrition Paper 51, pp. 35-36.

Feldman M.L., Oliva C.R., Casalongué C.A., Daleo G.R. (2000): Induction of a proteinase K inhibitor in
a potato cultivar with a high degree of field resistance against Phytophtora infestans. Plant Physiology
109:14-20.

Fu Y., Alashi A.M., Young J.F., Therkildsen M., Aluko R.E. (2017): Enzyme inhibition kinetics and
molecular interactions of patatin peptides with angiotensin I-converting enzyme and renin. International
Journal of Biological Macromolecules 101: 207-213.

FuY., WuW., Zhu M., Xiao Z. (2016): In Silico assessment of the potential of patatin as a precursor of
bioactive peptides. Journal of Food Biochemistry 40: 261-390.

Friedman M. (2006): Potato glycoalkaloids and metabolites: roles in the plant and in the diet. Journal of
Agricultural and Food Chemistry 54: 8655-8681.

Galdon B.R., Mesa D.R., Rodriquez E.M.R., Romero C.D. (2010): Amino acid content in traditional
potato cultivars from the Canary Islands. Journal of Food Composition and Analysis 23: 148-153.
Gambuti A., Rinaldi A., Moio L. (2012): Use of patatin, a protein extracted from potato, as alternative to
animal proteins in fining of red wine. European Food Research and Technology 235: 753-765.

Gambuti A., Rinaldi A., Romano R., Manzo N., Moio L. (2016): Performance of a protein extracted from
potatoes for fining of white musts. Food Chemistry 190: 237-243.

Gao X, Li C., Zhang M., Wang R., Chen B. (2015): Controlled release urea improved the nitrogen use
efficiency: yield and quality of potato (Solanum tuberosum L.) on silt loamy soil. Field Crops Research
181: 60-68.

Glusac J., Isaschar-Ovdat S., Kukavica B., Fishman A. (2017): QOil-in-water emulsions stabilized by
tyrosinase-crosslinked potato protein. Food Research International 100: 407-415.

Guiseppin, M. (2014): Myths and facts on plant proteins: case potato proteins. Conference: ScanBalt
Forum, At Groningen, The Netherlands.

Guiseppin M.L.F.G., Laus M.Ch., Shipper J. (2013): Potato protein isolates. Patent, application number:
20150183840.

Gomord V., Faye L. (2004): Posttranslational modification of therapeutic proteins in plants. Current
Opinion in Plant Biology 7: 171-181.

68



48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

Hajslova J., Schulzova V., Slanina P., Janné K., Hellends K.E., Andersson Ch. (2005): Quality of
organically and conventionally grown potatoes: Four-year study of micronutrients, metals, secondary
metabolities, enzymic browning and organoleptic properties. Food Additives and Contaminants 22; 514-
534.

Heibges A., Glaczinski H., Ballvora A., Salamini F., Gebhardt C. (2003a): Structural diversity and
organization of three gene families for Kunitz-type enzyme inhibitors from potato tubers (Solanum
tuberosum L.) Molecular Genetics and Genomics 269: 526-534.

Heibges A, Salamini F, Gebhardt C (2003b) Functional comparison of homologous member of three
groups of Kunitz-type enzyme inhibitors from potato tubers (Solanum tuberosum L.). Molecular Genetics
and Genomics 269: 535-541.

Hermosa M.R., Turra D., Fogliano V., Monte E., Lorito M. (2006): Identification and characterization of
potato protease inhibitors able to inhibit pathogenecity and growth of Botrytis cinerea. Physiological and
Molecular Plant Pathology 68:138-148.

Hefmanovéa V., Barta J., Curn V. (2006): Antifungalni proteiny rostliny — klasifikace, charakteristika,
moznosti vyuziti, Chemické Listy 100: 495-500.

Hossain M.B., Rawson A., Aguil6-Aguayo |., Brunton N.P., Rai D.K. (2015): Recovery of steroidal
alkaloids from potato peels using pressurized liquid extraction. Molecules 20: 8560-8573.

Huang C., Feng W.L., Xiong J., Wang T.L., Wang W.G., Wang C.W., Yang F. (2019): Impact of drying
method on the nutritional value of the edible insect protein from black soldier fly (Hermetia illucens L.)
larvae: amino acid composition, nutritional value evaluation, in vitro digestibility, and thermal properties.
European Food Research and Technology 245: 11-21.

