Jiho&eska univerzita v Ceskych Budé&jovicich

Zemédélska fakulta

Katedra: Studijni obor:

Rostlinné vyroby a agroekologie Zemédélské biotechnologie

Téma bakalaiské prace

OPTIMALIZACE POSTUPU HODNOCENI ANTIBAKTERIALNI AKTIVITY
VYBRANYCH UCINNYCH LATEK VUCI ZVOLENEMU SPEKTRU

PATOGENU

Autor bakalatské prace: Vedouci prace:

Michaela Hercokova Ing. Veronika Bartova, Ph.D.

2012






JIHOCESKA UNIVERZITA V CESKYCH BUDEJOVICICH
Fakulta zemé&délska
Akademicky rok: 2010/2011

ZADANI BAKALARSKE PRACE

(PROJEKTU, UMELECKEHO DILA, UMELECKEHO VYKONU)

Jméno a pifjmeni: Michaela HERCOKOVA
Osobni éislo: Z09803

Studijni program:  B4131 Zem&d&lstvi
Studijni obor: Zemé&délské biotechnologie

Nazev tématu: Optimalizace postupit hodnoceni antibakteridlni aktivity
vybranych t€innych latek viaéi zvolenému spektru
bakteridlnich patogeni

Zada;wajici katedra: Katedra rostlinné vyroby a agroekologie

Zasady pro vypracovani:

Bakalaiskd prace (BP) se bude zabyvat optimalizaci postupli hodnoceni antibakterialni akti-
vity éinnych latek (vybrané proteiny a peptidy hliz bramboru, a komer¢né dostupnd antibi-
otika) vii¢i bakteridlnim patogenim Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas syringe a Clavi-
bacter michiganensis subsp. michiganensis. Vlastni FeSeni BP bude spoéivat ve vypracovani
literarniho prehledu se vztahem k feSené problematice - zmapovani metod hodnoceni anti-
bakterialni aktivity piirodnich ldtek a podminek kultivace zvolenych bakterialnich organismi.
V experimentdlni ¢4sti bude modelové hodnocena vhodnost riznych podminek kultivace na
zvolené modelové bakteridlni patogeny a bude optimalizovdn postup uréeni koncentrace bak-
teridlni suspenze. Z metod hodnoceni antibakteridlni aktivity bude pozornost soustiedéna
predeviim na optimalizaci tzv. resazurinového testu a testu zaloZeném na méfeni optické den-
zity bakteridlni suspenze v pfitomnosti konkrétni Gfinné litky. Optimalizace téchto metod
bude spoéivat v hodnoceni vhodnosti sloZeni reakéni smési, koncentrace jednotlivych slo-
Zek reakéni smési a Casovych intervald hodnoceni bakteridlniho ristu u jednotlivych druhi
bakterii. Ziskané vysledky budou statisticky vyhodnoceny a zpracovany vypocetni technikou
do podoby fotodokumentace, tabulek a grafii. Souéasti FeSeni prace bude diskuse ziskanych
vysledkil s dostupnymi informacemi literdrnich pramend.




Rozsah grafickych praci: 15 stran

Rozsah pracovni zpravy: 50 stran

Forma zpracovani bakalaiské prace: tisténa

Seznam odborné literatury:
SITOHY M., OSMAN A. (2010): Antimicrobial activity of native and
esterified legume proteins against Gram-negative and Gram-positive bac-
teria. Food Chemistry 120: 66-73.
SARKER S.D., NAHER L., KUMARASANY L. (2007): Microtitre plate-
based assay incorporating resazurin as an indicator of cell growth, and
its application in the in vitro antibacterial screening of phytochemicals.
Methods 42(4): 321-324.
SHARMA N., GRUSZEWSKI H.A., PARK S.-W., HOLM D.G, VI-
VANCO J.M. (2004): Purification of an patatin with antimicrobial acti-
vity against Phytophtora infestans. Plant Physiology and Biochemistry
42:647-655.
BARTA J., CURN V. (2004): Potato tuber proteins - classification, cha-
racterization, importance. Chem. Listy 98, 373-378.
NEUBAUEROVA T., MACKOVA M., MACEK T., KOUTEK B. (2009):
Kationické antimikrobidlni peptidy. Chem. Listy 103: 460-468.
Literatura ziskand na zdkladé vlastni prace s databazovymi a dal§imi in-
formaénimi systémy.

Vedouci bakalairské prace: Ing. Veronika Bartova, Ph.D.
Katedra rostlinné vyroby a agroekologie
Konzultant bakalarské préce: doc. Ing. Jan Barta, Ph.D.

Katedra rostlinné vyroby a agroekologie

Datum zadani bakalaiské prace: 18. Gnora 2011
Termin odevzdani bakalaiské prace: 30. dubna 2012

/- T LS. |+
prof. Ing. Miloslav Soch, CSc. prof. Ing. Vladislav Curn, Ph.D.
dékan vedouci katedry

V Ceskych Budéjovicich dne 18. tnora 2011



ProhlaSuji, Ze jsem svoji bakalatskou praci vypracovala samostatné pouze s pouzitim

pramenu a literatury, uvedenych v seznamu citované literatury.

Prohlasuji, Ze v souladu s § 47b zdkona ¢. 111/1998 Sb. v platném znéni,
souhlasim se zvetfejnénim své bakalarské prace a to v nezkracené podobé
elektronickou cestou ve verejné pristupné ¢asti databaze STAG provozované

Jihogeskou univerzitou v Ceskych Budg&jovicich na jejich internetovych strankéch.

2. dUBNA 2002



Podékovani:

Na tomto misté bych rada pod€kovala vedouci mé bakalarské prace Ing. Veronice
Béartové, PhD. a doc. Ing. Janu Bartovi, PhD. za odborné rady a doporuceni pfi psani
této prace. Déle také Ing. Andree Kamenové a Ing. Adéle Brabcové za odborné vedeni a

pomoc V experimentalni ¢asti prace.



Abstrakt

Tato prace pojednava o optimalizaci postupti hodnoceni antibakterialni aktivity
ucinnych latek vac¢i  bakterialnim  patogenim  Pectobacterium  carotovorum,
Pseudomonas syringae pv. tomati a Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis.
Literarni reSerSe se zabyva proteiny hliz brambor, pfedevsim proteiny S antibakteridlni
aktivitou, dale je uveden stru¢ny pichled mechanismi G¢inku rostlinného obranného
systému vic¢i patogennim mikroorganismim a ucinku antimikrobidlnich latek na
bakterialni patogeny. Experimentalni ¢ast prace se zabyva optimalizaci metody
stanoveni titru bakterii pomoci McFarlandovych standardd, stanoveni koncentrace
bakteridlni suspenze pomoci MPN metody a hodnocenim antibakteridlni uc¢innosti
vybrané skupiny aktivnich latek pomoci resazurinového testu. Bylo zjisténo, ze
v souvislosti s rostouci optickou densitou méfenou spektrometrem pii 620 nm roste
zarovenn 1 koncentrace bakteridlni suspenze (CFU/ml). U pouzitych proteinit hliz
brambor odrid Bella a Westamyl byla pomoci metody SDS-PAGE identifikovana
skupina bilkovin patatinového komplexu a skupina inhibitorti proteas, u kterych doslo
vlivem esterifikace methylaci v posunu molekulové hmotnosti. Antimikrobialni aktivita
téchto proteinti byla ovéfena v resazurinovém testu, kde byla zjisténa inhibi¢ni
schopnost modifikovanych hlizovych proteini odrid Bella a Westamyl ve

vyssich koncentracich (10 mg/ml) vici bakterii Pseudomanas syringae pv. tomati.

Klicova slova: patatin, antimikrobidlni proteiny, inhibitory protedz, bakteridlni rist,

proteiny hliz brambor, obranny mechanismus rostliny



Abstract

The bachelor thesis deals with optimalization of selected methods (e.g. evaluation of
bacterial suspension concentration, Resazurin antibacterial assay) needed for evaluation
of active substances antibacterial activity against pathogens Pectobacterium
carotovorum, Pseudomonas syringae and Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis. Literature review contains information about potato tubers proteins,
especially proteins with antibacterial activities, as well as a brief overview of
mechanisms of action of plant defense system against pathogenic microorganisms and
the effect of antimicrobial substances on bacterial pathogens. The experimental part
deals with optimalization of methods needed for evaluation of antibacterial activities of
selected substances. Optimized were methods of McFarland Turbidity Standards, Most-
probable number method and Resazurin antibacterial assay. It was found that increase
of optical density, measured by spectrometer at 620 nm, is in direct correlation with
increase of bacterial suspension concentration (CFU/mI). It was identified proteins of
patatin complex and protease inhibitors by using SDS-PAGE method to evaluated
potato tuber proteins of variety Bella and Westamyl and also changes of molar mass of
the patatin proteins in relation of their modification were evaluated. Antimicrobial
activity of these proteins was verified by resazurin antibacterial assay and ability of
modified proteins of cultivars Bella and Westamyl in higher concentration (10 mg/ml)
to inhibit growth of bacteria Pseudomonas syringae.

Key words: patatin, antimicrobial peptide, protease inhibitors, bacterial growth, potato

tuber proteins, plant defense mechanism
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UVOD
V soucasné dob¢ se ¢im dal tim castéji fesi otdzka rezistence mikroorgasnimi na
antibiotika. Je tedy snaha hledat dalsi a dalsi nové latky, které by vykazovaly antimikrobialni

aktivitu. Pozornost je nyni soustfedéna i na hlizy bramboru (Solanum tuberosum L.), ve

kterych se prokazala ptitomnost n¢kolika typti antimikrobialnich latek.

Literarni reSerSe bakalatské prace se zabyva obrannou reakci rostliny na ptitomnost
fytopatogena, dale antimikrobialnimi latkami, a to jejich obecnou charakteristikou, jejich
mechanismem u¢inku a stejné tak 1 pritomnosti u jednotlivych organismu, zejména bramboru

hliznatého (Solanum tuberosum L.), kterému je vénovana nejvétsi ¢ast prace.

Experimentalni ¢ast prace se zabyva nékterymi metodami hodnoceni antimikrobialni
aktivity ucinnych latek (vybrané proteiny, peptidy hliz brambor, komeréné¢ dostupna
antibiotika) vu¢i bakterialnim patogenim Pectobacterium carotovorum, Pseudomonas
syringae a Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis. Vzhledem k rozsahu prace je
pozornost soustiedéna na 3 metody, jejichz optimalizace je stéZejni pro zavedeni
standardizovaného postupu hodnoceni antimikrobialni aktivity hlizovych proteint. Z tohoto
divody byly optimalizovany metody stanoveni titru bakterii pomoci McFarlandovych
standardii a stanoveni koncentrace bakteridlni suspenze pomoci MPN metody. Vlastni

hodnoceni antimikrobialni aktivity bylo uskute¢néno s vyuzitim tzv. resazurinového testu.
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1 LITERARNI RESERSE

1.1 Rostlina a stresové reakce
Vzhledem Kk piisedlému zpusobu zivota rostlin je problematika stresu u rostlin

mnohem komplikovanéjsi nez ve fyziologii zivocichu, protoze rostliny nemohou uniknout
pfed plisobenim stresorti a je zde i mnohem vét§i mezidruhova variabilita 1 heterogenita
vnitiniho prostiedi (bun€k, pletiv). Prinik stresovych faktorq, at’ uz fyzikalné-chemickych ¢i
biotickych, do vnitiniho prostiedi rostlin riznych druhi se uskute¢iiuje nestejné snadno,
predevsim dusledkem rizné vyvinutych ochrannych struktur jako je kutikula na listech nebo

vyrazna impregnace bun&énych stén (PROCHAZKA et al. 1998).

Bezprostiedné po zacatku puisobeni stresového faktoru, ktery je ¢asto omezen jen na
cast rostliny (listy nebo koteny), dochéazi k naruSeni bunéénych struktur a funkei (poplachova
faze). V ptipad¢, Ze intenzita plsobeni stresoru nepiekracuje letdlni uroven, dochazi
k mobilizaci kompenzaénich mechanismi (restituéni faze), jejichz cilem je zvySeni odolnosti
rostliny vi¢i pasobicim faktoriim (faze rezistence). Pii dlouhodobém a intenzivnim plsobeni
stresového faktoru mize byt vystiidana dalsim poklesem odolnosti rostliny vi¢i ptisobicim
faktorim (faze vycerpani). Lokalni stresova reakce mize druhotné zpusobovat stres i

v ostatnich organech (PROCHAZKA et al. 1998).

ZvySeni odolnosti a opétovné ustaveni homeostdze i za dlouhodobého plisobeni
stresortl je dosazeno Casto jen za cenu jistych dodateénych energetickych nakladi, predev§im

na syntézu specifickych metabolith (PROCHAZKA et al. 1998).

Zda dojde k infekci po inokulaci potencionalnim infekénim agens, zalezi ale na mnoha
okolnostech. Rozhodujicimi faktory jsou predevs§im infektibilita rostliny (stav rostliny, ktery
ji uzpisobuje k tomu, aby byla infikovatelnd urcitym infekénim agens) a infek&nost

mikroorganismu (KUDELA et al. 1989).

