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Anotace

Tématem bakalaiské prace je hodnoceni antifungalni aktivity vybranych
peptidovych frakci izolovanych z hliz brambor vi¢i houbam rodu Fusarium sup. Cilem
teoretické Casti této prace je zpracovani prehledu proteinti izolovanych z bramborové
hlizy (Solanum tuberosum L.), kratky popis rodu Fusarium, druht F. solani a F.
oxysporum, popis zakladnich mechanismt obrany rostlin proti houbam a piehled
antifungalnich proteinfi. V experimentalni ¢asti bude hodnocena antifungélni aktivita u
vybranych proteinovych frakci z hlizy Solanum tuberosum L. vué¢i F. solani a F.

oxysporum, které byly pfipraveny pomoci separa¢nich technik.
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Abstract

The bachelor thesis deals with evaluation of antifungal activity of selected peptide
fractions isolated from potato tuber against Fusarium spp. fungi. Literature review
contains information about isolated potato tuber proteins from Solanum tuberosum L.,
short description of genus Fusarium, species F. solani and F. oxysporum, information
about plant defense mechanisms against fungi and at least information about antifungal
proteins. The experimental part deals with evaluation of antifungal activity of selected
peptide fractions from potato tuber of Solanum tuberosum L. against F.solani and F.
oxysporum which were prepared by separation techniques.
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Uvod Jana Reiserova 2012

1 Uvod

Hlizy bramboru (Solanum tuberosum) jsou velmi vyznamnou zemédélskou
plodinou, kterd slouzi ptedevsim k vyzivé lidstva, jako surovina pro Skrobarensky
pramysl a jako krmivo pro hospodéiskéa zvitata (Barta & Curn, 2004). Hlizy obsahuji
vodu, mineraly, vitaminy, sacharidy a nezanedbatelné mnozstvi proteinti. Proto jsou
idedlni pro vyzivu clovéka, ale zaroven jsou i zZivnou pudou pro patogenni houby.
Naptiklad pro houby rodu Fusarium, které mohou napadat poskozené hlizy vyvolat
fadu chorob. V napadené hlize degraduji proteiny, sacharidy, vitaminy a syntetizuji
sekundarni metabolity — mykotoxiny, které jsou jedovaté pro ¢lov€ka i pro hospodaiska
zvitata.

Napadeni patogenem vyvola v rostliné obranné reakce, které zpomaluji, az inhibuji
rust patogenniho organismu. V rostlindich se vyskytuje mnoho latek, které mohou
potlacovat riist patogenti nebo jej usmrtit. Napiiklad antifungalni proteiny.

Tyto proteiny lze separacnimi technikami ziskat z bramborové stavy, z vedlejSich
produktt, které produkuje Skrobarensky primysl. Bramborova Stava v susiné obsahuje
az 27 % proteind a 4 % peptidi (Barta & Bartova, 2007). Tento fakt by mohl pomoci
efektivnéji vyuzivat ,,odpad*“ ze Skrobarenského primyslu a dalSim studiem potencialu
téchto bilkovin docilit zafazeni do novych biotechnologickych aplikaci.

Hlizové bilkoviny jsou rozd€leny do 3 skupin: patatin, inhibitory proteas a ostatni
bramborové bilkoviny (Pots, 1999). Antifungadlni tUc¢inek byl prokdzadn pouze u
nékterych skupin inhibitort proteas jako naptiklad u bramborového inhibitoru proteas I
a II, u serinovych inhibitorii proteas a u inhibitori proteas Kunitzova typu (Kim et al.,

2009; Sprenskaya et al., 2006).
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2 LITERARNI RESERSE

2.1 Hlizové proteiny bramboru (Solanum tuberosum L..)
Brambor hliznaty je celosvétové vyznamnou plodinou, jejiz hlizy slouzi k vyzivé
lidstva a pro pramysl (Barta & Curn, 2004). Hlizu tvoii primémé 75% vody a susina
(Hanusova & Curn, 2006). Susina obsahuje mimo proteiny dali latky jako jsou
naptiklad Skrob (hlavni zasobni latka), vitamin C a jiné neproteinové dusi¢nany (volné
aminokyseliny, amidy, asparagin, glutamin). Obsah dusikatych latek v suSiné hlizy
kolisa vlivem genotypu a prostiedi ve znaéném rozpéti od 34 do 70% (Barta & Curn,

2004).

2.1.1 Klasifikace hlizovych proteinii

Diive se uvadélo rozdéleni podle rozpustnosti proteini na globulinovou,
albuminovou, prolaminovou a glutelinovou frakci. Nazory na podil frakci se mezi
autory starSich védeckych publikaci velmi li§i. Dnes se vyuzivaji techniky zakladajici se
na elektroforetickych metodach jako je PAGE, SGE, IEF, 2D — PAGE a SDS - PAGE.
Podle SDS — PAGE bylo definovano dnes vyuzivané rozd€leni na tii skupiny: patatin,
inhibitory proteas a ostatni proteiny (Barta & Bartova, 2007; Pots, 1999).

2.1.2 Patatin

Patatin se za optimalnich podminek, kdy rostlina vytvari hlizy, vyskytuje ve vétSim
mnozstvi jen v hlizdch. V listech, kofenech a stoncich se za optimalnich podminek
vyskytuje pouze ve stopovém mnozstvi (Barta & Bartova, 2007; Mignery et al., 1988).
Proteiny patatinové skupiny se pravdépodobné vyskytuji ve vSech odriidach brambor,
véetné piibuznych diploida ze skupiny Andigena a Phureja (Barta & Bartova, 2007;
Lee et al., 1983).

Trividlni oznaceni patatin vzniklo roku 1980, kdyZ pomoci iontovyménné a afinitni
chromatografie byla prvné izolovana skupina patatinovych proteini (Barta & Bartova,
2007; Racusen & Foote 1980). Patatin predstavuje skupinu imunologicky shodnych
glykoproteinovych isoforem o molekulové hmotnosti 40 — 43 (45) kDa a prokazanou
lipidacylhydrolasovou aktivitou (Barta & Bartova, 2007; Pots, 1999; Dennis & Galliard
1974; Lee et al., 1983). Je pravdépodobné syntetizovan jako prekurzor s molekulovou
hmotnosti 43 kDa a néasledné je upraven odstépenim signalniho peptidu, ktery je tvoren
23 aminokyselinami (Barta & Bartova, 2007; Mignery et al., 1984). Rizna molekulova

hmotnost je zptisobena riznymi pocty glykosylaci v kombinaci s mutaci v primarni
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sekvenci patatinu (Barta & Bartova, 2008). V nativni formé je povazovan za dimer
s ptibliznou molekulovou hmotnosti 80 kDa respektive 88 kDa (Barta & Bartova, 2007;
Racusen & Weller, 1984; Racusen, 1984). Izoelektricky bod patatinového komplexu se
nachazi v rozmezi pH 4,6 az 5,2 (Pots, 1999; Barta & Bartova, 2007).

Proteiny patatinového komplexu zaujimaji 20 — 40 % vSech extrahovatelnych
hlizovych proteind bramboru (Barta & Bartova, 2007; Macrae et al., 1998). V hlize je
patatin lokalizovan v centralnich vakuolach parenchymatickych bunék (Barta &
Bartova, 2007; Sonnewald et al., 1989). Tato skute¢nost spolu s vysokym zastoupenim
patatinu v hlize je divodem, pro¢ se proteinim patatinového komplexu pfisuzuje
zasobni funkce (Barta & Bartova, 2007; Rosahl et al., 1986). Ale vzhledem ke
specifické enzymatickeé aktivité byla vyslovena hypotéza, Ze zasobni funkce neni
jedinou funkci proteinti patatinového komplexu (Barta & Curn, 2004; Barta & Bartova,
2007).

Enzymova aktivita patatinovych proteinu a jejich funkce
Patatin je povazovan za zasobni protein. Pfi dlouhodobém skladovani (az 2,5 roku),

bylo zjisténo, Ze tyto patatinové frakce béhem skladovani postupné vymizely (Barta &
Bartova, 2007; Kumar et al., 1999; Pots et al., 1999). Predpoklada se, ze zasobni funkce
nebude jedina fyziologicka funkce patatinu (Barta & Curn, 2004; Barta & Bartova,
2007).

Aktivita nespecifické lipidacylhydrolasy (LAH aktivita)
Byla objevena brzy po zacatku vyzkumu patatinu. Vykazuje esterasovou aktivitu

pro tvorbu voskovych esterti i pro deacylace lipida (Barta & Bartova, 2007; Dennis &
Galliard, 1974). Tento enzym vykazuje vysokou aktivitu vi¢i substratim, jako jsou
fosfolipidy, monoacylglyceroly a p-nitrofenylové estery karboxylovych sloucenin.
Stredni aktivitu vykazuje vici galaktolipidim a negativni aktivitu vici di-acyl a tri-acyl
glycerolim (Barta & Bartova, 2007; Andrews et al., 1988). Na genotypové (tj.
odriidové) urovni byli zjistény rizné aktivity LAH (Barta & Bartova, 2007). Byly
vysloveny hypotézy tykajici se fyziologické role LAH aktivity patatinu v obranném
systému proti patogeniim. Podle prvni teorie dochazi pfi poskozeni buniky napadené
rostliny k uvoliiovani mastnych kyselin prostiednictvim LAH aktivity. Mastné kyseliny
jsou oxidovany lipooxydasami a to vede ke vzniku cytotoxickych oxidovanych
mastnych kyselin. LAH aktivita ma také za nasledek tvorbu ve vodé€ nerozpustnych

voskl, které zabranuji poskozeni bun€k rostliny, vniknuti patogenu a jeho Sifeni
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v rostliné (Barta & Bartova, 2007; Pots, 1999). Druha teorie uvadi, ze LAH aktivita
patatinu pisobi na patogeny piimou inhibici, pravdépodobné¢ dochazi k naruseni
integrity bunécné stény (Barta & Bartova, 2007; Strickland et al., 1995). Teorie nebyly
zatim prokdzany. LAH aktivita je mezi odridami riiznd, coZ je mozna pfiCina rezistence
nékterych odrid vuci urditym patogenim (Barta & Bartova, 2007). Podle toho
predpokladu, by mély byt odridy s nizkou LAH aktivitou méné odolné nez ty s vyssi
LAH aktivitou patatinu (Barta & Bartova, 2007; Pots, 1999). Tato teorie vSak nebyla

V praxi zatim potvrzena (Barta & Bartova, 2007).