Huang P., Wen S.L., Jin X.J. (1996): Effects of some physical and chemical character of main soil type
in Gansu on potato quality. Journal of Gansu Agricultural University 31: 257-262.

Jarvan M., Edesi L., (2009): The effect of cultivation methods on the yield and biological quality of
potato. Agronomy Research 7: 289-299.

Jiménez-Atiénzar M., Cabanes J., Gandia-Herrero F., Escribano J., Garcia-Carmona F., Pérez-Gilabert
M. (2003): Determination of the phospholipase activity of patatin by a continuous spectrophotometric
assay. Lipids 38: 677-82.

Jin Z., Shide P.L., Yang Y.X., Choi J.Y., Yoon S.Y., Hahn T.-W., Lim H.T., Park Y.K., Hahm K.S., Joo
J.W., Chae B.J. (2009): Use of refined potato (Solanum tuberosum L. cv. Gogu Valley) protein as an
alternative to antibiotics in wealing pigs. Livestock Science 124: 26-32.

Jin C.Y., Xu D., Zeng F.K., Zhao Y.C,, Yang Y.C., Gao G.Q., Wen G.H., Liu, G. (2017): A simple
method to prepare raw dehydrated potato flour by low-temperature vacuum drying. International Journal
of Food Engineering 13: 20170127.

Jin Ch,, Zeng F., Liu G. (2018): Recovery of protease inhibitors from potato fruit water by expanded bed
adsorption chromatography in pilot scale. The American Journal of Potato Research 95: 1-8.

Jorgensen, M., Bauw G., Welinder K.G. (2006): Molecular properties and activities of tuber proteins from
starch potato cv. Kuras. Journal of Agricultural and Food Chemistry 54: 9389-9397.

Kérenlampi S.0O., White P.J. (2009): Potato proteins, lipid and minerals. In: Sigh J., Kaur L.: Advances
in potato chemistry and technology, pp. 99-126, Elsevier, Oxford.

Kim J.-Y. Park S.-C., Kim M.H., Lim H.T., Park Y., Hahm K.-S. (2005): Antimicrobial activity studies
on a trypsin-chymotrypsin protease inhibitor obtained from potato. Biochemical and Biophysical
Research Communication 330: 921-927.

Kim M.H., Park S.-C., Kim J.-Y., Lee S.Y., Lim H.T., Cheong H., Hahm K.-S.,Park Y. (2006):
Purification and characterization of a heat-stable serine protease inhibitor from the tubers of new potato
variety Golden Valley. Biochemical and Biophysical Research Communications 346: 681-686.

Kim J-Y., Park S-Ch., Kim M-H., Lim H-T., Park Y., Hahm K-S. (2013): Antimicrobial activity studies
on a trypsin-chymotrypsin protease inhibitor obtained from potato. Biochemical and Biophysical
Research Communications 330: 921-927.

Klaassen M.T., Bourke P.M., Maliepaard C., Trindade L.M. (2019): Multi-allelic QTL analysis of protein
content in a bi-parental population of cultivated tetraploid potato. Euphytica 215: 14.

Knorr D. (1980): Effect of recovery methods on yields, quality and functional properties of potato protein
concentrates. Journal of Food Science 45: 1183-1186.

Knorr D. (1982): Effects of recovery methods on the functionality of protein concentrates from food
processing wastes. Journal of Food Process Engineering 5: 215-230.

KOB (2019): Katalog odriid brambor registrovanych v CR. http://www.katalogbrambor.cz/ (on-line
dostupné 19. 2. 2019).

Kong X.Z., Kong L.Z., Ying Y.S., Hua Y.F., Wang L. (2015): Recovering proteins from potato juice by
complexation with natural polyelectrolytes. International Journal of Food Science and Technology 50:
2160-2167.

69



71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

Koningsveld van G.A. (2001): Physico-chemical and functional properties of potato proteins. Ph.D.
thesis. Wageningen University, Wageningen 143 p.

Koningsveld van G.A., Gruppen H., Jongh de H.H.J, Wijngaards G., Boekel van M.A.J.S., Walstra P.,
Voragen AG. (2001): Effects of pH and heat treatment on the structure and solubility of potato proteins
in different preparations. Journal of Agricultural and Food Chemistry 49: 4889-4897.