1.1.1. Kontakt rostliny s fytopatogenem
Mezi rostlinami a fytopatogeny se vytvofili v pribéhu evoluce vzajemné spletité

vztahy. Existuji pary (rostlina — fytopatogen), kde nachylnost a rezistence jsou siln€ zavislé na
vnéjSich podminkéach prostiedi, a nebo vnéjsi podminky prostiedi az na extrémni ptipady
nemaji vliv na vysledek téchto interakci. Obranna reakci rostlin neni centralizovanym
systétmem k rozpoznani a eliminaci potencionalnich patogenl. Jednd se o lokalizovanou
reakci na infekci, ktera je urCovana reakcemi nékolika bunék bezprostiedné po kontaktu

rostliny a fytopatogena (KUDELA et al. 1989).
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Penetrace a pocateCni vyvoj patogena se v rezistentnich a nachylnych pletivech
podstatné nelisi. Fytopatogen je rozpoznan rostlinou jako ,,cizi“ a obranny systém rostliny
aktivuje existujici nebo noveé vytvorené cesty vedouci k rezistenci. Chemické signaly
patogena se nazyvaji elicitory (KUDELA et al. 1989) a jsou uvoliiovany pii pocate¢ni
interakci buiikky s patogenem a identifikovdny vhodnym receptorem hostitelské bunky

(PROCHAZKA et al. 1998).

Elicitory Casto ovliviiuji nepifimo genovou aktivitu pomoci pienaSect signélu, tzv.
druhy posel. Elicitory mohou byt jednak nékteré metabolity vyluCované patogeny (exogenni
elicitory, napi. nékteré polysacharidy, specifické enzymy a peptidy), slou¢eniny uvolnujici se
Z naruSovanych bunécnych stén obou organismi (endogenni elicitory, napf. oligomery
chitinu, oligoglukany a glykoproteiny uvolfiované hydrolyzou bunétné stény patogennich hub
&i oligogalakturonany uvoliiované z bundéné stény napadené buiiky) (PROCHAZKA et al.
1998).

Poskozeni rostliny nemusi byt pfimo imérné koncentraci patogena v hostitelskych
pletivech. Invaze patogena v rostliné vede k naruSeni normalnich fyziologickych procest,
disledkem toho je onemocnéni rostliny. Projevem patogennich procesu v rostliné je vznik
symptomu (viditelnych piiznaki nebo jinak zjisténych abnormalit vzniklych nasledkem

choroby) (KUDELA et al. 1989).

1.1.2. Metabolismus infikovanych rostlin
Vznik infekce a vyvoj symptomu choroby je odrazem urcitého potadi metabolickych

pochodil zapocatych kontaktem hostitele a patogena. Toto potfadi metabolickych pochodi je
pro kazdou dvojici hostitel — patogen charakteristické. Napadeni rostliny fytopatogennimi
mikroorganismy ma za nasledek zatizeni energetického metabolismu rostliny, ktery musi kryt
zvySenou energetickou potfebu (napadené i1 okolni buniky vynakladaji zvySenou energii na

,normalizaci“ svych funkci narugovanych patogenem) (KUDELA et al. 1989).

Zvyseny metabolismus rostlinnych bunék po napadeni patogenem je spojeny se
zménami permeability bunéénych membran. V disledku téchto zmén v permeabilité
membran, dochézi také ke zméndm v kompartmentaci latek, koncentraci substratu, kofaktort
a stimulatord, inhibitorQ, atd. a vyrazn¢ roste aktivita enzymi Gc¢astnicich se na katabolismu
sacharidli, metabolismu aminokyselin, syntéze aromatickych latek, oxida¢né redukénich a

hydrolytickych procesech (KUDELA et al. 1989).
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Produktem transla¢niho procesu jsou bilkoviny. Kvalitativni 1 kvantitativni zmény
bilkovin, resp. enzymi, jsou projevem ¢innosti gent, fidicich metabolickou aktivitu buiiky za

riiznych podminek (vliv prostfedi, poranéni, infekce, atd.) (KUDELA et al. 1989).

1.1.3. Chemické slouc¢eniny majici podil na obrannych reakcich rostliny
Vlastni obranna reakce zahrnuje tvorbu specifickych stresovych proteinti a syntézu a

hromadéni chemicky jednodussich slou¢enin s vyraznym antibiotickym uc¢inkem (fytonciny
neboli inhibitiny), kterymi jsou napi. flavonoidy, terpenoidy, fenolické latky a alkaloidy.
(PROCHAZKA et al. 1998).

1.1.3.1. Fytoalexiny
Fytoalexiny se za¢nou se v bunkach rostliny vytvafet az po napadeni patogenem.

V soucasné dobé je znamo vice nez 300 fytoalexini, patfici mezi velmi riznorodé typy
slou¢enin. Fytoalexiny maji vysoce toxické ucinky jiz v koncentracich 10° az 10 mol/l

predev§im na patogenni houby, méné pak na bakterie (PROCHAZKA et al. 1998).

Obrannou reakei rostlin je také rychlé zvyseni tvorby polysacharidu kalozy (1,3-D-
glukan), ktery pak vyplnuje bunky v okoli infikovaného mista. Kal6za je velmi odolna vici

houbovym hydrolazam (PROCHAZKA et al. 1998).

PredevSim patogenni houby disponuji celou fadou velmi ucinnych lytickych
exoenzymil.Uspé&snost silné virulentnich kmenti hub spo¢iva jednak v mimoiadné rychlém
ristu hyf, jednak v tvorbé specifickych latek (supresortt), které potlacuji tvorbu stresovych

proteint a ostatnich ochrannych metaboliti. (PROCHAZKA et al. 1998).

1.1.3.2. Riistové latky indolového typu
U bakterialnich chorob byl zaznamenan vyrazny nértst koncentrace kyseliny indolyl-

3-octové (angl. Indole Acetic Acid — IAA) v infikovanych pletivech, napf. u tabaku
infikovaného bakteriemi Pseudomonas solanacearum, kde koncentrace 1AA v infikovanych
pletivech vzroste az stonasobné. Pfedpoklada se tedy, Ze koncentrace IAA v pletivech
infikovanych rostlin mé dileZitou ulohu pii mobilizaci a transportu metaboliti potiebnych pro
rist a vyvoj parazita. Casto se také stavé, Zze IAA je produkovana samotnym parazitem. Casto
silna aktivace metabolismu rostliny v morbidni fazi choroby je doprovadzena zvySenym
obsahem IAA. To nasledné¢ vedlo k formulaci hypotézy, ze zvysend koncentrace IAA
Vv infikovanych rostlinnych pletivech zvysuje nachylnost, zatimco, zvysené odbouravani IAA,

jakoZ i antiauxiny zvysuji rezistenci k fytopatogennim houbam (KUDELA et al. 1989).
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1.1.3.3. Inhibitory enzymu vylu¢ovanych patogeny
Mnohé fytopatogenni houby a bakterie vylucuji do hostitelskych pletiv rizné

hydrolytické enzymy, které Casto difunduji do mist, kam samotny patogen jesté nepronikl.
Tyto enzymy S§tépi makromolekuldrni slozky hostitelskych bun¢k na nizkomolekularni
derivaty a narusuji tak bunééné membrany. Piedpokladéd se, ze hydrolytické enzymy jsou

diileZité pro zabezpeleni nutriénich potieb patogena (KUDELA et al. 1989).

K inhibitorim enzymt patii fenolick¢ slouceniny a taniny. Volné radikaly
oxidovanych enzymu ptisobi jako nespecifické inhibitory celé fady enzymii. Mens$i pozornost
se dosud vénovala inhibitorim proteinové povahy. Protein fungujici jako inhibitor je schopen
totaln€ a selektivné inhibovat polygalakturondzy rliznych hub a pfitom ostatni glykosidazy
neovliviiovat (KUDELA et al. 1989; HEITEFUSS, WILLIAMS 1976; HORSFALL,
COWLING 1980).

1.1.3.4. Enzymy lyzujici patogeny
Enzymy lyzujici patogeny (hydrolyzované lysozomalni enzymy) si rostlina uchovava

ve zvlastnich vakuolach v cytoplazmé, tzv. lysozomech ¢i sférozomech. Tyto enzymy se
v priibéhu patogeneze uvoliuji do cytoplazmy a mezibunéénych prostor (KUDELA et al.
1989; HORSFALL, COWLING 1980). Predpoklada se, Ze lysozomalni enzymy se mohou
podilet na hypersenzitivnich reakcich, které maji Glohu v rezistenci rostlin (KUDELA et al.
1989).

B -(1,3) - glukanaza a chitindza lyzuje glukanové a chitinové slozky nemelanizovanych
bunécnych stén houbovych patogeni. To mize mit n€kdy za nasledek ozdraveni infikovanych

rostlin (KUDELA et al. 1989; HORSFALL, COWLING 1980).

Rostliny produkuji také proteolytické enzymy, které by se mohly podilet na inaktivaci
vird. Protedzy schopné degradovat proteinovy obal X-viru bramboru byly zjistény napf.
v surové rostlinné §tavé (KUDELA et al. 1989)

1.1.3.5. Proteiny indukované patogeny
Proteiny indukované patogeny (angl. Pathogenesis-related proteins — PR proteins)

tvofi pocetnou a rtiznorodou skupinu, ktera je dale délena na podskupiny podle velikosti a
podle ptevazujicich funkci. V této skupiné se nachdzeji i proteiny se specifickymi
antimikrobialnimi 0Cinky. Témi jsou zejména enzymy chitinaza a glukanaza, které jsou
schopny hydrolyzovat bunéénou sténu patogenti a pfitom produkovat elicitory dalSich

obrannych reakci. Fungicidni u¢inky maji proteiny, které inaktivuji ribozomy. Zvlastni
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skupinou obrannych proteint jsou tioniny. Tioniny lze nalézt velmi rychle po kontaktu buiky
S patogenem V bunécné stén€, protoze plsobi na Siroké spektrum patogent, pravdépodobné

tim, Ze vytvaii pory v jejich membranach (PROCHAZKA et al. 1998).
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1.2. Antimikrobialni proteiny
1.2.1. Obecna charakteristika antimikrobialnich proteini

Antimikrobidlni proteiny a peptidy (angl. Antimicrobial Proteins; AMPS) rostlin jsou
specifické stresové proteiny, které maji schopnost omezovat az zcela inhibovat rast
mikroorganismti (BARTOVA et al. 2012; NEUBAUEROVA et al. 2009). Vétsina AMPs
byla identifikovana jako peptidy o malé¢ az velmi malé molekulové hmotnosti, s bohatym
zastoupenim cysteinu ve své struktuie (BARTOVA et al. 2012; BROEKAERT et al. 1997).
Jsou to malé, geny kdédované proteiny majici Siroké spektrum aktivity vic¢i gramnegativnim a
grampozitivnim bakteriim, houbam a mykobakteriim (JIN et al. 2008; ZASLOFF 2002) a
protozoim (DOLEZILKOVA et al. 2011). Viechny antimikrobialni proteiny maji schopnost
tvofit amfipatickou nebo amfifilni konformaci, kterd je charakteristicka periodicky se
opakujicimi useky, ve kterych se stfidaji hydrofobni a hydrofilni domény. Schopnost zaujimat
amfipatickou konformaci je Casto indukovéana interakci s cytoplazmatickou membranou
(DOLEZILKOVA et al. 2011; ROTEM & MOR 2009). Téméf viechny antimikrobialni
proteiny tvoii pifi vazbé na membranu amfipatické struktury, casto a-helix

(NEUBAUEROVA et al. 2009; BULET et al. 2004).

Skupina antimikrobidlnich proteint zahrnuje ptes 1 000 zéstupct a jsou slozkou prvni
obranné linie proti infekénim mikroorganismim (DOLEZILKOVA et al. 2011; BECHINGER
& LOHNER 2006). Mimo proteinti izolovanych z pfirodnich zdroji bylo syntetizovano
nékolik tisic syntetickych variant (DOLEZILKOVA et al. 2011; BLONDELLE & LOHNER
2000).

1.2.2. Mechanismus ucinku a ptisobeni antimikrobialnich proteini
Existuje velké mnozstvi antimikrobidlnich latek a také nékolik mechanismu G¢inku,

avsak vzdy ptisobi néjaky zptisobem na zménu v syntéze makromolekul buiiky. Mechanismy
ucinku jsou zaloZeny na zméndch v syntéze bilkovin, syntéze nukleovych kyselin, syntéze
bunécné stény, inhibici metabolickych drah nebo alteraci selektivni permeability bunééné
membrany. Vzhledem k tomu, Ze tyto zmény jsou do urCité miry omezené, je zde vysoké
riziko rezistence vaci latkdm je zplisobujici, tedy antibiotika, coz je velkym problémem

soucasnosti (BEDNAR et al. 1996).

K plsobeni antimikrobidlnich proteinli je zapotiebi jejich pfiblizeni a interakce
s membranou buiiky. Pfi¢inou migrace antimikrobialnich proteinli k membrané bunky jsou

elektrostatické interakce a membranovy potencidl. Poté mulZe nastat nckolik moznosti
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naruseni bunééné membrany, jako je fatalni depolarizace membrany, vytvareni selektivnich
kanald se ztratou bunéného obsahu, aktivace destrukénich procest buiiky (aktivace hydrolaz
bunééné stény, narueni funkce membrany translokaci lipidi (NEUBAUEROVA et al. 2009).
Po naruseni membrany bunéfné stény muze dojit k priniku nékterych proteinti az

k intramolekularnimu cili (NEUBAUEROVA et al. 2009; ZASLOFF 2002).

