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Zasady pro vypracovani:

7Z dostupnych literarnich prament je patrné, Ze rozlozeni bilkovinné skladby v hlizich bram-
boru neni homogenni. Nicméné o této problematice neni mnoho dostupnych informaci. Cilem
diplomové prace (DP) je proto studium a hodnoceni kvantitativnich a kvalitativnich rozdili
v bilkovinném profilu hlizy s ochledem na jeji vnitini stavbu. Analyzam bude podrobena bilko-
vinné skladba jednotlivych &asti hlizy - oblast slupky, korova ¢ast, vnitfni a vnéjsi dfefi hlizy
- v ramci nékolika vybranych odrid druhu Solanum tuberosum L. s rozdilnymi vlastnostmi.
DP bude probihat podle nasledujictho schématu:

1) vybér odrid jako studijniho materialu;

2) ptiprava vzorkil jednotlivych ¢dsti hlizy {preparace pletiv, lyofilizace);

3) extrakee proteint z lyofilizovaného materidlu

4) kvantifikace bilkovin v jednotlivych &astech hlizy

5) hodnoceni profili bilkovin v jednotlivych &astech hlizy pomoci elektroforesy (SDS-PAGE
resp. ¢ipové elektroforesa, ¢i jiné techniky)

6) vyhodnocen{ a zpracovani dat, véetné vypracovini komentdfe k vysledkiim a diskuse na
zakladé informaci z praci jinych autori.



Anotace

Cilem diplomové prace je studium a hodnoceni ktanthich a kvalitativnich
rozdili v bilkovinném profilu hlizy s ohledem na jeji wmi stavbu. Analyzam byla
podrobena bilkovinna skladba jednotlivyg&sti hlizy — oblast slupky, korovast, vnitni
a vrgjSi dren hlizy — v rdmci vybranych ofld Tomensa a Westamyil.

Bilkoviny brambor jsou heterogennifiggmz nejvyznam)si jsou dw slozky
patatin a inhibitory proteas. V této diplomové prhglo zjiS€no, Zze obsah N v su&in
je odlisny v fiznych vrstvach hlizy. Nejvyssi obsah byl ri@em v oblasti slupky a vriiti
dieni hliz. Dusikaté latky v su&insou u vSech nakiénych/nenaktienych odéd nejvyssi
v oblasti slupky a ve vrihi dreni hliz. U nenaktienych hliz odidy Tomensa je obsah
bilkovin v dusikatych latkach nejvyssi u celéhofiuchlizy a to 79,8 %. Nak#ené hlizy
odridy Tomensa maji bilkovin nejvice v oblasti slupks,®%. Nakléena varianta hliz

odridy Westamyl méa nejvice bilkovin v dusikatych latk&dorové vrsty.

Kli¢ova slova: bramborova hlizéolanum tuberosum L., proteiny hliz, dusikaté
latky hliz

Annatation

The aim of this thesis is the study and evaluatbuantitative and qualitative
differences in protein profile of potato tuber witgard internal structure. Were subjected
to analysis of protein composition of different {gaof the tuber - the rind, cortex, inner
and outer medulla tuber — in to potato varietiesd amomensa Westamyl.
Potato proteins are heterogeneous, and and twoamnfs are most important - patatin
and protease inhibitors. In this work it was fouhdt nitrogen content in dry matter is
different in different layers of the tubers. Thelest content was measured in the skin
and inner medulla of tubers. Nitrogen compoundthendry state are all sprouted / non-
sprouted of varieties of skin and the inner medaflaubers. In potato varieties Tomesa
Is content of proteins in nitrogen compounds highe®,8 %. Sprouted tubers Tomensa
varieties have the most protein in the skin 97.&routed tuber varieties Westamyl

variant has the most protein nitrogen substances tle cortical layer.

Keywords: potato tuber§planum tuberosum L., tuber protein, crude protein tuber
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1. Uvod

Historie gstovani brambor je jiz davno spojena s kultuttavéka — uplatgni
druhu Solanum jako hlavni potraviny obyvatel And bylo prokazand 2000 let ped
piichodem Spatti. Na UzemiCech jsou zaznamenany zapisy o polnigstpvani
brambor az z poloviny 17. stoleti.

Okopaniny maji nizky obsah susSiny, jen 10 — 30 %iSiou jsou producenty
sacharid (cukr, Skrob, inulin), které se jako zasobni latkgladaji ve zduznalych
rostlinnych organech (stoncich, oddencichkekech).

Vyznam dusikatych latekc¢etrg bilkovin je pro jejich porrné nizky obsah
v ¢erstvé hmat konzumententasto opomijen. Bilkoviny jsou vSak vyznamnou slazko
bramboroveé hlizy i fes jejich nizkou koncentraci.

Bilkoviny brambor zaujimaji specifické postavenizmeostlinnymi bilkovinami
pro svou vysokou nutthi hodnotu, sloZeni aminokyselin, specifické biad&g aktivity
jednotlivych slozek a v neposledriadt i pro moznost vyuZziti jejich gmivych
a emulganich vlastnosti. Bilkoviny brambor jsou heterogermiiicemz nejvyznamg)Si
jsou dw slozky — patatin a inhibitory proteas.

Hlizy kulturnich genotyfp bramboru $olanum tuberosum L.) jsou nejen dleZitou
potravinou, ale také surovinou pro zpracovatelsk§ymysl na vyrobu bramborového

Skrobu a vyrobk z brambor.



2. Literarni piehled

2. 1 Brambor hliznatySolanum tuberosum L.)

Brambor hliznaty je botanicky zazeny do rodu lilekSolanum tourn.) a celed
hliznatou plodinou. Roste v mirnych klimatickych dptinkach a je tedy jedinou
hliznatou plodinou rostouci mimo tropy. Zaujima%4% celkové sitoveé produkce vSech
hliznatych plodin (Hanusovéa €urn, 2007).

Brambory pedstavuji nedilnou sdoast jidelnéku wétSiny obyvatel Evropy
i ostatnich sitadili (tabulka 1). Ceska republika nepit celkovou réni spotebou
konzumnich brambor na jednoho obyvatele (do 70 kg) staim s nejetsi
spotebou, ale drovni sp@by se mZe fadit mezi takové brambaisky vysglé
zemne, jako jsou Nizozemi a &necko (Brozkov4, 2001).

V roce 2008 bylo vCR podle Gdaj CSU sklizeno celkem 37 816 ha
brambor, z toho v trznim zewmklském sektoru 29 788 ha a v ramci samozasobeni
domacnosti 8 028 ha. Celkova produkce brambor d€b,2 tis. t. ZvySuje se speba
brambor zpracovavanych na vyrobky a polotovary, Smjg se vyznost, snizuji
se skladovaci ztraty u prvovyrahc zpracovatél a i v celém obchodnintetzci
(Zizka, 2009).

V Ceské republice, stejnjako ve tSing vysglych zemich klesa spiaba
syrovych brambor ke kuchigké gipraw a je dophovana vysokou nabidkou polotovuar
i hotovych bramborovych vyrolik Podle pedkEznych Gdaj tvoii brambory
spotebované na vyrobky a polotovary jiz 43 % z celkepdteby brambor k lidské
vyzivé (Zizka, 2009).

Tab. 1: Spatba brambor podle oblasti v roce 2006 (Jaspreeb\éedeep, 2009).

Spotireba brambor
Svitadil Populace Celkova(lt;spofeba Spotrelzl?ggla hlavu

Afrika 905 937 000 12 850 000 14

Asie/Oceanie 3938 469 000 101 756 000 26

Evropa 739 276 000 71 087 000 96

Latinska 561 344 000 13 280 000 24
Amerika

Severni 330 608 000 19 156 000 58
Amerika

Swt 6 475 634 000 218 129 000 34




2. 2 Bramborova hliza

Bramborova hliza je zkrdceny ztlustly stonek (oddign v rémz rostlina
shromad’'uje zasobni latky a stava seulefitym prostedkem vegetativniho
rozmnozovani (Chloupek et al., 2005).

U brambor se jiz v prvnich fazichistu tvai v podzemnichéastech stonku
adventni keéeny a stolony. Jako stolony ozogeme metamorfované stonky
bez chlorofylu (Vokal, 2005).

Hlizy bramboru hliznatéhoS¢lanum tuberosum L.) jsou obect povazovany
za rostlinny produkt majici vyznam hlavua lidské vyzi¥ a pro zpracovatelsky fimysl
(Barta & Curn, 2004). \#tSina hlavnich znakkvality bramborovych hliz je geneticky
zaloZzena a odda je tak nositelem kvality. Podminky phi@sti mohou geneticky
fixovany potencial kvality tizné¢ modifikovat, nicména ne v takové nie, aby byl vliv
odridy zcela pekryt (Prugar at al., 2008).