Koppelman S.J., van Koningsveld G.A., Knulst A.C., Gruppen H., Pigmans I.G., de Jongh H.H. (2002):
Effect of heat-induced aggregation on the IgE binding of patatin (Sol t 1) is dominated by other potato
proteins Journal of Agricultural and Food Chemistry 50:1562—1568.

Ku S.K., Sung S.H., Choung J.J., Choi J-S., Shin Y.K., Kim J.W. (2016): Anti-obesity and anti-diabetic
effect of a standardized potato extract in ob/ob mice. Experimental and Therapeutic Medicine 12: 354-
364.

Lachman J., Hamouz K., Dvotak P., Orsak M. (2005): The effect of selected factors on the content of
protein and nitrates in potato tubers. Plant, Soil and Environment 51: 431-438.

Lattova E., Brabcova A., Bartova V., Potésil D., Barta J., Zdrahal Z. (2015): N-Glycome profiling of
patatins from different potato species of Solanum genus. Journal of Agricultural and Food Chemistry 63:
3243-3250.

Laus M.C., Klip G., Giuseppin M.L.F. (2017): Improved extraction and sample cleanup of tri-
glycoalkaloids alpha-solanine and alpha-chaconine in non-denatured potato protein isolates. Food
Analytical Methods 10: 845-853.

Lehesranta S.J., Davies H.V., Shepherd L.V.T., Nunan N., McNicol J.W., Auriola S., Koistinen K.M.,
Suomalainen S., Kokko H.I., Sirpa O. Kérenlampi S.O. (2005): Comparison of tuber proteomes of potato
varieties, landraces, and genetically modified lines. Plant Physiology 138: 1690-1699.

Lehesranta S.J., Koistinen K.M., Massat N., Davies H.V., Shepherd L.V.T., McNicol J.W., Cakmak 1.,
Cooper J., Liick L., Kérenlampi S.O., Leifert C. (2007): Effects of agricultural production systems and
their components on protein profiles of potato tubers. Proteomics 7: 597-604.

Leonel M., do Carmo E.L., Fernandes A.M., Soratto R.P., Ebtirneo J.A.M., Garcia E.L., dos Santos T.P.R.
(2017): Chemical composition of potato tubers: the effect of cultivars and growth conditions. The Journal
of Food Science and Technology 54: 2372-2378.

Li L.M., Wang C.J., Qiang S., Zhao J.X., Song S., Jin W.J., Wang B., Zhang Y., Huang L.J., Wang Z.F.
(2016): Mass spectrometric analysis of N-Glycoforms of soybean allergenic glycoproteins separated by
SDS-PAGE. Journal of Agricultural and Food Chemistry 64: 7367-7376.

Lin S., Sattelmacher B., Kutzmutz E., Muhling K.H., Dittert K. (2004): Influence of nitrogen nutrition on
tuber quality of potato with special reference to the pathway of nitrate transport into tubers. Journal of
Plant Nutrition 27: 341-350.

Liu Y-W., Han Ch-H., Lee M-H., Hsu F.-L., Hou W.-Ch. (2003): Patatin, the tuber storage protein of
potato (Solanum tuberosum L.), exhibits antioxidant activity in vitro. Journal of Agricultural and Food
Chemistry 51: 4389-4393.

LiuZ., Wu Z,, Li R, Fan X. (2013): Two-stage foam separation technology for recovering potato protein
from potato processing wastewater using the column with the spiral internal component. Journal of Food
Engineering 114:192-198.

Lekra S., Holland M.H., Clausen 1.C., Straeckvern K.O., Egellandsdal B. (2008): Chemical
characterization and functional properties of potato protein concentrate prepared by large-scale expanded
bed absorption chromatography. LWT-Food Science and Technology 41: 1089-1099.

Lekra, S., Schiiller, R. B., Egelandsdal, B., Engebretsen, B., Streetkvern, K.O. (2009): Comparison of
composition, enzyme activity and selected functional properties of potato proteins isolated from potato
juice with two different expanded bed resins. LWT - Food Science and Technology 42: 906-913.
Lombardo S., Pandino G., Mauromicale G. (2017): The effect on tuber quality of an organic versus a
conventional cultivation system in the early crop potato. Journal of Food Composition and Analysis 62:
189-196.

