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Otazky:

Hodnoceni odriid brambor je provedeno pouze 7 jednoho roku péstovini, je ndimy viiv
roc¢niku na sledované ukazatele, véetné obsahu a kvality proteinii, resp. inhibitori proteas?

Obsah suSiny pozitivné koreluje s délkou vegetatni doby (ranosti). Odriidy brambor
pro zpracovani jsou schopny tvofit vys$i obsah suSiny. Odrida nema rozhodujici vliv
na obsah NL, vliv roéniku byvéa ¢asto vy$si a vice podléha vlivu dalSich faktori. Naopak
obsah ¢istych bilkovin je ovlivnén zejména odridou (genotypem), je vice konzervativni
(Barta et al., 2015). Obsah polyfenoli je ovlivnén ptedeviim genotypem, miZe byt ale
ovlivnén i lokalitou a ro¢nikem. V ramci vyzkumu Hamouze et al. (2010) byl zaznamenan
vySsi obsah polyfenoli u brambor péstovanych v lokalitach s extrémnimi klimatickymi
podminkami. Antioxidacni aktivity pozitivné koreluji s obsahem polyfenold (Barta et al.,
2015; PesSek et al., 2017).

Obsah polyfenolii a antioxidacni aktivita byla nejvyssi u odrud na pFimy konzum oproti
odriddm na zpracovdni , lze to vysvétlit?

Rozdil nelze zcela jednoznaéné vysvétlit. Obsah antioxidanti (polyfenoly, karotenoidy,
kyselina askorobovd) je jednim ze znaku piedstavujici vnitini kvalitu odridy a je dan
predevS§im genotypem. Cilem $lechtitelskych experimenti je mimo jiné zvySovéani obsahu
fenolickych a jinych Pozadavky eského spotiebitele na syté Zlutou barvu duzniny € vyssi
obsah karoteinoidu (Vokal et al., 2013). Byl potvrzen vliv barviv na antioxidacni aktivity
bramborovych hliz (Sulc et al., 2007). Mouky odriid Eurostarch a Omella jsou svétlejsi nez
mouky odrid Adéla a Laura (Pe3ek et al., 2017).

V Czbkyzts BM;JOJ;CIc,k dAne 13.¢ 2018
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Piipominky:

str. 22: ,,...vyskyt genid exprimujicich PI-2 také ... - nema byt uvedeno PI-1?*“ — m4 byt
uvedeno PI-1

str. 22: ,,...Kazda podjednotka je tvoiena osmi cysteinovymi vazbami...* - kazda doména

str. 44: ,uvadite, ze ekvilibrace probihala pfi 4 °C, v Priloze 5 pii 6 °C* - ekvilibrace
probihala v chladniéce (teplota v rozmezi 2-6 °C)

str. 45: ,,véta o frakcich B a C v odstavci 4.4.2 ziejmé& patii do odstavce 4.4.1 - vhodné;si
zaradit do odstavce 4.4.1

str. 47: ,,uvadite, Ze na koloné UNO Q6 byly separovany inhibitory z frakce B, dle
schématu by to méla byt frakce D, prosim o vysvétleni* - jedna se o frakci D (pfeklep),
uvedeno ve schématu na str. 36

str. 65, 66, 77: ,,co rozumite pod pojmem neidentifikované proteiny, obvykle jsou to ty,
které nevidime® - necharakterizované proteiny — pfi identifikaci nebyla dostate¢na shoda v
porovnani s databazi

Str. 75: ,,... lze pomoci separace na systému FPLC ¢asteéné oddélit frakce na zakladé
proporcionality skupin inhibitory proteas,...* , zFejmé nespravna formulace, vysvétlete,
jak je to mySleno - rizné frakce separované pomoci FPLC (na iontové vyménnych kolonach)
maji rliznou proporcionalitu (poméry zastoupeni) jednotlivych skupin inhibitory proteas, na
zékladé rozdilnych proporcionalit zastoupeni inhibitori proteas (z hlediska zastoupenych
proteind je moZné frakce rozdélit

Otazky:

Na str. 13 uvddite, ze hlizy jsou vyuZiviny pro vyrobu potravindfskych a potravinovych
produktii. Jaky je mezi témito produkty rozdil?
Potravinafské produkty — $krob, (lih); potravinové produkty — hranolky, chipsy

Na str. 45 uvddite, 7e Konkanavalin A se vyznaéuje svoji schopnosti vizat glykoproteiny.
ViZe tento lektin opravdu vsechny glykoproteiny?