2. 2. 1 Anatomickéa skladba bramborové hlizy

Na hlize je rozeznateln#st pupkovd, ktera souvisi se stolonem a m& roéek.
Protilehlacast hlizy se nazyva korunkova, mési mnozstvi vrcholovych a postrannich
otek (Hralk & Koméar, 2003). V&jSi obal tvdi slupka (periderm), skladajici
se ze zkorkovétych burek. Ma ochraovat hlizu ped ztratou vihkosti aipd infekci
plisni. DalSi vrstva je korova, kter& macdeony. Pod peridermem lezi zona, ktera
je tvarena malymi bitkami chudymi na Skrob, ale bohatymi na bilkovingji dlou¥’ka
zavisi na velikosti hlizy. Zéna druhéste navazuje, saha az k cévnim svarka tvai
parenchymalni hkiky bohaté na Skrob (Hrab& Komar, 2003). Dale je vrstva cévnich
svazki, ktera se nazyva prstenec. Jetrév@a vigjSim lykem (floémem) a vnihim
floémem (obrazek 1) (Rybeék et al., 1988).

UKZzUZ (2005) pouziva iizné metodiky pro zkousky uzitné hodnoty it
Hodnoti podle devitibodové stupnice velikost hNgrovnanost velikosti, vyrovnanost
tvaru (uniformita), hloubky &k, postaveni pupku, kvalitu tvaru, barvu duzniny
(bila, kréemova, sstle Zluta, tmaw Zluta,cervenacervenostrakata, modra, modrostrakata)
pevnost slupky, barvu slupky, hladkost slupky a tué&.

Tvar bramborovych hliz byl stanoven p&em délky hliz k jejich $€e x 100.
Lze tak rozeznavat kulovity tvar hlizy (index do9)0kratce ovalny (110-129), ovalny



(130-149), dlouze ovalny (150-169), dlouhy (17039%elmi dlouhy (200 a vice)
(Prugar et al., 2008). Marek et al., (1994) uvadi tvar rotikiovity, dlouze
ovalny, ledvinovity, kulovitoovalny a kulovity. Neévni svazky navazuje §8i a vnitni

den. Je tvéena 0,1-0,2 mm velkymi parenchymalnimikami (Rybd&ek et al., 1988).

- Kli¢ici ocko
slupka s korkotvornymletiven
duznina
srdé&ko
~f— kruh svazk cévnich
F— korova vrstva

pupek

a — zkorkovatlé buiky slupky (periderm), b — korkotvorné kambium (igém),
c — neziva biika v korkoveé vrsty, d - vrejSi korkovéa vrstva, e — viiti korova vrstva,
f — vngjSi lyko (felogen), g — kambium, h fe¥ni ¢ast (xylém), ch — vnihi lyko,
i — vngjSi dien (duzina), j —vnibi dfen, k — korova vrstva, | — kruh cévnich svazk

m — a:ko, 0 — pupeny, pupek
2. 2. 2 Latkové slozeni bramborové hlizy

Hodnota hliz je danatredevSim jejich chemickym sloZzenim (tabulka 2), éter
Z nich vlastg vytvéi potravinu a surovinu (Vokal, 2005).

Hlizy bramboru pedstavuji rostlinny produkt s vysokym obsahem 3krob
(az 26 % werstvé hmat). Hlavni latkou obsaZenou v hlizach je v3ak vddera kolisa
v rozmezi 70 — 80 % i viagerstvé hmoty (Prugar et al., 2008). Hlizy nedozra&§i vice
vody a bilkovin a méhskrobu, nez hlizy zralé (Hral& Komar, 2003).

DalSi energetickou slozkou bramborové hlizy jsowsikité latky. Obvykle
jeuvadna stedni hodnota obsahu dusikatych latek cesstvé  hmat
hliz cca 2 %, tzn. kolem 10 % v suSi(Debre & Brindza, 1996). Obsah tuku v hlizach
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je velmi nizky (0,1 % v fvodni hmok&) a prakticky neovlisiuje jejich energetickou

bilanci (Vokal et al., 2003).

Tab. 2: Chemické slozeni brambor (Jaspreet & Losed2009).

SloZzka Obsah v %
SuSina 15-28 %
Skrob 12,6-18,2 %
Glukosa 0,01-0,6 %
Fruktosa 0,01-0,6 %
Sacharosa 0,13-0,68 %
Vlaknina 1-2 %

Lipidy 0,075-0,2 %
Bilkoviny 0,6-2,1 %
Asparagin 110-529 mg . 1004
Glutamin 23-409 mg . 100§

Prolin 2-209 mg . 1009

Ostatni Aminokyseliny 0,2-117 mg . 100§
Polyfenoly 123-441 mg . 1004
Karotenoidy 0,05-2 mg . 1009
Tokoferoly az 0,3 mg . 1009
Thiamin B1 0,02-0,2 mg . 1009
Riboflavin 0,01-0,07 mg . 100
Vitamin B6 0,13-0,44 mg . 100
Vitamin C 8-54 mg . 1009
Vitamin E ~ 0,1 mg . 1009
Kyselina listova 0,01-0,03 mg . 100y

Dusik 0,2-0,4 %

Draslik 280-564 mg . 1009

Fosfor 30-60 mg . 100§

Kalcium 5-18 mg . 1009
Magnesium 14-18 mg . 1009

Zelezo 0,4-1,6 mg . 100§

Zinek ~ 0,3 mg . 1009
Glykoalkaloidy <20 mg . 1009

Jednotlivé slozky jsou v hlize nerovné&me rozlozeny. Popeloviny, tuk, organicke
kyseliny, alkaloidy se nachazeji hlaviv korové vrst¢, vldknina ve slupce, cukry
v oblasti cévnich svask N-latky pod slupkou, Skrob po obou stranach cdvrsvazk

(kambiélniho kruhu), coz je viditelné na obrazku 2.
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Obr. 2: Schémaijblizného rozlozeni hlavnich latek v bramborov&élha podélnérezu
(Ryb&ek et al., 1988; Prugar et al., 2008aty 2004)

vidknina bitkoviny

organické tuky mineralni latky vitaminy
kyzsaliny

Skrob pIni v rostlinném organismu funkci hlavni aési latky, nebo
je pohotovou zasobou glukosy (VeliSek et al., 1999pbuikach hliz brambor je uloZzen
v podolg micel, zvanych Skrobova zrna. Bramborové Skrobysabiji lasturovita
Skrobové zrna aizr¢ velikosti, od 10 — 100 um, ale é§i (Hoover, 2001).

Skrob brambor je slozen ze dvou komponent — amyéosynylopektinu, jejichz
zakladni stavebni jednotkou je D — glukosa (Pruegaal., 2008). Amylopektin je hlavni
slozka Skrobu v obsahu 70 — 80 % (Hoover, 2001;uphbset al., 2003) bez ohledu
na velikost granuli (Noda et al., 2005). U bramlétwm Skrobu je uvaeh pongr mezi
amylosou a amylopektinem 1:4, i kdy&Zktefi maji az 33 % zastoupeni amylosy
(Hasse & Plate, 1996).

V ramci odfdy kolisd obsah Skrobu podle velikosti hliz. Mal&y maji nizky obsah
Skrobu. Avsak ferostlé a nezralé hlizy maji rasinizsi obsah Skrobu (@st, 2004).

Hlizy déle obsahuji tuky a organické kyseliny. Milai latky pedstavuiji
pievazrg bazické prvky (K, P, Ca, Mg, Mn, Fe, Zn, Cu aNgejvyznamgjSim prvkem
je draslik (Navarre et al., 2009). fitemnost drasliku v hlize omezuje vyskigrnani
po uvdeni i enzymatické zabarveni vyskytujici $ermpechanickém poskozeni hliz. Také
hraje roli @i vytvéreni celkové chuti hliz (Ryliék et al., 1988). Obsah drasliku se
zvySuje v piib¢hu celého vegetaiho obdobi (Lisinka & Leszczynski, 1989).

12



2. 3 Dusikaté latky hliz brambor

Brambory jsourazeny k plodindm s nizkym obsahem dusikatych latbkkovin
ve skliziovém produktu, avSak vyznagrzaujimaji postaveni v hodnoceni celkove
produkce dusikatych latek na jednotku plochy (BaP@02). Nejdlezit¢jSim podilem
komplexu dusikatych latek je tzwistd bilkovina, kter4 p#&t mezi nejhodnotjSi
bilkoviny rostlinného pvodu vibec (Vokal et al., 2003).

Vedle aminokyselin, které jsou vazany v bilkavise v bramborové hlize
vyskytuji ivolné aminokyseliny. Jedna se o0 glutaowo a asparagovou
kyselinu, a v neposledniracé jejich amidy glutamin a asparagin @&t, 2004).
Vyznamnou slozkou dusikatého komplexuitvdustnany. Obsah v bramborach neni
vysoky, gedstavuje zhruba 4 % celkového dusiku, je vSak sdypadem v potravirgkeé
sf&e vyznamny. Obsah dusiani Mica (1986) je ovlivin piredevsim progedim
(z 85,2 %) a podstain mére odridou (z 5,4 %). Podle Zakona
¢. 110/1997 Sbh. O potravinach, je nejvySSiippstné mnozstvi dusiami u ranych
brambor (do 15.7.) 500 mg.Kgpivodni hmoty a po tomto datu pouze 300 mg.kg
(Pulkrabek, 2007). Komplex dusikatych latek je f&ro mnoha slateninami. Obsah
jednotlivych slodenin — frakci je uveden v tabulce 3 @di& Vokal, 1997).