Vsechny antimikrobidlni proteiny interaguji s membranami a lze je rozdé€lit do dvou

skupin (DOLEZILKOVA et al. 2011):

1) Proteiny rozkladajici membranu

2) Ostatni

Mechanismus G¢inku zodpovédny za usmrceni bakterii a minimalni efektivni koncentrace

se li§i u riznych proteint i bakterii (DOLEZILKOVA et al. 2011; FRIEDRICH et al. 2000).

1.2.3. Mechanismus piisobeni u gramnegativnich bakterii
Mechanismus ptsobeni U gramnegativnich bakterii je zatim nejlépe popsan. Interakce

proteinu s bakterialni membranou spociva v elektrostatickych interakcich mezi kationickym
proteinem a anionickou vrstvou lipidi ve vn&j§i vrstvé membrany, coz vede K rozruseni
membrany. Kationické proteiny maji vétsi afinitu k lipopolysacharidim (LPS) ve vnéjsi
vrstvé membrany gramnegativnich bakterii nez k pfitomnym dvoumocnym kationtim Mg2+ a
Ca’* (DOLEZILKOVA et al. 2011; HANCOCK & CHAPPLE 1999). Kationické proteiny
vytlaci tyto kationty od negativné nabitych LPS, coZ ma za nasledek lokalni destabilizaci ve
vnéj§i membrané. To podporuje tvorbu destabilizovanych oblasti, ptes které se protein
dostane vnéj$i membranou, Vv procesu oznacovaném jako ,,vneseni® do buiiky podporované
samotnym peptidem (DOLEZILKOVA et al. 2011; EPAND & VOGEL 1999). Nasledné je
mozny piistup k cytoplazmatické membran€ a proteiny interaguji s vnéjS$i vrstvou

cytoplazmatické membrany (DOLEZILKOVA et al. 2011).

1.2.4. PoruSeni bunééné membrany
K naruSeni integrity bunéné membrany dochazi zejména proteiny ze skupiny a-

helikalnich proteind. Vznik iontov€é selektivnich kandll muize zplsobit ztratu
transmembranového potencidlu s naslednou ztratou energetické funkce biomembrany.
Vétsimi ,,dirami® v membran¢ mize bunka ztratit zivotné dilezité latky a nasledkem je jeji
zanik (NEUBAUEROVA et al. 2009), ktery u nejaktivnéjsich peptidti nastava do 5 minut
(DOLEZILKOVA et al. 2011; FRIEDRICH et al. 1999).
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Nekteré kationické antimikrobidlni peptidy inhibovaly replikaci obalenych virt (virus
chiipky A, virus vestikularni stomatitidy a virus lidské imunodeficience (HIV-1). Kationické
peptidy mohou vykazovat protirakovinovou aktivitu nebo podporovat hojeni
(DOLEZILKOVA et al. 2011), pusobi také jako efektory vnitini imunitni odpovédi
(DOLEZILKOVA et al. 2011; YEAMAN & YOUNT et al. 2003).

1.2.5. Vyskyt antimikrobialnich proteini
U mnohobunéénych organismii se antimikrobialni proteiny nazyvaji eukaryociny a

jsou velmi specifické svym pusobenim. Eukaryociny byly objeveny prakticky u kazdého
mnohobunééného organismu (LORENC 2011; SHAND & LEYVA 2008).

1.2.5.1. Vyskyt antimikrobialnich proteini u hub
Houby se ve svém pfirodnim prostfedi musi branit puisobeni mikroorganismu.

Obsahuji proto antimikrobialni latky rizné u¢innosti (KALAC 2008). Majoritnimi houbami,
co se antimikrobialni aktivity tyce, jsou houby vlaknité, rodu Penicillium, konkrétné
Penicillium notatum, ze kterého poprvé Alexander Fleming v roce 1939 vyizoloval penicilin,
dnes znamé antibiotikum. Je zde snaha o rozsahlejsi vyzkum antimikrobidlnich latek hub a

jejich vyuziti.

Z méné& znamych hub (KALAC 2008) uvadi napt. houbu lesklokorku lesklou, u jejiz nékolika
latek byla ovéfena jeji ucinnost vuci virim vyvolavajicim chiipku typu A, opary ¢i AIDS.
Také fenolové slozky hub, vyznamné antioxidanty dokazou potlacit né&které zdravotné
problematické bakterie. Z evropskych druhti hub to bylo prokazano u ryzce pravého, losaku

jeleniho a ¢irtivky havelky (KALAC 2008; BARROS et al., 2007).

1.2.5.2. Vyskyt antimikrobialnich proteint u Zivo¢ichi
Zivocichové jsou denné vystavovani velkému mnoZstvi potenciondlnich patogentl.

Nakazit se mohou piimym kontaktem, pfijimanim potravy nebo inhalaci. Schopnost ubranit se
infekci zavisi na vrozenych mechanismech imunitni obrany, tedy i na pulsobeni

antimikrobialnich peptidi (LORENC 2011, HANCOCK & SCOTT 2000).
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Tab. 1: Vybrané antimikrobialni proteiny a jejich zastoupeni u zivo¢ichu

Prevzato z LORENC (2011); upraveno podle ANDREU & RIVAS (1998)

Nazev peptidu Vyskyt
Andropin Octomilka (Drosophila melanogaster)
Bombolitin Cmelak (Megabombus pensilvanicus)
Cecropin PI Prase (Sus scrofa)
CRAMP Mys (Mus musculus)
FALL-39 Clovék (Hommo sapiens)
Misgurin Piskot (Misgurnus anguillicaudatus)

Seminalplasmin

Skot (Bos taurus)

Prophenin Prase (Sus scrofa)

Lebocin | Bourec (Bombyx mori)
Esculentin Skokan (Rana esculenta)
Thanatin Plostice (Podisus maculiventris)
Styelin Sumka (Styela clava)

Magainin | Drapatka (Xenopus laevis)

1.2.5.3. Vyskyt antimikrobidlnich proteint u rostlin
Rostliny produkuji nékolik typl proteinli zprostiedkovavajicich obranu rostlin vici

patogenum (JIN et al. 2008; YE et al. 1999; POUVREAU et al. 2003). Nejrozsifenéjsimi jsou
fenolické latky (aromatické aminokyseliny, ligniny, lignany, flavonoidy a fenolické
glykosidy), saponiny, nesaturované laktony a sirné slou¢eniny. Mnohé z nich se v rostlinach
vyskytuji ve zdravém a inaktivnim stavu. Tyto latky se aktivuji riznymi hydrolytickymi nebo
oxidatnimi reakcemi po poSkozeni membran bunénych organel a nasledné

dekompartmentaci (PROCHAZKA et al. 1998).

Tyto antimikrobidlni proteiny byly zjiStény u velkého mnoZstvi druht zemédélskych
plodin a jsou davodem rezistence nékterych rostlin  k onemocnéni zplsobenym
mikroorganismy. V rostlin¢, v pribéhu napadeni rostliny patogenem jsou antimikrobidlni
proteiny ve velké mife exprimovany, jak lokalné, tak systematicky v celé rostling. V dusledku
toho se predpoklada jejich tloha v obranném mechanismu rostliny (KIM et al. 2009;
GLAZEBROOK 1999).
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1.3. Vybrané antimikrobialni proteiny rostlin
1.3.1. Napiny

Napiny (angl. napins) jsou 1:1 disulfidy spojené komplexy s mensi (cca 4 kDa)
podjednotkou a vétsi (cca 10 kDa) podjednotkou. Heterodimericky 11 kDa polypeptid
podobny napinu byl izolovan ze semen bilého ¢inského zeli (Brassica chinensis cv. Dwarf). U
napinu byla nalezena antimikrobialni aktivita vici (Pseudomonas aeruginosia, Bacillus
subtilis, Bacillus cereus a Bacillus megaterium (KIM et al. 2009; NGAI & NG 2004).

1.3.2. Proteiny pienosu lipidi
Proteiny ptenosu lipida (angl. lipid-transfer proteins — LTPS) jsou velké 8-9 kDa a

zajistuji prenos fosfolipidi mezi membranami. Proteiny jsou stabilizovany cCtyimi
disulfidickymi mustky a vytvareji centralni dutinu v podob¢ jakéhosi tunelu. Proteiny jsou
aktivni vici fadé bakterii a hub. Mechanismus t¢inku neni znam (HERMANOVA et al. 2006;
PARK et al. 2002). Hypotézy tvrdi, ze LTPs maji schopnost zaélenit se do bunééné
membrany hub tak, ze centrdlni hydrofobni dutina vytvoii pdry, které umozni odliv
intracelularnich iontd, coz v kone¢ném duasledku zplsobi smrt buiikky. Vztah mezi timto
Gginkem a funkci pfenosu lipidi neni objasnény (HERMANOVA et al. 20086;
SELITRENNIKOFF 2001). Tento protein byl izolovan napf. z je¢mene (KIM et al. 2009).
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1.4. Proteiny hliz bramboru (Solanum tuberosum L.)
1.4.1. Obecna charakteristika bilkovin hliz Solanum tuberosum L.

Bilkoviny hliz bramboru (Solanum tuberosum L.) jsou dnes intenzivné zkoumany na
pfitomnost antimikrobidlnich latek bilkovinné povahy. Majoritnim proteinem hliz brambor

s antimikrobialni aktivitou je patatin (BARTA & CURN 2004).

Hliza bramboru obsahuje v priméru néco kolem 1 % bilkovin v Cerstvé hmoté.
V su$iné to ¢inni objem kolem 4,5 %. Ze skupiny dusikatych latek, které hliza bramboru
obsahuje, ptedstavuji z nich asi 50 % bilkoviny a dal$ich 50 % ptipada na dusikaté latky
nebilkovinné povahy (BARTA & BARTOVA 2007). P¥i 50 % zastoupeni v obsahu
celkovych dusikatych latek jsou nebilkovinné dusikaté latky ¢lenény na volné aminokyseliny
(15 %), amidy asparagin a glutamin (23 %) a ostatni dusikaté latky (12 %) (BARTA & CURN
2004).

Zastoupeni bilkovin se 1i§i hlavné v zavislosti na genotypu bramboru a abiotickych
podminkéch prostiedi (BARTA & CURN 2004). Vliv ma také velikost hlizy. Cim je mensi,
tim vy$3i je obsah dusikatych latek (BARTA & BARTOVA 2007).

1.4.2. Klasifikace hlizové bilkoviny Solanum tuberosum L.
Existuje  mnoho nazori na rozdé€leni hlizovych bilkovin bramboru. Star§imi

technikami se casto délily podle rozpustnosti na jednotlivé frakce — albuminovou,
globulinovou, prolaminovou a glutelinovou (BARTA & CURN 2004). Napiiklad BARTA &
BARTOVA (2007) uvadgji, ze globulinové frakce tvofené proteinem tuberinem tvoii asi 70
%, zatimco frakce albuminové zastoupené tuberininem kolem 30%. Jini autofi se domnivaji,
7e je zastoupeni jiné. BARTA & BARTOVA (2007); LINDNER et al.(1960) uvadgji, ze
zastoupeni albumint je 50 %, globulinli 26 % a zbytek se zastoupenim 22 % je tvofen
prolaminovymi a glutelinovymi frakcemi. BARTA & BARTOVA (2007) a SEIBLES (1979)

uvadéji zastoupeni albuminové frakce 75 % a frakce globulinové 25 %.

Koncem Sedesatych let zacaly byt preferované elektroforetické a chromatografické
techniky, které umoziuji tfidéni molekul na zéklad€ jejich molekulové hmotnosti. Na zakladé

toho ¢leni BARTA & CURN (2004) hlizové bilkoviny na tii hlavni skupiny:

1) patatin neboli patatinovy komplex ¢i rodina patatinovych bilkovin
2) bramborové inhibitory protedz

3) ostatni bilkoviny, hlavné bilkoviny s enzymovou ucasti na syntéze skrobu
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1.4.3. Patatinovy komplex
14.3.1. Obecna charakteristika patatinového komplexu

Patatin je trivialni oznaéeni, kterym byla tato bilkovina nazvana v roce 1980, kdy byla
skupina (rodina) patatinovych bilkovin poprvé izolovana pomoci iontovyménné a afinitni
chromatografie (BARTA & BARTOVA 2007; RACUSEN & FOOTE 1980). Izolace a
Gasteéna charakterizace patatinovych bilkovin probéhla jiz diive (BARTA & BARTOVA
2007; GALLIARD 1971; DENNIS & GALLIARD 1974), avSak bez zarazeni zkoumanych
enzymi k bilkovindm patatinového komplexu (BARTA & BARTOVA, 2007). Starsi
publikace predstavuji patatinovy komplex jako skupinu imunologicky shodnych
glykoproteini s ptivodné zjisténou molekulovou hmotnosti v rozsahu od 40 000 do 45 000 Da
a prokazanou lipid acyl hydrolazovou aktivitou (BARTA & BARTOVA 2007; DENNIS &
GALLIARD 1974; LEE et al. 1983). Pozd¢ji se zjistilo, ze patatin je zfejmé ,,in vivo™
syntetizovan jako ,,vét$i“ prekurzor s molekulovou hmotnosti 43 kDa a nasledné ,,upravovan*
od3tépenim signalniho peptidu tvofeného 23 aminokyselinami (BARTA & BARTOVA 2007;
MIGNERY et al. 1984). Nov¢jsi publikace uvadéji molekulovou hmotnost téchto bilkovin
v rozmezi 40 - 43 kDa (BARTA & BARTOVA 2007; ROSAHL et al. 1986; POTS 1999).
Hodnota isoelektrického bodu bilkovin patatinového komplexu je v rozmezi pH 4,6 az 5,2
(BARTA & BARTOVA 2007; POTS 1999). V nativnim stavu je patatin cylindrického tvaru o
priméru 5 nm a délce 9,8 nm (BARTA & BARTOVA 2007; POTS 1999).