Konkanavalin A vaze pouze nékteré glykoproteiny — silna afinita vii¢i oligomanosovym
a hybridnim N-glykanim, nevaze O-glykoproteiny (O-glykopeptidy), (Veverkova, 2018)

Deklarujete, ie antioxidaéni aktivita inhibitory proteas byla potvrzena. NemiiZe byt
antioxidaéni aktivita nap¥r. frakce B zpiisobena jingm typem ldtek, které jsou s inhibitory
proteas eluuji spolecné?

Piesngjsi by bylo uvést Ze antioxida¢ni aktivity byly potvrzeny u ziskanych frakci
inhibitor proteas. Frakce mohou obsahovat jiné latky vykazujici antioxida¢ni aktivitu
(polyfenoly — hlavn& chlorogenova kyselina, az 90% celkovych polyfenoli), L-askorbova
kyselina, karotenoidy, a-tokoferol, selen (Cepl et al., 2012; Lachman et al., 2005). Detailni
UNO Q frakce ale také vykazaly zhaseci aktivitu. V publikaci PeSek et al. (2017) byla



popsana antioxida¢ni aktivita bilkovinného koncentratu obsahujici protein v MW oblasti
vyskytu inhibitorid proteas.

Jaky je Vas ndzor na praktické vyuZiti Vami navrieného postupu izolace inhibitory proteas
vzhledem k zachovdni antimikrobidlnich vlastnosti?

Vzhledem k potvrzenym, ¢i u vétSiny frakci spiSe nepotvrzenym, antimikrobidlnim se
nejevi postup jako pfili§ vhodny. Frakce bazickych inhibitori proteas ziskana uvedenym
zpuisobem je vSak vyuzitelné pro tento ucel. Vhodnéjs$i metoda napiiklad dle Vlacihové
(2016) vyuzivajici kombinaci tepelného a isoelektrického srazeni pro izolaci
termorezistentnich proteini s pfevahou inhibitori proteas. V ramci disertaéni prace jsou
v diskuzi uvedeny studie dalSich autorti (Ruseler - van Embden et al., 2004; Kim et al., 2006;
Satheesh & Murugan, 2010), v ramci nichZ do$lo k usp&$né izolaci skupin €i jednotlivych
inhibitord proteas, které vykazaly antibakterialni ¢i antifungélni ptisobeni vii¢i fad¢ patogenu.

v [esky?h @wo(;jovma\ dne 13 6. 201K
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Otazky:

Podilel se tak i pan kolega na vyvoji a optimalizaci téchto metod nebo je prevzal 7 pracovisté
JiZ jako zcela optimalizované?

Pro pfedseparaci byla vyuzita osvédéena dvoustupiiova purifikace dle Barty et al. (2013) a
zména detailt, napf. gradientu probéhla pfi separaci pomoci iontové vyménnych kolon (UNO
S/Q), optimalizovana byla metoda separace pomoci kolony CHTS5-I, nové byly pouZzity typu
ENRich SEC a HiTrap.

Proé¢ nebylo moiné vysledkové zpracovat dvouletd hodnoceni téchto SirSich charakteristik
u sledovanych S odrid?

Ve druhém roce byly zpracovany hlizy a ziskana §t'ava pouze odrid Adéla a Eurostarch, u
kterych byly provadény detailni separace a studium vlastnosti dil¢ich frakei inhibitord
proteas. Pomoci MS byly analyzovany pouze frakce odriid Adéla a Eurostarch — bylo tedy
mozno provést dvouleté hodnoceni.

Vtab. & 10 na str. 55 uvddite obsahy dusiku a dusikatych ldtek (NLx6,25). V pFipadé
kalkulace mezi N a NL u odridy Adéla mi i pfi pFedpoklddaném max. zaokrouhlovani
vychdzi hodnoty NL pro tuto odriidu cca o 0,2% vyssi. Neni tam pocetni chyba?

Jedna se o chybu vypoétu priméru, z celkovych 9 opakovani jsem v ptipadé vypoCtu
priméru obsahu dusiku vylougil tfi opakovani s vyrazné&ji niz$imi, odchylenymi hodnotami, v
piipadé NL jsem tyto opakovani nevyfadil, coz sniZilo vysledny primémy obsah NL
(Nx6,25).

V této vysledkové Cisti rovnéi uvddite pro konzumenty jisté pozitivni informaci vyssiho
obsahu polyfenolii a antioxidacni aktivity konzumnich brambor. Lze tuto skutecnost podle
Vis ovSem pFedpoklddat i v pFipadé standardni tepelné vipravy véetné oloupdni hliz?