Aktivita cytosolové fosfolipasy A; a A, (PLA; a PLA,)
Aktivita fosfolipasy A, (PLA;) je vyssi nez PLA;, proto je patatin oznaen jako

enzym s aktivitou PLA,. PLA , je lipolyticky enzym, ktery katalyzuje hydrolyzu
esterové vazby mastnych kyselin v pozici sn-2 u diacylfosfolipida. Aktivita PLA, zavisi
na hodnot¢ pH prosttedi, pii hodnoté pH 7,5 az 9,0 byla aktivita nejvyssi. Pfi poklesu
pH pod 7 byla aktivita PLA; minimalni. Z tohoto vyplyva, Ze je aktivita enzymu zavisla
na jeho umisténi v bunice, vakuola ma kyselé¢ prostiedi — enzym neaktivni (Barta &
Bartova, 2007). Aktivita PLA, je indukovéna pfitomnosti Ca*+ a kinasou (Barta &
Bartova, 2007; Kawakita et al., 1993).

Fosfolipasy jsou schopné odStépovat z membranovych fosfolipidi nenasycené
mastné kyseliny. Uvolnéné mastné kyseliny slouzi jako signalni latky vedouci k expresi
obrannych gent (Barta & Bartova, 2007). PLA, se Gi¢astni na signalni transdukci, ktera
vyvolava rezistentni reakci v bunikdch bramboru pii napadeni (inokulaci) houbou
Phytophthora ifestans (Barta & Bartova, 2007; Senda et al., 1998). Pti této inokulaci
jsou aktivovany lipooxygenasy vazané v cytoplazmatické membran¢ a také
intracelularni lipidperoxidasy, které se podileji na produkei rishitinu - fytoalexinu
brambor (Barta & Bartova, 2007; Doke & Nishimura, 1988).

AKktivita B-1,2-xylosidasy
Aktivita B-1,2 xylosidasy je optimalni pii pH 4 az 4,5 a pii teploté¢ 50°C. B-1,2

xylosidasa ma schopnost uvoliiovat z N-glykand xylosidasové molekuly vazané B-1,2
vazbou na B-manosu (Barta & Bartova, 2007). Funkce tohoto enzymu zatim neni
znama, ale byla vyslovena hypotéza o mozném vztahu B-1,2 xylosidasy S obrannym

systémem hliz bramboru (Barta & Bartova, 2007; Peyer et al., 2004).
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Aktivita kyselé p-1,3-glukanasy (GLU-40)
Rostlinné enzymy s glukanasovou aktivitou jsou fazeny mezi proteiny, jejichz

vyskyt je spojen s obranou rostliny vici patogenim (PR-proteiny). Chytinasy a p-1,3-
glukanasy jsou schopné vazat se na buné¢énou sténu hub (z chitinu a B-1,3 glukanu) a
degradovat ji. Tento zpisob vede k omezeni nebo upIné inhibici ristu houbovych
organismu (Barta & Bartova, 2007). Antifungalni aktivita [B-1,3-glukanasy byla
prokazana viaci druhu Phytophthora infestans, enzym byl schopen inhibovat kli¢eni
sporangii (Barta & Bartova, 2007; Sharma et al., 2004).

2.1.3 Inhibitory proteas
Inhibitory proteas ptedstavuji ptiblizné 20 — 30 % a v odrad¢é Elkana az 50 %

proteinil Z celkového mnozstvi v bramborové staveé (Barta & Bartova, 2007; Povreau,
2004). Rostlinné inhibitory proteas jsou charakterizovany jako proteiny majici
schopnost inhibovat proteolytické enzymy mikroorganismt a hub, ale rostlinné proteasy
jsou inhibovany jen vyjimecné (Barta & Bartova, 2007). Vyznamny podil maji také na
regulaci mnoha vyvojovych procesi véetné programované bunééné smrti (Hraska et al.,
2006).

Jsou to proteiny, které se vyznamné podili na obrané rostliny vici napadeni
hmyzem, patogeny (Barta & Bartova, 2007; Jongsma, 1995). Narist koncentrace
inhibitord je pozorovan jak Vv misté napadeni, tak i v celé rostling, pusobi tedy
systémové (Hanusova & Curn, 2006).

Hliza obsahuje vysoké mnozstvi téchto proteinti i bez predchozi indukce poranénim
¢i patogenem, proto jsou povazovany za zasobni latky (Barta & Bartova, 2007,
Hanusova & Curn, 2006; Povreau, 2004). Ale je velmi pravdépodobné, Ze tento protein
ma 1 jiné fyziologické funkce (Barta & Bartova, 2007).

Déleni inhibitoru proteas

Inhibitory proteas jsou klasifikovany na zaklad€ typl enzymdi, které inhibuji.
Nésledna klasifikace vychdzi z kompozice aktivniho mista proteas, které inhibuji. Na
zaklad¢ tohoto principu je délime napiiklad jako: serinové (serin ¢i histidin v aktivnim
misté proteasy); cysteinové (cystein v aktivnim misté); aspartatové (aspartatova skupina
v aktivnim mist¢); metaloproteasové (s kovovym iontem v aktivnim misté) (Barta &
Bartova, 2007; Jongsma, 1995). Déleni do skupin mize byt také komplikovéano

strukturou aktivniho mista ¢i homologii sekvenci (Barta & Bartova, 2007).
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Pots (1999); Barta & Bartova (2007) déli inhibitory proteas do tfi tfid. Prvni tfidu
tvofi bramborovy inhibitor I (PI-1), coz je inhibitor serinovych proteas. Tento protein je
pentamer, slozeny z isoinhibitorovych promotorovych podjednotek. Jeho celkova
molekulova hmotnost je 40 kDa. Piedstavitelem druhé tfidy je bramborovy inhibitor II
(P1-2). Tato skupina je tvofena dimery inhibitort serinovych proteas. Obé podjednotky
se chovaji jako jednodoménovy protein. Proteiny o molekulové hmotnosti 20 az 22 kDa
jsou ¢leny treti tiidy. Tato tfida se dale déli do 4 odlisnych tfid: 1) inhibitory proteas
Kunitzova typu, 2) inhibitory cysteinovych proteas, 3) inhibitory aspartatovych proteas
a 4) inhibitor karboxypeptidasy. Vsechny inhibitory proteas zafazené do této tfidy jsou
monomery. Lisi se typem proteasy, kterou inhibuji, a poétem cysteinovych zbytkti na
podjednotku (Hanusova & Curn, 2006).

Povreau et al. (2001) déli inhibitory proteas do 7 skupin. Déleni se zaklada na
rozdilu molekulové hmotnosti, stavby molekuly, hodnoty isoelektrického bodu a poctu
sulfidickych mistku v molekule. Podle téchto kritérii Ize rozdélit inhibitory proteas do
nasledujicich skupin: inhibitor I z bramboru (PI-1), inhibitor Il z bramboru (PI-2),
inhibitor karboxypeptidasy z bramboru (PCI), inhibitor aspartatovych proteas z
bramboru (PAPI), inhibitor cysteinovych proteas z bramboru (PCPI), inhibitor proteas
Kunitzova typu z bramboru (PKPI) a ostatni inhibitory serinovych proteas (OSPI)
(Hanusova & Curn, 2006; Barta & Bartova, 2007). Nejvice zastoupenymi skupinami
inhibitor jsou PI-2 a PCPI, které ptedstavuji 22 a 12 % ze vsech proteint v hlize
bramboru (Hanusova & Curn, 2006).

Bramborovy inhibitor I (PI-1)
Je to serinovy inhibitor proteas. Skladd se z péti podjednotek (pentametr) o

velikosti 7,7 — 7,9 kDa. Predstavuji 4,5 % z celkovych proteinii ze $tavy brambor.
Zatim bylo objeveno 8 forem této tiidy. Hodnota isoelektrického bodu se pohybuje
vrozmezi pH 5,1 az 7.,8. Vykazuji trypsinovou, chymotrypsinovou aktivitu,
antimikrobialni a insekticidni u¢inky pro mozné vyuziti v genovém inzenyrstvi (Barta &

Bartova, 2007).

Bramborovy inhibitor IT (PI-2)
Je to serinovy inhibitor proteas, ktery se skldda ze dvou podjednotek (dimer) o

velikosti 10,2 kDa. Podjednotky jsou spojeny disulfidickymi mistky (Barta & Bartova,
2007; Lee et al., 1999). Ve staveé brambor je zastoupena 7 formami, které predstavuji 22

% z celkovych proteini. Hodnota isoelektrického bodu je pH 5,5 az 6,9. Vykazuji
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trypsinovou, chymotrypsinovou aktivitu, antimikrobidlni a insekticidni u€inky pro

mozné vyuziti v genovém inzenyrstvi (Barta & Bartova, 2007).

Bramborovy cysteinovy inhibitor (PCPI)
Skupina ptedstavuje 12 % z celkovych proteini ze $tavy brambor (Povreau et al.,

2001). Tato skupina se sklada z 9 riznych inhibitort o velikosti 20,1 — 22,8 kDa a 0
hodnot¢ isoelektrického bodu 5,8 - 9. Jsou to inhibitory cysteinovych proteas (papain).

Vykazuji aktivitu vaci trypsinu a chymotrypsinu (Barta & Bartova, 2007).

Bramborovy aspartatovy inhibitor proteas (PAPI)
Skladé se z 6 skupin riznych inhibitort, predstavuji 6 % z celkovych proteint ze

stavy brambor. Hodnota isoelektrického bodu se pohybuje v rozmezi pH 6,2 — 8,7
(Barta & Bartova, 2007). Velikost se pohybuje v rozmezi 19,9 — 22 kDa. Vykazuji
inhibi¢ni aktivitu proteas kathepsinu D, chymotrypsinovou a trypsinovou aktivitu (Barta
& Bartova, 2007; Povreau et al., 2001).

Bramborové inhibitory proteas Kunitzova typu (PKPI)
Jsou slozeny ze dvou proteini o molekulové hmotnosti 20,2 kDa. Hodnota

isoelektrického bodu je vrozmezi pH 8 az 9. Prestavuji 4 % 2z celkovych
extrahovatelnych proteinti ze $tavy brambor. Maji trypsinovou a chymotrypsinovou
aktivitu. Mohou byt detekovany v poskozenych i neposkozenych nadzemnich Castech
rostliny. Byl popsan inhibi¢ni vliv na rist a vyvoj patogenni houby Fusarium culmorum
(Barta & Bartova, 2007).

Ostatni serinové inhibitory proteas (OSPI)
Zahrnuji dvé skupiny inhibitor proteas, které piedstavuji 1,5 % z celkovych

proteinit ze Stavy brambor. Molekulova hmotnost prvni skupiny je 21 kDa a druhé
skupiny je 21,8 kDa a jejich isoelektricky bod je v rozpéti hodnot pH 7,5 az 8,8 (Barta
& Bartova, 2007). Vykazuji aktivitu proti elastaze, trypsinovou a chymotrypsinovou
aktivitu (Povreau et al., 2001).

