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Vypracované odpovédi na otazky oponentu k disertaéni praci ing. Adély Brabcové
Charakteristika patatinovych proteini z hliz vybranych genotypt

kulturnich a planych druht brambor

Ing. Jaroslava Domkarova, Ph.D.

Jakou mate pfedstavu o vyuiiti netradi¢nich planych druhd v procesu novoslechténi
bramboru? Jakym zplisobem by mohly byt jednotlivé druhy vyuZity? Jak ovlivni jejich
vyuZitelnost uroven ploidie?

Vyuiiti planych druhG bramboru vprocesu novoslechténi lze spatfovat zejména
v rezistentnim Slechténi. Plané druhy bramboru jsou zdrojem genetické diversity a mohou.
slouzit jako donofi nejraznéjsich kvalitativnich vlastnosti. Jako pfiklady lze uvést plané druhy
S. demissum a S. stoloniferum, ze kterych byly pfeneseny geny rezistence k Phytophthora
infestans do evropskych odrid. Dale jsou z pohledu rezistentniho $lechténi velmi zajimavé
plané druhy S. chacoense a S. acaule, které poskytly geny rezistence k virim a druhy S. vernei
a S. spegazzinii s geny rezistence proti hadatkim. V soucasné dobé se pfedmétem vyzkumu
staly nové zdroje jak polygenni (S. microdontum a S. phureja), tak monogenni rezistence
(S. berthaultii, S. pinnatisectum aS. bulbocastanum). Velka pozornost je také vénovana
mexickym planym druhdm, které sdileji stejné prostfedi s patogenem a maiji vyvinuté
mechanismy pro preziti. Jedna se napf. oplany druh S. bulbocastanum, ktery vykazuje
trvalou rezistenci, ktera je efektivni proti vSéem zndmym rasam plisné.

Uroven ploidie ma zasadni vyznam na vyufiti planych druhd ve lechténi. U rodu Solanum
je totiz diky efektni ploidii, ktera je vyjadfena Cislem vyvaienosti endospermu (EBN), vyvinut
silny mechanismus sexudlni izolovanosti. Tyto bariéry kriZitelnosti mohou byt pfeklenuty
zvySenim (polyploidizace, somaticka fuze protoplastd) nebo sniZenim (regenerace rostlin
z pradniku, partenogeneze) urovné ploidie.
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Ing. Vaclav Dvoracek, Ph.D.

Jaké byly hlavni optimalizacni kroky pfi navrZeni findIniho postupu dvoustupriové separace
hlizovych proteini? Pripadné z jaké primdrni metodiky se vychdzelo?

Princip zakladniho postupu dvoustupriového systému purifikace je datovan kolem roku
1980, kdy byl pouzivan podobny postup. Hlavni optimalizacni kroky spocivaly v navrieni
jednotné formy a Gpravy vstupniho materidlu (extrakce, filtrace vzorku a uprava pH),
optimalizace poméru naneseného vzorku ku mnoZstvi média v koloné a mnoistvi pfidavané



mobilni faze tak, aby nedochazelo ke ztratam v pribéhu purifikace a vysledem byl
purifikovany patatin v poZadované kvalité a Cistoté.

Vkap. C. 7 jste se pak podilela na vypracovdni metodiky méreni aktivity inhibitor( protedz.
Jaké je priblizné opakovatelnost (chyba méreni) v pfipadé této spektrometrické metody?

v

V kapitole €. 7 jsem se podilela na vypracovani metodiky méfeni specifické aktivity
lipidacylhydrolasy patatinu, kde byla primérna chyba méfeni 0,02.

Je zndmo néco konkrétnéjsiho o vztahu mezi udrovni alerginicity a spektru glykosylaci
patatinu?

N-glykany byly identifikovany v riznych typech alergent rostlinného (napf. celer, jablko,
ofechy, mak) a ZivociSného pUvodu (jed hmyzu). Alergenni schopnost patatinu je vyrazné
snizovana tepelnou upravou a vztahu mezi jeji Grovni a spektrem glykosylaci nebyla v této
souvislosti podrobnéji studovana.

Jak obecné funguji urcité agrotechnické zdsahy (napf. droveri hnojeni) na kvantitativni
zastoupeni patatinu? Lze olekdvat nejen jeho absolutni, ale i relativni ndrist v hlize pFi
zvyseni ddvek dusiku?