Obsah polyfenolt v hlizach po uvafeni se do zna¢né miry rozchazi. N&které zdroje uvadi
jejich snizeni po tepelné Gpravé, jiné sniZeni obsahu nepotvrdily (pfi vafeni ve slupce), a jiné
zdroje zdroje uvadi vyssi hodnoty obsahu polyfenolil po tepelné Gipravé. Nékteré publikace
uvadi sniZeni obsahu TPP v disledku tepelného poskozeni, jiné zdivodiiuji ztratu pfechodem
a rozpuSténim polyfenold ve vodé po uvafeni. Védecké publikace uvadi sniZeni
antioxida¢nich aktivit po uvafeni hliz, v priméru 20-50 %. Tyto vysledky souhrnné uvédi
publikace autort Laib & Barkat (2018).

Jaky je podil antioxidaéni aktivity bilkovinného komplexu ve vitahu k dalSim
antioxidaénim sloZkdm hlizy, Ize to néjak odhadnout? Cim je dina vyznamné niZi hodnota
antioxidacni aktivity (reaktivity) pFi pouziti radikdlic DPPH ve s rovndni s ABTS u roztokii
bilkovinnych frakci?

Nejsou k dispozici informace ohledné& antioxida&niho plisobeni celého komplexu hlizovych
bilkovin, bylo v3ak potvrzeno antioxidaini pusobeni purifikovaného patatinu (zhaSeni
radikalu DPPH) a peptidovych bioaktivnich fragmenti vzniklych hydrolyzou hlizovych
bilkovin & riznymi procesy jejich modifikaci (Pesek et al., 2017). Podle autorky Mékinen
(2014) se vi¢i radikalu ABTS projevila nejvice antioxida¢ni aktivita hydrolyzatu vznikly
$tépenan alkalsou (antioxidaéni kapacita: 0,48 g sudiny ekvivalentni k 1 mmol Troloxu).
Bilkovinné §t&py mohou vykazovat vyssi antioxida¢ni plisobeni neZ polyfenoly. Byla rovnéz
popsana antioxidaéni aktivita bilkovinného koncentratu obsahujici proteiny v MW oblasti



vyskytu inhibitorii proteas (Pesek et al., 2017). Mira zhaSeci aktivity vi¢i DPPH a ABTS je
dana povahou (reaktivitou) téchto radikalti a afinitou antioxidantu vici radikalu. Radikal
ABTS pravdépodobné dokaZze ¢innéji reagovat s vét§im potem hydroxylovych skupin
polyfenolt, piipadné dalSich antioxidanti pfitomnych ve vzorcich (Kubistova, 2012).
Vysledné zhaseni také vSeobecné ovliviluje rozpustnost antioxidantli v methanolu (DPPH) a
vodném pufru (ABTS).

Zajimal by mne také vztah (dynamika) mezi celkovymi dusikatymi ldtkami, resp. Cistymi
proteiny k jednotlivvm bilkovinnym komplexitm. Mpyslite si, Ze tento vitah bude
univerzdlnéjsi pres vSechny odridy, ¢i bude mit vyrainéjsi odridovd specifika. Lze pro
praxi uvaZovat moinost hrubé predikce vytéinosti vybrané izolované frakce ze stanovené
hodnoty obsahu N- ldtek Ci celkového proteinu?

Na zakladg této prace nelze statisticky priikazny, vzajemny vztah stanovit (oba parametry
soub&zné pouze u dvou odrud v 1 roce - malo dat). Zastoupeni bilkovin je vice konzervativni
a je nejvice ovlivnéno odridou. U zastoupeni NL nema odriida rozhodujici vliv, Castéi
ovliviiuje obsah NL spi3e ro¢nik. Nejvy$si vliv na zastoupeni patatinu ma odrida (35-48 %),
vliv ro¢niku je mensi (16 %). U inhibitori proteas ma odriida 57 % vliv. Vy33i davka N2 (200
kg/ha vs. 100 kg/ha) snizuje relativni zastoupeni patatinu, v pfipadé¢ inhibitory proteas nebyl
vliv hnojeni N; jednozna¢né potvrzen.

Obé skupiny bilkovin (patatin vs inhibitory proteas) vzhledem ke spole¢nému celkovému
zastoupeni ve spektru hlizovych bilkovin 70-80 % maji obé frakce mezi sebou vzijemny
negativni korelaéni vztah. Obsah bilkovin pozitivné koreluje s obsahem patatinu, nekoreluje
viak s obsahem NL. U inhibitoru proteas tomu tedy mizZe byt naopak (Barta et al., 2015).