Bramborovy karboxypeptidasovy inhibitor proteas (PCI)
Sklada se z jediného zéstupce o velikosti 4,3 kDa a ptedstavuje 1 % z celkovych

extrahovatelnych proteinii ze §tavy brambor. Vykazuje aktivitu vi¢i karboxypeptidase
A. Specifickou vlastnosti téchto proteind je odolnost vici teplu, ktera je zpusobena

pritomnosti tii disulfidickych mistka (Barta & Bartova, 2007).
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2.1.4 Ostatni proteiny hliz brambor
Podle Pots (1999); Barty & Bartové (2007) jsou do ostatnich proteinti fazeny

proteiny, které nelze na zakladé imunologické odpovédi fadit k patatinu nebo nemaji
schopnost inhibovat proteasy. Ostatni proteiny maji molekulovou hmotnost piiblizné
nad 45 kDa. Do této skupiny jsou zafazovany proteiny jako je hlizovy lektin,
polynoloxidasy (60 a 69 kDa), protein kinasa, enzymy které se ucastni na syntéze
Skrobu a fosforylasové isoenzymy (Barta & Bartova, 2007; Koningsveld, 2001).
Bramborovy lektin je chiméricky, na chitin vazajici se protein, jenz se sklada
z lektinové domény a glykoproteinové domény s hydroxyprolinem (Barta & Bartova,
2007). Tyto dvé domény jsou propojeny 60 aminokyselinami (Barta & Bartova, 2007;
Dammne et al., 2004). Molekulova hmotnost lektinu v nativnim stavu je 100 kDa (50 %
tvofi sacharid). Na larvach Melingethes Aenus byla testovana biologicka aktivita
lektinu, ucel tohoto testu bylo nalézt latky, které by mohli s vyuzitim genového
inZenyrstvi zpuUsobit rezistenci proti zminénému $kddci. Bramborovy lektin ma

schopnost redukovat rust larev (Barta & Bartova, 2007; Ahman & Melander, 2003).
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2.2 Fusarium

2.2.1 Charakteristika
Rod Fusarium zahrnuje velké mnozstvi hub, které mohou byt patogenni pro fadu

rostlin, zptsobuji nemoci mnoha zemédélskych plodin a mohou byt skodlivé pro
Clovéka a zvitata. Mnoho znich syntetizuje celou fadu biologicky aktivnich
sekundarnich metabolitd (napf. mykotoxiny) s mimoiddnou chemickou rozmanitosti.
Fusariové mykotoxiny mohou byt $kodlivé pro rostliny, a to je spojeno s rakovinou a
dal$imi zavaznymi onemocnénimi u lidi a hospodaiskych zvifat, které zkonzumovali

kontaminovanou potravu (Moretti, 2009).

2.2.2 Taxonomie
Askomycety jsou nejpocetnéjSi vSeobecné rozsifenou skupinou hub. Do této

skupiny patii saprotrofové, parazité, mykorhizni houby a lichenizované houby
(Sedlaifova & Vasutova, 2004). Cleni se na cca 40 fada podle typu plodnic a ontogeneze
plodnic. Od tohoto typu zafazeni se postupné ustupuje a podle molekularnich znakt
vznikaji nova tfidéni, jako je vtab. 1 (Luginbuhl, 2010). Jednotlivé druhy rodu
Fusarium jsou rozliSovany podle morfologie, napi. tvaru makrokonidii a pfitomnosti
chlamydospor (Moretti, 2009).

Tab. 1:Taxonomie rodu Fusarium (Luginbuhl, 2010)

Rige Houby
Kmen Ascomycota
Podkmen Pezizomycotina
Ttida Sordariomycetes
Podtiida Hypocreomycetidae
Rad Hypocreales
Celed’ Nectriaceae
Rod Fusarium

2.2.3 RozmnoZovani a morfologie
Askomycety tvofi septované mycelium s jednoduchymi pory.

Houby tohoto rodu vyrdbi tfi druhy spor: makrokonidie, mikrokonidie a
chlamydospory, které vyristaji na tzv. konidioforech. Septované makrokonidie mohou
byt produkoviany na monofialidich a polyfialidich nebo také na kratkych
specializovanych monofialidach tzv. sporodochia. Fialidy jsou butiky konidioforu
sunikatnimi pdry (monofialidy maji jeden poér, polyfialidy maji vice pora).

Makrokonidie se velmi li$i tvarem a velikosti, jsou vyrabény ve shlucich nebo fetizcich
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na fialidich. Clamydospory maji velmi odolnou konstrukci se zesilenymi sténami a
vysokym obsahem tuku, mohou se tvofit ve stfedu hyf nebo na jejich konci (Moretti,
2009).

Bunééna sténa bunék mycelia tvoii hlavné chitin a polyglukan (Sedlafova &
Vasutova, 2004). Slozeni bunééné stény hub je velmi rozdilné od slozeni stény
rostlinnych bungk a této vyrazné odliSnosti 1ze vyuzit v aplikaci antifungalnich latek,
které se zamétuji pouze na bunéfnou sténu hub. Schéma typické bunécné stény je
znazornénO na obr. 1. Je dulezité si uvédomit, ze houby maji znacny vnitini tlak
(turgor), ktery pfi sebemensim poskozeni bunétné stény mize vést k lyze houbové

bunky (Selitrennikoff, 2001).

plasmaticka membrana

GPI - kotveny § 4 bs
: & ¢ T .
protein —s—-;r* mannoproteiny
) (X ‘«—— B (1.6) glukan
chitin

A

B (1.3) glukan ‘

Obr. 1: Schéma stavby bunécné stény hub (Hermanova et al., 2006)

2.2.4 Mykotoxiny
Rod Fusarium produkuje sekundarni metabolity - mykotoxiny. Substraty jsou

obvykle obiloviny a brambory. Tyto metabolity jsou jedovaté pro zvifata (i pro
¢lovéka), proto je nutné sledovat jejich vyskyt v potravinich. V kontaminovanych
potravinach je obvykle nachazime v kombinaci, kterd piisobi horSi poskozeni nez
jednotlivé mykotoxiny. RozliSujeme tfi hlavni skupiny fusariovych mykotoxind:

trichoteceny, fumonisiny, zearalenon.
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Trichoteceny
Trichoteceny tvofi rodiny uzce souvisejicich chemickych sloucenin, nejcastéji

vyskytujici se jsou deoxynivalenol, nivanelol a T2 toxin (Desjardins & Proctor, 2007).
Jsou cytotoxické ve vétSiné bun€k eukaryot - zplsobuji inhibici syntézy proteinti. Maji
lipofilni povahu, ktera zpusobuje rychlé vstfebavani do krevniho ob¢hu. Pusobi
hematotoxicky — narusuji krvetvorbu a poskozuji lymfatické tkané. Pfi styku
s pokozkou mohou vznikat zarudld, podrazdéna mista az puchyiky. Pti kontaktu toxinu
s okem vznikaji zanéty spojivek a mize dojit az k nevratnému poskozeni rohovky. Po
vniku trichotecenti do krevniho ob&hu se projevuje nauzea, slabost, ztrata koordinace,
do 3 hodin vodnaty prijem, pozdéji krvavy prijem, do 12-ti hodin mize dojit
k dusnosti, kasli, krvaceni z nosu a bolestem bticha. U téZce otravenych jedinci mize
nastat smrt do nékolika hodin az dnd. Pro tyto vlastnosti byl jed vyuZit jako biologicka

zbran (Wannemacher et al., 1997).

Fumonisiny
Jsou karcinogenni, u lidi zptisobuji karcinom jicnu a u lidského plodu rtizné vady.

Fumonisiny maji negativni ufinek na mozek, plice, jatra, ledviny, slinivku biisni,
varlata a krvetvorbu. U koni toxin zpasobuje leukoencefalomalacii a u prasat
pulmonalni edém. Kon¢, u kterych se nemoc jiz projevila, uhynou (Vinicelli & Parker,
1995).

Zearalenony
Nejsou akutné toxické a nejsou spojovany se smrtelnymi mykotoxézami u lidi ¢i

zvitat. Zearalenony jsou nesteroidni estrogenni toxiny. Zpusobuji estrogenni syndromy
u prasat naptiklad vulvovaginitidy, narusuji cyklus pohlavnich hormont, zptisobuji
poruchy plodnosti (Vinicelli & Parker, 1995). Jiz z nazvu je patrné, Ze se tyto toxiny

vyskytuji nejcastéji v kukutici (Zea mays).

Fusariny
Fusarin C je mutagenni latka, ale nebylo prokazano, Ze by zptisobovala rakovinové

bujeni (Desjardins & Proctor, 2007).

2.2.5 Sucha hniloba bramborovych hliz
Suchou ,,fusariovou‘ hnilobu brambor zptisobuji druhy Fusarium solani, Fusarium

oxysporum, F. sulphureum a jiné. Jde o nejcast&jsi skladkovou chorobu brambor.

21



Jana Reiserova 2012

Hniloba vnika do hliz jejich mechanickym poskozenim (poskozenim slupky nebo
natlu¢enim). Vyssi vyskyt byva pii teplém a suchém konci vegetace (Juzl et al., 2000).

Za 5 — 7 tydnt po sklizni se na hlizach zacinaji objevovat nekrotické skvrny, které
postupné zvétSuji svoji velikost. Obvykle jsou koncentricky zvrasnéné, pokryté
polstaiky bilého, zlutého az rtizového mycelia patogenu. Na fezu hliz ma hniloba
vrstevnicovy charakter, mohou se vyskytovat i mensi dutiny. Obvyklé jsou smésné
infekce s dalsimi patogeny (houby a bakterie) (Juzl et al., 2000).

Ochranou pted chorobou je zdrava sadba, péstovani odolnéjSich odrid, Snizeni
mechanického poskozeni (odkamenéni a vhodna technologie sklizn€), termin sklizné,
mofeni hliz (thiabendazol a imazalil), spravné skladovaci podminky (Juzl et al., 2000).
Termin sklizné¢ je dilezity z hlediska vyzralost hliz, tedy i pevnosti slupky a celkové

odolnosti proti mechanickému poSkozeni.

2.2.6 Fusarium solani

Druh je celosvétove rozsiteny v pudé, v rostlinach 1 zivocCiSich. Patogen rostlin, ale
i ¢loveéka, u kterého muize zpusobovat keratitidu. Je to producent fusarové kyseliny.
Vyznamny kontaminant skladovanych potravin, zpusobuje skladové hniloby (sucha

hniloba bramborovych hliz).

Makroskopické znaky
Kultivace na PDA padé. Kolonie jsou velmi rychle rostouci, 4,5 cm na 4 dny.

Myecelium je vzdu$né bilé az Sedobilé. Spodni strana je Casto zelenava, modrozelena ¢i

hnéda (Luginbuhl, 2010).