Z nedavno publikovanych vysledka (Barta a kol. 2012), které byly zaméfené na sledovani
vlivu agroekologickych faktord na kvantitu a kvalitu bilkovin u odriid brambor uréenych pro
zpracovani na Skrob bylo zjisténo, Ze nejvétsi vliv ma odrida (genotyp) a to aZ z 50 %. Podil
pfimého vlivu dalsich sledovanych faktorl (vliv aplikace dusikatych hnoijiv, vliv roéniku, vliv
stanovisté a charakteru pudy a zpisob péstovani) na zastoupeni patatinovych bilkovin byl
vyrazné nizsi (asi 13 %). Vyraznéji byl sledovan vliv davky dusiku na zastoupeni hlizovych
bilkovin. Obecné Ize jednoznacné fici, Ze dostatecné hnojeni dusikem podporuje produkéni
procesy a rovnéz i obsah dusikatych latek a bilkovin (doporucena davka dusiku pro optimalni
vynos bilkovin je 80-120 kg/ha). Obsah bilkovin v hlizach byl pfi aplikaci zvy$ené davky dusiku
vyssi (v priméru o 12 %), nicméné vysoka davka dusiku (200 kg/ha) spiSe sniZuje relativni
zastoupeni patatinu v celkovém bilkovinném spektru. Nelze tedy obecné Fici, Ze vysoka
davka dusiku bude mit automaticky za nasledek i nartst (absolutni i relativni) obsahu
patatinu v hlize.



Lze povaZovat signifikantni rozdily v hodnotdch EAAl u patatinu mezi testovanymi
genotypy jako jejich jednoznacny nutricni fingerprint jen s velmi malym vlivem externich
faktoru? '

Hodnota indexu esencialnich aminokyselin (EAAI) je dana sekvenci aminokyselin patatinu
Signifikantni rozdily nutri¢ni hodnoty patatinu Ize tedy pfisuzovat hlavné genotypu a proto se
domnivém, Ze je moiné brat rozdily v hodnotich indexu esencidlnich aminokyselin jako
nutricni fingerprint.

Je mozné v tomto sméru nalézt i ocekdvat néjakou souvislost mezi strukturou glykosylace
patatinu a sledovanou enzymatickou aktivitou, jejii potencidlni efekt autorka zmiriuje u
antioxidacni aktivity patatinu?

Vysledky méreni urovni molekulovych hmotnosti izolovanych patatini potvrdily
3 hmotnostni urovné reprezentujici 3 urovné glykosylaci. Ve vétiiné pfipadi se jednalo
o odchylky 200 — 400 Da, ale i vétsi. V ramci hodnoceného souboru genotypl viak nemély
hmotnostni isoformy stejnou cetnost. Tyto zmény mohou byt zplsobeny zaménou
aminokyselin v sekvenci patatinovych polypeptidi, mohou byt zptsobeny zménami v poétu
aminokyselin v sekvenci, nebo v genotypové variabilité sacharidovych antén. Vzhledem
ktomu, Ze vramci hodnocenych genotypi byly nalezeny vyrazné rozdily v enzymovych
aktivitach patatinu tak lze oCekavat, Ze pravé strukturni rozdily maji vyznamny vliv.

Lze néjak porovnat (okomentovat) uroven (prispévek) této antioxidacni aktivity patatinu
(jeho stépa) ve srovndni s uvddénymi hlavnimi komponenty ovliviujici antioxidaéni aktivitu
celé hlizy (polyfenoly, vitamin C, karotenoidy, tokoferoly aj.) ?

Bramborové hlizy jsou z antioxidantti nejbohatsi na polyfenoly (flavonoidy, anthokyany,
fenolkarboxylové kyseliny) a L-askorbovou kyselinu. Pfi porovnani antioxidacni aktivity
patatinu s hodnotami hlavnich antioxidantl v hlize, které jsou uvedeny v praci Lachman
a kol. (2005) lze urover antioxidacni aktivity patatinu pfirovnat k ferulové kyseliné. PFi
porovnani suvadénou priamérnou hodnotou kyseliny askorbové je to asi 30x méné.
U patatinovych Stépl ziskanych po enzymatickém Stépeni trypsinem lze jejich antioxidaéni
aktivitu prirovnat k hlavnim fenolickym kyselindm — chlorogenové a kavové, coZ je pfi
porovnani s kyselinou askorbovou asi 4x méné. Patatinové Stépy ziskané Stépenim alkalasou
nelze prirovnat k Zadné konkrétni slouc¢eniné, protoZe prevysuji asi 9x prumérnou hodnotu
uvedenou pro celou skupinu polyfenold.
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Doc. RNDr. Zbynék Zdrahal, Dr.

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

Homogenni skupina je vtomto smyslu mysleno tak, Ze viechny genotypy bramboru
obsahuji patatin, ktery ma molekulovou hmotnost 40-43 kDa a jednd se o skupiny
glykoproteinl, ktera je jednotna ve své funkci a aktivitich (napf. enzymovych). Pouiity
termin spojeni ,homogenni isoformy” viak neni nejvhodnéjsi a je zavadéjici.

Uvedte prosim vyhody a pripadné nevyhody Vaseho postupu pro izolaci patatinovych
bilkovin oproti stdvajicim postupim.

Hlavni vyhodou navrieného dvoustupriového purifikacniho kroku je Eistota vysledného
patatinu. Pri izolaci patatinu dochazi rovnéz k izolaci basickych (v prvnim kroku) a kyselych (v
druhém kroku) inhibitort proteas, které Ize rovnéz nasledné pouizit pro dalsi analyzy.