Tab. 3: SloZeni dusikatych latek @di& Vokal, 1997).

N-frakce Celkovy N v %
A-bilkovinny dusik 50 - 60
B-rozpustny dusik 50 - 40
1. anorganicky dusik 4
Dusi¢nanovy 1
Dusitanovy Stopy
Amoniakalni 3
2. anodicky dusik 23
Asparagin 13
Glutamin 10
3. ostatni 23
Aminokyseliny 15
Basicky dusik 8
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2.4 Rozlozeni N-latek v hlizach brambor

V hlize je dusik rozloZen nestejnéme, v opaném pordru ke Skrobu. Nejbohatsi
na dusik jsou hiky pod slupkou a gdni hlizy. RozloZeni dusikatych latek v bramborové
hlize je vtabulce 4. Kolem kambialniho kruhu wvemeychmu, ktery hromadi
Skrob, je dusiku nejmén(Rybaek at al.,, 1988). Obsahy dusikatych latek a jejich
jednotlivych sloZek se v hlizachémi v pribéhu vegetace.

V obdobi zralosti hliz dochazi k mirnému zvySersaih jednotlivych slozek proti
stavu z 90. dne po vzejiti. Hlizy menSi velikosbsahuji ¥tSi mnoZzstvi dusikatych
latek, coz i potvrzuje vztah mezi obsahem bilkovia hmotnosti hliz
(Barta & Bartova, 2007).

Tab. 4: RozloZeni dusikatych latek v hlizach branfdtica & Vokal, 1997; Ziist, 2004)

Hmotnost kaZdé vrstvy Slupka Korova Vngjsi Vnit ini

z celkové hmotnosti hliz v vrstva duZzina duzina
% 5,88 33,01 35,39 25,67
SusSina kazdé vrstvy % 15,00 21,07 22,20 17,20
Celkovy dusik 3,540 1,527 1,680 2,209
Bilkovinny dusik 1,257 0,562 0,568 0,622
Rozpustny dusik 2,700 1,369 1,581 2,157
Celkovy amidicky dusik 1,580 0,465 0,617 1,041
Dusik asparaginu 1,191 0,322 0,383 0,634
Dusik glutaminu 0,391 0,124 0,240 0,949
Basicky dusik 0,423 0,338 0,375 0,390

Slupka brambor obsahuje bilkoviny, které spadaji tiiohlavnich funknich
kategorii. Je to proliferace bty obecny metabolismus a stresova odgdb\Z celkového
poctu  zjisenych bilkovin ¢inily 63 % bilkoviny odpovidajici stresové odgov
(Barel & Ginzberg, 2008).

Na variabilit obsahu bilkovin v hlizach ma neéfsi vliv genotyp a hnojeni
dusikem. V menSi ré je to ovlivieni ratnikovymi vlivy, stanovi®m, zpisobem
péstovani, charakterem ugdy, zdravotnim stavem hliz a délkou skladovani
(Barta & Bartova, 2007).
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2. 5 Bilkovinny komplex hliz brambor

Vyznam dusikatych latek¢etrg bilkovin je pro jejich porérné nizky obsah
v ¢erstvé hmat konzumentemcasto opomijen. Hlizy brambor nejsou vSeolgecn
povazovany za bilkovinny zdroj potravy.fifgm bramborovych bilkovin v potrav
pramérného obyvatel€R stejré vyznamny nebo i vy3si, neZ j&jpm bilkovin z ludnin
(tabulka 5) (Prugar et al., 2008).

Z nutricniho hlediska pat hlizové bilkoviny mezi nejkvalig)Si bilkoviny
rostlinného pvodu (Barta & Curn, 2004). Nutdni hodnota je wovana zejména
aminokyselinovou skladbou. Jako limitujici jsou Wvlkbvinach hliz uva#ény sirné
aminokyseliny (zejména methionin). Potencialne také limitujici isoleucin
(Ralet et al., 1999). Obsah bilkovin je saimpm¢ zavisly na odidé, podminkach
prostedi doprovazejicichggtovani a vyziw rostlin (Shewry, 2003). V s¢asné dob
se vyuziva genotypovy polymorfismus hlizovych bilikopro identifikaci odiid brambor
nebo pi ovérovani jejich pravosti v ramci obchodovani s bramabar Bilkoviny jsou
nejvice lokalizované v korové vrstvhlizy a ve dedni ¢sti. Loupdnim, a hlaén

okrajovanim je obsah bilkovin v hlize snizovan (uuet al., 2008).

Tab. 5: Porovnaniijmu bilkovin spatebitelem mezi konzumnimi bramborami
a luseninami (Barta, 2000; Prugar et al., 2008)

Rostlinny Obsah bilkovin Praumérna spotireba Prijem bilkovin

produkt (g.kg™ &erstvé hmoty) | (kg.osoba'. rok™) (g.osobd". rok™)

Bramborové
10 74-76 759
hlizy
LusSténiny cca 200 1,5-2,0 300-400

S rozvojem elektroforetickych a chromatografickytelshnik koncem Sedesatych
let za&ala byt preferovana, a v stasné dob prevazuje, klasifikace bilkovin podle
molekulové hmotnosti. Na jejim zakkadze spektrum hlizovych bilkoviglenit na fi
hlavni skupiny (Pots et al., 1999; Ralet et al99,Barta & urn, 2004):

» Patatin neboli patatinovy komplékrodina patatinovych bilkovin
* Bramborové inhibitory proteas
» Ostatni bilkoviny, hlavébilkoviny s enzymovoudasti na syntéze Skrobu

Nejvétsi podil bilkovin hliz pedstavuji patatin a inhibitory proteas (Barta& &rn, 2004).

15



2. 5. 1 Patatinovy komplex

Patatin je nazev pro rodinu imunologicky uUzcéibpznych glykoproteii
izolovanych poprvé v roce 1981 Racusenem a Foot@mopi iontovynénné a afinitni
chromatografie (Barta &urn, 2004).

Bilkoviny patatinového komplexu zaujimaji 20 - 40 @dézpustnych bilkovin
bramborovych hliz (Jimenez at al., 2002; Rydel let 2003), byl vSak uveden i vyssi
podil, az 60 % (Pots, 1999).

V nativni form® je povaZzovan za dimer s filpliznou molekulovou
hmotnosti 39 - 44 kDa (Racusen et al., 1984; Bé&rt@urn, 2004). Aminokyselinova
sekvence monomertitd 366 aminokyselin (Stiekema et al., 1988). V roatolekule
jsou @itomné jak oblasti-helikélni, tak oblasti 3-strukturou (Pots et al., 1999).
Sacharidov&ast u patatinu fiedstavuje asi 4 % z celkové hmotnosti makromolekuly
(Sonnewald et al., 1989; Pots, 1999).

Pots (1999) uvadi, Ze pomoci instrumentalnich analjlo zjiS€no, Ze nativni
patatin m& cylindricky tvar s fmérem 5 nm a délkou 9,8 nm. Také bylo
zjisteno, Ze strukturni integrita molekuly je zachovavaiado pH 6 a teploty do 28 °C
(Pots et al., 1998; Pots et al., 1999). V pexdt pH 5 je terciarni struktura patatinu
nevraté poskozena precipitaci. Teplotni rozmezi 55 — 75zfXsobuje ,, rozbalovani “

patatinu i ostatnich bilkovin hliz (Koningsveldadt, 2001).

Fyziologické vlastnosti

Patatin je v hlizach brambor povazovan za hlavnsolzai bilkovinu
(Racusen et al., 1980; Rosahl et al., 1986), j@ganios centralnich vakuolach parenchymu
burgk (Straetkvern et al., 1999). Proto jsou bilkovpatatinového komplexu povaZzovany
za hlizové bilkoviny, které maji fgedevSim zasobni funkci (Rosahl et al., 1986).
Je vSak také znamo, ze vykazuji i rozsahlou enzpoov  aktivitu
(Racusen & Foote, 1980; Pots, 1999), ktera se svétdéj prav@épodobnosti podili
na obranném systému hlizy proti houbovym patégena hmyzim Skdcim
(Barta &Curn, 2004).