Mikroskopické znaky
Mikrokonidie se hojn¢ tvoii na dlouhych vlaknitych monofialidach, jsou protahlé se

zaoblenymi konci, o velikosti 86 X 2-4 pm. Makrokonidie se tvoifi na bohaté
vétvenych konidioforech, vietenovité, mirné¢ zakifivené, se 3-5 septy, cca 27-52 X 4,4-
6,8 um, se zaoblenou koncovou buitkkou a nevyrazné pediceldtni bazalni buiikou.

Makrokonidie ze vzdusného mycelia jsou mensi. Chlamydospory se tvofi interkaldrné

nebo v fetizcich (Luginbuhl, 2010).

Patogenita
Fusarium solani zahrnuje rtiznorodé a $iroké spektrum hostitelti jako jsou naptiklad

Cucurbata spp., lusténiny (hniloba kofenu a stonku hrachu, syndrom nahlého Gmrti
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s6ji), Solanum tuberosum (sucha hniloba hliz). Nékteré kmeny mohou zplsobovat
infekci i u lidi (Luginbuhl, 2010).

2.2.7 Fusarium oxysporum
Je celosvétové rozsifend houba. Nékteré podruhy jsou saprofyté a jiné ryze

parazitické, které jsou pivodci nékterych rostlinnych chorob.

Makroskopické znaky
Makroskopicka morfologie se miize vyrazné lisit v riznych médiich. Na PDA pidé

ma rychly rist. Kolonie jsou zpocatku bilé, ale ve stafi se zbarvuji lososoveé az

purpurové (Sutton et al., 1998).

Mikroskopické znaky
Hytfy  jsou  ptepazeny a  hyalinni. Konidiofory  jsou  kratké a

jednoduché. Makrokonidie jsou hojné, srpovité a tenkosténné buriky. Jsou tii az péti
ptepazené métici 23-54 x 3-4,5 um. Mikrokonidie jsou vétSinou nepiepazené, elipsoidni
az valcovité, nepatrné zakiivené nebo rovné, 5-12 x 2,3-3,5 um velké vyskytujici se na
kratkych monofialidach. Chlamydospory jsou pfitomné a Casto hojné, vyskytujici se

jednotlivé a ve dvojicich (Sutton et al., 1998).

Patogenita
Fusarium oxysporum postihuje Sirokou Skalu hostiteli v jakémkoliv véku. Rajce,

tabak, lusténiny, tykvovité, brambory a banany jsou jen nékteré z nachylnych rostlin,
ale mohou se také nakazit ostatni rostliny. Nakaza Fusarium oxysporum ma symptomy,

jako je vadnuti, chlordzy a nekrozy a zhnédnuti cévniho systému (Moretti, 2009).
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2.3 Obranné mechanismy rostlin vii¢i houbam

Rostliny jsou neustale vystaveny vlivim okolniho prostfedi a toklim patogennich
organismu (tj. stresu). Pieziti za téchto podminek vyzaduje rychlé obranné reakce, které
omezuji Sifeni patogeni po pocatecni infekci, a tim dojde k omezeni onemocnéni
(Portieles et al., 2006). Obranné mechanismy rostlin se 1i$i podle druhu. Tato prace se
bude zabyvat hlavné aktivni chemickou obranou, tedy syntézou obranych latek, které
potlacuji rust ¢i pfimo usmrcuji patogenni houby. Dal§imi zplisoby obrany muze byt
pasivni chemicka obrana (ptirozené se vyskytujici latky, které brani v ristu patogenu) a

mechanickd obrana (rtizné bariéry branici v priniku patogenu do hostitele).

2.3.1 Stres
Biologicky stres je faktor vnéjsiho prostiedi, ktery indukuje potencialné Skodlivy

u¢inek v zivém organismu. Stres muze pusobit na rostliny az letalné, ovSem je
nezbytnym stimulem pro vyvoj rostlin, jak ontogeneticky (kli¢eni rostlin za nizkych
teplot), tak 1 evolucni.

Stres pasobi ve 4 fazich (viz obr. 2). Pocatek stresu je nazyvan reak¢éni fazi
procesy zacinaji prevladat nad anabolickymi procesy. Po té nasleduje restitu¢ni faze
neboli faze odolnosti, ptfi které se spousti adaptacni a reparacni procesy. Pti delSim
pusobeni stresu mlize nastat faze vycerpani, tedy konec¢nd faze, kdy je intenzita stresu
tak vysoka, ze dochazi k nevratnému poSkozeni organismu, které je letalni. Piestane — li
stres na rostlinu plsobit, nastava faze regeneracni, pi1 které dochéazi k Castecné ¢i

celkové reparaci organismu.

normalni

odolnost

I pocCatek stresu cas

Obr. 2: Idealizovany priibéh stresové reakce (Prochdzka et al., 1998)
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Predem je vSak potieba zdiraznit, ze prubcéh stresové reakce a jeji konecny
vysledek zavisi jak na intenzité a délce pisobeni stresového faktoru na danou rostlinu,
tak i na geneticky vazanych ptfedpokladech odpovédi, souhrnné oznaovanych jako
adaptaéni schopnosti. Pfechodné zvySeni odolnosti ziskané pod vlivem stresoru (obr. 3)
a nazyvané jako aklimatizace miZe byt zaloZzeno jak na zménach rychle pomijivych
(tvorba specifickych metabolitit), tak i na zménach trvalejSich (zmény v tvorbé novych

organt a Vv jejich vnitini struktuie) (Prochazka et al., 1998).

mechanické G&inky vétru

FYZIKALNI- nadmérné z&feni (UV, viditelng)

i

extrémni teploty (horko, chlad, mraz)

ABIOTICKE FAKTORY —— nedostatek vody (sucho)

| nedostatek kysliku (hypoxie, anoxis)
nedostatek Zivin v padé

I— — nadbytek iontd soli a vodiku v pldé
——— toxické kovy a organické latky v pldé

CHEMICKEA

toxické plyny ve vzduchu

herbivorni Zivogichové (spasani, poranéni)
BIOTICKE FAKTORY patogenni mikroorganizmy (viry, mikrobi, houby)
vzdjemné ovliviovani (alelopatie, parazitizmus)

2.3.2 Rozdéleni obrannych mechanismii
Odpovédi obranného mechanismu na stres mize byt dvojiho typu: pasivni

(konstitutivni) nebo aktivni (rostlina na stres reaguje zménou metabolismu).

Pasivni obrana
Tvofi ji urCité konstrukéni prvky rostlin nebo typické metabolity, které se v rostling

bézné vyskytuji (neni to reakce na stres). Vnéjsi vrstvy rostlinného povrchu mohou
tvofit specidlni odolné latky jako je vosk, ktery nemiize byt napaden nebo straven
plisnémi. Pfitomnost silnych materiald jako je lignin, kiira, pokozka mohou zabratiovat
vniknuti patogenu do rostliny.

Také sekundarni metabolity jako jsou alkaloidy, tfisloviny, fenoly, pryskyfice a
jiné, které pusobi toxicky na patogeny, brani vniku do rostliny a jejich pieziti v hostiteli.
Tyto latky maji insekticidni, antimikrobialni, antimykotické a antibakterialni ucinky.
Mimo sekundarni metabolity mohou mit tyto vlastnosti i ur¢ité proteiny, naptiklad

inhibitory proteas plisobi antimikrobidIné.
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Aktivni obrana
Obranna odpovéd’ neni pred napadenim organismu k dispozici. Bunécna sténa je

prvnim mistem obranné linie. KdyZz patogen napadne rostlinu, tak infikované bunky
spusti signaliza¢ni kaskadu, ktera ostatnim buiikdm organismu ohlasi napadeni. Tehdy
zacne v bunice obrannéd reakce. Zhusti se nebo ztloustne (doplnéni o novy material)
bunécnd sténa, aby byla znemoznéna penetrace patogenu do bunky, tato reakce se
odehréava jen v blizkosti napadeného mista.

Dalsi moznou odpovédi je hypersenzitivni reakce v oblasti napadeni, bunky se
stavaji nekrotické. Nebo se miize zménit jejich metabolismus, zpomali se dychani a
zaCnou se hromadit toxické latky. Tyto buniky nejsou pro patogen vhodné a to
zpomaluje celkovy postup infekce.

V okoli napadené tkané ne€které druhy rostlin produkuji specifické chemické latky,
které patogen potlacuji. Naptiklad fytoalexiny, jsou to nizkomolekularni latky, které se
za¢nou syntetizovat po napadeni rostliny. Fytoalexiny jsou velmi toxické pro houby i

bakterie (Prochazka et al., 1998).

2.3.3 Interakce s patogennimi organismy (houby)
Vztah mezi patogenem a hostitelem se neustale vyviji, v pribéhu koevoluce se

vyvinuly systémy, pomoci kterych muize patogen ucinnéji napadnout a vniknout do
hostitele, a zaroven rostliny ziskaly schopnost se uc¢innéji branit infek¢nim agens
(Hefmanova et al., 2006).

Jejich prinik do bun€k je sice ztizen bunécnou sténou, avSak ani ta neni pro fadu
Z nich neptekonatelnou piekazkou. Predevsim patogenni houby disponuji celou fadou
velmi ucinnych lytickych exoenzymi (Prochazka et al., 1998). Mezi tyto enzymy patii
napiiklad kutinasy, které jsou schopné degradovat kutin (jednu z hlavnich slozek
rostlinné pokozky) a tak mohou patogeny snaze pronikat do hostitele. Peptidasy také
usnadiiuji vnik do buiiky hostitele, tak Ze degraduji pektinové komponenty bunécné
stény rostlin. Celulasy, hemicelulosy a ligninasy se také podili na degradaci buné¢nych
stén (Castro & Fontes, 2005). Mechanické poranéni usnadfiuje prinik patogend do
hostitele. Proto rostlina okamzit¢ reaguje na poranéni syntézou nékterych
antimikrobialnich a antifungalnich latek (pryskyfice).

Nejen prinik, ale ¢asto i1 kontakt patogenniho organizmu s bunikou vyvolava celou
fadu koordinovanych vnitrobunéénych procesi, jejichz cilem je omezit ¢i zcela

eliminovat jeho piisobeni a Sifeni do ostatnich bun€k. Jen mélo z téchto procesti ma
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zcela obecny charakter, spiSe lze pozorovat velkou rozmanitost u jednotlivych skupin
rostlinnych druhti i u jednotlivych organt (Prochazka et al., 1998).

Ke spusténi obranné reakce je tfeba podmét (elicitor), ktery byva uvolnény bud’
samotnym patogenem, nebo napadenou buiikou. Elicitor je tifeba k aktivaci geni
odpovédnych za obrannou reakci (Prochazka et al., 1998). Casto to byva specificky
metabolit, napiiklad slouceniny, které se uvoliuji pfi naruseni bunééné stény.