Bilkoviny patatinového komplexu tvoii 20 — 40 % rozpustnych bilkovin
bramborovych hliz (BARTA & BARTOVA 2007; MACRAE et al. 1998), BARTA &
BARTOVA (2007); POTS (1999) uvadgji podil rozpustnych bilkovin bramborovych hliz az
60 %.

1.4.3.2. Uloha patatinu v Solanum tuberosum L.
Patatin se vyskytuje v hlizach brambor, kde je lokalizovan v centralnich vakuolach

parenchymatickych bunék (BARTA & BARTOVA 2007, SONNEWALD et al. 1989).
V hlizach bramboru je patatin vysoce zastoupen (BARTA & BARTOVA 2007; ROSAHL et
al. 1986) a vzhledem ke specifické enzymatické aktivité bilkovin patatinového komplexu byla
vyslovena hypotéza, e zasobni funkce neni jedinou funkci této bilkoviny (BARTA &
BARTOVA 2007; SENDA et al. 1996; TONON et al. 2001; PEYER et al. 2004; BARTA &
CURN 2004). Teorie zasobni funkce patatinu je podpofena i faktem, Ze pokud hlizy
bramboru déle skladujeme, sniZuje se obsah patatinovych bilkovin. To samé se dé&je i

nasledkem kliceni (BARTA & CURN 2004).
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Hromadéni patatinu v rostlin€ nastava jen za urcitych podminek. Je ovlivnéno
fotoperiodou, kdy je pro tvorbu patatinu potieba konkrétnich podminek, které jsou naptiklad
pfitomny pii samotném vzniku hlizy. Jeho hromadéni v rostlinnych castech (hlizy, stonek,
listy) je také potlacovano ptitomnosti kyseliny giberelové. Patatin miizeme nalézt i v kofenech

rostliny, avSak asi ve stonasobné nizsi koncentraci nez v hlizdch (BANSAL 2005).

U patatinu byla zji$téna antioxida¢ni a antiradikalova aktivita (KIM et al.2009; LIU et
al.2003).

1.4.3.3. Enzymova aktivita bilkovin patatinového komplexu
U patatinu byla zji$téna tato enzymova aktivita:

1) Aktivita nespecifické lipidacylhydrolazy (LAH aktivita; EC 3.1.1)

U proteinu byla nalezena aktivita nespecifické lipidacylhydrolazy (LAH), neboli
esterazovéa aktivita pro tvorbu voskovych esteri i pro deacylaci lipidd (BARTA & CURN
2004; RACUSEN et al. 1984; RACUSEN et al. 1986). Protein se vyznaCuje vysokou
aktivitou vuc¢i fosfolipidim, monoacylglycerolim nebo p-nitrofenylovym esterim
karboxylovych kyselin (BARTA & BARTOVA 2007). Stiedni aktivitu vykazuje vici
galaktolipidiim a Zadnou vici di-acyl a tri-acyl glycerolim (BARTA & BARTOVA 2007;
ANDREWS et al. 1988). To naznaCuje mozné zapojeni patatinu v obranném mechanismu
rostliny proti patogenim, coz bylo podpofeno i zkouSkami s biologickym materialem

(HANUSOVA & CURN 2006).

Piedpoklada se, Ze odridy snizkou LAH aktivitou budou méné odolné vuci

patogentim neZ odrtdy s aktivitou LAH vy3si (BARTA & BARTOVA 2007).

Fyziologicka funkce LAH aktivity v obrané hlizy vici patogenim zahrnuje 2 mozné

teorie plisobeni:

a) Jako nasledek poskozeni bunétné stavby rostliny se v disledku LAH aktivity
patatinu uvoliuji mastné kyseliny, kter¢ jsou nésledné¢ oxidovany
lipooxiddzami. Nasledkem toho wvznikaji cytotoxicky oxidované mastné
kyseliny (BARTA & BARTOVA 2007; POTS et al. 1999).

b) Druha hypotéza je, ze LAH aktivita patatinu pusobi na patogena inhibi¢né
pfimo a naruuje tak jeho integritu bunééné stény (BARTA & BARTOVA
2007; STRICKLAND et al. 1995).
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Ani jedna z teorii v§ak nebyla piimo potvrzena (BARTA & BARTOVA 2007).

2) Aktivita cytosolové fosfolipazy A, a A; (PLA;; PLA; aktivita; EC 3.1.1.4)

Podle (BARTA & CURN 2004) n&kteii autoti (SENDA et al. 1996, HIRSCHBERG et
al. 2001) dosli k zavéru, Ze cytosolova fosfolipaza A, (PLA,; EC 3.1.1.4), katalyzujici
hydrolyzu esterové vazby mastnych kyselin v pozici sn-2 u diacylfosfolipidi ma stejné
vlastnosti (molekulova hmotnost 40 kDa, pl 4,75 a vysokd homologie N-koncové sekvence
polypeptidového fetézce) jako patatin, a povazuji tak hlizovy enzym s PLA aktivitou za
patatin. Tento enzym (patatin) ma aktivitu fosfolipazy A; (PLA;) i Az (PLA), pficemz
aktivita A; je vy$si (BARTA & BARTOVA 2007).

Vyraznd PLA, aktivita byla zaznamendna zvlaSt¢ pfi pouziti substratu
fosfatidylcholinu s linolovou kyselinou navazanou v pozici sn-2. Nizsi aktivita enzymu byla
zaznamenana pii pouziti substratu fosfatidylcholinu s kyselinou palmitovou, olejovou nebo
arachidonovou, které byly navazané v pozici sn-2. Byla také zjisténa zavislost aktivity PLA,
na pH prostfedi. Nejvyssi aktivita PLA; byla zjisténa v rozsahu hodnot pH 7,5 az 9,0. Pti
poklesu hodnoty pH pod 7,0 byla aktivita PLA; minimalni. Aktivitu fosfolipazy A, ovliviiuje
minimalni aktivita byla zjisténa u hodnot pH pod 7, coz je zejména v rostlinnych vakuolach,
zatimco nejvyssi aktivita byla mezi pH 7,5 - 9, tedy zasaditém prostiedi napt. cytosolu, kam je
enzym posilan v ptipad€ napadeni rostliny patogenem. Aktivita patatinu je také podnécovana

pfitomnosti Ca?* a vlivem proteinu kinazy (BARTA & BARTOVA 2007).

ZvySeni PLA; Vv infikovanych listech, kterému piedchdzi nahromadéni obrannych
signali odvozenych od mastnych kyselin, naznacuje, Ze pravé PLA; spousti syntézu téchto
signalti uvoliiovanim mastnych kyselin z membranovych lipidi (HANUSOVA & CURN
2006; SHEWRY 2003). Fosfolipaza A, ma tucast na signalni transdukci, kterd vyvolava
rezistentni reakci v bramborovych buiikach pii inokulaci inkompatibilni rasou houbového
patogena Phytophthora infestans nebo pfi kontaktu s elicitorem komponent stén hyf tohoto
patogena (BARTA & CURN 2004; SENDA et al. 1998). Je také zaznamenén inhibi¢ni efekt
na rust larev broukti rodu Diabrotica fosfolipazou A; krmenymi, ktery je vysvétlovan
cytotoxickou oxidaci mastnych kyselin hydrolyzovanych patatinem (BARTA & CURN 2004;
STRICKLAND et al. 1995).
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1) AKktivita -1,2 — xyloesidazy (EC 3.2.1.37)

Bilkovina s aktivitou B-1,2 — xylosidazy ma molekulovou hmotnost 39 — 40 kDa,
hodnotu pl 5,1 a optimalni pH pro jeji aktivitu je od 4 — 4,5 a teplota 50°C. N-terminalni
sekvence aminokyseliny vykazuje vysoky stupei homogenity stejné¢ jako proteiny
patatinového komplexu. Tento protein byl opét identifikovan jako patatin. B-1,2-xylosiddza
ma ziejm¢é mimo jiné i vliv na obranny systém hlizy bramboru. Na B-1,4 vazby vykazuje

velké mnozstvi xylosidaz hydrolytickou aktivitu (BARTA & BARTOVA 2007).

2) Aktivita kyselé B-1,3-glukanazy (GLU-40; EC 3.2.1.39)
Kysela B-1,3-glukanaza ma molekulovou hmotnost 40 kDa, hodnotu pl 4 - 4,5 a
vysoky stupent homogenity N-terminalni sekvence aminokyselin s bilkovinami patatinového

komplexu. Protein miizeme tedy opét oznadit za patatin (BARTA & BARTOVA 2007).

Aktivita kyselé B-1,3-glukanazy obecné piispiva k obrané rostlin proti houbovym
patogeniim hydrolyzou pB-1,3-glukanii bunéénych stén hyf (BARTA & CURN 2004;
SHEWRY et al. 1997) a spole¢né s chitinazami degraduji bunééné stény hub, které jsou
slozené ve vétsing pripadi z chitinu a B-1,3-glukandz, vazou se na né, a tim tedy potlacuji

nebo zastavuji jejich riist (BARTA & BARTOVA 2007).

1.4.4. Inhibitory proteaz

1.4.4.1. Obecna charakteristika inhibitori proteaz
Inhibitory proteaz ptedstavuji jednu ze tii skupin rozpustného proteinu v hlize

ey ee

(HANUSOVA & CURN 2006; POUVREAU, et al. 2001).

1.4.4.2. Uloha inhibitori proteaz v Solanum tuberosum L.

Inhibitory proteaz mohou V rostlinach zaujimat celou fadu odlisnych roli. Mohou
psobit jako zasobni proteiny, regulatory endogenni proteolytické aktivity (HANUSOVA &
CURN 2006; RYAN 1990) i jako soucast mnoha vyvojovych procesii véetné programované
bunééné smrti (HANUSOVA & CURN 2006; HASS et al. 1976). Ulohou inhibitorti proteaz

je kontrola proteolyzy, ktera je klicovym procesem vSech zijicich organismil, a je proto

diilezita jeji ptisna kontrola (HANUSOVA & CURN 2006; HRASKA et al. 2006).

V rostlingé piedstavuje nejdulezitéjsi oblast ¢innosti inhibitorti protedz jejich zapojeni
do obranného mechanismu rostliny. Hlizové inhibitory protedz Kunitzova typu patii

k nejvyznamnéjsi skupin€, co se antimikrobialni aktivity inhibitord protedz hliz brambor tyce
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(BARTOVA et al. 2012). K narastu zastoupeni inhibitort protedz dochazi v odpovédi na
mechanické poranéni nebo napadeni patogenem. Nartst miize byt pozorovan v okoli poranéni
(lokalni) a také v celé rostling (systematicky). Lze tedy odvodit mozné zapojeni inhibitori
protedz V obranném mechanismu rostliny (HANUSOVA & CURN 2006; LAWRENCE &
KOUNDAL 2002).

VétSina inhibitort proteaz zapojenych do obranného mechanismu rostliny jsou
serinové proteazy, méné ¢astéji pak také cysteinové proteazy (HANUSOVA & CURN 2006;
RYAN 1990). O plsobeni zbyvajicich dvou tfid inhibitorti proteaz (inhibitory aspartatovych
proteaz a inhibitory metalloprotedz) v obrannych mechanismech rostliny existuje pouze malo

informaci (HANUSOVA & CURN 2006; WU & HAARD et al. 2000).

1.4.4.3. Zastoupeni inhibitora proteaz v Solanum tuberosum L.
Bylo popsano, Ze inhibitory protedz tvoii kolem 30 % celkového proteinu hliz

brambor (HANUSOVA & CURN 2006; MELVILLE & RYAN 1972), pfesny pomér jejich
zastoupeni neni objasnén (HANUSOVA & CURN 2006). Nejvyssi zastoupeni inhibitoru
proteaz proto nalezneme vV zasobnich organech, jako jsou hlizy bramboru (Solanum
tuberosum L.). S jejich syntézou se vSak miZzeme setkat i v dalSich rostlinnych organech,
predevsim v listech. Jejich syntéza je vyvolana poskozenim rostlinné tkané dané rostliny, s
predpokladem, Ze za timto poskozeni stoji n&jaky rostlinny patogen (BARTA & CURN
2004).

1.4.4.4. Klasifikace inhibitori proteaz hliz Solanum tuberosum L.
Jedna se o mnohem vice heterogenni skupinu proteinii v porovnani s patatinem.