V listech, stoncich a Kenech se patatin oproti vysokému obsahu v hlizach
vyskytuje pouze ve stopovych mnozZstvich, coz jeétakarakteristické pro zasobni

proteiny hliz (Shewry, 2003). Nejzajimgsi je relativié vysoky obsah bilkoviny patatinu
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v korové oblasti nevyzralych hliz k jejich obsahdlwzirg. Zranim se mnoZzstvi patatinu
snizuje (Barel & Ginzberg, 2008).
Patatin ma v ojedilych pripadech téZz schopnost vyvolat alergické reakce

piredevSim u kojenc a cti (Majamma et al., 2001). Tyto alergie se mohoulijed

na vzniku atopického exému (Schmidt et al., 2088rgenicitu patatinu je mozné snizit
tepelnou Udpravou brambor (Seppala et al., 1999). pdtatinu bylo téz
prokdzano, Ze vykazuje protiplisvé a pesticidni aktivity (Barel & Ginzberg, 2008).
Vzhledem ke svym vlastnostem by patatin mohl najiatreni v biotechnologii

(produkce specialnich acylglyceiipla v potravinéstvi (produkce stabilnichép) (1).

Enzymové aktivita

Skupiny bilkovin fungujici v rostlinné obranse skladaji z enzyimkteré hraji roli
pii reakci rostlin k invazi patogéra syntéze obrannych latek (Barel & Ginzberg, 2008)

Patatinu byla fipsana aktivita enzymu acyltransferasa (Jimenet. €2001) a také
aktivita kyselép-1,3-glukanasy (Tonon, 2001). Potvrzena je takévidkt fosfolipasy
(Senda et al., 1996) [&1,2-xylosidasy (Peyer et al., 2004). Starnuti kii@m¢ snizeni
syntézy bilkovin a zvySeni vnimavosti proteolyzykdwin, mize pgispét ke ztrae
schopnosti  syntetizovat inhibitory proteas a tak otginového katabolismu
(Kumar et al., 1999).

2. 5. 2 Bramborové inhibitory proteas

Kvantitativie nemég vyznamnou skupinou bilkovin bramborovych hliz jsou
inhibitory proteas. Proteolytické enzymy katalyz$iipeni molekuly bilkoviny na mensi
fetézce a posléze az na jednotlivé aminokyseliny (Haaglal., 2006).

Inhibitory proteas tvii 50 % rozpustnych bilkovin v  hlizach
(Pouvreau et al., 2001, 2003). Proteasy hragivdu roli v rastu rostlin a vyvojovych
procesech, jako je Kiéni, g diferenciaci busk, senescenci afipprogramované smrti
(Palma et al., 2002 & van der Hoorn, 2008). Symtetany jsou bdi konstitutivre nebo
jako odpo¥d’ na vzniklé poSkozeri probihajici napadeni (Carliny et al., 2002).

Inhibitory proteas mohou zaujimat v rostlinach cetadu odliSnych roli. Maji
funkci pri ukladani bilkovin Bhem chloroplastové ontogeneze (Prins et al., 2@0&jiku
béhem klteni (Valdrés-Rodriguéz et al., 2007) a starnuti jEtienne et al., 2007).
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Pusztai (1972) poprvé nazflamoznost, Ze inhibitory proteas jsouitomné
v hlizdch bramboru v relati¢gnvysokém mnozZstvi i bezigdchozi indukce por&nim
¢i patogenem a tato jejichiippmnost nastdéuje tomu, Ze mohou slouzit i jako zasobni
proteiny.

Podle nového systému klasifikace jélemhi inhibitomti proteas doctyt skupin
(tabulka 8) rozdleno podle molekulové hmotnosti, stavby molekulypdimoty
isoelektrického bodu a ptu disulfidickych niistkii v molekule (Hanusova &urn, 2007)

Tab. 6: Rozdeni inhibitoti proteas podle hlavni a specifické klasifikace
(Hanusova &Curn, 2007).

MW
Skupina Podjednotka Inhibované enzymy
(kDa)

T#ida inhibitoriz serinovych proteas

Inhibitory Kunitzova typu 21-23 1 trypsin, chymaopsin
trypsin, chymotrypsin,
Inhibitory | z bramboru 40 4-5 7P y _ 7P
subtilisin
trypsin, chymotrypsin,
Inhibitory Il z bramboru 20-21 2 7P Y P

elastasa

TFida inhibitori cysteinovych proteas

trypsin, papain, kathepsin,

Inhibitory Kunitzova typu 20-21 1 oathepsin
Multicystatiny 85 1 papain
Tiida inhibitoriz asparagovych proteas
Inhibitory Kunitzova typu 20-22 1 pathepsin
Tiida inhibitoriz metalloproteas
Inhibitor karboxypeptidasy 4 L karobxypeptidasa

bramboru

Jednim z nejznagsich inhibitoG proteas brambor je inhibitor Kunitzovova typu

o velikosti22 kDa, ktery je v hlizdch syntetizovanjako preprotein
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o velikosti Mr = 27 kDa (Pouvreau, 2003).titBmnost preproteinoveé formy byla
nejpaetrgji v porarenych listech (lokalni odp@d’) a dale také v neporamych listech
(systemicka odpasd’) (Hanusova & urn, 2007).

Inhibitory proteas, které se v rostlinach akumujaiio odpo¥d’ na poragni, byly
jiz v minulosti charakterizovany (Hraska et al.02p. Usuzuje se, Ze produkce inhibitor
proteas jetizena oktadekanovou drahou, kterou je mimo jinéogedkovan rozklad
kyseliny linoleonové na mnoho vyslednych produkg nichz jednim je kyselina
jasmonova. Tyto pochody ve svéniistedku vedou k indukci exprese gekodujici

inhibitory proteas (HraSka et al., 2002).

2. 5. 3 Ostatni bilkoviny hliz brambor

Dle Pots (1999) jsou k tzv. ostatnim bilkovinam zhlbrambor fazeny
bilkoviny, které nelze na zaklaglpodobnych vlastnosti a shodné imunologické odgiov
pritadit k bilkovindm patatinového komplexu se jedna o bilkoviny, které nevykazuji
schopnosti inhibovat proteasy, a nelze j@add k inhibitolim proteas.

K ostatnim bilkovinam hliz brambor jsdazeny bilkoviny s vy3Si molekulovou
hmotnosti (piblizné nad 45 kDa). K népst&jSim pati hlizovy lektin, polyfenoloxidasy
o velikosti 60 a 69 kDa, protein kinasa, enzymyasti na syntéze Skrobu a fosforylasové

isoenzymy (Koningsveld, 2001).

3. Cil prace:

Cilem diplomové prace je studium a hodnoceni ktatntnich a kvalitativnich
rozdila v bilkovinném profilu hlizy s ohledem na jeji umit stavbu. Analyzam byla
podrobena bilkovinna skladba jednotlivyg&sti hlizy — oblast slupky, korovast, vnitni
a vrgjSi dren hlizy — vramci #8kolika vybranych odid druhu Solanum

tuberosum L. s rozdilnymi vlastnostmi.
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4. Material a metodika
4. 1 Material

Na analyzy byly pouzity vyzralé, mechanicky nepa@w a zdravé hlizy.
Brambory byly vygstované za standardnich postupa pokusném pozemku
JU zenmsdélské fakulty vCeskych Budjovicich vroce 2008. Pozemek se nachazi
v oblasti s piimérnou rani teplotou 7,8 °C s pmérnym ra:nim Uhrnem srazek 620 nm
a s nadmiskou vySkou 383 m. n. m.

Na pokus byly vybrané bramborové hlizy wdir Tomensa a Westamyl
(tabulka 7, 8). Az do zpracovani byly hlizy uskl&dé za vhodnych podminek 4-5 °C

pii odpovidaji relativni vihkosti (vySSi, nez 95 %).

Tomensa
Tab. 7: Popis bramborové adly Tomensa (Novak, 2002)
Registrace 1995
Hospoddsky vyznam
Vegeta‘ni doba Rana az polorana
Hiizy Streni, deformované, nést pomaly, poet pod trsen
stredni az nizsi
Vynos NizSi
Skrobnatost Vysoké az velmi vysokéa
Uzitkovy smér Vhodna pro zpracovani na lupinky a Skrob
Nat’ Patateni rast velmi rychly
Morfologické znaky
Rostlina Stredre vysoka, vzpimen4; list dedre velky aZ velky
stonek stedre silny; kvt bily
Hlizy Kulovité, slupka zluta, duzina &\e zluta
Kli ¢ek Kuzelovity, intenzivie modrofialovy
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Westamyl

Tab. 8: Popis bramborové adly Westamyl (Novak, 2002)

Registrace

2001

Hospoddsky vyznam

Vegeta‘ni doba

Polopozdni

Stredre velké, nafist pomaly, poet pod trsem gedni

Hlizy ] . .y . ]
mére odolné mechanickému poskozeni
Vynos Nizky
Skrobnatost Vysoka

Uzitkovy smér

Vhodna pro zpracovani na lupinky a Skrob

Nat’ Pacéteni rast rychly
Morfologické znaky
Rostlin Stredre vysoka az vysoka, polovimenajist stredre
velky az velky; k¢t bily, stedrg velky
Kratce ovalny s rlkymi az stedre hlubokymi aky,
Hlizy slupka zluta, hladka azietre hladka, barva duziny
Zluta
Kli ¢ek Kulovity, ¢ervenofialovy
4. 2 SuSina

Z bramborovych hliz byl ddznut tenky platek z celého profilu hlizy. Vzorek

v ¢erstvém stavu byl zvazen na analytickych vahacksaiden fi teplo -50 °C a tlaku

40 mBar po dobu 48-72 hod. Po vysuSeni byl vzoqgk mvazen. Z rozdilu hmotnosti

byla vypaitana susina.