Vlastni obranné reakce zahrnuji jednak tvorbu specifickych stresovych proteint,
jednak syntézu a hromadéni chemicky jednodu$Sich sloucCenin s vyraznym
antibiotickym uc¢inkem. Patfi k nim nejrtiznéjsi flavonoidy, terpenoidy, fenolické latky a
alkaloidy, které byvaji souhrnné oznacovany jako fytoncidy ¢i inhibitory (Prochazka et
al., 1998).

Velmi rychlou obrannou reakci je tvorba superperoxidu. Ptfi napadeni rostliny
patogeny se téz rychle zvySuje tvorba etylenu, ktery se podili na iniciaci genové exprese
(Prochéazka et al., 1998).

Dalsi formou obrany je hypersenzitivni reakce. V napadené bunce i v okolnich
buiikach se spousti fizena nekrdza, pti které dochazi v disledku zvysSené koncentrace
volnych radikali, peroxidu vodiku a dalSich toxickych latek k usmrceni bunky i bunék
V jejim blizkém okoli. Hypersenzitivni reakce je pro okolni buiiky ¢asto spoustécim
mechanismem pro syntézu fytoncidii a stresovych hormonit PR neboli protein
souvisejicich s patogenezi. Proteiny PR jsou definovany jako stresové proteiny, jejichz
syntéza je indukovana ptitomnosti specifického infekéniho organismu. V soucasnosti
jsou klasifikovany do 11-ti skupin (Hefmanova et al., 2006).

Jinym typem obrannych reakci rostlin je rychlé zvySeni tvorby polysacharidu
kal6zy, ktery pak vyplnuje bunky v okoli infikovaného mista. Kaloza je velmi odolna
vuci houbovym hydrolazam (Prochéazka et al., 1998).

U n¢kolika fytopatogennich hub je znamo, Ze produkuji extraceluldrni proteindzy, a
posledni vysledky naznauji, ze hraji proteindzy aktivni roli v rozvoji onemocnéni.
Rostliny syntetizuji inhibitory polypeptidi, které mohou potlacovat aktivitu enzymu v
reakci na Utok proteinazy, kterou vyprodukoval fytopatogenni mikroorganismus. Tento
jev byl poprvé zaznamenan v rajéatech nakazenych Phytophthora infestans, ve kterém
bylo zjisténo, ze zvySené mnozstvi inhibitorti trypsinu a chemotrypsinu Kkoreluje

S obrannou reakci rostliny vaéi patogenu (Kim et al., 2005).

27



Jana Reiserova 2012

2.3.4 Neproteinové antifungalni latky
Jsou to latky, které potlacuji rist hub nebo je pfimo usmrcuji. Obvykle se vyskytuji

Vv rostlinach az pii pusobeni stresoru, tedy houby. Jsou velmi rozmanité funkci i
molekulovou hmotnosti.

Mechanismus ucinku vétSiny antifugnalnich latek spociva ve zvysSeni permeability
bunééné stény hub. Diisledkem je Gnik elektrolytti a makromolekul z buiiky do vnéjsiho
prostiedi vedouci k jejimu usmrceni (Hampl et al., 2007).

Antifungalni aktivitu prokazuji nékteré proteiny, aromatické slouceniny a jejich

derivaty, nenasycené mastné karboxylové kyseliny (Hampl et al., 2007).

Karboxylové kyseliny a jejich derivaty
Nenasycené mastné kyseliny C-7 az C-11 se pouzivaji lokalné pii1 tfadé

dermatomyko6z. Nejznaméjsi z nich je kyselina undecylenova. Obvykle se aplikuje jako
smés volné kyseliny a jeji zinecnaté soli. Z aromatickych kyselin se pouziva predevSim
kyselina salicylova a jeji derivaty (Hampl et al., 2007).

Syntetické antifungalni azoly vykazuji Siroké spektrum aktivity, zahrnujici témef
vSechny druhy hub. Mechanismus ucinku téchto latek spociva v inhibici syntézy

fugalnich lipidd. Patii sem naptiklad klotrimazol a ketokonazol (Hampl et al., 2007).

2.3.5 Antifungalni proteiny
Antifungalni proteiny jsou specifické stresové obranné proteiny, které maji

schopnost omezovat az inhibovat rast hub. U vysSich organismil jsou tyto proteiny
piirozenou soucasti sekundarniho obranného mechanismu (Hefmanova et al., 2006).
Antifungalni proteiny mohou byt klasifikovany na zdklad¢ struktury, enzymovych
vlastnosti, podobnosti s diive popsanou skupinou proteinti, molekulové hmotnosti,
sérologickych vlastnosti nebo mechanismu ucinku. VétSina autorti se shoduje na
rozdéleni nejvyznamnéjsich antifungalnich proteint rostlin do péti skupin. Toto ¢lenéni
odpovida péti zakladnim tfidam proteini PR (PR-1,PR-2, PR-3, PR-4, PR-5), u nichz
byla prokazana antifungalni aktivita (tab. 2). Kazda z téchto péti skupin je délena na
zaklad¢ odlisného isoelektrického bodu na dalsi dvé podtiidy. Kysel¢ antifungalni
proteiny se nachdzeji v extracelularnim prostoru, zatimco bazické proteiny jsou
pfitomny v bunénych vakuolach. K zakladnim péti skupindm rostlinnych
antifungalnich proteinii jsou dnes fazeny dal$i skupiny — defensiny, thioniny, proteiny
podobné cyklofilinu, proteiny inaktivujici ribozomy, proteiny ptenosu lipidi a

inhibitory proteas (Hefmanova et al., 2006).
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Do skupiny PR proteini mohou byt zatazeny jen proteiny, jejichz syntéza je

indukovana ptitomnosti patogenu (Ederva, 2005; Selitrennikoff, 2001; Hefmanova et

al., 2006).

Tab.2: Prehled antifungdlnich proteinii podle (Seletrennikoff, 2001; Hermanova et al.,
2006; Portieles et al., 2006; Castro a Fontes, 2005)

Antifun- Vlastnosti Vyskyt Antifungélni aktivita vici
galni druhtim
proteiny
Proteiny Podobnost Ryze, kukufice, Uromyces fabae, Phytophthora
PR-1 proteinim tabak, jeCmen aj. | infestans, Erysiphe graminis,
bohatych na Phytophthora parasitk,
cystein Perenospora tabaci aj.
Proteiny -1,3- Hrach, tabak, Rhizoctonia solani, Candida
PR-2 endoglukanasova | brambor, obili a albicans, Phytophtora
aktivita zelenina infestans, Aspergilus
fumigatus aj.
Proteiny Edochitinasova Tabak, okurky, Trichoderma reesei, Alternaria
PR-3 aktivita hrach, obili aj. solani, A. radicina, Fusarium
oxysporum, Fusarium solani,
Guignardia bidwellii, Coprinus
comatus aj.
Proteiny Maji schopnost Brambor, tabak, Trichoderma harzianum,
PR-4 vazat se na f3- je¢men, rajcata aj. | Fusarium culomorum,
chitin vznikajici F.graminearum, Botrytis
bunééné stény cinerea aj.
Proteiny Podobnost Kukufice, soja, Velmi §iroké spektrum
PR-5 primarni struktury | ryze, pSenice, houbovych patogenti
s thaumatinem tabak, rajCata,
dyné, fazole,
jeCmen, len aj.
Defensiny | Na cystein bohaté | PSenice, Botrytis cinerea, Alternaria
proteiny, obsahuji | fedkvicka, brassicola, Fusarium
4 disulfidické brambory, culmorum, F. oxysporum, F.
mustky okrasné rostliny | solani, Candida albicans aj.
(jifina) aj.
Thioniny Na siru bohaté Psenice aj. Thielaviopsis
proteiny paradoxa a Drechslera teres
Proteiny Podobnost Fazole aj. R. solani, F. oxysporum, B.
podobné cyklofilinim cinerea a Coprinus comatus
cyklofilinu
Proteiny N-glykosidasy, Mirabilis Siroké spektrum houbovych
inaktivujici | které odbouravaji | expansa, hrach patogenil
ribozomy purin z rRNA skocec, jmeli,
Momordica
charantia
Proteiny Schopnost Zivogichové, Siroké spektrum houbovych
prenosu prenaset houby a rostliny | patogeni
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lipida fosfolipidy mezi
membrany
Killer Schopnost vazat | Saccharomyces Siroké spektrum houbovych
proteins se na specifické cerevisiae, patogentl
receptory na Ustilago maydis,
povrchu bunék Hanseniaspora
hub uvarum,
Zygosaccharomyc
es bailii, Phaffia
rhodozyma,
nékolik Pichia
Inhibitory | Schopnost Brambor, Claviceps, Helminthosporium,
proteas inhibovat proteiny | obiloviny, Curvularia, Alternaria,
kukufice aj. Fusarium culmorum,
Candida albicans, Rhizoctonia
solani

V nésledujicich kapitoldch budou podrobnéji vypsané antifugalni proteiny, které

byly izolovany z hliz bramboru (Solanum tuberosum L.)

2.3.6 Proteiny PR-2

Vzhledem k enzymové aktivit¢é PR-2, spocCiva jejich mechanismus ucinku
V hydrolyze struktury B-1,3-glukanti ptitomnych v buné¢nych sténach hub. Postupné
oslabovani buné¢nych stén vede nasledné k lyzi bun€k. V primarni struktuie f-glukanas
je vzdy ptitomna oblast dvou rezidui kyseliny glutamové. Tato oblast je povaZzovéna za
aktivni misto, umoznujici navazani na strukturu B-glukanu a Stépeni B-glykosidickych
vazeb (Hetmanova et al., 2006).

Proteiny PR-2 se déli do tii tfid na zakladé¢ analyzy aminokyselinové sekvence.
Molekulova hmotnost se pohybuje v rozmezi 33 az 36 kDa (Seliternnikoft, 2001).

U rostlin bramboru (Solanum tuberosum) byla zjisténa B-1,3-glukanasova aktivita
u zasobniho proteinu hliz, patatinu. Nasledné byla dokazana antifungalni aktivita tohoto

proteinu vici patogenu Phytophtora infestans (Hefmanova et al., 2006).

2.3.7 Proteiny PR-4
Molekulova hmotnost je od 3,1 do 20 kDa, pro kyselé proteiny se hmotnost

pohybuje v rozmezi 13 — 14,5 kDa. Proteiny PR-4 vykazuji vysokou odolnost vici
extrémnimu pH a degradaci proteasami (Hetfmanova et al., 2006). Proteiny PR-4 jsou
rozdéleny do dvou skupin. Proteiny tfidy I maji N-terminalni doménu vézajici se na
chitin, ktera je podobna doméné heveinu. Patii do nadtfidy lektind vazajicich se na

chitin. Proteiny tfidy II tuhle doménu nemaji (Selitrennikoff, 2001).
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Mechanismus ucinku proteinii PR-4 neni zcela objasnén. Proteiny PR-4 tiidy I maji
schopnost vazat se na B-chitin vznikajici bunééné stény, a tim narusovat polaritu a rust
bunék. Mechanismus ucinku proteinit PR-4 ttidy II, které postradaji vazebnou doménu,

je nejasny (Hefmanova et al., 2006).