Adéla 2014 Eurostarch 2014
obsah NL v susiné [%] 13,1 8.8
obsah bilkovin v PFJ [%] 10,0 13,9
obsah patatinu v susin€ PFJ [%] 22,9 41,3
obsah inhibitory proteas v susiné PFJ [%] 61,2 39,5

V 6esk7:h BMMCUOUMZA Ane 12 L.20418
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doc. RNDr. Miroslav Sip, DrSc.

doc. Ing. Bohumila VozZenilkova, CSc.

Otdazky k prezentaci prace:

prof. Ing. Miroslav Juzl, CSc.

e Jsou v pfipravé dalsi publikace, neZ ty které mate uvedené v praci, pokud ano, kdy bude jejich
finalizace a v jakych Casopisech. Kdy se chystate obhajovat svou disertacni praci.
-V pfipravé je impaktovany ¢lanek do ¢asopisu Chemické listy, ktery chystame na zafi tohoto
roku. Praci bych rdd obhdjil v zimnim semestru ndsledujiciho akademického ruku.

e Ve svém Gvodu k disertaéni praci jste mluvil o izolaci proteinii z hlizové vody. Ma tato voda i
dalsi potencial vyuiiti z praktického hlediska?
- Ano, hlizova voda se pouziva jako soucast krmnych smési, jeji dalsi vyuZiti je
v potravinaiském prumyslu. Pro jeji vlastnosti je vyuZivana i v kosmetickém priamyslu,
rostlinolékarstvi a nyni uz i v mediciné.

prof. Ing. Miroslav Jizl, CSc. spokojen s odpovédmi

Otazky ke statni doktorské zkousce:
Okruh 1: Biologické vlastnosti kulturnich druhd brambor

prof. Ing. Miroslav JGzl, CSc.

e Jaké abiotické a biotické faktory ovliviiuji rist?
- Mezi fyzikalni a chemické faktory, které stresy vyvoldvaji, patfi zejména teplota, zafeni,
sucho, salinita a pfitomnost tézkych kovu, popfipadé pfitomnost patogeni. Tento celkovy
stav rostliny a jeji adaptabilita ma nasledny vliv, jak na vynosy napf. hliz, tak i na kfiZeni,
potaimo muZe zpUsobovat mutagenezi a vznik novych forem.

prof. Ing. Miroslav Juzl, CSc. spokojen s odpovédmi

Ing. Jaroslav Cepl, CSc.

e Mate piehled o tom, kolik je ve spole¢ném katalogu odrud zapsano odrid brambor?
-Ano, piehledoveé tisice, péstovanych odrid v CR je viak okolo 180 odrid.

e Jakym zplisobem je moiné vyuiit plané druhy ve Slechténi?
-Polyploidizace, pfi které dochazi k znasobeni potu chromozémovych sad v burice. Kfizeni
heterogennich ploidii, pfemostovaci kfizeni, mikropropagace rostlin pomoci rostlinnych



explatatu in vitro, haploidni techniky, fize protoplast(, selekce na bunééné urovni, produkce
umélych semen, genetické transformace rostlin.

e Praxe je bohuZel jind a nejcastéji, se kvili veSkerym prekazkam zistava u klasického modelu
kfizeni. Jaké se mohou péstovat odridy v CR?
-teoreticky je moZné péstovat viechny, aviak klimatické a padni podminky ne viem odridam
samoziejmé vyhovuji, v sou¢asné dobé se v CR péstuje okolo 134 odrid brambor.

e Zcelkového poctu odrid, ktery jste nyni fekl, jste schopen odhadnout, jaky podil maiji
brambory péstované pro vyrobu Skrobu a proc?
-Péstovani primyslovych brambor ma momentalné majoritni podil. Péstovat primyslové
brambory na skrob je pro zemédélce rentabilné;si.

Ing. Jaroslav Cepl, CSc. spokojen s odpovédmi
Okruh 2: Metody izolace rostlinnych bilkovin

prof. Ing. Vladislav Curn, Ph.D.

e Separacni techniky pfi izolaci proteini se déli na denaturacni a nedenaturacni. Vysvétlete
prosim co je to denaturace proteinu.

- Jedna se o0 nevratné poruseni tercidarni struktury protein(. Znamena to tedy, Ze
aminokyseliny ztistanou sefazeny v fetézci tak, jako u plvodniho proteinu, pouze se rozrusi
jeho prostorova struktura a ztraci biologickou aktivitu

o Porusuji se pouze tercidlni struktury?