SuSina se prov&th u nenaklfenych hliz odid Tomensa a Westamyl

a u nakléenych hliz odikd Tomensa a Westamyl. Byla pro¢ad v @ti opakovani z nichz

se vyp@&ital pramer.
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4.2 Metodika
4. 2.1 Odbr vzorki jednotlivych vrstev hliz

Hlizy byly podél# roztiznuty od vrcholov&asti smérem k pupkoveécasti hlizy
na d¥ pualky. Z kazdé poloviny se wthl celoprofilovy platek o velikosti 5 mnPlatek
zjedné poloviny byl ihned po ukrojeni rozkrajen nayzky a penesen do ozdané
dozy,zmrazen a lyofilizovan. Platek druhé poloviny byl preparovan vrstev
(obrazek 3)slupka +¢ast pod slupkou, korov#ast, vigjsi ¢ast, vnitni dien; srdéko, cely
profil hlizy a Kklicky. Vzorky byly néasledé vysuSeny (lyofilizace) pripraveny

k vyhodnoceni pomodgipové elektroforézy Experio

Obr. 3: Nakres odiy vzorki z hlizy

1 —korova vrstva, — vrejsi dien, 3 — vnikni dien, 4 —srde&ko
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4. 2. 2 Analyza obsahu celkového dusiku
Obsah dusiku v su&inhliz byl stanoven modifikovanou Dumasovou metodou
(Dynamic Flash Combustion technique) pfedhictvim elementarniho analyzatoru Flash

EA 1112 (schéma na obr. 4). Provedena bytaapakovani s navazkou vzorku 25 mg.

Obr. 4: Pracovni schéma znaagjici analyzu na elementarnim analyzatoru dusiku

Autosampler

Analyzovany F*;E:]
]

vzorek Noshy Adsorpéni

\ : - /plyn | /ﬁlirv

Davkovani

kysliku lf}‘u ‘_.' :

Dynamicka LJ
spalovaci =

komora
1800°C

Tepelné-
vodivostni

Software
Webektay Eager 300

GC kolona

Oxidace Redukce

4. 2. 3 Analyza obsahtistych bilkovin

Extrakce bilkovin pro jejich kvantifikaci

K 200 mg homogenizovaného hlizového materialu pyidano 2 ml extraéniho
pufru (0.0625 M Tris-HCI, pH 6.8, 2% SDS). Extcakprobihala po dobu 4 hoditii p
teplo€ 4°C. Po centrifugaci (10 min, 9000g, 4 °C), kybty supernatantigpnesen do

nové mikrocentrifugéni zkumavky. Tento extrakt slouzil k nasledné Kkiféeatci
hlizovych bilkovin.
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Kvantifikace bilkovin v extraktu

Vlastni kvantifikace bilkovin v extraktu byla pralena pomoci kitBCA Protein

Assay Kit. Jedna se o metodu, ktera je zaloZzena na kolatgkémi stanoveni obsahu
¢istého proteinu pomoci bicinchoninikové kyselinyic{iichoninic acid; BCA), kdy
reakci s proteinem dochazi kredukci *Cuionti na Cd*. Kationt Cd* je
reagentem, ktery je pomoci BCA kolorimetricky deteén. Pracovni rozpi koncentrace
proteinu ve vzorku je u této metody 20 — 20 000migFriprava standardu, vzorku
a vlastni ngteni bylo provedeno dle instrukci vyrobce kitu (BeerBCA Protein Assay
Kit Instructions). Pro kalibraci (viz obrazek 5)Itgouzit ho¥ziho sérového albuminu
(BSA).

Obr. 5: Kalibr&ni kiivka na zaklad, které byla stanovena koncentrace bilkovin

v extraktech hlizového materialu
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4. 2. 4 Analyza hlizovych bilkovin pomoci automkéc

cipoveé elektroforézy Experion

Systém automatickéipoveé elektroforézy Experion uziva kombinaci inowvai
technologie mikrofluidni separace ,LabChip* a eéifluorescetni detekce vzorku pro
provedeni rychlé automatické analyzy bilkovin alaaltych kyselin. Analyza bilkovin
je prova@na prostednictvim dodavaného analytického kitu ,ExperionZ&0 Analysis
Kit“ (obrazek 6), ktery obsahuje proteinovy startl@Pro260 Ladder), vzorkovy pufr
(sample buffer), gelovy roztok, fluores¢an barva a centrifugaci Afiltry
(Barta et al., 2009).

Vyhodou této metody je velmi nizké mnozZstvi analmo/ch vzork a vysSi
bezpénost prace obsluzného personalu, protoZze pro amahgni patebny toxicky
akrylamid v porovnani sifpravou gel u SDS-PAGE pro hodnoceni spektra patatin
¢i esterasovych a preoxidasovych izoenzymovych sys{8arta; et al., 2010). Vyhodou

je také vysoka mira opakovatelnosti vyhodnocenigmirapecializovaného software.

Obr. 6: Schématické znazém analytickeéha&ipu Experion Pro260 (Barta et al., 2009)

% Experion™
ProZ60

Loty DITINARF!
Exp 10405

4. 2. 5 Statistické zpracovani dat

Statistické vyhodnoceni dat jednotlivych parametbylo provedeno pomoci
software STATISTICA 6,0 (Stat Soft, Inc., 2001).u2tvané analyzy byly ANOVA test
Tukey HSD, ANOVA faktorialni a jednocestna.
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5. Vysledky
5.1. Hmotnost hliz

Na analyzy byly vybrany hlizy zdravé, mechanickypo&kozené a vyzralé.
Praimérna hmotnost vybranych hliz byla od 50 do 65 g.

Praimérnd hmotnost hliz odd Tomensa a Westamyl je uvedena v tabulce 9.
Primérnd hmotnost s kiky u odiidy Tomensa je 53,05 g.#nérna hmotnost bez Kika
je 50,68 g. U hliz odidy Westamyl byla gimérna hmotnost hliz s kKlky 57,33 ¢

a primérna hmotnost bez kiki 54,84 g.

Tab. 9: Pimérné hmotnosti hliz odd Tomensa a Westamyl

Pramerna motnost Primérna Primérna
Odruada usfdiék Q) hmotnost bez hmotnost kli¢ka
y 9 kli &k (g) (@)
Tomensa 53,05 50,68 2,37
Westamyl 57,33 54,84 2,49

5. 2 SuSina jednotlivyctasti

Zvysledki je patrné, Ze mnozstvi suSiny je rozdilné tanych vrstvach
bramborovych hliz. Nejvice suSiny obsahuje slupkabdéast pod ni a korov&ast
u nenakliéenych a nakéienych hliz odid Tomensa a Westamyl. U hlizy édy Tomensa
je susina ve vySSim procentualnim zastoupeni, néfizy odidy Westamyl. Nejnizsi

obsah suSiny ma viiiti dferi bramborové hlizy obrazek 7 a obrazek 8.
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Obr. 7: Piimérny obsah suSiny v % u nenaldhych hliz odid Tomensa a Westamyl
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Obr. 8: Piimérny obsah susiny v % u nasdinych hliz odid Tomensa a Westamyl
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5.3 Obsah dusikatych latek a bilkovin v s@&Sin

5. 3. 1 Obsah dusikatych latek a bilkovin u nedaklych
bramborovych hliz odidy Tomensa

Obsah dusikatych latek u nenakliych hliz odidy Tomensa je rozdilny
v riznych vrstvach bramborové hlizy. Z vyslédie zetelné, Ze nejvysSi obsah
dusikatych latek je v oblasti slupky a ve ymitdieni hliz. V rozmezi okolo 16 — 12 %.
NejnizSi obsah ma korovast a vejSi dren hliz.

Obsah bilkovin v suSinje nejvysSi jako u dusikatych latek v oblasti &lp
(10,5 %). Vysoky obsah byl také zjiat u korovécasti (7,1 %). NejnizSi obsah
bilkovin v susik ma vrgjSi dien (2,1 %). Vysledky analyz jsou zpracovany do graf

a viditelné na obrazku 9.

Obr. 9: Pimeérny obsah dusikatych latek a bilkovin u nengddiych bramborovych
hliz odiidy Tomensa
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vrstva bramborové hlizy
M obsah dusikatych latek Nx6.25 (% DM) obsah bilkovin (% PC DM)

28



5. 3. 2 Obsah dusikatych latek a bilkovin u nedaklych
bramborovych hliz odidy Westamyl

Obsah dusikatych latek je u nena&hiych hliz odidy Westamyl rozdilny
v riznych vrstvach bramborové hlizy. NejvysSi obsahilkégch latek je v oblasti slupky
hliz a ve vnitni dreni. NiZSi obsah dusikatych latek ma kor@eat, viéjSi dren a cely
profil hliz, jejichZ obsah se pohybuje v rozmezi 8,9,2 %.