2.3.8 Defensiny

Defensiny jsou rtznoroda skupina o nizké molekulové hmotnosti a na cystein
bohatych proteinti. Molekulova hmotnost defensini je 5 kDa (Selitrennikoff, 2001). U
rostlin maji defensiny od 45 do 54 aminokyselin a obsahuji ¢tyfi disulfidické mistky
(Portieles et al., 2006). To témto proteinim poskytuje stabilni strukturu (Hefmanova et
al., 2006).

Mechanismus ucinku defensini neni zcela zndm. Pti oSetfeni houby N. crassa
defensiny Rs-AFP2 (Raphanus sativus) a DM-AMP1 (Dahlia merckii) byla zjisténa
schopnost vazby na specifické membranové receptory, ndsledkem ¢ehoz dochazelo k
ztratd iontd K+ a lyzi bunék (Hefmanova et al., 2006). Uginek mize byt snizen

piitomnosti Ca,+ (Portieles et al., 2006).

2.3.9 Inhibitory proteas

Inhibitory proteas patii k nejcastéji se vyskytujicim antifungalnim proteintim rostlin
(Hefmanova et al., 2006). Cysteinové inhibitory proteas byly izolovany z velkého poctu
rostlin a vytvafeji ¢tvrtou skupinu cystatind, tzv. fytocystatiny (Selitrennikoff, 2001).
Fytocystatiny jsou jednoduché polypeptidy o velikosti 10 a. 12 kDa, které vykazuji
antifungalni aktivitu vii¢i fadé zastupcut fytopatogennich hub (Hefmanova et al., 2006).

Inhibitory typu Kunitz vykazuji antifungalni aktivitu, napiiklad proti druhu
Fusarium culmorum (Barta a Bartova, 2007; Sprenskaya et al., 2006). Lze je izolovat
Z hliz bramboru (Solanum tuberosum), které je produkuji pfi pusobeni stresoru. Jejich
molekulovd hmotnost se pohybuje v rozmezi 18 az 22 kDa, maji disulfidické misto
(Habib a Fazili, 2007).

Princip antifungalni aktivity inhibitori proteas neni znam. Z hlediska ochrany
rostlin je vyznamnd i1 schopnost téchto proteini inhibovat travici enzymy hmyzich
sktdct a to predevsim trypsin, chymotrypsin a a-amylasu. U inhibitorti proteas byla
popsana bifunkénost - inhibice travicich enzymu i antifungalni aktivita. Nejpodrobnéji
byla antifungalni aktivita bifunkénich proteinti popsana u proteinu zeamatinu (Z.mays).
Inhibitory proteas, izolované napf. zjeCmene nebo psenice, nebyly z hlediska

antifungalni aktivity studovany (Hefmanova et al., 2006).
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Potide-G je maly (5,5 kDa) antifungalni peptid, ktery je izolovan z hliz brambor
(Solanum tuberosum). Tento peptid je tepelné stabilni a téméf uplné potlacuje
proteolytickou aktivitu trypsinu, chymotrypsinu a papainu, bez hemolytické
aktivity. Krom¢ toho, potide-G silné potlacuje rust rdznych bakterii a hub
(Candida albicans a Rhizoctonia solani). Podle N-terminalni sekvence (zbytky 1 az 11)
bylo zjisténo, Ze protein patii mezi inhibitory proteas Kunitz rodiny (Kim et al., 2009).

Potamin-1 (PT-1) trypsin, chymotrypsin inhibitory proteas lze izolovat z hlizy
bramboru (Solanum tuberosum). Potamin-1 (PT-1) je termostabilni peptid s antifungalni
aktivitou a sklada se z polypeptidovych fetézct spojenych disulfidickymi mustky. PT-1
potlacuje rist hub jako je Candida albicans a Rhizoctonia solani. N-terminalni
sekvence je z 62% homologicka k serinovym proteasovym inhibitorim, které patii do
rodiny Kunitz (Kim et al., 2009).

2.3.10 Ostatni antifungalni proteiny
Existuje cela fada rostlinnych antifungalnich proteinil, které nelze zaradit do zadné

z vyse uvedenych skupin. Snakin-1 byl izolovan z brambor (Solanum tuberosum L.), ma
velikost 6,9 kDa a je ucinny jiz pii koncentraci 10 uM. Antifungalni uc€inky vykazuje i
30 kDa velky glykoprotein izolovany z rostliny Engelmannia pinnatifida. Ani u jednoho
z té€chto proteind neni znam mechanismus u¢inku (Hefmanova et al., 2006).

Z hlizy brambor (Solanum tuberosum L.) byl napiiklad izolovan pseudothionin
(PTH-St1) o molekulové hmotnosti 5 kDa. U kterého byla zjisténa aktivita proti
bakteriim a houbam jako je Clavibacter = michiganensis subsp. sepedonicus,
Pseudomonas solanacearum a Fusarium solani. PTH-St1 neinhibuje trypsin a hmyzi o-
amylazy, a v rozporu s pravymi thioniny, nema vliv na syntézu proteini bunky a [-

glukuronidasou ¢innost (Kim et al., 2009).
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3 Cile prace
e lzolace proteinu z hlizy bramboru (Solanum tuberosum L.) a nasledna

uprava proteinu tepelnou izolaci.
e Identifikace peptidovych frakci pomoci SDS-PAGE.
e Testy antifungalnich uc¢inkd vuci rodu Fusarium.

e Statistické vyhodnoceni vysledk.
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4 Material a metody

4.1 Hlizy bramboru (Solanum tuberosum L.)
Jako material pro izolaci proteinu byly pouzity hlizy odridy Marabel bramboru

hliznatého (Solanum tuberosum L.). Marabel je rana konzumni odrida, ktera ma ovalné
hlizy stmavé zlutou duzninou. Hlizy byly vypéstovany na pokusném pozemku
Zemédélské fakulty Jihoeské univerzity v Ceskych Bud&jovicich v roce 2011. Do doby
prubéhu zpracovani byly hlizy skladovany v chladnu (4°C) a temnu pii 95% relativni
vlhkosti vzduchu.

4.2 Houby
Testy probihaly na patogennich houbach rodu Fusarium, dvou kmenech druhu

Fusarium oxysporum a tiech kmenech druhu Fusarium solani. V tab. 3 jsou uvedeny
kmeny hub pouZitych v praci.

Tab. 3:Kmeny z Ceské sbirky mikroorganismii pouzité v praci

Kmen Ozna¢eni kmene v Ceské sbirce | Oznadeni hub
mikroorganismil Vv experimentu

Fusarium solani 8079 C

Fusarium solani 8014 D

Fusarium solani 1036 E

Fusarium oxysporum F-65 J

Fusarium oxysporum 17 F

4.3 Priprava kultiva¢niho média

ISA je caste¢né definované médium urCené pro testy antimikrobialni citlivosti.

V tab. 4 je uvedeno slozeni média 1so-Sensitest Agar typu CMO0471 (Oxoid, Velka

Britanie).

Tab. 4:Slozeni média ISA CMO0471(Oxoid, Velka Britanie)

Typicka Formule g/l
Hydrolyzovany kasein 11,0
Peptony 3,0
Glukoza 2,0
Chlorid sodny 3,0
Rozpustny Skrob 1,0
Hydrogenfosfore¢nan sodny 2,0
Octan sodny 1,0
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HofCik glycerofosfat 0,2
Glukonat vapenaty 0,1
Siran kobaltnaty 0,001
Siran médnaty 0,001
Siran zine¢naty 0,001
Siran Zeleznaty 0,001
Chlorid manganaty 0,002
Menadione 0,001
Kyanokobalamin 0,001
L-cystein hydrochlorid 0,02
L-tryptofan 0,02
Pyridoxin 0,003
Pantothenat 0,003
Nikotinamid 0,003
Biotin 0,0003
Thiamin 0,00004
Adenin 0,01
Guanin 0,01
Xantin 0,01
Uracil 0,01
Agar 8,0
Celkem 31,4

ISA se pripravi pridanim 31,4 g smési do 1 | destilované vody a piivede se k varu

(rozpusténi agaru). Sterilizujeme v autoklavu pii teploté 121°C a tlaku 101,5 kPa po

dobu 15 minut. Pfipraveny agar se pipetou pienese po 8 ml do Petriho misek, necha se

ztuhnout. Skladujeme do pouziti v chladu (2-8°C) a temnu.
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4.4 Priprava proteinu

Hlizy bramboru se omyji pod tekouci vodou, nakréji se drobné kostky a odstavni se
pomoci domaciho odstaviiovace (AEG). U ziskané bramborové stavy (PFJ — potato
fruit juice) se provede centrifugace pii 4500 ot./min po dobu 10 minut pfi teploté 4°C
(Rotina 420R Hettich Zentrifugen, Germany). Supernatant se prevede do kadinky a
filtruje se na bézném papirovém filtru K1 (Thermofisher, CZ), to vede k odstranéni
drobnych ¢astic. U prefiltrované hlizové §tavy se provede uprava rekce na pH 5 pomoci
0,5 M H,SOq.

Pot¢ se u poloviny objemu PFJ provede odstranéni majoritnich proteinovych
komponent prostfednictvim tepelné koagulace, zahfanim objemu v kadince (cca 500 ml
PFJ) ve vodni lazni na teplotu 80°C (realna teplota PFJ) po dobu 10 minut. Provede se
nasledna centrifugace pti 4500 ot./min po dobu 10 minut pti teploté 4°C (centrifuga
Rottina 420R, Hettich Zentrifugen, Germany). Supernatant se pievede do plastovych
d6z (objem 900ml), které dame zamrazit do mraznic¢ky na -20°C. Druhé polovina PFJ se
zamrazi na teplotu -20°C (bez tepelné koagulace).

Roztok se zakoncentruje pomoci lyofilizace pti teploté -50°C, tlaku 420 mbar, cca
na 48 hodin do konstantni hmotnosti na lyofilizatoru Alpha 1-4 (Martin Christ,
Némecko).

Lyofilizovany protein se ptevede na 30% roztok ptidanim deionizované vody (na
29,95 g proteinu se ptridd 99,83 ml deionizované vody). Roztok pievedeme do
dialyza¢niho potrubi, vlozime do kadinky s vychlazenou deionizovanou vodou o
objemu 1800 ml. Dialyza probiha po dobu 24 hodin, kdy se v pribéhu dialyzy méni
deionizovana voda (4x po piiblizn¢ stejnych casovych usecich). Nasledné takto
upraveny roztok se prevede do doz a opét se zakoncentruje pomoci lyofilizatoru Alpha
1-4 (Martin Christ, Némecko) pfi stejnych podminkach. Ziskan4 su$ina se skladuje az

do pouziti v diikkladné uzavienych dézéach v suchu pii teploté -20°C.
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45 SDS-PAGE

Elektroforéza na polyakrylamidovém gelu v prostiedi amonického detergentu
dodecylsiranu sodné¢ho. Pro SDS-PAGE byl pouzit gel pro analyzu peptidu.