Lomolino G., Vincenzi S., Gazzola D., Crapisi A., Curioni A. (2015): Foaming properties of potato
(Solanum tuberosum) proteins: A study by the gas sparing method. Colloids and Surfaces A:
Physicochemical and engineering aspects 475: 75-83.

Macrae A.R., Visicchio J.E., Lanot A. (1998): Application of potato lipid acyl hydrolase for the synthesis
of monoacylglycerols. Journal of the American Oil Chemists' Society 75: 1489-1494.

Maggio A., Carillo P., Bulmetti G.S., Fuggi A., Barbieri G., de Pascale S. (2008): Potato yield and
metabolic profiling under conventional and organic farming. The European Journal of Agronomy 28:
343-350.

Majamaa H., Seppéld U., Palosuo T., Turjanmaa K., Kalkkinen N., Reunala T. (2001): Positive skin and
oral challenge responses to potato and occurrence of immunoglobulin E antibodies to patatin (Sol t 1) in
infants with atopic dermatitis. Pediatric Allergy Immunology 12: 283-288.

70



92. Makarewicz A., Plaza A., Gasiorowska B., Rosa R., Cybulaska A. (2017): The tuber content of harmful
substances in potato manured with undersown catch crops. Romanian Agricultural Research 34: 319-
327.

93. Martinez-Villaluenga C., Gullewicz P., Frias J., Gulewicz K., Vidal-Valverde C. (2008): Assessment of
protein fraction of three cultivars of Pisum sativum L.: effect of germiantion. European Food Research
and Technology 226: 1465-1478.

94. Mello de C.S., Van Dijk J.P., Voorhuijzen M., Kok E.J., Arisi A.C. (2016): Tuber proteome comparison
of five potato varieties by principal component analysis. Journal of the Science of Food and Agriculture
96: 3928-3936.

95. Mignery G.A., Pikaard C.S., Park W.D. (1988): Molecular characterization of the patatin multigene
family of potato. Gene 62: 27-44.

96. Mitrus J., Stankiewicz C., Ste¢ E., Kamecki M., Starczewski J. (2003): The influence of selected
cultivation on the content of total protein and amino acids in the potato tubers. Plant, Soil and
Environment 49: 131-134.

97. Mouzo D., Bernal J, Lopez-Pedrouso M., Franco D., Zapatal C. (2018a): Advances in the biology of seed
and vegetative storage proteins based on two-dimensional electrophoresis coupled to mass spectrometry.
Molecules 23: 2462.

98. Mouzo D., Lopez-Pedrouso M., Bernal J., Garcia L., Franca D., Zapata C. (2018b): Association of
patatin-based proteomic distances with potato (Solanum tuberosum L.) quality traits. Journal of
Agricultural and Food Chemistry 66: 11864-11872.

99. Munger A., Simon M.A., Khalf M., Goulet M.-C., Michaud D. (2015): Cereal cystatins delay sprouting
and nutrient loss in tubers of potato, Solanum tuberosum. BMC Plant Biology 15:296.

100.Narasimhamoorthy B., Zhao L.Q., Liu X., Essah S.Y.C., Holm D.G., Greaves J.A. (2013): Effect of
harvest date on PI-2, total protein, TGA content and tuber performance in potato American Journal of
Potato Research 90: 561-569.

101.Narvaez-Cuenca C.E., Pena C., Restrepo-Sanchez L.P., Kushalappa A., Mosquera T. (2018):
Macronutrient contents of potato genotype collections in the Solanum tuberosum Group Phureja. Journal
of Food Composition and Analysis 66: 179-184.

102.Ngobese N.Z.,Workneh T.S. (2018): Potato (Solanum tuberosum L.) nutritional changes associated
with French fry processing: Comparison of low-temperature long-time and high-temperature short-time
blanching and frying treatments. LWT-Food Science and Technology 97: 448-455.

103.0hh S.H., Shide P.L., Choi J.Y., Jin Z., Hahn T.W., Lim H.T., Kim G.Y., Park Y.K., Hahm K.S., Chae
B.J. (2010): Effect of potato (Solanum tuberosum L. cv. Golden Valley) protein on performance, nutrient
metabolizability, and cecal microflora in broilers. Archiv fur Geflugelkunde 74: 30-35.

104.0sborne T.B., Campbell G.F. (1896): The properties of the potato. Journal of the American Chemical
Society 18: 575-582.