Obsah bilkovin v susinv procentech je nejvysSi v oblasti slupky hlizeamitni
dieni hlizy. NizSi obsah ma cely profil hlizy, korotést a vijSi dien, kde jsou hodnoty
od 5,2 — 5,6 %. NejniZSi obsah bilkovin je v kor@ésti hliz (5,2 %). Vysledky jsou

viditelné na obréazku 10.

Obr. 10: Pimérny obsah dusikatych latek a bilkovin u nenagddiych bramborovych hliz
odrady Westamyl
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vrstva bramborové hlizy
M obsah dusikatych latek Nx6.25 (% DM) obsah bilkovin(% PC DM)

Z obrazki ¢. 9 a 10 je viditelné, Ze obsah dusikatych latekilkovin v suSir
v riznych vrstvach hlizy oddy Tomensa a Westamyl je nejvy3Si v oblasti slupkye
vnitini dreni hliz. Cely profil nenaktenych hliz odkidy Tomensa obsahuje 9,4 %
dusikatych latek a u nenal¢né odiidy Westamyl to je 9,1 %. Obsah bilkovin v celém
profilu nenakléenych hliz odid Tomensa je 7,5 %. A u nenaidhych hliz odidy

Westamyl 5,5 % bilkovin v su&in
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5. 3. 3 Obsah dusikatych latek a bilkovin u ragkdiych
bramborovych hliz odidy Tomensa

U naklicenych hliz odidy Tomensa je na obrazku 11 viditelny nejvyssi bbsa
dusikatych latek v ktkach hliz. Hodnota se pohybuje okolo 22 % v susSkejnizSi

hodnota byla pozorovana u&si diené a korovécasti hliz.
Obsah bilkovin je nejvysSi jako u dusikatych latekiicka hliz, kde se pohybuje

okolo 19 % v suSi& VnéjSi dien a vnitni dren pati mezi vrstvy, které maji obsah

bilkovin v suSig nejnizsi, v rozsahu 5 — 6 %.

Obr. 11:Pramérny obsah dusikatych latek a bilkovin u n&étiych bramborovych hliz
odraidy Tomensa
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5. 3. 4 Obsah dusikatych latek a bilkovin u ragdiych
bramborovych hliz odidy Westamyl

Procentualni obsah dusikatych latek v suggnu nakléenych bramborovych hliz

e

(8,4 %) spolu s wjsi dreni (8,4 %).
Procentiualni obsah bilkovin je téz nejvyssi tkdihliz. Jeho hodnota je okolo

koroveé ¢asti (5,6 %). Obsah celého profilu hlizy je 5,3%eavnitni dreni se pohybuje
obsah bilkovin okolo 7,1 % (obrazek 12).

Obr. 12: Pimérny obsah dusikatych latek a bilkovin u n&gdié bramborové hlizy
odrady Westamyl
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Z vysledki je patrné, Ze obsah dusikatych latek v sugnu nakléenych hliz odidy
Tomensa a Westamyl nejvyssi v oblasti slupky >ianititeni > celého profilu hlizy > w§)si
dieni > korovécasti. Nejvyysi obsah bilkovin v susin nakléenych hliz odid Tomensa

a Westamyl je v oblasti slupky a v celém profiliziobrazek 11, 12).
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5. 4 Zastoupeni bilkovin (%) v dusikatych latkach
Obr. 13: Pimérny obsah bilkovin v dusikatach latkdch u nergagklych hliz odidy

Tomensa
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Obr. 14: Pimérny obsah bilkovin v dusikatach latkach u ngdiych hliz odidy

Tomensa
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U nenakléenych hliz odidy Tomensa je nejvysSi podil bilkovin v dusikatyétkach

e

hlizy, hodnota se pohybuje okolo 23,1 % bilkovibrézek 13).
U nakli¢enych hliz odidy Tomensa ma nejvysSi obsah bilkovin oblast slupkyova
¢ast, cely profil hlizy a kéky. NizSi obsah byl nasien ve vrjSi dieni a vniti dieni

bramborovych hliz (obrazek 14).
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Obr. 15: Pimérny obsah bilkovin v dusikatach latkach u neriagklych hliz odidy
Westamyl
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Obr. 16: Pimérny obsah bilkovin v dusikatach latkach u ngdiych hliz odidy
Westamyl
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U nenakléenych hliz odidy Westamyl byl pozorovan nejvySSi obsah bilkovin
v dusikatych latkach v oblasti slupky, ktery se yimilje okolo 91 %. Ve WjSi dreni,
vnitini dieni a celého profilu hlizy se obsah pohybuje odl6®5 % bilkovin v dusikatych
latkach. NejnizSi obsah byl ziten v korov&asti (56,5 %) (obrazek 15).

Naklicené bramborové hlizy oty Westamyl obsahuji nejvice bilkovin v dusikatych
latkach v klékach hliz a to okolo 80,3 %. Korow@st spolu s oblasti slupky maji obsah
okolo 63-68 % bilkovin. V§Si dren hliz ma 44,1 % (obrazek 16).
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5. 5 Analyza bilkovin hliz pomocéipové elektroforézy
Experion

Obr. 17: Analyza bilkovin nenakinych hliz odkdy Tomensa pomocipové
elektroforézy Experion
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Na obrazku 17 je znazaima oblast patatinu (42-58 kDa) a oblast ihniliitproteas
(3-9 kDa). Patatin je zasobni latka hlizy a pratopiitomen ve vSechktastech hlizy.
V oblasti slupky a korové&asti jsou viditelné d¥ izoformy patatinu. Druha izoforma

patatinu je patr&q obrannym systémem hlizy proti houbovym patdgena hmyzim
Skadcam a nebo souvisi s mechanismendedii.
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Obr. 18: Analyza bilkovin naldénych hliz odidy Tomensa pomocipové elektroforézy
Experion
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U naklicené bramborové hlizy oiiity Tomensa se také objevujiédizoformy (obrazek
18). Je to rozdilné, nez u obrazku 17. Zde se apj&oformy patatinu az u Wi dierg,

vnittni drerg a celého profilu hlizy. #&jm¢ tato izoforma souvisi s kEnim hlizy.
Pricinou existence échto izoforem je moZzna bodova mutace v primarnukste

bilkoviny.
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Obr. 19: Analyza bilkovin nenakinych hliz odidy Westamyl pomogiipové

elektroforézy Experion
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Na obrazku 19 jsou u slupky viditelné &vizoformy patatinu, které seigmeé

zranim, klgenim a starnutim hlizy ztraceji.
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Obr. 20: Analyza bilkovin nakiénych hliz odidy Westamyl pomodfipové elektroforézy
Experion
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U nenakléené odiidy Tomensa (obrdzek 20) se objevuji dzoformy patatinu, krom
oblasti slupky. Oblast patatinu je (42-58 kDa) &sebihnibitofi proteas (9-3 kDa).
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Obr. 21: Analyza bilkovin nakdénych hliz odidy Tomensa / Westamyl pomagpove
elektroforézy Experion
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Kli¢cky maji jiné sloZeni, nez hliza brambor, coZ jateidé na obrazku 21.
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5. 5. 1 Piibéh cipové elektroforézy Experion

Automaticka cipova elektroforesa umagje ziskani péitackové zpracované data do
formy grafického zdznamu {gschu analadzy (obrazek 22) a do podoby souhrnné tgbulk
(obrazek 23).