Jednotlivé inhibitory protedz se navzgjem 1i8§i svou molekulovou hmotnosti,
aminokyselinovym slozenim, pl, a také inhibiéni aktivitou (HANUSOVA & CURN 2006;
POUVREAU et al. 2001).

Déleni inhibitord hliz brambor (Solanum tuberosum L.) do podtiid se 1isi podle
jednotlivych autord. Pfirozené se vyskytujici inhibitory protedz jsou primarné klasifikovany
na zaklad& typu, popf. typu enzymd, které inhibuji (HANUSOVA & CURN 2006; RYAN
1990). Protedzy samotné jsou vétSinou klasifikovany podle aminokyselinového zbytku ve
svém aktivnim misté (HANUSOVA & CURN 2006). Déleni inhibitorai proteaz do 3 tiid a
skupin podle (HANUSOVA & CURN 2006; RICHARDSON 1991) je nasledujici:

1) Bramborovy inhibitor I (PI-1): jedna se o inhibitor serinovych protedz,

pentamer, slozeny z isoinhibitorovych promotorovych podjednotek s celkovou
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molekulovou hmotnosti 40 kDa (HANUSOVA & CURN 2006;
RICHARDSON 1974).

2) Bramborovy inhibitor II (PI-2): jedna se o skupinu tvofenou dimery
inhibitort serinovych protedz, kdy jsou ob¢ podjednotky spojeny disulfidovymi
mustky na N-konci. Protein se chovd jako jednodoménovy protein
(HANUSOVA & CURN 2006; LEE et al. 1999).

3) Proteiny o molekulové hmotnosti 20 az 22 kDa: 1isi se typem proteazy,

kterou inhibuji a po¢tem cysteinovych zbytkli na podjednotku, délené nasledné

do téchto podttid:

a) Inhibitory proteaz Kunitzova typu (HANUSOVA & CURN 2006; WALSH
etal. 1991)

b) Inhibitory cysteinovych protedz (HANUSOVA & CURN 2006; KRIZAJ et
al. 1993)

c) Inhibitory aspartatovych protedz (HANUSOVA & CURN 2006; RITONJA
et al. 1990)

d) Inhibitor karboxypeptidazy (HANUSOVA & CURN 2006; HASS et al.
1976)

Jiné déleni je zaloZené na typu enzymu, ktery je inhibitorem inhibovan na serinové
(serin ¢i histidin v aktivnim misté proteazy), cysteinové (cystein v aktivnim misté proteazy),
aspartatové (aspartatova skupina v aktivnim misté proteazy) nebo metalloproteazové (s
kovovym iontem v aktivnim mist& protedzy) inhibitory proteaz (BARTA & BARTOVA
2007; JONGSMA 1995).

Dé¢leni inhibitor do skupin miiZze byt komplikovano i1 strukturou aktivniho mista,
proto mohou byt inhibovany dvé odligné protedzy (BARTA & BARTOVA 2007). Tzv.
,,double-headed* inhibitory proteaz, maji ve struktuie 2 odlisna aktivni mista, a proto mohou
inhibovat 2 odlisné enzymy. Druhym typem jsou ,,Single-headed* inhibitory proteaz s jednim
aktivhim mistem. Tento jev se ale pfi klasifikaci nebere v uvahu. Inhibitory proteadz stejné
skupiny mohou byt tedy ,.single-,, i ,,double-headed (HANUSOVA & CURN 2006). V
nckterych pfipadech je dé€leni inhibitorh protedz do skupin komplikovéno strukturou
aktivniho mista nebo homologii sekvenci. Inhibitory protedz lze d¢lit také na zakladé jejich
molekulové hmotnosti, stavbé proteinu (monomer ¢i multimer), hodnoté isoelektrického bodu

a po¢tu disulfidovych mistké v molekule (HANUSOVA & CURN 2006; POUVREAU et al.
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2001). Inhibitory proteaz hliz brambor (Solanum tuberosum L.) jsou déleny do tif (BARTA &
BARTOVA 2007; POTS 1999) nebo sedmi (BARTA & BARTOVA 2007; POUVREAU et
al. 2001) skupin.

Déleni inhibitorti do sedmi skupin podle BARTA & BARTOVA (2007); POVREAU
et al.(2001):

1) Bramborovy inhibitor 1 (PI-1; Potato Inhibitor 1): serinovy inhibitor
proteaz; 7,7 — 7,9 kDa velky; pentametr, hodnota isoelektrického bodu 5,1-7,8;
existuje 8 forem této tfidy (BARTA & BARTOVA 2007; POUVREAU et al.
2001). Inhibovanymi enzymy jsou chymotrypsin a trypsin (HANUSOVA &
CURN 2006).

2) Bramborovy inhibitor II (PI-2; Potato Inhibitor 1): serinovy inhibitor
protedz; 10,2 kDa velky; dimer (podjednotky spojeny disulfidickymi mistky);
hodnota isoelektrického bodu 5,5 — 6,9; existuje 7 isoforem; tvori 22 %
z celkovych bilkovin (BARTA & BARTOVA 2007; POUVREAU et al. 2001),
Inhibovanymi enzymy jsou trypsin a chymotrypsin (HANUSOVA & CURN
2006).

3) Bramborovy cysteinovy inhibitor (PCPI; Potato Cystein Protease
Inhibitor): 20,1 — 22,8 kDa velky; hodnota isoelektrického bodu 5,8 — 9; tvoii
asi 12 % z celkovych bilkovin, inhibitor cysteinovych proteaz, trypsinu a
chymotrypsinu (BARTA & BARTOVA 2007; POUVREAU et al. 2001) a
papainu (HANUSOVA & CURN 2006).

4) Bramborovy aspartatovy inhibitor (PAPI; Potato Aspartyl Protease
Inhibitors): 19,9 — 22 kDa velky; hodnota isoelektrického bodu 6,2 — 8,7; ve
skuping 6 inhibitori (BARTA & BARTOVA 2007; POUVREAU et al. 2001).
Inhibovanymi enzymy jsou trypsin, chymotrypsin, cathepsinD (HANUSOVA
& CURN 2006). Do této skupiny patii také proteiny StAP1,StAP2 a StAP3.
StAP1 byl izolovan z hlizy (MENDIETA et al. 2006; GUEVARA et al. 1999),
StAP2 a StAP3 z listt (MENDIETA et al. 2006; GUEVARA et al. 2001).

5) Bramborové inhibitory proteas Kunitzova typu (PKPI; Potato Kunitz
Protease Inhibitors): 20,2 kDa velké, hodnota isoelektrického bodu 8 — 9,
skupina obsahuje 2 zastupce (BARTA & BARTOVA 2007; POUVREAU et
al. 2001). Inhibovanymi enzymy jsou trypsin a chymotrypsin (HANUSOVA
& CURN 2006) a u proteinu PSPI-21 i elastiza (BARTOVA et al. 2012;
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6)

7)

REVINA et al. 2008). Protein PCPI-23 vykazuje aktivitu pouze vici papainu
(BARTOVA et al. 2012; REVINA et al. 2008). Pii napadeni hliz patogenem P.
infestans byla zjisténa kumulace inhibitortt Kunitzova typu s ozna¢enim PSPI-
21, PSPI-22, PCPI-23 a PKSI (BARTOVA et al. 2012; VALUEVA et al.
1998). Inhibitor PSPI-21 je tvofeny dvéma polypeptidovymi fetézci o velikosti
16,5 a 4,5 kDa. Protein PKSI je tvofeny jednim polypeptidovym fetézcem o
velikosti 21 kDa a je aktivni vic&i subtilisinu Carlsberg (BARTOVA et al,
REVINA et al. 2008). Proteiny PSPI-22 a PCPI-23 jsou tvofeny jednim
polypeptidovym fetézcem o hmotnosti 22 a 23 kDa (BARTOVA et al. 2012;
VALUEVA et al. 1998). U inhibitort (PSPI-21, PSPI-22 a PKSI) byl zjistén
inhibiéni vliv na rast hyf a kli¢eni zoospor patogena P. infestans. Inhibitory
PSPI-21 a PKSI vykazovaly in vitro inhibi¢ni G¢inky na rust mycelia a kliceni
konidii houby Fusarium culmorum (BARTOVA et al. 2012; REVINA et al.
2008). Dalsim proteinem této skupiny je pravdépodobné protein AFP-J 0
molekulové hmotnosti 13,5 kDa, ktery vykazuje inhibi¢ni aktivitu vici
trypsinu, chymotrypsinu a pepsinu. Byla u néj zjisténa silnd aktivita vici
kvasinkam Candida albicans, Trichosporon beigelii a Saccharomyces
cerevisiae. Antifugalni aktivita nebyla u tohoto proteinu zaznamenana
(BARTOVA et al. 2012; PARK et al. 2005).

DalSim proteinem patfici do této skupiny je protein potige-G.

Ostatni serinové inhibitory proteaz (OSPI; Other Serine Protease
Inhibitors): 21 kDa velké, hodnota isoelektrického bodu 7,5 — 8,8; skupina
obsahuje 2 zastupce (BARTA & BARTOVA 2007; POUVREAU et al. 2001).
Protein je slozen ze dvou polypeptidovych fetézct (velky fetézec A o velikosti
16,5 kDa a maly fetézec B o velikosti 4,4 kDa) spojenych disulfidickou vazbou
a obsahuje dvé na sobé nezavisla aktivni mista (VALUEVA et al. 1999;
VALUEVA, REVINA, MOSOLOV 1999). Byl také zaznamenan vliv inhibice
na rast nadorovych bun¢k (KIM et al. 2009; HUANG et al. 1997; CARMEN et
al. 1998; KENNEDY 1998).

Bramborovy karboxypeptidazovy inhibitor proteaz (PCIl, Potato
Carboxypeptidase Inhibitor): 4,3 kDa velky; 1 zastupce (bilkovina PCI);
(BARTA & BARTOVA 2007; POUVREAU et al. 2001). Karboxypeptidazovy

inhibitor obsahuje 39 aminokyselin a 3 disulfidické mitstky a je antagonisticky
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k lidskému epidermalnimu rustovému faktoru (KIM et al. 2009, BLANCO-
APARICIO et al. 1998). Inhibovanym enzymem je karboxypeptidaza A
(HANUSOVA & CURN 2006). PCI vykazuje vysokou miru termostability
(BARTOVA et al, 2012; POUVREAU et al. 2001).

Nejvice zastoupenymi skupinami inhibitorti jsou PI-2 a PCPI, které predstavuji 22 a
12 % ze viech proteintl v hlize bramboru (Solanum tuberosum L.) (HANUSOVA & CURN
2006; POUVREAU et al. 2001). Karboxypeptidazovy inhibitor a serinovy inhibitor proteaz
brambor ma inhibi¢ni ucinek na rust nadorovych bun¢k (KIM et al. 2009; BLANCO-
APARICIO et al. 1998; KENNEDY 1998; HUANG et al.1997).

1.4.5. Ostatni bilkoviny
Mezi tyto bilkoviny jsou fazeny vSechny ostatni bilkoviny nevyhovujici pfedchozim

dvéma skupindm. Radime sem molekuly s vysokou molekulovou hmotnosti nad 45kDa. Do
této skupiny jsou fazeny napiiklad hlizovy lektin, fosforylaza (80kDa) nebo syntax Skrobu
(BARTA & BARTOVA 2007). Lektiny jsou zapojeny do obranného mechanismu rostlin,
V kterém navozuji shlukovani bunék. Nékteré z lektinli jsou v piipad€ poziti toxické i pro
savce (HANUSOVA & CURN 2006; CARLINI & GROSSI-DE SA 2002). Do této skupiny
proteinti fadime dale polyfenoloxidazy (enzymy podilejici se na produkci Skrobu) a

isoenzymy fosforylazy (HANUSOVA & CURN 2006; POUVREAU et al. 2001).

1.4.6. Dalsi skupiny antimikrobialnich proteinti Solanum tuberosum L.
1.4.6.1. Defensiny a thioniny

Defensiny jsou skupinou malych 5kDa (HERMANOVA et al. 2006;
SELITRENNIKOFF 2001; TERRAS 1994) proteini bohatych na cystein (KIM et al. 2009;
GARCIA-OLMEDO et al.1998) a jejich mechanismus téinku neni zcela znAm (BARTOVA
et al. 2012; HERMANOVA et al. 2006). Defensiny izolované z hliz bramboru (Solanum
tuberosum L.) jsou charakterizovany pouze Castecné bez piesné znalosti mechanismu jejich
pisobeni (BARTOVA et al. 2012).
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Tab. 2: Vybrané proteiny Solanum tuberosum L.

Upraveno podle BARTOVA et al. (2012), KIM et al. (2009) a FENG et al. (2003).

Nazev proteinu

Zakladni biochemické vlastnosti
proteinu

Antimikrobialni aktivita
proteinu

DEFENSINY

6,9 kDa velky bazicky peptid,
jehoz  struktura obsahuje 63
aminokyselinovych zbytki

Protein je v rostliné exprimovan
konstitutivné v ruznych tkanich
Vv prub¢hu vyvoje rostliny.