105.Park Y., Choi B.H., Kwak J.S., Kang C.W., Lim H.T., Cheong H.S., Hahm K.S. (2005): Kunitz-type
serine protease inhibitor from potato (Solanum tuberosum L. cv. Jopung). Journal of Agricultural and
Food Chemistry 53: 6491-6496.

106.Park W.D., Paiva E., Lister R. M. (1983): Induction and Accumulation of Major Tuber Proteins of Potato
in Stems and Petioles. Plant Physiology 71(1):161-8.

107.Pawelzik E., Moller K. (2014): Sustainable potato production worldwide: the challenge to assess
conventional and organic production systems. Potato Research 57: 273-290.

108.P¢ksa A., Kita A., Kutakowska K., Aniotowska M., Hamouz K., Nem$A. (2013): The quality of protein
of coloured fleshed potatoes. Food Chemistry 141: 2960-2966.

109.P¢ksa A., Miedzianka J., Nem$A. (2018): Amino acid composition of flesh-coloured potatoes as affected
by storage conditions. Food Chemistry 266: 335-342.

110.Perla V., Jayanty S.S., Holm D.G., Davidson R.D. (2014): Relationship between tuber storage proteins
and tuber powdery scab resistence in potato. American Journal of Potato Research 9: 233-245.

111.Peyer C., Bonay P., Staudacher E. (2004): Purification and characterization of a beta-xylosidase from
potatoes (Solanum tuberosum). Biochimica and Biophysica Acta (BBA) 1672: 27-35.

112.Pots A.M. (1999): Physico-chemical properties and thermal aggregation of patatin, the major potato tuber
protien. Ph.D. thesis. Wageningen Agricultural University, Wageningen, The Netherlands, 123 p.

113.Pouvreau L. (2004): Occurence of physico-chemical properties of protease inhibitors from potato tubers
(Solanum tuberosum). Ph.D. thesis. Wageningen Agricultural University, Wageningen, The Netherlands,
157 p.

114.Pouvreau L., Gruppen H., Piersma S.R., van den Broek L.A.M., van Koningsveld G.A., Voragen A.G.J.
(2001): Relative abundance and inhibitory distribution of protease inhibitors in potato juice from cv.
Elkana. Journal of Agricultural and Food Chemistry 49: 2864-2874.

71



115.Pouvreau L., Kroef T., Gruppen H., van Koningsveld G., van den Broek L.A.M., Voragen A.G.J. (2005a):
Structural and stability of the potato cysteine protease inhibitor group (cv. Elkana). Journal of
Agricultural and Food Chemistry 53: 5739-5746.

116.Pouvreau L., Kroef T., Gruppen H., van Koningsveld G., van den Broek L.A.M., Voragen A.G.J. (2005b):
Conformational stability of the potato serine protease inhibitor group. Journal of Agricultural and Food
Chemistry 53: 3191-3196.

117.Quilis J., Meynard D., Vila L., Avilés F.X., Guiderdoni E., Segundo San B. (2007): A potato
carboxypeptidase inhibitor gene provides pathogen resistance in trangenic rice. Plant Biotechnology
Journal 5:537-53.

118.Quispe-Mendoza L., Betalleluz-Pallardel, I., Vargas-Delgado L., Velezmoro-Sanchez C. (2018): Stability
of cooked pressed yellow potato (Solanum goniocalyx) in frozen storage. Scientia Agropecuaria 9: 123-
131.

119.Racusen D. (1986): Esterase specifity of patatin from two potato cultivars. Canadian Journal of Botany
64: 2104-2106.

120.Racusen D. (1988): Patatin in wild species of Solanum. Canadian Journal of Botany 66: 727-729.

121.Racusen D., Foote M. (1980): A major soluble glycoprotein of patatin, a major potato tuber protein.
Journal of Food Biochemistry 8: 103-107.

122.Racusen D., Racusen R. (1992): Esterase activity and structural heterogeneity in patatin from a wild
potato species. Canadian Journal of Botany 70: 597-600.

123.Rajapakse D.P., Imai T., Ishige T. (1991): Analysis of potato microtuber proteins by sodium
dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis. Potato Research 34: 285-293.

124.Ralla K., Sohling U., Suck K., Kasper C., Ruf F., Scheper T. (2012): Separation of patatins and protease
inhibitors from potato fruit juice with clay minerals as cation exchangers. Journal of Separation Science
35: 1596-1602.