Obr. 22: Ukazka grafického zaznamuilmthu analyzy bilkovin na automaticképové

elektroforéze Experion
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Obr. 23: Souhrnna vzorova tabulka s datyibginu analyzy vzorku hlizovych bilkovin
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1 2590 1853 E23.90 72796 54597 385
12 26.79 23.06 169821 19.62599 1471.94 10.38
13 2723 2491 127205 14.7008 110256 7
14 289 30.09 219093 26,3202 1893.01 123
15 29.94 38.01 300.55 34734 260,50 1.84
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17 a7 4467 Jaz2z2am 38.3961 2879.71 2030
18 3220 50.32 140310 16.2153 121615 857
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23 40.81 115.30 10.06 01162 872 0.06
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5. 6 Statistické zpracovani
5. 6. 1 Zakladni statistika ANOVA

Tab. 10: Plikaznost odliSeni pomoci jednocestné ANOVY

Obsah N Ob'sah N Qbsqh Ralativni
Factor (% suginy) latek bilkovin abundance
(% susiny) (% susiny) patatinu (%)
Total 40 1,82 11,40 7,65 18,43
Odrida
Tomensa 20 1,78 10,958 7,48 15,16
Westamyl 20 1,90 11,85 7,87 21,80
Struktura hlizy
Slupka 8 2,85 17,84 14,09 14,7F
Korova vrstva 8 1,42 8,86 6,42 19,16
VngjSi dien 8 1,44 9,0F 4,15 16,05
Vnitini diett 8 1,89 11,84 6,97 22,58
Cely profil hlizy 8 1,51 9,45 6,67 19,72
Varianta hliza
nakli¢ena/nenakltena
Naklicena 20 1,77 11,06 7,49 13,59
Nenakltena 20 1,88 11,74 7,8F 21,87

Pozn.: OdliSna pismena ve sloupcich indikujikazné rozdily na hladénvyznamnosti
a = 0,05 (Tukey HSD test)

V tabulce 10 jsou znazané statistické odliSnosti. Obsah N (% suSiny) nehiiz
odridy Tomensa a Westamyl statisticky odliSny. Statisti odliSnost je u slupky
a u vnitni drere hliz. To samé plati pro obsah N latek (% suSity)obsahu bilkovin
nebyla u faktoru odidy prokazana statisticka odliSnost. OdliSnost gk@zana u obsahu
bilkovin ve slupce. Relativni obsah patatinu (%) pkazre odliSny u hliz odidy
a u varianty nakdena/nenakfiena hliza. Jelikoz Kienim se sniZzuje obsah patatinu
v hlize. Statisticky jsme nedokézali prokdzZetny obsah patatinu viznych¢astech hlizy.

Ztejme doslo k chyk analyzy i pii pripraw vzorku.

V piiloze je zobrazena ANOVA faktoridlni. Kde jsou zoérné statistické

odliSnosti. A to v piloze 1 — 4.
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5. 6. 2 Variance components

Obr. 24: Znazorgni vlivu faktori na obsah N (%)

Factory:
1-Odrada Error, 1.3%
2-Varianta hliza 2*3, 4.3%
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3-Vrstva r/// |

13, 22.0%

1%2,1.0%

3-Vrstva, 71.4%

Z obrazku 24 je viditelné, Ze ngjgi vliv na obsah N (%) ma ze 71,4 % vrstva hliz
(slupka, korov&ast, vijSi dien, vnitini dien, cely profil hlizy). Z 22 % ovlixiuje obsah N
odrida v inetrakci s vrstvou hliz. Ze 4,3 % owliye interakce varianty kiéeni s vrstvou
hliz. Nejmérs ovliviiuje obsah N (%) odda v interakci s variantou Khi
(naklicenych/nenakéienych) hliz.
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Obr. 25: Znazorgni vlivu faktori na obsah N latek (%)
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Obrazek 25 je obdobny jako obrazek 24, kde je zménovlivu na obsah N (%).
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Obr. 26: Znazoreni vlivu faktorti na obsah bilkovin (%)
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Obsah bilkovin je z 61,2 % nejvice ovldmvrstvou hliz. Z 25,3 % je ovlivm interakci
odrady, variantou kieni (nakléend/nenaktiend) avrstvou hliz. Nejmén obsah

bilkovin (%) ovliviiuje odiida v interakci s variantou Keni (obrazek 26).
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Obr. 27: Znazorgni vlivu faktori na obsah patatinu (%)

Factony:
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Obsah patatinu nejvice oviivje vrstva hliz a to ze 41,4 %. Interakcetmyr a varianty
kliceni misobi z 20,8 %. Nejmérovliviiuje obsah patatinu (%) interakce variantyédfii

a vrstvy hliz (obrazek 27).
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6. Diskuze
6. 1 SuSina jednotlivyctasti

Jaspreet & Lovedeep (2009) u¥fdobsah suSiny v hlizach bramboru okolo
15-28 %. Béarta et al., (2008) uvgidprimérny obsah suSiny u hliz adty Tomensa
okolo 26,05 % a hliz oddy Westamyl okolo 27,37 %. Ze zjstych vysledk vyplyva,

Ze suSina hliz oddy Tomensa a Westamyl se tznych castech hlizy |lisi.

U nenakléenych hliz odidy Tomensa se hodnoty pohybuji v rozmezi 25,5 2 35b,

U nenakléenych hliz odidy Westamyl v rozmezi 25,1 — 29,9 % susSiny (obraZeiNa
obrazku 8 u nakdenych hliz odid Tomensa jsou hodnoty od 22,8 — 34,4 %. U hliz
nenakléené odiidy Westamylu okolo 22,2 — 34,2 % suSiny. Zrani h#zspojeno

s poklesem cukra zvySenim obsahem Skrobu a bilkovin (Kincl & K&p2006). To bylo
potvrzeno, jelikoZz obsah suSiny u nen&dtiych hliz se pohybuje v celém profilu hliz
okolo 27,2 % a u naklénych hliz okolo 22,7 %. Hr&b& Komér (2003) uvagi, Ze

nedozralé hlizy maji vice vody a bilkovin a maé&krobu, nez hlizy zralé.

6. 2 Obsah dusikatych latek a bilkovin v s&$iDM)

Dusikaté latky v susiré hliz

Obsah dusikatych latek v hlizdch brambor se poleyblplo 2 %, tzn. kolem
10 % v susit (Debre & Brindza, 1996). Nejtezit¢jSim podilem komplexu dusikatych
latek je tzvcista bilkovina, ktera ptitmezi nejhodnotjsi bilkoviny rostlinného fivodu
vibec (Vokal et al., 2003).

Barta et al., (2008) uvéfd obsah dusikatych latek (Nx6,25) v su&SitJ hliz
odridy Tomensa je uvedenimérny obsah 10,23 % dusikatych latek v sésia této
prace vyplyva, Ze obsah dusikatych latek u netakyich hliz odkdy Tomensa
je vceléem profilu hlizy 9,4 %. Maenych vrstvach hlizy se hodnota pohybovala
vrozmezi od 9,1 -16,2 % dusikatych latekieBoZ bylo nejvice zji8ho v oblasti
slupky hliz (16,2 %) obrazek 9. Viichu skladovani a kieni dochazi ke zémam
v obsahu a zastoupeni dusikatych latek (Brierlegl.et1996, 1977; Kumar et al., 1999).
V této praci byly zji&ny zmeény v obsahu dusikatych latek znych vrstvach hliz. V
celém profilu hlizy byl zji&n obsah 10,4 %, v ostatnich vrstvach hliz v rozrodz8,9 —
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13,9 % dusikatych latek v su8irNejvySsSi obsah byl naifen v oblasti slupky (13,9 %)
a vnitni drens hlizy (11,1 %). Obsah dusikatych latek &kii byl (22,1 %), obrazek 11.

Praimérna hodnota u hliz ofld Westamyl byla 7,75 % dusikatych latek v séSin
(Barta et al., 2008). U nenadtinych hliz odidy Westamyl (obrazek 10) bylo
vysledovano, Ze cely profil hlizy obsahuje 9,1 %idlatych latek v susén Nejvice je
dusikatych latek v oblasti slupky (22,1 %). Rozm&zipohybovalo okolo 8,7 — 22,1 %
dusikatych latek. U nakiénych hliz odikdy Westamyl byl zji&n obsah u celého profilu
hlizy okolo 8,9 %, dalSi vrstvy obsahovaly okol@ 8; 19,2 %. NejvySSi obsah byl
nantien v oblasti slupky (19,2 %). KKy obsahovaly 23,9 % dusikatych latek.

Bilkoviny v suSiné hlizy

Obsah bilkovin je zavisly na adi€, podminkach progtdi doprovazejicich
péstovani a vyziv rostlin (Shewry, 2003). Prugar et al., (2008) uyad nejvice bilkovin
je lokalizovano ve slupce, korové vréthlizy a ve gedni¢asti hlizy. U nenaktiené
odridy Tomensa uvadi Barta et al., (2008)rpérny obsah bilkovin v suséhlizy 8,1 %.
Zjistené hodnoty se pohybovaly od 2,1 — 10,5 % (obrazek Zgistené hodnoty
byly: vr¢jSi dreré (2,1 %), ve vnitni dreni (6,7 %), v celém profilu hlizy (7,5 %)
av korove ¢asti (7,1 %). NejvysSi obsah byl zfist v oblasti slupky (10,5 %).
U naklicenych hliz odkdy Tomensa byly hodnoty v rozmezi 5,3 % - 18,9 $avin
v suSirg. Nejvice bylo obsazeno bilkovin v oblasti slupi3;6.% a v kitkach 18,9 %.

Odrida Westamyl pat mezi polopozdni oddy (Novak, 2002). NejvySSi obsah
bilkovin v % v suSi8 u nenakkéené varianty byl zji$h v oblasti slupky (20,2 %). Dalsi
hodnoty ukazuji rozmezi okolo 5,2 — 5,6 % bilkovisusSir¢ hlizy Westamyl. Nejmén
bylo vysledovano 5,2 % bilkovin a to v korovésti (obrazek 10). Cely profil hliz
obsahuje 5,5 %. Barta et al., (2008) wjagrameérny obsah 6,11 % bilkovin v sugin
bramborové hlizy. U naklénych hliz odidy Westamyl byl v celém profilu stanoven
obsah 5,3 %. NejvySSi obsah uckfi (19,2 %) a v oblasti slupky (12,1 %). Lupanim

a hlavre okrajovanim je obsah bilkovin v hlize snizovaru@r et al., 2008).