Snakin-1 (12 z nich je cysteinovych a tvofi
(StSN1) 6 sulfidickych miistki) Protein vykazuje aktivitu vuci
Clavibacter michiganensis subsp.
sepedonicus nebo Botrytis
cinerea pii koncentracich nizsich
nez 10 uM.
Zpusobuje agregaci G+ a G-
bakterii
7 kDa velky bazicky peptid, jehoz | Exprimovan v hlizach, stoncich,
struktura je tvofena signdlnim | kvétech a listech.
Snakin-2 proteinem a néaslednou sekvenci
(StSN2) 66 aminokyselinovych zbytka Vykazuje aktivitu i pii velmi

nizké koncentraci (1-2 uM) vici

rozsahlé skupin€ houbovych i
bakteridlnich patogent.
5kDa velky peptid tvofeny 47 Vykazuje aktivitu vaci
aminokyselinami, ktery ma vyznamnym  bakteridlnim a
schopnost zptisobovat agregaci houbovym patogeniim brambor,
lyposomtl, coz naznacuje napft. Pseudomonas
Pseudothionin | schopnost peptidu interagovat solanacearum, Clavibacter
bramboru | s membranovymi strukturami michiganensis subsp.
(StPthl) bunky sepedonicus, Pseudomonas
syringe pv. syringe,
houbovym patogentim Fusarium
solani, Coletotrichum coccoides a
Botrytis cinerea, atd.
Vysoka koncentrace StPthl byla
nalezena Vv kvétech, listech a
hlizach  bramboru  (Solanum
tuberosum L.)
Mohou byt fylogeneticky ptibuzni | Inhibice rastu bakterie
s proteiny hadich jedd tzv. hadimi | Clavibacter michiganensis subsp.
DL1 desintegranty, se kterymi vykazuji | michiganensis

podobné vlastnosti

Schopnost agregace
zjiSténa nebyla

lyposomt
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DL2

Inhibice rustu bakterie
Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis

Schopnost agregovat lyposomy,
coz naznacuje schopnost peptidu
interagovat S bunéénymi
membranami inhibovanych
bakterialnich bun¢k

AP; protein

32 kDa wvelky protein s
piitomnosti 343 aminokyselin
obsahujici C-termindlni doménu,
ktera ma schopnost vazby na
ATP. Aminokyselinova sekvence
N-konce proteinu vykazuje 58 %
podobnost s kyselou fosfatazou
izolovanou z druhu
Mesorhizobium loti a 53 %
podobnost s Burkholderia
pseudomallei. Piedpoklada se, ze
funkce  AP;  proteinu  ma
souvislost s fosforylaci a
energetickym metabolismem
rostliny

Inhibice vGa¢i péti  patovarim
bakterialniho patogena R.
solanacearum a  houbovym
patogenum  Alternaria  solani,
Ralstonia solani.

Bramborovy
lektin (STA)

Na chitin se vdazajici bilkovina
slozena z lektinové a
glykoproteinové domény bohaté
na hydroxyprolin

Bramborovy lektin v nativnim
stavu ma hmotnost 100 kDa,
pficemz 50 % (w/w) piedstavuje
hmotnost sacharidické slozky

schopnost inhibovat rst hyf a
kli¢eni spor hub Trichoderma
viride a Botrytis cinerea

ASPARTATOVE PROTEASY

StAP1

StAP2

StAP3

40 kDa velky monomerni
glykoprotein s hodnotou  pH
kolem 3, ktery je inhibovan
pepstatinem

Antimikrobialni
funkce

U Solanum tuberosum byly
identifikovany 3 aspartatové
proteazy: StAP1 z hliz brambor,
StAP2 a StAP3 z listt brambor

1 proteolyticka

Pravdépodobné hraji  klicovou
ulohu v obrané vici P. infestans a
konidii F.solani, kde podstatou je
pravdépodobné jejich schopnost

interakce StAP proteint
s povrchem spor a hyf
zminovanych patogent a

naslednym zvySeni permeability
bunécnych membran
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56 kDa velky termostabilni
protein, ktery témét kompletné
potlacuje proteolytickou aktivitu

Silnd inhibice rhstu riznych
bakterii napt. Staphylococcus
aureus, Listeria monocytogenes,

trypsinu, chymotrypsinu a | Escherichia coli a Clavibacter
. papainu. michiganensis subsp.
Potide-G michiganinse a hub Candida
N-terminalni sekvence proteinu je | albicans, Rhizoctonia solan, atd.
identicka s bramborovym
inhibitorem proteaz Kunitzova
typu
Peptid je slozen | Silna inhibice  patogennich
zZ polypeptidového fetézce | mikrobialnich kment
spojeného disulfidovymi mustky, | zahrnujicich Candida albicans,
které jsou nezbytné pro jeho | Rhizoctonia solani nebo
antimikrobialni aktivitu. Clavibacter michiganense subsp.
michiganinse
Trypsin-chymotrypsin  inhibitor
protedz (Obecné
trypsin/chymotrypsin  inhibitory
utvareji dimer intermolekularni
Potamin-1 d?sulfid?ckou vazbou.  Tato
disulfidickd vazba je klicovou
(PT-1) K udrzeni protiproteolytické
aktivity)

N-terminalni sekvence peptidu je
262 % homologni se serinovym
inhibitorem proteaz, ktery patii do
Kunitzovy rodiny a peptid
inhibujici chymotrypsin, trypsin a
papain.
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1.5. Pouzité bakterialni kultury
V experimentalni ¢asti byly pouzity 3 druhy zemédélsky vyznamnych patogent,

Pectobacterium carotovorum, Pseudomonas syringae a Clavibacter michiganensis.

1.5.1. Pectobacterium carotovorum (Erwinia carotovora)

E. carotovora subsp. carotovora ma Siroky hostitelsky okruh. Za piiznivych podminek
je s to napadnout duznaté organy prakticky kteréhokoliv druhu rostlin (KUDELA et al. 2002),
kterym rozrusuje pletiva tim, ze rozpousti pektinové stfedni lamely mezi jednotlivymi
bunikami (CACA et al. 1981). Bakterie je b&Znd v mirném i tropickém podnebnim pasmu
(KUDELA et al. 2002), ma ty¢inkovity tvar, je gramnegativni a vyskytuje se v fetizcich
transportovanych a skladovanych produktt. V zimé, pti teplotich pod 5°C, je koncentrace
bakterii nizka (1 buiika/ml). Na jafe a v 1ét¢, kdy teplota vody stoupne pies 20°C je
koncentrace mnohem vy33i (a2 100 bunék/ml) (KUDELA et al. 2002).

Kromé¢ brambor se nejcastéji vyskytuje u skladované fepy, mrkve a celeru, na plodech
tykvovitych rostlin a rajcete. Erwinie zptsobuji mékkou hnilobu rostlinnych pletiv, avSak
muze proniknout do cév xylému a vyvolat systémové onemocnéni projevujici se vadnutim
nebo zakrslosti. Bézné se vyskytuje u mnohych plodin jako kontaminant nebo komenzal.
Hlavni Skodlivost se projevuje ve formé hniloby hliz béhem skladovéni; rozsah celkovych

ztrat dosahuje 5 % i vice (KUDELA et al. 2002).

Zpusobuje onemocnéni brambor zvané ¢ernani stonku (angl. blackleg) a mékka hniloba hliz

(angl. soft rot) (KUDELA et al. 2002).

1.5.2. Pseudomonas syringae pv. tomati

VétSina druhti je béZznymi obyvateli plidy a vod, n€které jsou patogeny pro Zivocichy
(v€etné Cloveka), jiné pro rostliny nebo houby. V ramci druhu P.syringae je znamo asi 48
riznych patovart. Z nich k nejdulezitéj$im patii: pavodci skrvnitosti nadzemnich organu (pv.
syringae, pv. coronafaciens, pv. phaseolicola, pv. tomato, pv. lachrymans aj.), korkové
nekrozy u dievin (pv. morsprunorum, pv. persicae aj.). Bakterie P.syringae pv. syringae jsou
béZnou soucasti epifytické mikroflory na Sirokém okruhu rostlin, jsou to rovné kratkeé ty€inky,
0,5-1,0 x 1,5-5 um velké, grammnegativni, nesporulujici, pohyblivé jednim nebo vice
polarnimi bi¢iky. Jsou aerobni, maji aerobné respiracni metabolismus. Kolonie jsou vétSinou
Sedobilé, prihledné. Dulezitym diferenciaénim biochemickym znakem patovard P.syringae je

neschopnost tvorby oxidazy. Kmeny pv. syringae vykazuji ledové krystalizacni aktivitu.
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Pseudomonas syringae tak plni jako epifyt vyznamnou funkci katalyzatoru tvorby ledu, a
podili se tak na mrazovych Skodach zpisobovanych béhem vegetace pozdnimi jarnimi nebo

Gasnymi podzimnimi mrazy (KUDELA et al. 2002).

Je to prilezitostny patogen, zplsobujici rizné typy piiznakd. Je pravdépodobné, ze
uvnité P.syringae jsou kmeny specializované na urcité hostitele. V podminkach piiznivych
pro patogena mohou byt ztraty na vynosech vysoké, zejména u peckovin. Patogen preziva ve
spojeni s rostlinnymi pletivy (v pupenech dfevin, v semenech). Snadno se $ifi vétrnym
destém. Do rostliny proniké ptes praduchy, nektartody a poranéni zpisobena fezem, hmyzem,
krupobitim apod. V populaci pv. syringae jsou také nepatogenni kmeny (KUDELA et al.
2002).

1.5.3. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis patii do skupiny grampozitivnich
bakterii. V tomto rodu jsou zastoupeni typicti okluzogeni specializovani na kolonizaci cév
(tracheji). Vyznacuje se tyCinkovitym az kyjovitym tvarem. Optimalni rdstova teplota je 20-
29°C; maximum 29-35°C. Jednotlivé poddruhy Clavibacter michiganensis napadaji ur€ity
okruh hostitelskych rostlin, napf. subsp. michiganensis rajce, subsp. insidiosus vojtésku,
subsp. sepedonicus brambor. Pivodcem mozaiky listd pSenice je C. michiganensis subsp.
tesselarius (KUDELA et al. 2002).

Zptsobuje onemocnéni brambor zvané krouzkovitost (angl. ring rot), vadnuti a odumirani

rostlin bramboru nebo bakteridlni vadnuti rajcat.
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1.6. Resazurinovy test

Resazurin  je netoxické, ve vodé rozpustné barvivo, které je redukovano reakci
zalozenou na ptenosu elektronti spojenou s dychdnim a produkei resorufinu. Resorufin je ve
vodé¢ rozpustny produkt, ktery je snadno méfitelny fluorescencnim nebo viditelnym svétlem
spektrometru (MARISCAL et al. 2009; O’BRIEN et al. 2000). Po redukci zméni resazurin
barvu z modré na rizovou a poté az na bezbarvou v souvislosti s kyslikem jako limitujicim

faktorem uvnitf média (MARISCAL et al. 2009; TWIGG 1945).

Prvni stupen redukce nastava kvili ztrat€¢ volné vazanych atomua kysliku na dusik
fenoxazinového skeletu. Tato zména na rizovy resorufin je nevratna atmosférickym kyslikem
a je do zna¢né miry nezavisla na obou redukénich potencidlech a obsahu kysliku. Druhy
stupent redukce na bezbarvy stupen je atmosférickym kyslikem vratny (MARISCAL et al.
2009; GUERIN et al. 2001). Resazurin je velmi stabilni v kultivacnim médiu bez bunék, ale
Vv piitomnosti Zijicich bun¢k je velmi rychle redukovan (MARISCAL et al. 2009). Resazurin
je proto pouzivan k posouzeni Zivotnosti a bakterialni kontaminace a je vhodny k testovani
antimikrobialni aktivity jako indikatoru poctu bakterialnich bunék (MARISCAL et al. 2009;
SHILOH et al. 1997; SARKER et al. 2007).

36



2. MATERIAL A METODY

2.1. Bakterialni kultury

V ramci feSeni bakalafské prace byly pouzity nasledujici bakteridlni druhy,
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (Ceska sbirka mikroorganismti, Brno),
Pseudomonas syringae (Ing. Pavel Beran, AV CR), Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis (Ceské sbirka mikroorganismd, Brno). Uvedené kultury byly kultivovany na
zivném agaru typu Nutrient agar (NA), jehoz piiprava byla provedena dle postupl vyrobce a
(Oxoid, Canada). Bakterialni kultury byly kultivovany ve tmé pii 25°C po dobu 72 hodin a

nasledné pouzity pro feseni nize uvedenych postupt optimalizace laboratornich technik.

2.2. Priprava modifikovaného proteinu hliz bramboru

Hlizy odrid Bella a Westamyl byly umyty, osuSeny a nakrdjeny na mens$i kousky.
Stava z brambor byla ziskana na doméacim odstavovaci (AEG). K ziskané §tavé byl pfidan
antioxidant, 2% (w/v) roztok NaHSO3. Bramborova §t'ava byla centrifugovana (15 min; 3600
g; 4°C) a tekuty podil byl prefiltrovan papirovym filtrem KA 1 (rychla filtrace), Fischer. Pfed
vlastni izolaci celkového proteinu bylo pH bramborové §tavy upraveno pomoci 0,5 M H,SO4
na hodnotu pH 5,0. K30 ml takto upravené $tavy bylo pfidano 10,5 ml podchlazeného
etanolu. Precipitace hlizového proteinu probihala po dobu 1 hodiny pfi teploté 0-4°C (,,na
ledu®). Vzorky byly poté centrifugovany (10 min; 4°C; 3600g) a dvakrat promyty pfidanim
20 ml 0,1M Na-acetatového pufru pH 5,0 s ekvivalentnim mnozstvim etanolu pro udrzeni
precipitované¢ho stavu. Poté byly vzorky vysuSeny lyofilizaci. Tento proteinovy izolat byl
pouzit pro nasledné modifikace esterifikaci. Methylace ziskanych proteinovych izolati byla

provedena dle metodik pracoviste.