125.Refstiea S., Harold A.J. (2003): Potato protein concentrate with low content of solanidine glycoalkaloids
in diets for Atlantic salmon (Salmo salar). Aquaculture 216: 283-298.

126.Revina T.A., Gerasimova N.G., Kladnitskaya G.V., Chalenko G.I., Valueva T.A. (2008). Effect of
proteinaceous proteinase inhibitors from potato tubers on the growth and development of
phytopathogenic microorganisms. Applied Biochemisty and Microbilogy 44: 89-92.

127.Revina T.A., Speranskaya A.S., Kladnitskaya G.V., Shevelev A.B., Valueva T.A. (2004): Subtilisin
protein inhibitor from potato tubers. Biochemistry (Moscow) 69:1092-1098.

128.Rodriguez LF., Sayago J.E., Torres S., Zampini I.C., Isla M.L.., Ordéfiez RM. (2015): Control of
pathogens by protein extracts from Solanum tuberosum tubers. The European Journal of Plant Pathology
141: 585-595.

129.Rojas-Padilla C.,Vasquez-Villalobo V. (2016): Phenolic compounds with antioxidant capacity of the
native Andean potato (Solanum tuberosum L.) Huagalina variety in La Libertad-Peru. Scientia
Agropecuaria 7(3): 333-340.

130.Ruseler-van Embden J.G., van Lieshout L.M., Smits S.A., van Kessel I., Laman J.D. (2004): Potato tuber
proteins efficiently inhibit human faecal proteolytic activity: implications for treatment of peri-anal
dermatitis. European Journal of Clinical Investigation 34: 303-11.

131.Schmidt J.M., Damgaard H., Greve-Poulsen M., Larsen L.B., Hammershgj M. (2018): Foam and
emulsion properties of potato protein isolate and purified fractions. Hydrocolloids 74: 367-378.

132.Sharma N., Gruszewski H.A., Park S.W., Holm D.G., Vivanco J.M. (2004): Purification of an isoform of
patatin with antimicrobial activity against Phytophthora infestans. Plant Physiology and Biochemistry 42:
647-655.

133.Shewry P.R. (2003): Tuber storage proteins. Annals of Botany 91: 755-769.

134.Senda K., Doke N., Kawakita K. (1998): Effect of mastoparan on phospholipase A2 activity in potato
tubers treated with fungal elicitor. Plant and Cell Physiology 39: 1080-1086.

135.Senda K., Yoshioka H., Doke N., Kawakita K. (1996): A cytosolic phospholipase A2 from potato tissues
appears to be patatin. Plant Cell and Physiology 37: 347-53.

136.Sever N., Filipic M., Brzin J., Lah T.T. (2002): Effect of cysteine proteinase inhibitors on murine B16
melanoma cell invasion in vitro. Biological Chemistry 383: 839-42.

137.Sitja-Arnau M., Molina M.A., Blanco-Apericio C., Ferrer-Soler L., Lorenzo J., Avilés F.X., Querol E.,
de Llorens R. (2005): Mechanism of action of potato carboxypeptidase inhibitor (PCI) as an EGF blocker.
Cancer Letters 226: 169-184.

138.Sonnewald U., Sturm A., Chrispeels M.J., Willmitzer L. (1989): Targeting and glycosylation of patatin
the major potato tuber protein in leaves of transgenic tobacco. Planta 179: 171-180.

139.Spelbrink R.E.J., Lensing H., Egmond M.R., Giuseppin M.L.F. (2015): Potato protein generates short-
chain fatty acids from milk fat that contrigute to flavour development in Cheese Ripening. Applied
Biochemistry and Biotechnology 176: 231-243.

72



140.Streetkvern K.O., Schwarz J.G. (2012): Recovery of Native Potato Protein Comparing Expanded Bed
Adsorption and Ultrafiltration. Food and Bioprocess Technology 5: 1939-1949.

141.Stiekema W.J., Heidekamp F., Dirkse W.G., van Beckum J., de Haan P., Bosch C.T., Louwerse J.D.
(1988): Molecular cloning and analysis of four potato tuber mMRNAs. Plant Molecular Biology 11: 255-
269.