6. 3 Zastoupeni bilkovin v dusikatych latkach

Podil bilkovin v obsahu dusikatych latek kolisavein genotypu a podminek
prostedi v ponérné znaném rozgti od 34 do 70 % (Debre & Bindza, 1996).
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Barta et al., (2008) uvadi zastoupeni bilkovin vabkkach u hliz odrdy Tomensa okolo
67,8 %.

U nenakléenych hliz odidy Tomensa je z vysledkprikazné nejvySSi obsah
bilkovin u celého profilu hlizy (79,8 %). Hodno& $tejna jako u nakiénych hliz odikdy
Tomensa.

Hodnoty u nenaktenych hliz odidy Westamyl jsou u celého profilu hlizy 60,4 %
bilkovin a u nakidenych hliz odidy Westamyl je 59,6 %. Béarta et al., (2008) uvadi
hodnotu u Westamylu okolo 68,5 %.

6. 4 Analyza bilkovin hliz pomocéipové elektroforézy

Experion

Hlizové bilkoviny Izeclenit na patatin neboli platinovy komplex, bramba¥o
inhibitory proteas a na ostatni bilkoviny (Potsaét 1999; Ralet et al., 1999; Barta
& Curn, 2004). Bilkoviny patatinového komplexu zaujjim20 - 40 % rozpustnych
bilkovin bramborovych hliz (Jimenez at al., 2003d8 et al., 2003), byl vSak uveden
i vySSi podil, az 60 % (Pots, 1999). Ziskané hognaito diplomové praci odpovidaji
dolni hranici uvedeného intervalu. U hliz ady Tomensa bylo stanoveno 15,1 %
patatinu a u odidy Westamyl 21,8 %. V nativni foRme patatin povaZzovan za dimer
s pribliznou molekulovou hmotnosti 39 - 44 kDa (Racustral., 1984; Barta &urn,
2004). Patatin je v hlizach brambor povazovan zavrtl zasobni bilkovinu
(Racusen et al., 1980; Rosahl et al., 1986), jganiov centralnich vakuolach parenchymu
burék (Straetkvern et al., 1999). Relatévaysoky obsah bilkoviny patatinu je v korové
oblasti nevyzralych hliz (Barel & Ginzberg, 200BEjvysSi obsah patatinu byl zggtve
vnitini dreni hliz (22,55 %), v korovéasti (19,10 %) a v celém profilu hliz (19,72 %).
NejniZSi obsah patatinu byl zjt u vrejsi dierg hliz.

Statistické vyhodnoceni vysleilkvSak nepotvrdilo pikazné odliSeni patatinu
v jednotlivych vrstvach hliz. U nakiné varianty doslo ke statistické odliSnosti, j@hk
hodnota u naktené varianty byla 13,59 % a u nenaéiié 21,81 % na hladin
vyznamnostio = 0,05. Rozdil potvrzuje i tvrzeni Barel & Ginzgeg2008) & Kumar et
al., (1999), Ze f kliceni dochazi ke sniZzovani patatinu v bramborovéhliz

47



7. Zaver
Na zaklad vysledki pokusu, ve kterém byl sledovan obsah susSiny, &k|abilkovin
a patatinu u vybranych aoitt brambor Ize vyvodit ty to zéwy:

e SuSina byla nagiena v fizném mnoZstvi a to jak u varianty n&kini, tak
udruhu  odidy. Naklcené hlizy odidy Tomensa  obsahovaly
suSiny: korov&ast (34,4 %) > slupka (33,4 %) > &&i dren (31,2 %) > vnitni
dien (28,2 %) > cely profil hlizy (23,1 %). U nenaldnych hliz odidy Tomensa
byl zjiSttn obsah suSiny: slupka (35,2 %) > koraiast (33,1 %) > WSi dien
(30,6 %) > cely profil hlizy (28,5 %) > viiiti dren (25,5 %)

* Obsah suSiny u nakinych hliz odidy Tomensa: korovéast (34,2 %) > w&Si
dien (32,9 %) > slupka (26,3 %) > vhiti dien (25,8 %) > cely profil hlizy (22,2
%). Nenakléené hlizy odidy Westamyl obsahuji susSiny: slupka
(29,9 %) = korov&ast (29,9 %) > v§Si dren (29,5 %) > vnitni dren (25,1 %) >
cely profil hlizy (25,1 %). V této praci bylo zj&to, Ze obsah susSiny se lisi

v riznych¢astech hliz a také u natdinych/nenakéienych hliz

» Bylo zjisténo, Ze obsah N v su&ige odliSny v fiznych vrstvach hlizy. Nejvyssi
obsah byl nagten v oblasti slupky a vriii dieni hliz

* Dusikaté latky v susinjsou u vSech nakiéenych/nenaktienych odiid nejvyssi

v oblasti slupky a ve vriiti dieni hliz
* Obsah bilkovin v susinje nejvyssi v oblasti slupky hliz

e Obsah patatinu bylizny u odfidy Tomensa a Westamyl a wznych vrstvach
hliz. Byl prokdzanizny obsah patatinu u nat¢iné a nenakiené varianty hliz,
tudiz jsme dokazali, Zefipkliceni dochazi k odbouravani patatinu na jednodussi
peptidy, z nichZ si hliza vyuziva gebny N na vystavbu Kku, a proto dochazi

ke sniZzovani patatinu

* U nenakléenych hliz odidy Tomensa je obsah bilkovin v dusikatych latkach
nejvyssi u celého profilu hlizy a to 79,8 %. Na&hé hlizy odidy Tomensa maji
bilkovin nejvice v oblasti slupky (97,8 %). Naldha varianta hliz oddy
Westamyl ma nejvice bilkovin v dusikatych latkddkovové vrsté
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9. Prilohy

Prilohac. 1: Fatorialni ANOVA s pouZivaninieich variant (odrda, varianta kéini, vrstva

hliz). Hodnoceni statistické feaznosti odliSeni N (%) v bramboroveé hlize.

Odrida

SSE4422 44 4 4 4244 % = 4q=c=¢=
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Prilohac. 2: Fatorialni ANOVA s pouZivaninieich variant (odrda, varianta kéini, vrstva

hliz). Hodnoceni statistické fdeaznosti odliSeni bilkovin (%) v bramborové hlize.

o
Q
=3
o
)

Varianta
nakliceni
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S 424 4 4% 4 244422 £ = 4224
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(%)
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Prilohac. 3: Fatorialni ANOVA s pouZivaninieich variant (odrda, varianta kéini, vrstva

hliz). Hodnoceni statistické jdtaznosti odliSeni N latek (%) v bramborové hlize.

Odrnida

SS442Z=2 44 4 4 4244 % = 4q=z£=¢c

Varianta

nakliceni
nakliceny
nakliceny

nenakléené
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nakliceny
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nenakléené
nenakléené
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nenakléené
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naklicena

naklicena
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nenakléené
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Vrstva

korova vrstva
vnejSi dien
vnejSi dren
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Prilohac. 4: Fatorialni ANOVA s pouZzivaninieich variant (odrda, varianta kéini, vrstva hliz).

Hodnoceni statistické fkaznosti odliSeni patatinu (%) v bramborové hlize

Odrida  Varianta Vrstva Patatin 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
nakliceni (%)
w nakliceny slupka 5,38 e
T naklicena korova vrstva 7,80 Fhk bk
T naklicena slupka 10,45 Fhk kkk ke
w nakliceny vnejSi dien 11,60 dik kkk dkk ok
T nakligena cely prf)f” 12.55 Kkk  kkk  kkk kkk kK
hlizy '
T naklicena vnéjSi den 13,43 KhKKAK KKK kK
T  nenakléené cely ETS}'/' 14,03 ik dkk ek ek ke
T nenakléené korovavrstva 17,03 khk kkk dkkk dkk ko
T nenakléené slupka 17,44 KA KKK KKK KKK ok
T naklicena vnitini dref 17,71 khk kkk dkkk dkk ko
T nenakléené vnéjSi dren 17,74 Kk Kkkk kkk kkk kkk
w nakliceny korova vrstva 18,57 khk  kkk kKK kkk kkx
w naklgeny ~ CEWProfil g 47 pkk kkk kkk ek
hlizy
w nakliceny vnitini diefi 19,29 Kk kkk KKk kkk
W nenakltené vnegjsi dien 21,45 Tk ke
T nenakléené vnitini diefi 22,24 *hk Kk
W nenakléené slupka 25,56 Tk ek
W  nenakléené  vnitini dient 30,96 Tk kokk
W  nenakléené korovavrstva 32,92 Fkk ik
w nenakléené cely ETS}'} 33,32 ok
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