2.3. SDS-PAGE analyza modifikovaného proteinu hliz bramboru
Vzorky modifikovanych proteinti odrid Bella a Westamyl a plivodnich proteint téchto

odrid pied metylaci byly extrahovany s vyuzitim extrakéného pufru (0,0625 M Tris-HCI, pH
6,8, 5% 2-metkaptoethanol, 2% SDS). Extrakce probihala po dobu 4 hodin pfi teploté 4°C. Po
centrifugaci (10 min, 9000g, 4°C), byl Cisty supernatan ptenesen do nové mikrocentrifugacni
zkumavky s ptislusnym mnozstvim (4:1) nanaseciho pufru (5 x NP: 5 ml 1,25 M Tris-HCI,
pH 6,8, 2,3 g SDS, 10 ml glycerol, 5 mg Bromphenol Blue; k 1 ml se tésné pied pouzitim
piida 340 ul 2-merkaptoethanolu). Pifed nanesenim na gel v mnozstvi 10 ul byl vzorek vafen

ve vodni lazni.
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Pro vlastni SDS-PAGE analyzu byla pouzita diskontinualni deskova denaturacni
elektroforéza na polyakrilamydovém gelu (SE 600, Hoefer, USA) — 4% zaostfovaci gen
(0,225 M Tris-HCI, pH 6,8 + SDS) a 10% separacni gel (0,375 M Tris-HCI, pH 8,8 + SDS) —
Vv prosttedi systému 0,025 M Tris + 0,192 M glycine (pH 8,3) + SDS. Separace probihala pii
proudu 40 mA na gel, napéti 200 V a pii teploté 4°C po dobu 4 hod.

Detekce bilkovinnych pruhti byla provedena barvenim geli v roztoku Coomasie
Briliant Blue pfes noc (barvici smés — methanol, ledova kys. Octova, voda v poméru 5:1:4 +
0,1% Coomasie Briliant Blue R-250, Sigma Co.). Po detekci bylo odbarveno nespecifické
pozadi (pouzitd smés etanol: kyselina octova: voda v poméru 2.5:1:6.5 s vyménou béhem
odbarveni 2 — 3x) a provedena fixace a dehydratace ve smési 45% etanolu + 3% glycerolu.
Nasledné byly gely suseny v celofanu na skle pii laboratorni teploté na vzduchu po 2-3 dny.
Gely byly digitalizovany prostfednictvim scanneru do podoby TIFF formatu a vizualné

vyhodnoceny.

2.4. Stanoveni koncentrace bakterialni suspenze pomoci MPN metody
K bakterialni kultuie staré 72 hod se pfida 1 ml sterilni dH,O a 0,5 ml sterilniho

smacedla. Kulturu opatrné setieme kultivacéni klickou a ptepipetujeme do sterilni 2,0 ml
mikrozkumavky. Tato mikrozkumavka je vychozi origindlni bakteridlni suspenze o nezndmé
koncentraci; obsah zkumavky se peclivé zhomogenizuje. Pro vytvotfeni koncentracni fady si
ptipravime sterilni mikrozkumavky oznacené (10 az 10™). Do kazdé tuby se napipetuje 0,9
ml sterilni dH,O a postupna koncentracni fada se vytvoii tim, Ze do mikrozkumavky
s oznacenim 10 50,9 ml dH,O se napipetuje 0,1 ml zékladniho roztoku. Tato smés se
dikladng promicha a odebere se 0,1 ml, které pridame do mikrozkumavky s oznagenim 1072
Na tomto principu se vytvoii koncentraéni fada az do 10™. Vytvofené roztoky se pe&livé
promichaji a nasledné z kazdého odebere 0,1 ml suspenze a pienese na Petriho misku
obsahujici Nutrient agar a sterilné sklenénou ,,hokejkou* rozetie po povrchu agaru. Po
uplynuti 24 hod. se pocet vytvofenych bakteridlni kolonii zhodnoti. Hodnoti se pocet
pocitatelnych kolonii (tzn. pocet kolonii mezi 10 aZz 100). Titr bakteridlni suspenze je
stanoven ve dvou opakovanich. Stanoveni koncentrace propaguli v 1 ml pivodni bakterialni
suspenze (Z) se vypocita podle vzorce: pocet bakterii/ml = pocet detekovatelnych kolonii x

fedici faktor tuby x fedici faktor vysevu.
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Obr. 1: Metoda MPN pii stanoveni koncentrace bakterialni suspenze

2.5. Stanoveni titru bakterii pomoci McFarlandovych standarda (McFarland Turbidity
Standards)
Metoda stanoveni titru je zaloZena na vizuelnim porovnani zakaleni bakterialni
suspenze a tzv. McFarlandovych roztokd. McFarlandovy standardy byly ptipraveny
smichanim 1% (v/v) H,SO4 a 1% (w/v) BaCl, dle schématu uvedeného v tabulce ¢. 3.

Tab. 3: Schéma ptipravy McFarlandovych roztoka

Stupnice McFarland 1% (w/v) BaCl, (ml) 1% (v/v) H2SO4 (ml)
0,5 0,05 9,95
1 0,1 9,9
2 0,2 9,8
3 0,3 9,7
4 0,4 9,6
5 0,5 9,5
6 0,6 9,4
7 0,7 9,3
8 0,8 9,2
9 0,9 91
10 1,0 9,0
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Absorbance roztokii byla meétfena spektrometrem CHROM Biomate 5 (Thermo

Electron corporation, CR) pii vlnové délce 625 nm ve 3 opakovani.

2.6. Hodnoceni antibakteridlni aktvity vybranych latek pomoci resazurinového testu
Principem metody je zména zbarveni resazurinového barviva z modré na rizovou

v reakci na redukci tohoto barviva v pfitomnosti zijicich bunék. V ramci tohoto testu byla
hodnocena antibakterialni aktivita hlizového proteinu brambor izolovaného z odrid Westamyl
a Bella. Modifikovany protein obou odrud byl pouzit ve dvou koncentracich, a to 1 a 10
mg/ml. Jako pozitivni kontrola bylo zvoleno Sirokospektralni antibiotikum Tetracyklin
Vv postupné¢ klesajicich koncentracich 1 az 0,001 mg/ml. Antibakteridlni aktivita zminénych
latek byla testovana na bakteridlnich druzich Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum, Pseudomonas syringae pv. tomati a Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis. V testech byla pouzita bakteridlni suspenze druhti P.carotovorum subsp.
carotovorum a P. syringae pv. tomati o koncentraci 1 x 10* CFU.ml™ a v koncentraci 3,5 x
10° u druhu C. michiganensis subsp. michiganensis. Vlastni analyza antibakterialni aktivity
testovanych latek probéhla na desticce, kdy kazda z testovanych variant méla dvé opakovani.

Varianty testu byly nasledujici:

1) Kontrola: 50ul ISB (Iso Sensi Broth médium); 10 ul resazurin (1% v/v), 10 ul
bakterialni suspenze o ptfesné koncentraci

2) Test antibakterialni aktivity modifikovaného hlizového proteinu: 50ul ISB (Iso
Sensi Broth médium); 10ul resazurin (1% v/v), 10ul bakterialni suspenze o piesné
koncentraci; 50ul modifikovany hlizovy protein odrid Bella a Westamyl ve dvou
koncentracich, a to 1 a 10 mg.ml™.

3) Test antibakterialni aktivity Sirospektralniho antibiotika (pozitivni kontrola):
S50ul ISB (Iso Sensi Broth médium); 10ul resazurin (1% v/v), 10ul bakteridlni

suspenze o piesné koncentraci; 50ul antibiotika v koncentracich 1 az 0,001 mg.ml™.

Desticka s pripravenymi variantami testu byla kultivovana pii 25°C a zmény zbarveni
resazurinového barviva byly pribézné sledovany a fotograficky zaznamenéavany. Po uplynuti
48 hodin testu byla sledovanych variant testu vyhodnocena optickd densita pfi 620 nm

(spektrofotometr CHROM Biomate 5).

2.7. Statistické vyhodnoceni ziskanych dat
Ziskana data byla statisticky vyhodnocena pomoci statistického programu StatSoft 6.0.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Optimalizace postupi stanoveni piesné koncentrace suspenze zvolenych
bakterialnich druhi
V tabulce €. 4 jsou uvedeny koncentrace stanovené u vybranych bakteridlnich druht

pomoci kvantifikaéni metody oznacované jako MPN (most-probable number method).
Z uvedenych vysledkli vyplyvaji vyrazné rozdily (statisticky prikazné pii P < 0,05) mezi
studovanymi druhy. Vzhledem k tomu, Ze pfiprava analyzované bakteridlni suspenze byla u
vSech tfech druhli provadéna stejnym zplisobem, mohou tyto vysledky naznacovat rozdilnou
dynamiku ristu populaci testovanych druhti. Variaéni koeficient metody MPN se v rdmci
souboru testovanych bakteridlnich druhti pohyboval v rozpéti od 6,3 do 12,3%. Chyba
uvedené metody je tedy vyrazné vysSi nez metody vyuzivajici McFarlandovy roztoky

(variacni koeficient od 0,3 do 1,2% (viz. tabulka 5).

Tab. 4: Stanoveni koncentrace bakterialni suspenze pomoci MPN metody (most-probable

number method)

Bakterialni druh Koncentrace Hodnota Variaéni
bakterialni suspenze  smérodatné  koeficient (%0)
(CFU/1ml) odchylky
Pectobacterium carotovorum 251750 b’ 503322,3 6,3
subsp. carotovorum
Pseudomonas syringe pv. tomati 2,5 * 10° a 31069,8 12,3
Clavibacter michiganensis 3,5*10° c 230,9 6,6

subsp. michiganensis

* neshodna pismena oznacuji statisticky prikazny rozdil mezi sledovanymi hodnotami pii a =
0,05.
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Tab. 5: Stanoveni density McFarlandovych roztoki

Stupnice Turbidita roztoku Hodnota Varia¢ni
McFarlandovych pri 620 nm smérodatné koeficient (%0)
roztoku odchylky
0,5 0,126 0,0038 3,0
1 0,221 0,0072 33
2 0,460 0,0025 0,5
3 0,635 0,0076 1,2
4 0,894 0,0049 0,6
5 1,058 0,0070 0,7
6 1,288 0,0064 0,5
7 1,447 0,0151 1,0
8 1,540 0,0175 1,1
9 1,717 0,0057 0,3
10 1,828 0,0081 0,4

Tabulka €. 5 zndzornuje stanoveni density McFarlandovych roztokd pii 620 nm.
Absorbance jednotlivych McFarlandovych roztokl pracuje s variaénim koeficientem od 0,3
do 3,3 %. Tento rozsah je zpisoben rychlou usazovaci tendenci McFarlandovych roztoku a

tim moZnou chybou méfeni turbidity roztoku.
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Obr. 2: Vztah mezi koncentraci bakterialni suspenze Pectobacterium carotovorum subsp.

carotovorum (CFU/ml) a detekovanou turbiditou suspenze pii 620 nm
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Na obrazku €. 2 je zndzornéna kiivka predstavujici zavislost koncentrace bakterialni
suspenze (CFU/ml) na detekované turbidité¢ suspenze pii 620 nm. Regresni rovnice kiivky
vyjadiuje zavislost zmény naméteni density roztoku bakteridlni suspenze detekované hodnoty
CFU. Tato regresni rovnice umoznuje pro druh Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum vytvofit optimalizovany odecet neznamé koncentrace bakteridlni suspenze na

zaklad¢ stanoveni density roztoku ¢i porovnanim s McFarlandovymi roztoky.
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Obr. 3: Vztah mezi koncentraci bakterialni suspenze Pseudomonas syringae pv. tomati

(CFU/ml) a detekovanou turbiditou suspenze pii 620 nm
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Na obrazku €. 3 je zndzornéna kiivka ptfedstavujici zavislost koncentrace bakterialni
suspenze (CFU/ml) na detekované turbidité suspenze pii 620 nm. Regresni rovnice kiivky
vyjadiuje zavislost zmény naméfené density roztoku bakteridlni suspenze a detekované
hodnoty CFU. Tato regresni rovnice umoziuje pro druh Pseudomonas syringae pv. tomati
vytvofit optimalizovany odefet nezndmé koncentrace bakteridlni suspenze na zakladé

stanoveni density roztoku ¢i porovnanim s McFarlandovymi roztoky.
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Obr. 4: Vztah mezi koncentraci bakterialni suspenze Clavibacter michiganensis subsp.