142.Strickland J.A., Orr G.L., Walsh T.A. (1995): Inhibition of diabrotica larval growth by patatin, the lipid
acyl hydrolase from potato tubers. Plant Physiology 109: 667-674.

143.Stupar R.M., Beaubien K.A., Jin W., Song J., Lee M.K., Wu C., Zhang H.B., Han B., Jiang J. (2006):
Structural diversity and differential transcription of the patatin multicopy gene family during potato tuber
development. Genetics 172: 1263-1275.

144.Sun Y., Liu L., Jiang L.Z., Zhang G.F., Li G.M., Wu N. (2013): Preparation, identification, structure, and
in vitro anti-obesity effects of protease inhibitors isolated from potato fruit juice. European Food
Research and Technolgy 237: 149-157.

145.Taskila S., Ahokas M., Jarvinen J., Toivanen J., Tanskanen J.P. (2017): Concentration and Separation of
active proteins from potato industry waste based on low-temperature evaporation and ethanol
precipitation. Scientifica 2017: 5120947.

146.Tesfaye H.T. (2016): A review on potato (Solanum tuberosum L.) production situations in Ethiopia. Food
Science and Quality Management 57: 109-112.

147.Tonoén, C., Daleo G., Oliva C. (2001): An acidic f-1,3 glucanase from potato tubers appears to be patatin.
Plant Physiology and Biochemistry. 39: 849-854.

148.Tonon C., Guevara G., Oliva C.; Daleo G. (2002): Isolation of a potato acidic 39 kDa beta-1,3-glucanase
with antifungal activity against Phytophthora infestans and analysis of its expression in potato cultivars
differing in their degrees of field resistance. Journal of Phytopathology Phytopathologische Zeitschrift
150: 189-195.

149.Tripathi G.R., Park J., Park Y., Hwang I., Park Y., Hahm K.S., Cheong H. (2006): Potide-G derived from
potato (Solanum tuberosum L.) is active against potato virus YO (PVYOQ) infection. Journalo of
Agricultural and Food Chemistry 54:8437-8443.

150.Twell D., Ooms G. (1988): Structural diversity of the patatin family in potato cv. Desirée. Molecular and
General Genetics 212: 325-336.

151.Valueva T.A., Revina T.A., Kladnitskaya G.V., Mosolov V.V. (1998) Kunitz-type proteinase inhibitors
from intact and Phytophthora-infected potato tubers. FEBS Letters 426:131-134.

152.Waglay A., Karboune S. (2017): A novel enzymatic approach based on the use of multi-enzymatic
systems for the recovery of enriched protein extracts from potato pulp. Food Chemistry 220: 313-323.

153.Waglay A., Karboune S., Alli 1. (2014): Potato protein isolates: recovery and characterization of their
properties. Food Chemistry 142:373-82.

154.Weeda, S.M. Kumar, G.N.M., Knowles N.R. (2010): Correlative changes in proteases and protease
inhibitors during mobilisation of protein from potato (Solanum tuberosum) seed tubers. Functional Plant
Biology 37: 32-42.

155.Welinder K.G., Jorgensen M. (2009): Covalent structures of potato tuber lipases (patatins) and
implications for vacuolar import. The Journal of Biological Chemistry 284: 9764-97609.

156.Wierzbowska J.,Cwalina-Ambroziak B., Glosek M., Sienkiewicz, S. (2015): Effect of biostimulators on
yield and selected chemical properties of potato tubers. Journal of Elementology 20: 757-768.

157.Yang F., Huang X.J., Zhang C.L., Zhang M., Huang C., Yang H. (2018): Amino acid composition and
nutritional value evaluation of Chinese chestnut (Castanea mollissima Blume) and its protein subunit.
RSC Advances 8: 2653-2659.

158.Yang K., Wang F., Shock C.C., Kang S., Huo Z., Song N., Ma D. (2017): Potato performance as
influenced by the proportion of wetted soil volume and nitrogen under drip irrigation with plastic mulch.
Agricultural Water Managemen 179: 260-270.

159.Zaheer K, Akhtar MH Potato Production, Usage, and Nutrition--A Review. Critical Reviews in Food
Science and Nutrition 56:711-21.

160.Zeng F., Liu H., Ma P.-J., Liu G. (2013). Recovery of native protein from potato root water by expanded
bed adsorption with amberlite XAD7HP. Biotechnology and Bioprocess Engineering 18: 981-988.