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

U planych druh bramboru lze zjisténé vysledky vyuiit zejména ve $lechténi, protoie se
domnivam, Ze nelze pfedpokladat, Ze by se bilkoviny téchto druhl v nejblizsi dobé vyuZivali
napr. v potravinarstvi ¢i mediciné. Vyznam v podstaté vsech zjiSténych vlastnosti bilkovin
(patatinu) planych Ci netradicnich kulturnich druh( lze spatfovat zejména ve zlep3eni
vlastnosti komercnich odrid a to jak z hlediska rezistentniho Slechténi (enzymové aktivity),
tak z hlediska vyuZiti v potravinarstvi napf. jako konzervacnich latek ¢i dochucovadel s vyssi
nutri¢ni hodnotou (antioxidacni aktivita).

Na str. 29/30 - rozpor v citaci Sonnewald et al. (1989) — na str. 29 je zminéno — ... patatin

. exprimovany v listech transgenniho tabdku je glykosylovany na dvou mistech (asparagin 60 a

asparagin 90)...“, zatimco na str. 30 u stejné citace je — ... po izolaci patatinu z transgenniho
tabdku (odriada Berolina) 3 glykosylaéni mista v polypeptidovém retézci v pozicich 37, 67 a
181...“ — prosim vysvétlete.

Glykosylace polypeptidového fetézce patatinu je uskutecnéna pomoci asparaginovych
zbytku. Jejich pozice v sekvenci je pravdépodobné zavisla na poctu glykosylaci. Jsou uvadény
dveé (Stiekema a kol., 1988) ai tfi (Sonnewald a kol., 1989) N glykosylacni mista. Sonnewald a
kol., 1989 nalezli u patatinu (odrtda Berlina) tfi moZna glykosyla¢ni mista v pozicich 37., 67. a
181. aminokyseliny od N-konce retézce (po pficteni signalniho peptidu se jedna o pozice 60,
90 a 202), pficemz tieti glykosyla¢ni misto (Asn 202) neni glykan.



V Ceskych Budéjovicich 4. 2. 2016

Véc: Zapis z obhajoby disertacni prace Ing. Adély Brabcové

Vramci obhajoby disertaéni prace Ing. Adély Brabcové byla piedstavena komise pro
obhajobu disertacni prace a bylo konstatovidno, Ze kandidatka splnila veskeré naleZitosti nutné pro
zahdjeni obhajoby disertatni prace. Nasledovalo pFedneseni stanoviska 3kolitele a 3koliciho
pracovisté studentky, ktera obé byla pozitivni a bylo pfistoupeno k prezentaci vysledk( disertaéni
prace zpracované na téma ,Charakteristika patatinovych proteinl z hliz vybranych genotypid
kulturnich a planych druhd brambor”. Po probéhlé prezentaci byly ¢teny posudky oponentd (Ing.
Jaroslava Domkarova, Ph.D., Ing. Vaclav Dvofacek, Ph.D., doc. RNDr. Zbynék Zdrahal, Ph.D.),
ve kterych bylo shodné konstatovdno, ie prezentované vysledky jsou velkym pfinosem pro dalsi
védecké i praktické zaméreni price vtéto oblasti a Ze prace byla zpracovana velmi kvalitnim
zpisobem. Po prelteni otdzek oponentl, které studentka zodpovédéla, bylo pfistoupeno
k vieobecné diskuzi.

V ramci této diskuze prof. Ing. Miroslav Juzl, CSc. vznesl dotaz tykajici se vyuZitelnosti antioxidacnich
vlastnosti brambor pfi jejich Slechténi — bylo odpovézeno, Ze antioxidaéni vlastnosti patatinovych
proteinii a jejich proteinovych $tépl jsou pravdépodobné geneticky fixovanou vlastnosti a je moznost
tuto vlastnost ve $lechténi vyufit. Prof. Ing. Jindfich Citek, CSc. vznesl dotaz tykajici se stanoveni
ploidie sledovanych druhl bramboru a heritability sledovanych vlastnosti hlizovych proteind -
v ramci odpovédi bylo vysvétleno jakym zptisobem probéhlo stanoveni ploidity analyzovanych druh
a genotypu a bylo konstatovano, Ze dle dosavadnich vysledki se na kvantité bilkovin podili genotyp
cca ze 30-50 % a zbyvajici podil pfedstavuje kombinaci ostatnich faktor( prostfedi. Doc. Ing. Jifi Divis,
CSc. poloiil otdzku tykajici se mozného vztahu mezi antioxidacnimi a chutovymi viastnostmi patatinu
a daél se zajimal o redlné moznosti vyuziti planych a primitivnich genotypt brambor v $lechtitelskych
programech. Vramci diskuze na toto téma bylo feCeno, Ze vztahy mezi popsanymi vlastnostmi
patatinu nebyly dosud zkouman a neexistuji na toto zajimavé téma Zidné informace. Z hlediska
vyuZiti planych genotypl ve §lechténi se jednd o velmi redlné moZnosti, nebot tyto genotypy
disponuji celou Fadou cennych vlastnosti, pfesto je to proces velmi narocny s nutnosti investice aZ
nékolik desitek let intenzivni Slechtitelské prace.