Gel se sklada ze tii ¢asti: separacni gel (Tab. 5), spacer gel (Tab. 6), zaostfovaci gel
(Tab. 7). VSechny slozky byly dobie promichany a postupné nalévany mezi skla
umisténé v nalévacim ramecku, nejprve separacni gel (prevrstvi se dH,O a po 30
minutach se slije), spacer gel (15 mm od zaostfovaciho gelu) a nakonec zaostfovaci gel
(8 mm od spodku hiebinku), ktery byl pievrstven 1 ml vodou sycené¢ho izobutanolu.
Vlozi se hiebinek a necha se polymerizovat pii pokojové teploté 60 minut. Po té se
hiebinek vyjme.

Tab. 5: Slozeni separacniho gelu

13,4 ml | dH,O

20 ml Gelovy pufr (3 M Trisma base, 0,3 % SDS, uprava na pH 8,9 HCI)

20 ml | Akrylamid: 1 X crosslinker (AC/bis=48/1,5 g)

6,4 ml | Glycerol

20 ul TEMED

200 pul | 10 % persiran amonny

60 ml | Celkovy objem

Tab. 6. Slozeni spacer gelu

13,8 ml | dH,O

10 ml Gelovy pufr (3 M Trisma base, 0,3 % SDS, uprava na pH 8,9 HCI)

6 ml Akrylamid: 1 X crosslinker (AC/bis=48/1,5 g)

10ul | TEMED

100 ul | 10 % persiran amonny

30ml | Celkovy objem

Tab. 7: Slozeni zaostrovaciho gelu

20,6 ml | dH,O

3,8 ml | Zaostrovaci gelovy pufr (IM TRIS-HCI, pH 6,8)

5ml Zaostrovaci akrylamid (AC/bis=30/0,8 g)

300 ul | EDTA (10 %)

154 | TEMED

300 ul | 10 % persiran amonny

30 ml | Celkovy objem

Ptipraveny gel se vlozi do vany, kde je pfipraveny horni vanovy pufr-katodovy (1
M Tris, 1M Tricine, 1 % SDS) a dolni vanovy pufr-anodovy (2 M Tris, upravit pH na
8,9 pomoci HCI). Do jamek se nanese 10ul pfipraveného vzorku - vzorek smichany
s vodou a nanasecim pufrem (2 ml 10 % SDS v dH, 0, 1 ml glycerol, 0,625 ml 1 M tris-
HCI pH 6,8, 6 ml dH,0, BPB, pied nanesenim BME (5 %) a 3 min vafit). Separace
probiha pti 200 V asi 4 hodiny v chladu.
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Po separaci se gel vyjme a oplachne destilovanou vodou, po té se gel vlozi do
misky s fixa¢nim roztokem (25 % isopropanol, 7 % kyselina octova + zbytek do 100 %
dH,0) a da se na tfepacku na 16 hodin. Separované proteiny byly detekovany pomoci
Coomassie Brilliant Blue (1 % ve fixa¢nim roztoku) po dobu 30 minut. Gel se po té
odbarvuje pomoci fixa¢niho roztoku. Takto upraveny gel se suSi na sklenénych
destickach zabaleny v celofanu. Po ususeni se gel prevede do digitalni formy a zpracuje

se pomoci digitalni obrazové analyzy.
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4.6 Experiment

Ockovani hub se provadi na médium ISA v Petriho miskéch ve sterilnim prostiedi
(flow box). Petriho miska se oznaci podle schématu na obr. 4. Sterilizovanym
korkovrtem se vyfizne v agaru porostlém houbovou kulturou kruhova vysec, ktera se za
pomoci sterilntho skalpelu pienese na stied kiize oznacené Petriho misky s ISA.
Naockované Petriho misky se vlozi do thermoboxu a kultivuji se pii teploté¢ 25°C 24

hodin.

Obr. 4:Schéma znaceni Petriho misky

Protein se aplikuje viedéni 10 mg/mm, 5 mg/mm, 1 mg/mm a 0 mg/mm
(deionizovana voda). Na analytické¢ vaze AB54-S (Metter Toledo) se navazi 100 mg
proteinu do zkumavky a ptida se 10 ml deionizované vody, promicha se. Centrifuguje
se pii teploté 4°C po dobu 10 minut (tvorba homogenniho roztoku)( Rotina 420R,
Hettich zentrifugen, Germany). Roztok se pfevede ptes mikrobidlni filtr o velikosti sita
0,22 um. Ptipravi se mikrozkumavky (ependorftube) pro fedéni 10 mg/mm (pievede se
900 ml roztoku proteinu), 5 mg/mm (pievede se 450 ml roztoku proteinu a 450 ml
deionizované vody), 1 mg/ mm (pfevede se 90 ml roztoku proteinu a 810 ml
deionizované vody), 0 mg/mm (pfevede se 900 ml deionizované vody) a do pouziti se
uschovaji v chladnu a temnu. Toto fedéni se provede pro protein upraveny tepelnou
koagulaci 1 pro protein bez upravy tepelnou koagulaci. Zbytek roztoku se zamrazi na

teplotu -20°C a uschova pro pozdéjsi pouziti.
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Po 24 hodinach kultivace naockovanych Petriho misek houbou se ve sterilnim
prostiedi (flow box) provede aplikace ptislusnych fedéni do kruhovych jamek. Kruhova
vyseC se udela sterilnim korkovrtem 1 mm od okraje houbové kultury a kruhovou vysec
vyjmeme sterilnim skalpelem (obr. 5). Do téchto vzniklych jamek se pipetou pienese 30
ml roztoku prislusného fedéni. Petriho misky se premisti do thermoboxu (opatrné, aby

se nerozlil protein) a kultivuji se 24 hodin pii teploté 25°C.

CIpE0

Obr. 5:Schéma aplikace proteinu

Po 24 a 48 hodinach kultivace se Petriho misky pfevedou do digitalizované formy
pomoci fotoaparatu. Hodnoceni plochy inhibice radidlniho rastu se provadi pomoci
programu AutoCAD 2010 (zkuSebni verze) na digitalnich fotografiich. Toto hodnoceni
se zaklada na radidlnim rastu hub, kdy je z této kruznice odectena plocha inhibi¢nich

zOn rustu.

40



Jana Reiserova 2012

5 Vysledky
5.1 SDS-PAGE

V tab. 8 jsou proteinové vzorky po separaci na SDS-PAGE. Protein bez tepelné

koagulace obsahuje standardni zastoupeni vSech bramborovych peptidovych frakci

vyskytujicich se v PFJ (patatin, majoritni peptidové frakce inhibitor proteas). Protein,

ktery byl upraven tepelnou koagulaci, vykazuje zmény v zastoupeni peptidovych frakci.

Termolabilni peptidové frakce (patatin) byly vysrazeny. Termostabilni peptidové frakce

jsou zastoupeny majoritnimi peptidovymi frakcemi inhibitori proteas. Na pracovisti

bylo zjisténo, Ze peptidy obsazené v takto upraveném vzorku jsou hlavné serinové

inhibitory proteas (Barta, os. sdéleni).
Tab. 8: SDS-PAGE gel (LB=nandseci pufr, Marker Sigma"™, IP inhibitory proteas)

Hmotnostni Marker

Sigma "

Protein bez tepelné
koagulace (20ul vzorku
+20ul vody+10ul LB)

kDa

26,6

17

14,2

6,5

Protein po tepelné
koagulaci (15ul vzorku
+25ul vody+10ul LB)

Patatin
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5.2 Vyhodnoceni plochy inhibice radidlniho ristu
Hodnoceni bylo provedeno na péti kmenech rodu Fusarium v péti opakovanich

focenych po 24 hodindch rustu (od aplikace proteinu) a po 48 hodinach. Ziskané
vysledky byly vyhodnoceny pomoci programu Statistica 9. V tab. 9 je vystup analyzy

rozptylu - vsechny sledované faktory vykazaly pfimy vliv na inhibici rustu.

Tab. 9: Analyza rozptylu (ANOVA) vicefaktorova (Statistica 9). SS = soucet ctvercii
(Sum of Squares), Degr. of. = stupen volnosti (Degree of Freedom), MS = priumér
ctvercii (Mean Square), F = testové Kritérium, p = p-hodnota, % =procentudlni podil
faktori piisobicich na velikost plochy inhibice radidlniho rist.

SS Degr. of MS F p

Intercept 12,19988 1 12,19988 1753,536 0,000000
houbova kultura (1) 1,30697 4 0,32674 46,964 0,000000
€as (2) 0,68348 1 0,68348 98,239 0,000000
teplota koagulace (3) | 12,19988 1 12,19988 1753,536 0,000000
koncentrace (4) 14,19760 3 4,73253 680,225 0,000000
1x2 0,37711 4 0,09428 13,551 0,000000
1x3 1,30697 4 0,32674 46,964 0,000000
2x3 0,68348 1 0,68348 98,239 0,000000
1x4 1,63772 12 0,13648 19,616 0,000000
2x4 1,14306 0,38102 54,766 0,000000
3x4 14,19760 3 4,73253 680,225 0,000000
1X2x3 0,37711 4 0,09428 13,551 0,000000
1x2x4 0,54364 12 0,04530 6,512 0,000000
1x3x4 1,63772 12 0,13648 19,616 0,000000
2x3x4 1,14306 3 0,38102 54,766 0,000000
1x2x3x4 0,54364 12 0,04530 6,512 0,000000
Error 2,20546 317 0,00696

Na obr. 6 je zobrazen procentualni podil jednotlivych faktori a interakci na celkové
variabilit¢ hodnot plochy inhibice radidlniho rtistu. Nejvétsi vliv na velikost plochy
inhibice radidlniho ristu méla interakce mezi faktory teplota koagulace (diky
rozdilnému spektru peptidovych frakei) a koncentrace vzorku (52,6 %).