161.Zhang D.Q., Mu T.H., Sun H.N., Chen J.W., Zhang M. (2017): Comparative study of potato protein
concentrates extracted using ammonium sulfate and isoelectric precipitation. International Journal of
Food Properties 20: 2113-2127.

162.Zwijnenberg H.J., Kemperman A.J.B., Boerrigter M.E., Lotz M.,Dijksterhuis J.F., Poulsen P.E., Koopsa
G.H. (2002): Native protein recovery from potato fruit juice by ultrafiltration. Desalination 144:331-334.

73



Priloha I

Variabilita vybranych biochemickych a nutri¢nich charakteristik hlizovych
bilkovin v ramci kulturniho druhu bramboru (Solanum tuberosum 1.) a
pribuznych druhi rodu Solanum

Bartova V., Barta J., Brabcova A., Zdrahal Z., Horackova V. (2015): Amino acid
composition and nutritional value of four cultivated South American potato species. Journal
of Food Composition and Analysis 40: 78-85.

Lattova E., Brabcova A., Bartova V., Potésil D., Barta J., Zdrdhal Z. (2015): N-Glycome
profiling of patatins from different potato species of Solanum genus. Journal of Agricultural
and Food Chemistry 63: 3243-3250.

Barta J., Bartova V., Brabcova A., Divis J. Horackova V., Kamenova A., Zdrahal Z. (2015):
Genotypovy potencial obsahu a kvality bilkovin v hlizach brambor, p. 21-64. In: Barta J.
(ed.): Potencial bilkovin hliz brambor v rdmci rodu Solanum. KURENT Ceské Budégjovice.

Barta J., Bartova V., Zdrahal Z., Sedo O. (2012): Cultivar variability of patatin biochemical
characteristics: table versus processing potatoes (Solanum tuberosum L.). Journal of
Agricultural and Food Chemistry 60: 4369-4378.



Priloha 11

Vliv odriidy a vybranych péstitelskych faktort na kumulaci bilkovin v
hlizach kulturniho druhu bramboru Solanum tuberosum L.

Bartova V., Divi§ J., Barta J., Brabcova A., Svajnerova M. (2013): Variation of nitrogenous
components in potato (Solanum tuberosum L.) tubers produced under organic and
conventional crop management. European Journal of Agronomy 49:20-31.

Barta J., Divi§ J., Svajner J., Bartova V. (2012b): Péstovani brambor pro produkci Skrobu a
bilkovin. Certifikovana metodika pro praxi (osvédéeni 194-2/KU/UKZUZ/2012), ZF JU v
Ceskych Budé¢jovicich, 33 p.

Bartova V., Barta J., Divi§ J., Svajner J., Peterka J. (2009): Crude protein content in tubers of
starch processing potato cultivars in dependence on different agro-ecological conditions.
Journal of Central European Agriculture 10: 57-66.

Barta J., Bartova V. (2008): Patatin, the major protein of potato (Solanum tuberosum L.)
tubers, and its occurence as genotype effect: processing versus table potatoes. Czech Journal
of Food Sciences 26: 347-359.



Priloha III

Praktické aspekty variability vybranych obsahovych a funkénich vlastnosti
hlizovych bilkovin z pohledu jejich izolace a vyuziti

Bartova V., Barta J., JaroSovd M. (2019): Antifungal and antimicrobial potato (Solanum
tuberosum L.) tuber proteins and peptides and their applications in biotechnology and
agriculture. Submitted to Applied Microbiology and Biotechnology.

Bartova V., Barta J., Vlagihovéa A., Sedo O., Zdréhal Z., Kone&na H., Stupkova A., Svajner J.
(2018): Proteomic characterization and antifungal activity of potato tuber prtoeins isolated
form starch production waste under different temperatures regimes. Applied Microbiology
and Biotechnology 102: 10551-10560.

Bartova V., Barta J. (2009): Chemical composition and nutritional value of protein
concetrates isolated from potato (Solanum tuberosum L.) fruit juice by precipitation with
ethanol and ferric chloride. Journal of Agricultural and Food Chemistry 57: 9028-9034.

Barta J., Hefmanova V., Divi§ J. (2008): Effect of low-molecular additives on precipitation
of potato fruit juice proteins under different temperature regimes. Journal of Food Process
Engineering 31: 533-547.