-Ne, dochazi k poruseni i ostatnich struktur, jako napf. kvartérni.

e Co muZie vést k denaturaci proteint
- K denaturaci vede pfedeviim vysoka teplota, pasobeni riznych chemikalii, mechanicky,
zména pH

e Je tento jev vratny?

-Ano, rozliSujeme denaturaci reverzibilni a irreverzibilni. Do ptivodniho stavu dostaneme
protein renaturaci.

e Jaké jsou techniky vyuZivané pfi izolaci protein( a rozdélte je prosim do kategorii vyse.
-mezi denaturacni techniky patfi napriklad tepelna koagulace, vysolovani, ze separacnich
technik denaturacni gelova elektroforéza SDS PAGE. Mezi nedenaturadni metody se fadi
chromatografie, vysolovani pomaci slabych soli a ze separacnich technik nativni
elektroforéza.

e Jaké jsou tedy vyhody nativnich technik?

-Probiha bez denaturacnich ¢inidel a miZeme zde vizualizovat enzymovou aktivitu

e Lze zjistit pomoci néjaké z technik mol. hmotnost?

-Pomoci hmotnostni spektrometrie

e Lze to zjistit jeSté jednoduseji?

-Ano, separaci pomoci denaturacni techniky SDS PAGE, kde jsou proteiny separovany podle
své molekulové hmotnosti

e Jaka je nevyhoda této pomérné jednoduché techniky
-Nutna znalost struktury komplexu proteind

prof. Ing. Vladislav Curn, Ph.D. spokojen s odpovédmi



Okruh 3: Antimikrobidlni potencidl rostlinnych bilkovin a peptidd

ing. Martin Zabka, Ph.D.

-Celkové zname asi 2000 antimikrobialnich proteind, kdy nejvétsi zastoupeni mé Zivoéisna
FiSe, cca 300, poté rostliny s 200 antimikrobidlnimi proteiny.

Jaka skupina Zivocichu je v tomto ohledu rekordmanem a jak si to vysvétlovat

-Z Zivoci$né fiSe md nejvétsi zastoupeni savci a dle mého nazoru je to dané evoluénim
vyvojem, tlakem patogenl.....

Co zpUsobuje rozdilny ndboj u antimikrobidlnich proteint

-navazani na membrdny a jeji depolarizace a nasledny rozpad. Zpusobeni fyz. dér, rozklad a
nasledna inhibice enzymové aktivity, proliferace

Je zde rozdil mezi prokaryotickou a eukaryotickou burikou?

-ano, antimikrobidlni proteiny jsou selektivni, je zde rozdil v odlisném néboji membran a
obsahu struktur.

Co to jsou PR proteiny

-PR proteiny se fadi mezi zakladni obranné mechanismy rostlin. Jedna se o nizkomolekularni
proteiny vysoce rezistentni vii¢i pisobeni proteas. Znamych je 17 skupin téchto proteind.
Jaky je Va3$ ndzor na vnaseni genl antimikrobidlnich proteint

-Jiz dfive byla prokazana aktivita pfi vneseni do ryZe a obilnin, ale jelikoZ nyni jsou pfisné
regule EU zlstava tento vyzkum pouze na experimentdlni urovni.

Jak maZeme detekovat antimikrobialni aktivitu?

-Detekce je kvalitativni a kvantitativni. Mezi vyuZivané techniky se radi difuzni diskova
metoda, diluéni na pevném nebo submerznim médiu.

Jakou vyhodu ndam poskytuje znalost tohoto Gcinku?

-zjistime pomoci nich minimalni inhibi¢ni koncentraci

Ing. Martin Zabka, Ph.D. spokojen s odpovédmi

doc. Ing. Bohumila VoZenilkova, CSc.

Proti kterym houbovym patogentm pisobi inhibitory proteas

-Fusarium solani, Candida albicans, Phytophthora infestans. Ve jsem zkousel zejména na
Fusarium solani

Zkouse! jste in vitro €i in vivo testy?

-Pouze in vitro.

doc. Ing. Bohumila VoZenilkova, CSc. spokojena s odpovédmi

Z4vér komise:

Komise se jednohlasné shodla na uspésném sloZeni Statni zavérecné zkousky. Byla hodnocena vysoka
uroveii védomosti Ing. Frantiska Lorence, excelentni metodické znalosti a komplexni znalost
problematiky.