Proteinové slozeni vzorku (dané teplotou koagulace) mélo velmi vyznamny vliv na
cely experiment (19,6 %). Vzorky, které nebyly upraveny tepelnou koagulaci, nemély
potencial vytvafet inhibi¢ni zony pii kontaktu stestovanymi patogeny, protoze
obsahovaly nizkou koncentraci proteinli s antifungdlni aktivitou. V nasledujici
prezentaci vysledkt — grafy a fotografie v piiloze — nejsou zahrnuty efekty vzori bez

upravy tepelnou koagulaci.
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Dalsi interakcemi majicimi vliv na plochu inhibice radidlniho rtstu houbovych
kultur jsou cas x teplota koagulace x koncentrace (8,2 %), houbova kultura x teplota
koagulace x koncentrace (5,6 %), houbova kultura x cCas x teplota koagulace x

koncentrace (4,7 %). Chyba zde zastupuje 4,2 %.

houbova kultura;
1x2x3x4;4,7%

koncentrace; 0 %
1x2;0,1%
1x3;23%
2x3;0,2%
x4;1,2%

1x3x4;56%
2x3x4,82% Error; 4,
1x2x4;,0% /-

1x2x3;1,

2x4;0%

Obr. 6:Procentudlni podil faktorii interakci na celkové variabilité hodnot plochy
inhibice radidlniho ristu.
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5.2.1 Vyhodnoceni Fusarium solani kmen 8079
Plocha inhibice radialniho rustu je u Fusarium solani kmen 8079 ovlivnéna hlavné

koncentraci, mén¢ casem jak dokazuje Tukeyho test na obr. 7. V porovnani s ostatnimi

A4

tedy byly vytvofeny nejmensi plochy inhibice radidlniho rtstu.
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=
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koncentrace, ¢as

Obr. 7:Zavislost plochy inhibice radidlniho riistu na koncentraci proteinu a casu
(CO=koncentrace 0 mg/mm, C5=5 mg/mm, C10= 10 mg/mm). V obrdzku je zahrnuto

hodnocenti sily testu podle Tukey HSD testu.
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5.2.2 Vyhodnoceni Fusarium solani kmen 8014
Plocha inhibice radiadlniho rtstu je u Fusarium solani kmen 8014 ovlivnéna

koncentraci, ale na rozdil od ostatnich testovanych houbovych kultur je i vyznamné

ovlivnéna ¢asem (Vviz obr. 8).

200,0

150,0

100,0

50,0

plocha inhibice radialniho ristu

0,0

F. solani, kmen 8014

1415b
58,1 efg
41,8 gh
23,00 475k
o
0,0k 0,0k g
e ]
co co c1 c1 cs cs 10 Cc10
24h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h

koncentrace, ¢as

Obr. 8: Zavislost plochy inhibice radialniho ristu na koncentraci proteinu a casu
(CO=koncentrace 0 mg/mm, C5=5 mg/mm, C10= 10 mg/mm). V obrdzku je zahrnuto

hodnocenti sily testu podle Tukey HSD testu.
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5.2.3 Vyhodnoceni Fusarium solani kmen 1036
U Fusarium solani kmen 1036 je plocha inhibice radialniho ristu je velmi

ovlivnéna koncentraci aplikovaného roztoku proteinu a pifi vyssi koncentraci (10
mg/mm) i ¢asem (Viz obr. 9). Na tento kmen mél testovany vzorek proteinu nejvyssi
inhibi¢ni Uc¢inek z testovanych hub, tedy byly naméfeny nejvetsi plochy inhibice
radidlniho ristu. Oproti ostatnim testovanym patogennim houbam byla zaznamenana

citlivost vii¢i proteinu jiz pii niz$i koncentraci (1 mg/mm).

F. solani, kmen 1036
200'0 1 inﬁ a
g
172}
o3
= 150,0
=)
=
=
o]
= 99,6 ¢
£ 100,0
-5}
2
=
< 50,2 efg
s 500 37,4 ghi
g 24,3 hij
= ) y 9,9 jk .
0,0 0,0
0,0 [
Cco Cco C1 C1 C5 C5 C10 C10
24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h
koncentrace, ¢as

Obr. 9: Zavislost plochy inhibice radidalniho riistu na koncentraci proteinu a casu
(CO=koncentrace 0 mg/mm, C5=5 mg/mm, C10= 10 mg/mm). V obrdzku je zahrnuto
hodnocenti sily testu podle Tukey HSD testu.
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5.2.4 Vyhodnoceni Fusarium oxysporum kmen F-65
Plocha inhibice radialniho ristu je u Fusarium oxysporum kmen F-65 je ovlivnéna

koncentraci, pfi niz§i koncentraci je sila testu nizka (viz obr. 10). Plocha inhibice

radialniho rastu u tohoto kmene témef nebyla ovlivnéna ¢asem.

200,0
=
2
=
o 1500
=
=
=
=
= 100,0
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2
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=
£
s 50,0
(5]
°
(="
0,0
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23,1hij 257hij
7,7 jk i
o 22 2
|| ——
c5 c5 C10 c10

0,0k
co co C1 C1
24 h 48 h 24h 48 h 24h 48 h 24h 48 h

koncentrace, ¢as

Obr. 10: Zavislost plochy inhibice radidlniho riistu na koncentraci proteinu a casu
(CO=koncentrace 0 mg/mm, C5=5 mg/mm, C10= 10 mg/mm). V obrdzku je zahrnuto

hodnocenti sily testu podle Tukey HSD testu.

47




Jana Reiserova 2012

5.2.5 Vyhodnoceni Fusarium oxysporum kmen 17
U Fusarium oxysporum kmen 17 je plocha inhibice radidlniho rustu velmi

ovlivnéna koncentraci, ale faktor asu se vyznamnéji projevuje az pti vyssi koncentraci

10 mg/mm (viz obr. 11).

F. oxysporum, kmen 17
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2 156,0 b
Z 56,0
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=
=
=
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Obr. 11: Zavislost plochy inhibice radidlniho riistu na koncentraci proteinu a casu
(CO=koncentrace 0 mg/mm, C5=5 mg/mm, C10= 10 mg/mm). V obrdzku je zahrnuto
hodnoceni sily testu podle Tukey HSD testu.
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6 Diskuze
Vysledky analyzy obou testovanych vzorki pomoci SDS-PAGE ukazuji, ze jejich

proteinové spektrum bylo vyrazné ovlivnéno, zpisobem upravy (tepelnou koagulaci).
V praci Bartové & Barty (2008) je uvedeno, ze teplota pii zpracovani PFJ vyrazné
ovliviiuje spektrum peptidovych resp. proteinovych frakci.

Termostabilni frakce v PFJ, které se nevysrazely pfi teploté 80°C jsou prevazné
inhibitory proteas. Na pracovisti bylo jiz diive zji§téno, ze v této frakci prevazuji hlavné
serinové inhibitory proteas a inhibitory proteas Kunitzova typu (Barta, os. sdéleni).
Studiu antimikrobialnich u¢inka jednotlivych typd inhibitord proteas je tieba vénovat
dalsi pozornost.

Kim et al. (2009) ve své praci také uvadi, ze nékteré bramborové proteiny piisobi
antimikrobialn€. Mezi tyto proteiny autofi fadi napf. patatin, dale také defensiny a
inhibitory proteas, u nichZ popisuji vyrazné antifungdlni ucinky (hlavné u
bramborovych inhibitorii proteas I). U inhibitori Kunitzova typu byl popsan
antifungalni ¢inek vici Fusarium culmorum (Sprenskaya et al., 2006).

Na spektrum peptidovych frakci v hlize ma velky vliv odriida brambor. V této praci
byla pouzita konzumni odrtida Marabel. Bylo by vhodné dalsi testy provadét
S prumyslovymi odradami, jejichz PFJ vzniké jako odpad pfti ziskavani Skrobu. Tento
odpad méa potencial, aby se v budoucnu stal materialnem pro fadu biotechnologickych
aplikaci (Barta & Bartova, 2008).

Vyznamnym faktorem experimentu je houbova kultura. Izolované peptidové frakce
Z bramboru potlacuji houby druhy Fusarium solani a F. oxysporum. Bylo by vhodné
testy rozsifit o dalsi kmeny ¢i druhy hub. Naptiklad Seletrennikoff (2001) uvadi, ze
inhibitory proteas vykazuji antifungalni aktivitu vic¢i druhu Rhizoctonia solani, rodu
Alternaria a dal$im patogennim houbam.

Dal$im pfedmétem vyzkumu by mél byt mechanismus G¢inku, ktery je jak uvadi
zatim neobjasnén. Hefmanova et al. (2006) v praci uvad¢ji, Zze byla u inhibitor proteas
popsana biofunk¢énost — inhibice travicich enzymt (obranna reakce vi¢i hmyzim

Skiidciim) 1 antifungalni aktivita.
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[ Zavér
Z vysledkl experimentu se daji odvodit nésledujici zjisténi a zaveéry:

Proteinovy vzorek po upravé tepelnou koagulaci mél jiné spektrum
peptidovych frakci nez vzorek bez této tpravy.

Spektrum peptidovych frakci po Upravé tepelnou koagulaci obsahoval na
zaklad¢ provedené SDS-PAGE vyrazné vyssi zastoupeni proteind s nizsi
molekulovou hmotnosti (10-15 kDa), pravdépodobné se jednd o serinové
inhibitory proteas.

Vzorek bez upravy tepelnou koagulaci nezptisoboval tvorbu inhibi¢nich
radialniho rdstu u testovanych patogent.

Vsechny Ctyfi testované faktory (Uprava proteinu, houbova kultura,
koncentrace, ¢as) mély prikazny pfimy vliv na plochu inhibice radialniho
rustu.

V ramci experimentu méla nejvétsi vliv na radialni rast interakce mezi
faktory uprava proteinového vzorku (teplota koagulace) x koncentrace
roztoku proteinu.

Nejmensi plocha inhibice radialniho rastu byla naméfena u Fusarium solani
kmen 8079 (priimérna plocha inhibice radialniho ristu je 10 mm?).

Nejvétsi plocha inhibice radialniho rdstu byla naméfena u Fusarium solani
kmen 1036 (priimérna plocha inhibice radialniho rustu je 26 mm?).
Fusarium solani kmen 1036 reagoval i na niz$i koncentrace testovaného

proteinu, u ostatnich kment byly tyto reakce malé.

Vysledky wukazaly, ze vzorek po upravé tepelnou koagulaci obsahuje

nizkomolekularni proteiny, které mohou potlacovat houby z rodu Fusarium.
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8 Seznam pouzitych zkratek

SGE.....cooiii Elektroforéza na skrobovém gelu

IEF.....cool, Isoelektricka fokusace

2D-PAGE............. Dvourozmérna elektroforéza ne polyakrylamidovém gelu

SDS-PAGE. .. Elektroforéza na  polyakrylamidovém gelu v prostfedi
amonického detergentu dodecylsiranu sodného

PDA................... Potato dextrose agar

PSA.................... Potato sucrose agar

MEA.................. Malt extract agar

ISA ...l Iso-sensitest agar
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10 Priloha 1

Tab. 10:Digitdlni fotografie Petriho misek v ¢ase. Znaceni Petriho misek: C, D, E, F, J
= houbova kultura (viz Tab. 4); 1,2,3,4,5 = ¢islo opakovani; M0 = protein nebyl
upraven tepelnou koagulaci; M80 = protein byl upraven tepelnou koagulaci.
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