michiganensis (CFU/ml) a detekovanou turbiditou suspenze pfi 620 nm
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Na obrazku ¢. 4 je zndzornéna kiivka piedstavujici zavislost koncentrace bakterialni
suspenze (CFU/ml) na detekované turbidité suspenze pii 620 nm. Regresni rovnice kiivky
vyjadiuje zavislost zmény naméfené density roztoku bakteridlni suspenze a detekované
hodnoty CFU. Tato regresni rovnice umoziuje pro druh Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis vytvofit optimalizovany odecet neznamé koncentrace bakterialni suspenze na

zékladé€ stanoveni density roztoku ¢i porovnanim s McFarlandovymi roztoky.
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Tab. 6: Vztah koncentrace bakterialni suspenze (CFU/ml) hodnocenych druht vici

McFarlandovym roztokiim dle zjisténého korela¢niho vztahu

Stupnice Turbidita  P. carotovorum  P. syringe pv. C. michiganensis
McFarlandovych  roztoku pri subsp. tomati subsp.
roztoku 620 nm carotovorum (CFU/mI) michiganensis
(CFU/mI) (CFU/mI)

y=0,06059+  y=0,08306+  y=0,03044+
0,0000139*x  0,00000361*x  0,0002217*x

0,5 0,126 4706 11895 431
1 0,221 11540 38211 859
2 0,460 28735 104416 1938
3 0,635 41324 152892 2727
4 0,894 59958 224637 3895
5 1,058 71756 270066 4635
6 1,288 88303 333778 5672
7 1,447 99742 377823 6389
8 1,540 106432 403584 6809
9 1,717 119166 452615 7607

10 1,828 127152 483363 8108

Tabulka ¢. 6. znazorfiuje vztah koncentrace bakterialni suspenze (CFU/ml)
hodnocenych druhii viici McFarlandovym roztokim dle zjisténého korelacniho vztahu a na

zaklad¢ zjisténych hodnot density u jednotlivych koncentraci McFarlandovych roztoki.
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3.2. Hodnoceni resazurinového testu
Obr. 5: Desticka s resazurinovym testem po 12 hodinach inkubace pii 25°C

PC Pectobacterium carotovorum

PS Pseudomonas syringae

CM Clavibacter michiganensis

C kontrola

B1 modifikovany protein odridy Bella o koncentraci 1 mg/ml

B10 modifikovany protein odriidy Bella o koncentraci 10 mg/ml

W1 modifikovany protein odriildy Westamyl o koncentraci 1 mg/ml

W2 modifikovany protein odridy Westamyl o koncentraci 10 mg/ml

A (B-E) antibiotikum o rizné koncentraci (B = 1mg/ml, C= 0,1mg/ml; D= 0,01 mg/ml; E=
0,001mg/ml)

Po 12 hodinach inkubace resazurinového testu pii 25°C byla vizualn¢ hodnocena
zména zbarveni indikujici rist u bakterie Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum
Vv pfitomnosti modifikovanych proteini. Kromé kontroly, kde se zména z diivodu absence
inhibi¢ni latky pfedpoklada, byl dale pozorovan riist bakterie v pfitomnosti modifikovaného
hlizového proteinu obou odrud bez ohledu na pouzitou koncentraci proteinu. Inhibice byla

zaznamenana v této fazi testu pouze pfi pouziti antibiotika s vyjimkou nejnizs§i koncentrace.
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Obr. 6: Desticka s resazurinovym testem po 24 hodinach inkubace pii 25°C

PC Pectobacterium carotovorum

PS Pseudomonas syringae

CM Clavibacter michiganensis

C kontrola

B1 modifikovany protein odridy Bella o koncentraci 1 mg/ml

B10 modifikovany protein odriidy Bella o koncentraci 10 mg/ml

W1 modifikovany protein odriidy Westamyl o koncentraci 1 mg/ml

W2 modifikovany protein odridy Westamyl o koncentraci 10 mg/ml

A (B-E) antibiotikum o ruzné koncentraci (B = 1mg/ml, C= 0,1mg/ml; D= 0,01 mg/ml; E=
0,001mg/ml)

Po 24 hodinach inkubace resazurinového testu pifi 25°C byla vizudlnim hodnoceni
detekovana zména zbarveni indikujici rist u bakterie Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum V pfitomnosti proteind obou odriid a koncentraci, coz poukazuje na zadny
inhbi¢ni efekt modifikovanych proteind na rust bakterie Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum. U bakterie Pseudomonas syringae pv. tomati je viditelna inhibi¢ni aktivita
modifikovanych hlizovych proteinii obou odriid pii jejich pouziti ve vysSich koncentracich,
konkrétné koncentraci nad 10 mg/ml.
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Obr. 7: Desticka s resazurinovym testem 36 hodin po inkubaci pti 25°C

PC Pectobacterium carotovorum

PS Pseudomonas syringae

CM Clavibacter michiganensis

C kontrola

B1 modifikovany protein odridy Bella o koncentraci 1 mg/ml

B10 modifikovany protein odriidy Bella o koncentraci 10 mg/ml

W1 modifikovany protein odridy Westamyl o koncentraci 1 mg/ml

W2 modifikovany protein odridy Westamyl o koncentraci 10 mg/ml

A (B-E) antibiotikum o ruzné koncentraci (B = 1mg/ml, C= 0,1mg/ml; D= 0,01 mg/ml; E=
0,001mg/ml)

Po 36 hodinach inkubace resazurinového testu pti 25°C byla zaznamenéna trvajici
inhibi¢ni aktivita modifikovanych hlizovych proteinti obou odrid o koncentraci 10 mg/ml u

bakterie Pseudomonas syringae pv. tomati.
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Obr. 8: Desticka s resazurinovym testem po 48 hodinach inkubace pii 25°C

PC Pectobacterium carotovorum

PS Pseudomonas syringae

CM Clavibacter michiganensis

C kontrola

B1 modifikovany protein odridy Bella o koncentraci 1 mg/ml

B10 modifikovany protein odriidy Bella o koncentraci 10 mg/ml

W1 modifikovany protein odriidy Westamyl o koncentraci 1 mg/ml

W2 modifikovany protein odridy Westamyl o koncentraci 10 mg/ml

A (B-E) antibiotikum o rizné koncentraci (B = 1mg/ml, C= 0,1mg/ml; D= 0,01 mg/ml; E=
0,001mg/ml)

Po 48 hodinédch inkubace resazurinového testu pfi 25°C byla zaznamenana vizudlni
zména zbarveni indikujici rst u bakterie Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum
v pfitomnosti modifikovanych proteini obou odrid bez ohledu na koncentraci
modifikovaného proteinu. U bakterie Pseudomonas syringae pv. tomati byla zaznamenana
trvajici inhibi¢ni aktivita modifikovaného proteinu obou odrid o koncentraci proteinu 10

mg/ml. A u bakterie Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis nebyla inhibi¢ni aktivita
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modifikovanych hlizovych proteinii odriad Bella a Westamyl o koncentraci 1 mg/ml a 10

mg/ml zaznamenana zadna.

Obr. 9: SDS-PAGE spektra hlizovych proteinti odrid Bella a Westamyl pfed modifikaci a po

modifikaci
WM hmotnostni marker
b | - B-l  SDS-PAGE spektrum hlizovjch
proteint odrudy Bella pied modifikei
55 B-1l  SDS-PAGE  spektrum  hlizovych
45 =

proteint odridy Bella po modifikci

36 . . . W-1  SDS-PAGE  spektrum  hlizovych

proteint odrudy Westamyl pfed modifikci
29 »
W-Il' SDS-PAGE  spektrum hlizovych

' ‘ ' proteint odrudy Westamyl po modifikci
kDa ‘ ’ ’

WM B-l B-ll WA wal

20.1

Na obrazku €. 9 jsou na zédkladé SDS-PAGE analyzy hlizovych proteind odrid Bella a
Westamyl zaznamnany vyznamné zmény molekulové hmotnosti stézejnich proteinii mezi
variantami pfed modifikaci a po modifikaci. V oblasti patatinovych proteinu (39-43 kDa)

doslo u obou odrid nasledkem modifikace k vyraznému poklesu molekulové hmotnosti.
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4. DISKUZE
Stanovendi titru bakterii pomoci McFarlandovych standardu je zaloZzeno na vizualnim

porovnani turbidity McFarlandovych roztokd a bakteridlni suspenze o nezndmé koncentraci
za predpokladu, zZe je systém optimalizovan znalosti koncentrace bakterii vztahujici se k urcité
hodnot¢ turbidity roztoku. Aby mohl byt stanoven bakteridlni titr, bylo nezbytné nejdiive
zmétit hodnoty turbidity McFarlandovych roztokd pii 620 nm, a nasledné si vytvofit
kalibracni ktivku, se kterou by bylo mozné porovnavat hodnoty turbidity bakteridlnich
suspenzi. M¢éfeni turbidity McFarlandovych roztokii bylo komplikovano neustalym
usazovanim McFarlandovych roztoki. Z tohoto diivodu se nésledné pracovalo s vétsim
objemem a ve tiech opakovani, aby se minimalizovala chyba vznikla méfenim rychle se
usazujicich roztokt. Pfi méfeni turbidity bakterialnich suspenzi nastal obdobny problém.
Dochézelo k pomérné rychlému usazovani bakteridlni suspenze, a proto bylo méfeni
provadéno vzdy v n¢kolika opakovani, z n¢hoz byl vytvofen primeér, se kterym bylo mozné
dale pracovat. M¢feni turbidity bakteridlni suspenze bylo déle komplikovano obarvenim
bakteridlni smési kultivaénim médiem. Suspenze tedy méla sldmovou barvu, coz zajisté

ovlivnilo hodnoty turbidity.

Dalsi metodou pouzitou pro hodnoceni koncentrace bakterialniho titru byla tzv. MPN
metoda. MPN metoda se doporuduje v piipadé zakaleného vzorku (AMBROZOVA 2004).
AMBROZOVA (2004) dale uvadi, ze metoda MPN je velice pracna a namisto ni se provadgji
metody, které jsou jednodusi a rychlejsi. Vysledky této metody mohou byt ovlivnény kvalitou
naoCkovani pid. Aby bylo mozné stanovit koncentraci bakteridlniho titru s cO nejmensi
chybou, uvadi AMBROZOVA (2004), Ze je nutné pro kazdy stupefi fedéni zvolit minimalng 3

zkumavky, idedlné vSak 5 v jedné sérii.

Pro hodnoceni inhibi¢ni aktivity modifikovanych proteinti hliz brambor byl pouzit tzv.
resazurinovy test. Jednd se o jednoduchou rychlou metodu, kterd pracuje efektivné i pfi
malych objemech. Konvencni metodou resazurinového testu je tzv. diskova difuzni metoda,
ktera vSak muze byt Casové ndrocnd a vyzaduje veEtsi mnozstvi testovaného materidlu
(SARKER et al. 2007). V prubéhu inkubace desticky s resazurinovym testem byly
zaznamenany stejné vizualni zmény barev jaké uvadi SARKER et al. (2007), tedy od
modrého zbarveni resazurinu pies rizové zbarveni resorufinu az nasledné na bezbarvy
hydroresorufin. Tyto barevné zmény reaguji na zménu oxidacné-redukéniho potencidlu

zpiisobenou bunécnym ristem.
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K hodnoceni antimikrobialni aktivity proteint hliz brambor byly pouzity proteiny hliz
bramboru odrid Bella a Westamyl, které¢ byly podrobeny elektroforetické metodé SDS-
PAGE, ktera podle BARTA et al. (2010) piedstavuje jednu ze zakladnich metod analyzy
proteinii. Na zakladé¢ analyzy SDS-PAGE je patrné, ze v pribéhu modifikace proteint
metylaci doslo k viditelnému snizeni molekulové hmotnosti modifikovanych proteinti, a to
zejména u proteintl patatinové oblasti (viz. obrazek ¢.9). Na obrazku ¢. 9 si dale muzeme
povSimnout pfitomnosti bilkovin patatinového komplexu, jejichz molekulova hmotnost podle
BARTA et al. (2010) kolisa v rozsahu od 40 do 43 kDa a je ovlivnéna stupném glykosylace.
Dalsimi zastoupenymi proteiny jsou bilkoviny skupiny inhibitor( protedz, jejichz molekulova
hmotnost je podle BARTA & BARTOVA (2007); CLEVELAND et al. (1987); BRZIN et al.
(1988); SUH et al. (1990) a POUVREAU (2004) uvadéna v rozmezi od 4,3 kDa do 28 kDa.
Modifikace proteini B-1I a W-II byla provedena methylaci a napadné je snizeni jejich

molekulové hmotnosti oproti stejnému proteinu, ktery modifikaci podroben nebyl.
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5. ZAVER

Pti méfeni koncentrace bakterialni suspenze jednotlivymi metodami byly rozdily
v ziskanych koncetracich zpiisobené komplikacemi s méfenim turbidity pomoci
spektrometru

Pti hodnoceni antimikrobialni aktivity pomoci tzv. resazurinového testu bylo
zjisténo, ze po 48 hodinach byla schopnost inhibice zaznamendna u modifikovanych
proteinti obou testovanych odrud pfi pouziti vyssi koncentrace proteinu tzn. 10 mg/ml.

u bakterie Pseudomonas syringae pv. tomato.
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